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2018 Nobel Kimya Odiilil, protein miihendisligi alanindaki arastirmalara verilmistir, var olan bir
proteinin veya enzimin genlerini yeniden yazarak, daha etkili veya yeni islevli protein
gelistirmeye dayanan yontemler gelistirmislerdir. Protein miihendisligi alamndaki ¢alismalarda
ortam olarak mikroorganizmalar veya in-vitro sistemler kullamilmistir. S6z konusu memeli
proteinleri gelistirmek olunca, bu tiir ortamlarda gelistirilmis proteinler memeli hiicrelerinde
ifade edildiginde yanlis katlanma veya kiimelenmeler meydana gelmistir. Mikroorganizmalar
veya in-vitro sistemler, memeli hiicrelerine 6zgii karmagik sinyal yolaklarinin olmamasi,
molekiiller arasi etkilesimler, zayif katlanma, beklenmedik modifikasyonlar, DNA, RNA ve
proteinlerin isglenisi, hiicresel lokalizasyon sorunlari vb. fizyolojik ve biyokimyasal sebeplerden
dolayr uygun ortam olusturmazlar. Bu ve benzeri sorunlar, arastirmacilari memeli hiicrelerini
dogrudan mithendislik alani (evrimlesme alani) olarak kullanmaya itmistir. Memeli hicrelerinin
baslica zorluklar teknik, ekonomik ve pratik olmayan yontemleri i¢erir. Memeli hiicrelerindeki
en Onemli engeller muazzam genom biiyiikliigli ve yavas biiyiime hizidir. Genomun muazzam
bliytikliigii bolgeye yonelik stratejilerin gelismesine yol a¢mustir. Bu tekniklerden en
onemlilerinden bir tanesi 2020 Nobel Kimya 6diline konu olan CRISPR teknolojidir. Tezin
amac1 memeli hiicrelerinde ¢alismanin zamansal maliyetini ortadan kaldirmaktir. RNA’y1 hedef
alan CRISPR enzimleri ve lentiviral gen tasima sistemleri ile memeli hucrelerinde
programlanabilen bir yontem gelistirilmistir. Bu programlanabilir sistemin en 6nemli 6zelligi,
memeli hiicrelerinin boliinmesinin yavas olmasit durumunu ortadan kaldirmasidir. RNA’y1 hedef
alan CRISPR enzimleri ile tek bir jenerasyonda (pasajda) hi¢ durmaksizin siirekli ¢ok c¢esitli
varyant iiretir ve bu varyantlar, viriis araciligi ile paketleyip, (kimerik antijen reseptoril) CAR-T
yapilar olusturur. Mevcut konjonktiirde var olan sistemlerden verimli ve genis varyant araligina
sahip, teknik, pratik ve ekonomik olarak uygun bir hiicre i¢i programlanabilen yéntemi
gelistirilmistir.

Subat 2024, 168 sayfa

Anahtar Kelimeler: CRIPSR, CAR-T, Lentiviral gen tagima sistemi, Protein mithendisligi,
Evrim, Bolgeye yonelik mutagenez



ABSTRACT

Master's Thesis

GENE DIVERSIFICATION IN MAMMALIAN CELLS WITH REPAIRV1
[dPspCas13b-ADAR2DD (E488Q)]

Mustafa OZKAN

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Reyhan COLAK

The 2018 Nobel Prize in Chemistry was awarded to research in the field of protein engineering,
which developed methods based on developing more effective or new functional proteins by
rewriting the genes of an existing protein or enzyme. Microorganisms or in-vitro systems have
been used as a platform in studies in the field of protein engineering. When it comes to
developing mammalian proteins, misfolding or aggregation occurs when proteins developed in
such environments are expressed in mammalian cells. Microorganisms or in vitro systems lack
complex signaling pathways specific to mammalian cells, intermolecular interactions, poor
folding, unexpected modifications, processing of DNA, RNA and proteins, cellular localization
problems, etc. They do not create a suitable platform due to physiological and biochemical
reasons. These and similar problems have led researchers to use mammalian cells as a direct
engineering platform (evolution platform). Major challenges with mammalian cells include
technical, economical, and impractical methods. The major obstacles in mammalian cells are the
enormous genome size and slow growth rate. The enormous size of the genome has led to the
development of strategies for the site-directed. One of the most important of these techniques is
CRISPR technology, which is the subject of the 2020 Nobel Prize in Chemistry. The aim of the
thesis is to eliminate the time cost of working in mammalian cells. A programmable
methodology was developed using CRISPR enzymes (targeting RNA) and lentiviral gene
delivery in mammalian cells. The most important feature of this programmable system is that it
eliminates the slow division of mammalian cells. It constantly produces a wide variety of
variants in a single generation (passage) with CRISPR enzymes targeting RNA and packages
these variants through the virus and creates CAR-T structures (chimeric antigen receptor). A
technically, practically and economically suitable in-cell programmable methodology has been
developed that is efficient and has a wide range of variants from existing platform in the current
conjuncture.

February 2024, 168 pages

Keywords: CRISPR, CAR-T, Lentiviral gene delivery system, Protein engineering, Evolution,
Site-directed mutagenesis
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CaCl2 Kalsiyum klor(
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EDTA Etilendiamin tetraasetik asit
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NaOH Sodyum hidroksit
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1. GIRIS

Biyoteknoloji ve sentetik biyolojinin temel konularindan biri biyolojik sistemler, yeni
islevli molekiiller veya giiclendirilmis o6zellikli molekiiller tasarlamaktir. Bu tur
caligmalar1 basarili bir sekilde gergeklestirmenin kolay yolu genleri veya genomda
birden fazla yeri hedefleyerek dizilerin yeniden yazilmasidir. Bu calismalarin temel
caligma prensibi, fenotipteki farkliliklar1 arastirmak icin genetik cesitliligin
olusturulmasina dayanir. Tek bir molekiil veya bir organizma tasarlamakta dahil olmak

iizere ¢ok genis bir yelpazeye sahip bir arastirma alanidir.

Cesitlilik, biyolojik diinyanin {izerine insa edildigi temeldir, yinelenen genetik ¢esitlilik
ve secilim dongiileri yoluyla Darvinci evrimi miimkiin kilar. Bu siire¢ boyunca dogal
secilim araciligiyla, kataliz (6rnegin enzimler), molekiiler tanima (6rnegin antikorlar),
yapisal (6rnegin hiicre iskeleti proteinleri) ve sinyalleme (6rnegin hormonlar) dahil
olmak tizere farkli islevlere sahip sayisiz biyolojik makromolekiil gelistirmistir. Gen
cesitlendirme yontemiyle, arttirllmis performansli proteinler ve yeni o6zellikli
proteinlerin gelistirilmesiyle, genetik cesitlilikten yararlanma igin yeni yontemlerin
gelistirilmesinin kapis1 aralanmustir. Ozellikle enzim performansmin arttirmasindaki
basarili sonuglar1 nedeniyle yonlendirilmis evrim teknigi, yaygin kullanilan popiiler

yontem haline geligmistir.

Dogal evrim siirecini taklit eden yonlendirilmis evrim, gelismis fonksiyona sahip yeni
enzim varyantlarint izole etmek i¢in belirli bir genetik hedef iizerinde tekrarlanabilir
DNA mutajenezi ve takip eden se¢im/tarama dongiilerinden olusmaktadir (Dougherty
ve Arnold, 2009; Tracewell ve Arnold, 2009).

Dogal segilim tekil genlerden tiim organizmalara kadar farkli diizeylerde genis bir
hiyerarsi lizerinde etkilidir. Bu nedenle, yonlendirilmis evrim tipik olarak tek bir gen
kodlayan diziyi hedefleyebilirken veya bir organizmadaki yolagi optimize ederken, esit
derecede uygulanabilir olmalidir. Birden fazla bilesen igeren daha biiyiik genetik
yapilarin tasarlamasiyla, son on yilda sentetik biyoloji ve in-vitro modelleme sayesinde

yeni teknikler gelistirilmistir. Yeni araglarin gelistirilmesiyle gen g¢esitlendirme



teknolojileri hizli bir sekilde ilerlemistir ve yonlendirilmis evrimin kapsami daha da

iddial1 hale gelmistir.

Herhangi bir gen ¢esitlendirme galismasi igin arastirmacinin karsilastigi zorluk aynidir:
olusturulabilecek kodlama dizilerinin ve bunlarin kombinasyonlarinin toplam sayist,
laboratuvarda olusturulup test edilmesi miimkiin olandan ¢ok daha biiyiiktir. Bu
kavram, belirli bir ‘n’ uzunlugundaki dizinin olas1 degiskenlerinin toplam sayisini
tamimlayan dizi uzayr olarak tanimlanir (Currin vd. 2015, Hayashi vd. 2006,

Povolotskaya ve Kondrashov 2010, Wong vd. 2007)

Dizi alan1 ¢ok genistir ve ¢ok kiiciik protein dizileri igin bile deneysel olarak test
edilmesi miimkiin degildir; 6rnegin, 100 amino asitlik kiiglik bir proteinin dizi alani
~1,3 x 10%3%dur (olas1 20 amino asit géz 6niine alindiginda bu oran 20'°0°dir) bu

olasilik g6zlemlenebilir evrendeki atom sayisindan daha biiyiik bir sayidir (Kondrashov

ve Kondrashov, 2015).

Bu olasilik sadece amino asit varyasyonlarini igerir, buna biyokimyasal ve fizyolojik
varyasyonlar da eklenince, arastirmaci kombinatoryal bir patlamayla karsilagir.
Kacinmilmaz olarak bu durum arastirmaciyi, toplam cesitliligin laboratuvarda etkili bir
sekilde taranabilecek bir alt kiimesini baz alacak sekilde sinirlar (Romero ve Arnold,
2009; Romero vd. 2013).

Dizilerin, karakterizasyon verilerinin ve mevcut hesaplama araglarmin zenginligine
ragmen, biyolojik dizilerin davranisi biiyiikk Olglide tahmin edilemez. Faydal
mutasyonlarin karakterizasyonu, genellikle miimkiin oldugu kadar ¢ok sayida varyantin
taranmasi yoluyla deneysel olarak belirlenmesi gerekmektedir. Bu nedenle deneyci; 6n
bilgi, yapisal ve protein karakterizasyon verileri ve hesaplama araclariyla
desteklenebilecek hedef dizisini (veya dizilerini) nerede ve nasil degistirecegini
se¢cmelidir. Bu zorluk, amino asitlerin sekans boyunca (hatta biyolojik bir sistem
icindeki farkli diziler arasinda) birbirine bagimliligin1 tanimlayan epistaz olgusu

nedeniyle carpict bigimde daha karmasik hale gelmektedir. Sonu¢ olarak, bir



mutasyonun faydali etkisi bagka bir yerdeki baska bir mutasyona bagli olabilir (Miton
ve Tokuriki 2016, Sailer ve Harms 2018, Storz vd. 2018).

S6z konusu memeli hiicrelerinde c¢alismak olunca asilmasi gereken zorluklar da
artmaktadir. Mikroorganizmalar ve in-vitro sistemlerde gelistirilen molekdiller insan
hicrelerinde ifade edildiginde beklenmedik sonuglar ortaya cikabilmektedir. Bunun
temel sebebi insan genomunun biiylikligi, karmagsik fizyolojik ve biyokimyasal
sireglere sahip olmasidir. Tim bunlarin yaninda memeli hicrelerinde genlerin
cesitlendindirilmesi ve bunun iizerine iiriin elde edilebilir sistemlerin gelismesi elzem ve

acil bir durum teskil etmektedir.

Memeli hiicrelerinde gen ¢esitliligi, hiicre veya organizma popiilasyonu i¢inde genetik
cesitliligin olusmasini ifade eder. Bu ¢esitlilik, mutasyonlar, rekombinasyon ve genetik
varyasyonlariyla ortaya ¢ikan durumdur ve diger siirecler dahil olmak iizere gesitli
mekanizmalar yoluyla meydana gelir. Memeli hiicrelerinde gen ¢esitliligine katkida

bulunan bazi temel mekanizmalar sunlardir:

Mutasyon: Mutasyonlar bir genin DNA dizisindeki degisikliklerdir. DNA replikasyonu
sirasinda kendiliginden, radyasyona veya bazi kimyasallara maruz kalma gibi ¢evresel
faktorlere bagli olarak ortaya ¢ikabilirler. Mutasyonlar nokta mutasyonlari (tek
niikleotid degisiklikleri), eklemeler, silmeler veya daha biylik yapisal degisiklikler
olabilir. Zamanla biriken mutasyonlar bir popiilasyondaki genetik cesitlilige katkida
bulunur (Fichter vd. 2023).

Rekombinasyon: Homolog rekombinasyon, hiicre boliinmesi sirasinda, 6zellikle mayoz
sirasinda, homolog kromozomlar arasinda genetik materyalin degistirildigi bir siiregtir.
Bu siireg, genetik bilginin ebeveyn kromozomlar1 arasinda karistirilmasina ve yeni alel
kombinasyonlarinin olusmasina yol acgabilir. Mayoz esas olarak germ hiicrelerinde
(sperm ve yumurta hiicreleri) meydana gelse de somatik hicrelerdeki cift iplikli
kirilmalarin onarimi sirasinda rekombinasyon olaylari da meydana gelebilir (Ragu vd.

2021).



Bagisiklik Sisteminde Genetik Rekombinasyon ve Cesitlilik: Somatik rekombinasyon,
bagisiklik sisteminde cesitlilik yaratmada kritik bir rol oynar. Bu siireg, antijen
reseptorlerini kodlayan genlerin boliimlerinin, ¢ok c¢esitli patojenleri taniyabilen genis
bir reseptdr repertuvart olusturmak iizere yeniden diizenlendigi B ve T hiicrelerinin

gelisimi sirasinda meydana gelir (Pecori vd. 2022).

Epigenetik Degisiklikler: DNA metilasyonu ve histon modifikasyonu gibi epigenetik
modifikasyonlar, DNA dizisini degistirmeden gen ekspresyon modellerini etkileyebilir.
Epigenetik degisiklikler kalitsal olabilir ve bir popiilasyondaki fenotipik cesitlilige
katkida bulunabilir (Peaston vd. 2006).

Yatay Gen Transferi: Memeli hiicrelerinde prokaryotlara kiyasla daha az yaygin olsa da
yatay gen transferi (genetik materyalin organizmalar arasinda transferi) gen cesitliligine
katkida bulunabilir. Ornegin retroviriisler, genetik materyallerini konak¢1 genomuna

entegre edebilir ve potansiyel olarak yeni genetik elementler katabilir (Xu vd. 2022).

Mobil Genetik Unsurlar: "Sigrayan genler" olarak da bilinen yer degistirebilen
elementler genom iginde hareket edebilir ve genetik ¢esitlilige katkida bulunabilir.
Kendilerini genomun farkli yerlerine yerlestirerek veya g¢ikararak mutasyonlara neden

olabilirler (Kojima vd. 2023).

Mikrosatellit Degisimi: Mikrosatellitler, DNA replikasyonu sirasinda kayma nedeniyle
uzunluklar1 degisebilen kisa, tekrarlayan DNA dizileridir. Mikrosatellitlerdeki tekrar
sayisindaki degisiklikler genetik cesitlilige katkida bulunur ve popiilasyon genetigini

incelemek icin molekdler belirtecler olarak hizmet edebilir.

Tim bunlar gen g¢esitliligini arttiran, organizmayi ve popiilasyonu gelistiren dogal
sireclerdir. Bu siirecler oldukca yavas gelismektedir. In-vitro veya in-vivo
programlandiklarinda genel anlamda verimsiz sistemler olusmustur. Bolgeye yonelik
gelistirilen yapay sistemlerle kombine edildiklerinde ortaya verimli sistemler

cikmaktadir. En 6nemli 6rnegi, B ve T hiicrelerinde gerceklesen bagisiklik sisteminde



genetik rekombinasyon ve cesitlilik siirecleri CRISPR-Cas9 teknolojisiyle birlestirilip
hiicre kiiltiirii deneylerinde basarili bir sekilde uygulanmustir (Pecori vd. 2022).

Memeli hiicrelerinde gen c¢esitlendirmede, bdlgeye yonelik mutajenez giiglii bir aragtir
ve genomun muazzam bilyiikk olmasi sorununun iistesinden gelir. Lakin bu yeterli
degildir, memeli hiicrelerinde gen ¢esitlendirmeye dayali fonksiyonel iiriin elde edilmesi
yeni ve gelismekte olan bir alandir ve asilmasi gereken pek ¢ok zorluk vardir. Bu
zorluklarm iistesinden gelmek, gen diizenleme siirecinin dogrulugunu, verimliligini ve

giivenligini saglamak acisindan ¢ok énemlidir.

Memeli hiicrelerinde gen cesitlendirilmesinde temel bazi zorluklarin basinda; teknik,
pratik, ekonomik, hiicre-doku biyokimyasi ve fizyolojisi yer almaktadir. Caligma bazli
durumu ele alacak olursak; hedeflemenin etkinligi, hedef dis1 etkiler, iletim (delivery)
yontemleri, hiicre tipi 6zgiilliigli, homolojiye yonelik onarimin (HYO) zorluklari, biiyiik
DNA eklemeleri veya silmeleri, genetik mozaiklik, immiinojenik yanitlar, etik ve
dizenleyici hususlar, uzun vadeli istikrar, CRISPR teknolojilerini optimize etme vb.

zorluklarin iistesinden gelinmelidir.

Tezde DNA dizilerinde kombinatoryal ¢esitliligin yaratilmasina yonelik yaklagimlarda
son zamanlarda kaydedilen kayda deger ilerlemeye ragmen, bilhassa memeli
hiicrelerinde gen ¢esitlendirirken karsilasilan zorluklarin (stesinden gelebilecek bir
yontem gelistirlmesi amaglamistir. Bu amaca hizmet etmek i¢in CRISPR teknolojisinin
RNA hedefleyen proteinlerinden yararlanilmistir. Kontrollii (rastgele yerine hedefe
yonelik) teknikler kullanarak memeli hiicrelerinde gen ¢esitlendirilmesi bu tezin ana
hedefidir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 RNA Diizenlemeye Giris

RNA diizenleme, ilk olarak Benne ve calisma arkadaslar1 tarafindan bir kinetoplastid
tripanozomun mitokondri kodlu mRNA'sinda kesfedilmistir (Benne vd. 1986). RNA
diizenleme terimi, baslangicta yalnizca tripanozomlarda meydana gelen siirece atifta
bulunmustur, yeni olusan transkriptlerde iiridilatin transkripsiyon sonrast eklenmesini
ve silinmesini ifade etmistir. Bu tiir transkripsiyon sonrasi dizi degisikliklerinin kesfi,
terimin daha genis bir sekilde kullanilmasina yol agmistir. RNA dlizenleme giinimizde
UMP disindaki niikleotitlerin eklenmesini ve silinmesini, baz deaminasyonunu ve
kodlanmamis  niikleotidlerin  transkripsiyonel = eklenmesini  agiklamak  i¢in
kullanmilmaktadir.  RNA diizenlemesi, mRNA'larda, tRNA'larda ve rRNA'larda,
mitokondriyal ve kloroplastla kodlanmis RNA'larda ve ayrica niikleer olarak kodlanmis
RNA'larda gozlemlenir. RNA dizenleme ornekleri, bircok metazoada, tripanozomlar
gibi tek hiicreli 6karyotlarda ve bitkilerde bulunmustur. Bugiine kadar, bir prokaryotta
RNA diizenlemesi gozlemlenmemistir. RNA diizenleme reaksiyonlari, reaksiyon
mekanizmalarina gore iki genis kategoriye ayrilir. Birinci tip, ekleme/silme RNA
diizenlemesi, niikleotitlerin eklenmesini veya silinmesini igerir ve hedef RNAmin
uzunlugunu degistirir. ikinci tip, baz modifikasyonu ile RNA diizenleme, RNA'nin
toplam uzunlugunu degistirmeden kodlanmis bir niikleotidi farkli bir nikleotit ile
degistirir (Gott ve Emerson 2000, Maas vd. 2003).

2.1.1 Baz degisikligi ile RNA duzenleme

RNA modifikasyonlarinin tRNA'larda, rRNA'larda ve mRNA'larda meydana geldigi
uzun zamandir bilinmektedir (McCloskey vd. 1997, Limback vd. 1994). Bu
modifikasyonlarin bazilar1 basit olup, yalnizca var olan bir niikleotidin metilasyonunu

icerirken digerleri olduk¢a karmasiktir ve sentezleri i¢in birden fazla enzim gerektirir.



Ek RNA diizenleme tiirleri kesfedildikce, geleneksel olarak RN A modifikasyonu olarak
adlandirilan mekanizmalar ile gliniimiizde RNA diizenlemesi olarak kategorize edilen

mekanizmalar arasindaki farki ayirt etmek zorlasiyor.

RNA diizenleme terimi, kanonik bazlari, yani Watson-Crick nukleotitlerinin eklenmesi
veya c¢ikarilmasint veya bir Watson-Crick niikleotidinin digerine donistiiriillmesini

iceren islemler i¢in kullanilan terimdir.

RNA duzenlemesi olarak kategorize edilen iki tip baz modifikasyonunun her ikisi de
deaminasyon reaksiyonlarini igerir. Bir durumda sitidinin deaminasyonu firidin liretir
(Sekil 2.1), diger durumda adenosinin deaminasyonu inosin tretir (Sekil 2.2). Baz
modifikasyonu ile RNA diizenleme, bir kodonu farkli bir kodona degistirebilir ve ayrica
durdurma kodonlar1 olusturabilir (C'den U'ya diizenleme) veya kaldirabilir (A'dan I'ye
diizenleme). Cogu durumda, yeni benzersiz Ozelliklere sahip bir protein iretilir ve
genomik olarak kodlanmis tek bir RNA, cesitli transkriptlere yol acar. Mekanistik
benzerliklerine ragmen, asagida tartisildig gibi, sitidin ve adenosin deaminasyonu ile

RNA diizenlemesi, RNA substratlarini tanimak igin ¢ok farkli mekanizmalar igerir.

Diizenleme bilgesi

5-[GAUAICAAUU[UGAUCAGUAUAUUAAAG-3

k L
A l Dilzenleyiel Araliyses bilge Mooring dizileri
Sitidin ’ [ Uridin /K vige Y

0 - ) [} C-’U .
S

B0 N
{ ~.
\e Y i~
- _\' \ gha 2183 5% o 282
Ny Apo-B100 N ApoBas [

Sekil 2.1 apoB mRNA'nin RNA diizenlemesi (Bhakta vd. 2022)

apoB mRNA'nin RNA diizenlemesi, tek bir sitidinden (C) tiridin'e (U) doniisiimii igerir.
Sekil 2.1°de gosterildigi gibi, reaksiyonun, sitidinin N-4 amino grubunun hidrolitik
deaminasyonuyla ilerledigi diistiniilmektedir. Deaminasyon, APOBEC-1 enzimi

tarafindan katalize edilir, ancak RNA diizenleme reaksiyonu i¢in ek faktorler gereklidir.



apoB mRNA dizenleme reaksiyonu. Reaksiyon icin dnemli olan diizenleme bolgesi
sitidini (kirmizi) gosterilmektedir. Diizenleme igin 6nemli oldugu belirlenen ii¢ farkl
bolge kutu igine alinmistir (Diizenleyici bolge, ayirict ve Mooring dizileri). apoB
mRNA'in diizenlenmesinin sonucunda, tek bir acik okuma cergevesinden uzun (ApoB
100) ve kisa (ApoB 48) proteinleri sentezlenir. Kisa proteinin (ApoB 48)
sentezlenebilmesi i¢in bir glutamin kodonu bir durdurma kodonuna doniistiiriilir. Mavi

dikdortgen, ApoB 48'de olmayan ApoB 100'deki dizileri gosterir.

NH, 0

L. |
ibose Ribose

Adenosine Inosine

Sekil 2.2 RNA’da adenozinden (A) inosine (1) doniisim (Bhakta vd. 2022)

Birgok RNA, adenozinden (A) inosine (I) doniisiimiine gore diizenlenir. Reaksiyonu
katalize eden enzimlere ADAR denir ve ADAR1 katalizasyonu, reaksiyonun basit bir
hidrolitik deaminasyonla meydana geldigi sekil 2.2 gosterilmistir. Sekil 2.2°de

gosterildigi gibi, amino grubunun C-6'da hidrolitik deaminasyonu inosin verir.

2.1.1.1 Sitidin deaminasyonu ile diizenleme

Kinetoplastid protozoadaki ilk diizenleme orneginin kesfedilmesinden kisa bir siire
sonra, memeli apolipoprotein B (apoB) mRNA'sinda diizenleme gozlenmistir. ApoB
mRNA diizenlemesi, baz modifikasyonu yoluyla RNA diizenlemesinin ilk 6rnegi ve
ayn1 zamanda niikleer kodlu bir RNA'nin diizenlenmesinin ilk 6rnegidir (Chan vd. 1997,
Chester vd. 2000). apoB mRNA i¢inde bir C'nin bir U'ya doniisiimiiniin, sitidinin C-4

pozisyonunda hidrolitik deaminasyonu igerdigi diisiiniilmektedir (Sekil 2.1)(Johnson vd.



1993). apoB mRNA diizenlemesinde yer alan sitidin deaminaz aktivitesi, APOBEC-1
enziminden (apolipoprotein B mRNA diizenleme enzimi, katalitik polipeptit )( Teng vd.
1993, Davidson vd. 1995) tiiretilir, ancak apoB mRNA'y1 diizenlemek i¢in ek faktorler
gerekir. Bununla birlikte, ilging bir sekilde APOBEC-1, sitidin mononiikleosidini diger
faktorlerin yoklugunda deamine edebilir; bu da polipeptitin katalitik aktif bolge icergini
gostermektedir (Navaratnam vd. 1993, MacGinnitie vd. 1995).

APOBEC-1 i¢in diger dogal substratlar aranmustir, ancak su ana kadar bulunamamistir
ve enzimin bilinen tek biyolojik hedefi apoB mRNA'dir. Bununla birlikte, APOBEC-1
asirt eksprese edildiginde, ek RNA'larda anormal C ila U diizenlemesi gtzlemlenir
(Yamanaka vd. 1997). Bitkilerin mitokondri ve kloroplastlarinda ve ayrica Physarum
polycephalum'un mitokondrilerinde C ila U diizenlemesi gozlemlenmistir. Ilging bir
sekilde, bitki organelleri ayrica deaminasyon reaksiyonunun tersi olan U ila C

diizenlemesi sergiler (mekanizmasi bilinmemektedir).

2.1.1.1.1 Apolipoprotein B mRNA

Apolipoproteinler, memelilerde karmagik lipidlerin birlestirilmesi, salgilanmasi ve
tasinmasi i¢in gereklidir; gesitli apolipoproteinler arasinda apoB 0Ozellikle dnemlidir
(Chan vd. 1997, Chester vd. 2000). B-100 ve B-48 olmak iizere iki apoB proteini vardir
ve her birinin lipoprotein metabolizmasinda farkli bir biyolojik islevi vardir. Apo-B
mRNA'nin RNA diizenlemesine tabi oldugunun kesfedilmesinden once, apoB-48'in
apoB-100'in amino-terminal yarisi ile ayni oldugu bulundugundan, iki proteinin ayni
genden ifade edildigi ileri siiriilmiistiir (Young vd. 1986). Bununla birlikte, iki farkli

proteini tek bir genden tiretme mekanizmasi bir muammaydi.

Gizem nihayet cDNA ve genomik diziler karsilastirldiginda ¢oziildii. insanlarda apoB-
100 baslica karacigerde sentezlenirken, apoB-48 bagirsakta sentezlenir. ApoB'nin insan
genomik dizisinin insan karacigeri ve bagirsak cDNA'lar ile karsilastirilmasi, RNA
diizenlemesinin apoB-48 mRNA'nin iiretimi i¢in temel oldugu sonucuna varilmistir.
Hem genomik hem de karaciger cDNA dizileri, kodon 2153'te glutamini (CAA)



kodlarken, bagirsak cDNA's1 bu kodonda bir TAA durdurma kodununa sahiptir (Powell
vd. 1987, Chen vd. 1992).

Boylece, 6666 niikleotidinde tek bir C ila U degisikligi (insan dizisine gore
numaralandirilmistir) apoB-100 mRNA'daki glutamin 2153 kodonunu (CAA), apoB-48
mRNA'daki bir ger¢eve i¢i durdurma kodonuna (UAA) donistiriir (Sekil 2.1). Bu
nedenle apoB-48 proteini, apoB-100'in budanmis halidir.

Apo-B mRNA diizenlemesi ¢ekirdekte gergeklesir ve transkripsiyon sonrasi bir siiregtir.
Bu sonug, ¢ekirdekten izole edilen tamamen islenmis bir apoB mRNA'nin, sitoplazmik
apoB  mRNA ile yaklastk olarak aym Olgiide diizenlendigi gbzleminden
kaynaklanmaktadir (Lau vd. 1991).

ApoB mRNA'nin RNA diizenlemesi, 14 kilobazlik olgun mRNA’smin ortasindaki tek
bir bolgede gergeklesir. Mutajenez calismalari, diizenleme bolgesini ¢evreleyen 22—26
nikleotid dizisinin apoB mRNA duzenlemesi icin 6énemli oldugunu gostermektedir
(Backus vd. 1992, Shah vd. 1991). Bu 22-26 nikleotid iginde, ¢ alt alan
tanimlanmustir: 4-6 niikleotidlik bir ayirici dizi diizenleme sitesi; ayiriciyt takip eden 11
nikleotidlik bir "Mooring dizisi" (UGAUCAGUAUA) ve C-6666'nin hemen akis
yukarisindaki bir "diizenleyici" bolge vardir (Chan vd. 1997, Chester vd. 2000).
Baglama dizisinin ilgisiz/baglantisiz bir RNA'ya baglanmasiyla ispatlanmistir, Mooring
dizisi yukar1 akig C'nin diizenlenmesi i¢in hem yeterlidir hem de gereklidir (Driscoll vd.
1993).

Duzenleme bolgeye 6zgudir, dizenleme enzimi (veya enzim kompleksi) Mooring
dizisini bir kez bagladiginda, yukar: akista sabit bir mesafedeki bir sitidin'i tam olarak
hedefler. AU agisindan zengin diizenleyici bolge, hedef sitenin hemen 5' Uistii ucununda
diizenlemeyi tesvik eder, bu dizinin olamamasi durumunda da diizenleme meydana
gelir. Maksimal diizenleme, daha da uzak baska diziler gerektiriyor gibi goriiniiyor.
Ornegin bir calisma, in-vitro en uygun diizenleme icin tavsan apoB mRNA'sim

cevreleyen 139 nikleotidin gerekli oldugunu gostermistir (Hersberger vd. 1998).
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2.1.2 Adenozin deaminasyonu ile diizenleme

Baz modifikasyonu ile RNA diizenlemenin ikinci 6rnegi, adenosin deaminasyonudur.
Bu tir RNA dizenlemesi, belirli bir diziden ziyade RNA substratinda belirli bir yap1
gerektirir ve bir dizi farkli RNA'da gozlemlenmistir. Adenozinden inozine doniisiim, C-
6 amino grubunu adenozinden ¢ikaran bir hidrolitik deaminasyonla gergeklesir (Sekil
2.2) (Polson vd. 1991). ADAR (RNA duzerinde etkili olan adenozin deaminaz) adi

verilen tek bir enzim, kofaktorlerin eklenmesi olmadan reaksiyonu katalize edebilir.

ADAR'lar i¢in dogal RNA substratlari, genler ve cDNA'lar1 arasindaki dizi farkliliklari
karsilastirilarak fark edilmistir. Guanosin gibi inosin de sitidin ile eslesmeye
egilimindedir, genomik olarak kodlanmis adenosin cDNA'da guanozin olarak
goriindiigiinden durum adenosinin guanosine deaminasyondur. A'dan G'ye bu tir
degisikliklere dayali olarak, iki tip ADAR substrati kabul edilmistir: tek bir cDNA'da
%50'ye kadar A'dan G'ye degisiklik igeren hipermutasyona ugramis olanlar ve
cDNA'larinda %10'dan daha az A'dan G'ye degisiklikler i¢eren, segici olarak deamine
edilmis olanlar (Bass vd. 1997). Hipermutasyona ugramis substratlarin ¢ogu viral
RNA'lardir ve burada adenosin modifikasyonunun islevi belirsizdir. Bununla birlikte,
secici olarak deamine edilmis substratlarda, adenozin deaminasyonun bir kodonu
digerine degistirme islevi gordiigii aciktir. Bu sekilde ADAR'lar, birden ¢ok proteinin
tek bir kodlanmig diziden sentezlenmesine izin vererek gen ifadesini diizenleme gorevi

gordr.

2.1.2.1 ADAR proteinleri ve katalitik mekanizmalari

ADAR aktivitesi ilk olarak Xenopus laevis embriyolarina ¢ift sarmalli RNA (dsRNA)
mikroenjekte edildiginde tespit edilmistir (Rebagliati vd. 1987, Bass vd. 1998).

O zamandan beri test edilen her metazoada bu aktiviteyi gostermistir (Bass vd. 1997).
ADAR aktivitesine sahip iki farkli enzim, ADAR1 ve ADAR2, memelilerde
kesfedilmistir (Gott ve Emerson 2000, Mass vd. 2003). Ayrica, dizi benzerliklerine
dayal1 olarak ek ADAR'lar1 kodladig: diisiiniilen cDNA'lar kesfedilmistir.
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Daha 6nce ADAR1, dsRAD veya DRADA olarak adlandirilirken ADAR2, REDI olarak
adlandirilmustir (Bass vd. 1997). Apo-B mRNA'da meydana gelen C'den U'ya
duzenlemenin aksine hem ADAR1 hem de ADAR?2, substratlar1 iginde ek faktorler
olmadan deaminasyonu katalize edebilir. ADAR1 proteini, ADAR'lar arasinda yiiksek
oranda korunan bir C-terminali katalitik alaminin yukarisinda ti¢ dsSRNA baglama motifi
(dsRBM'ler) igerir (Sekil 2.3); ADAR2, ADARI'in amino terminal yarisindan
yoksundur ve yalnizca iki dsSRBM igerir (Melcher vd. 1996, Lai vd. 1997, Gerber vd.
1997).

ADARI LD
130-140 kDa

ADAR2 [ ]
74-81 kDa

M = dsRNA binding motif

B = catalytic domain

Sekil 2.3 ADAR1 ve ADAR2'nin acik okuma gergevesi yapilari (Ohman vd. 2021)

Kirmiz1 kutular, dsRNA baglama motiflerini gosterir ve yliksek diizeyde korunmus
katalitik alan, mavi dikdortgenle gosterilir. ADAR1 ve ADAR2'min altindaki sayilar,
farkli organizmalarin proteinleri igin gozlemlenen molekiiler agirlik aralifina karsilik

gelir.

ADAR'lar, adenin C-6 konumunda bir niikleofilik reaksiyonu katalize eder. C-6 atomu,
dsRNA'min dar ana olugun derinlerine gomiilii oldugundan, ADAR"'n, adenin bazin
RNA sarmalinin disina ve aktif bolgeye cevirerek hedefine erisim kazandigi one
strtilmiistiir (Polsen vd. 1994, Hough vd. 1995). Bu tiir baz doniistiirme mekanizmalari,
DNA metiltransferazlarda gézlemlenmistir (Robert vd. 1995, Cheng vd. 2008).
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2.1.2.2 ADAR ozgiilliigii

ADAR ailesinin kurucu iiyesi ADARI1'in deaminasyon o0zgiilliigii in vitro olarak
karakterize edilmistir (Polsen vd. 1994). Enzimin 6zgil sekans gereklilikleri yoktur ve
tek bir RNA'da ¢oklu adenosinler deamine edilebilir. Bununla birlikte, deaminasyonlar
rastgele meydana gelmez. ADAR1'in 5' en yakin niikleotitleri tercih eder, oyle ki A, U
veya C'nin 5' komsusuna sahip adenozinlerin, 5' G'ye sahip olanlara gére deaminasyon
olasilig1 daha yiiksektir. ADAR1 ayrica 3' ucuna yakin adenozinlere 6zgiilliigi diisiiktiir
(~ 8 nukleotid iginde).

RNA substratinin yapisi, ADAR deaminasyon 6zgiilliigli i¢cin 6nemlidir ve RNA'nin
gelisigiizel bir sekilde deamine mi yoksa secici olarak m1 deamine edildigini belirler.
Rastgele deamine edilmis substratlarda, adenosinlerin ~ %50'si tam reaksiyonda
deamine edilirken, segici olarak deamine edilmis substratlarda, adenosinlerin < %10'u
tam reaksiyonda deamine edilir. In vitro ¢alismalar ve ayrica endojen substrat
analizleri, rastgele tipte deaminasyonun uzun ve tamamen baz ciftli (dSRNA)
baglaminda meydana geldigini gostermektedir, baz ¢iftli bolgelerin periyodik olarak
uyumsuzluklar, ¢ikintilar ve halkalar tarafindan kesintiye ugradigi molekiillerde daha

secici deaminasyon meydana gelir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 ADAR diizenleme sitelerini gevreleyen baz ¢iftli yapilarin 6rnekleri (Ohman
vd. 2021)

(@) gluR-B'nin 11. eksonundaki Q/R sitesinde ve gluR-B'nin 13. eksonundaki R/G
sitesinde diizenleme i¢in gerekli yapilar, ekson (biiylik harf dizileri) ve asag1 akis
intronlart (kiiglik harf dizileri) arasindaki baz eslesmesiyle olusturulur. Biyolojik
sonuglar1 olan dizenleme dizileri kirmiz1 biiyiik harflerle gosterilir (Bass vd. 1997).
Rakamlar, diyagramdan hari¢ tutulan dizilerin uzunlugunu belirtir, (b) Hepatit delta
viriisiiniin antijenomik RNA's1 i¢indeki diizenleme bolgesini hemen g¢evreleyen diziler,
(a)'daki gibi semboller ve etiketlerle gosterilir.

ADAR2'nin deaminasyon oOzgilliigii, simdiye kadar toplanan veriler ADARI'inkine
benzer, ancak ondan farkli oldugunu agik¢a gostermektedir. ADARI1 gibi, ADAR2 de
RNA substratinin yapisina bagh olarak yiiksek veya diisiik secicilikle baz degisikligi
yapabilir. Ornegin, tamamen baz ¢iftli dsSRNA'daki adenosinlerin ~ %50'si deamine

edilirken, glutamat reseptorii (gluR) B mRNA gibi biyolojik substratlarin baz g¢iftli

14



bolgeleri daha secici bir sekilde deamine eder (Melcher vd. 1996, Lai vd. 1997, Gerber
vd. 1997).

Cesitli laboratuvarlar, ADAR2'nin gluR-B 0ncl-mRNA’s1t igindeki diizenleme
bolgelerini deamine etme yetenegini analiz etmistir (Melcher vd. 1996, Lai vd. 1997).
ADAR2, Q/R sitesini diizenlemede agikga daha etkilidir. Her iki enzim de R/G sitesini
diizenleme de farklilik gézlemlenmemistir (sekil 4). Bu nedenle, iki enzimin farkli fakat

ortiisen Ozellikleri vardir (Gerber vd. 1997, Mass vd. 1996, Melcher vd. 1996).

2.1.2.3 Memeli glutamat reseptorii mRNA's1

Memeli merkezi sinir sistemindeki glutamat reseptorleri li¢ farkli sinifa ayrilir: N-metil-
d-aspartat (NMDA) reseptorleri, alfa-amino-3 hidroksil-5-metil-izoksazol-4-propiyonat
(AMPA) reseptorleri ve kainate (KA) reseptorleri. Adenosin deaminasyon yoluyla
dizenleme, AMPA reseptorleri gluR-B, -C ve -D'nin 6nci-mRNA'sinda ve ayrica KA
reseptorii alt birimleri gluR-5 ve gluR-6'da gézlemlenmistir. Beklenebilecegi gibi,
dizenleme bolgeleri, baz ciftli yapilar olusturabilen diziler i¢inde bulunur. Simdiye
kadar, gluR RNA dizenlemesi igin gereken tiim yapilar, eksonlar ve intronlar arasinda

baz eslesmesini igerir.

gluR-B 0ncu-mRNA i¢inde diizenleme kapsamli bir sekilde incelenmistir ve kodlama
dizisinde biyolojik olarak &nemli iki diizenleme olay1 tammlanmustir. Inozin, guanozin
olarak terclime edildiginden, A'dan I'e doniigiimler, A'dan G'ye degisimlerle
esanlamlidir (Basilio 1962). gluR-B pre-mRNA'nin 11. eksonunda diizenleme, glutamin
kodonunu (CAG) arginin kodonuna (CIG) doniistiiriir. ADAR diizenleme siteleri
urettikleri amino asit degisikligine gore isimlendirilir ve bu nedenle bu site Q/R
diizenleme sitesi olarak adlandirilir. Q/R sitesi, gelistirmenin tiim asamalarinda gluR-B
oncli-mRNA'larin %99'unda diizenlenir. Buna karsilik, gluR-5 ve gluR-6, yetiskin sigan
beyninde Q/R bolgesinde sirasiyla %50 ve %70'e duzenlenir, ancak bu oran

embriyogenezin erken doneminde ¢ok daha diisiiktiir (Seeburg vd. 1996).
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gluR-B, -C ve -D'nin 13. ekzonunda baska bir diizenleme sitesinde, bir arginin
kodonunu (AGA) bir glisin kodonuna (IGA) doniistiriir ve buna gore site, R/G
diizenleme sitesi olarak adlandirilir. R/G sitesindeki diizenleme de erken gelisim
sirasinda degisiklik gosterir ve yetiskin beyninde gluR-B ve -C igin maksimum %80-
90'a ulasir (Lomeli 1994).

2.1.2.4 Hepatit delta virtsu antigenomik RNA

Hepatit delta viriisi (HDV), yaklasik 1700 niikleotitten olusan kapali, dairesel bir
RNA'dir. Genom, RNA ara iiriinii olan antigenom araciligiyla ¢ogaltilir (Lai vd. 1995).
Hem genom hem de antigenom, viroidlerinkine benzer sekilde, oldukg¢a baz ¢iftli
yapilar halinde katlanir. Viriis yalnizca tek bir agik okuma cergevesini (ORF) ifade etse
de, adenozin deaminasyon yoluyla RNA dizenlemesi, bu tek ORF'den iki temel
proteinin sentezine sebeb olur (Sekil 2.5). Daha kisa protein olan HDAg-p24, ORF'den
sentezlenir, durdurma kodonu (UAG) ile sona erer. Daha uzun protein olan HDAg-p27
sentezlenmesi icin RNA dizenlemesiyle durdurma kodonunu (UAG) triptofan
kodonuna (UGG) doniistiiriir, RNA diizenlemesi ile a¢ik okuma ¢ergevesini 19 amino
asit uzatir. Proteinin daha kisa formu olan HDAg-p24, replikasyon igin gerekliyken,
daha uzun strimi olan HDAg-p27, viris paketlemesi icin gereklidir (Casey vd. 1995,
Polsen vd. 1996).

HDAg-p24 T HDAg-p27 T "l

Replikasyon igin gerekli diziler Paketleme 1¢in gerekh diziler
Amber durma dizisi Trp
mRNA UAG—AAAAA mRNA UGG=——AAAAA
* Diizenlenmiy 4

3 c RNA Genomik RNA

C GenomikRNA ) C ACC )

* 4 ADAR *
Anti-Genomik RNA Anti-Genomik RN/
( Anti-Genomik R UAG ) - ( Anfi-Genomik RNA 0 )
4 4
Amber/W Bélges Amber/W Bélges:

Sekil 2.5 Hepatit delta viriisit (HDV) antigenomik RNA'sinin RNA diizenlemesi i¢cin ADAR
enzimi, bir adenosini (A) bir inozine (I) doniistiirmek i¢in amber/W bolgesindeki
antigenomik RNA (zerinde etki eder (Sekil 2.5 Polson vd. 1998)
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Dizi degisikligi, replikasyon sirasinda genomik RNA'ya gecirilir. Diizenlenmemis
genomun transkripsiyonu, HDV replikasyonu icin gerekli protein olan HDAg-p24'l
kodlayan mRNA’y1 verir. Diizenlenmis genomun transkripsiyonu, HDV genomunun
paketlenmesi icin gerekli olan ve 19 ek amino asit (mavi) iceren bir protein olan HDAg-
p27'yi kodlayan mRNA’y1 verir.

2.1.3 Ekleme/silme ile RNA dizenlenmesi

Simdiye kadar tartisilan diizenleme olaylari, kodlanmis bir niikleotidin kovalent
modifikasyonunu igerir. Bu kisimda, genomik olarak kodlanmamis niikleotitlerin
eklenmesini veya silinmesini iceren ikinci ana dizenleme kategorisini igerir. En iyi
karakterize edilen ekleme/silme diizenleme tiirli, bir protozoan olan tripanozomlarin
mitokondriyal 6ncii-mRNA'larinda meydana gelen UMP'nin (Uridin monofosfat)
eklenmesini ve silinmesidir. Kilavuz RNA'lar (gRNA'lar) olarak adlandirilan kiigiik
RNA'lar, UMP'lerin nereye eklenecegini veya ¢ikarilacagini belirler. Bazi durumlarda
iridin disindaki niikleotitleri igeren diger ekleme/silme diizenleme tiirleri, diger

organizmalarin mitokondrilerinde de gézlemlenmistir (Gott ve Emerson 2000).

2.1.3.1 Trypanosomatid protozoa'da diizenleme

Kinetoplastid tripanozomlarin mitokondriyal kodlu mRNA's;, UMP'lerin eklenmesi
veya silinmesiyle dizenlenir (Kable vd. 1997, Estavez vd. 1999).

Diizenleme sitelerinin sayis1 belirli RNA'ya baglidir, bazi RNA'lar dogru ORF'yi
olusturmak i¢in ¢ok az ekleme veya silme gerektirir ve digerleri islevsel ORF'yi

olusturmak i¢in yiizlerce sitede diizenleme gerektirir.

17



2.1.3.1.1 U ekleme/silme RN A diizenlemesinin katalitik mekanizmasi

Genel olarak, U ekleme ve silme ile diizenleme, 6ncii-mRNA boyunca 3' ila 5" yonunde
gerceklesir. gRNA'lar, GU ve kanonik baz ciftleri ile diizenlenmemis oncii-mRNA ile
baz cifti olusturur ve iiridinlerin nereye eklenmesi veya silinmesi gerektigini belirler
(duzenleme ¢ift zincir RNA’da mimkiindiir). gRNA'lar yaklasik 70 niikleotit
uzunlugundadir ve ii¢ alandan olusur. Bu U¢ alan, duzenlenecek bdlgenin o6nci-
mRNA'sin1 miikemmel bir sekilde tamamlayan bir 5' dizisi olan ankor; diizenlenecek
bolgeyi kismen tamamlayict olan merkezi alan ve ilk gRNA-mRNA etkilesimini kararli
hale getiren 5-24 kalintidan olusan 3' U-kuyrugu (Sekil 2.6) (Blum 1990, Kable vd.
1996, Seiwert vd. 1996). Diizenlenmemis pre-mRNA'y1 kismen tamamlayici olan
merkezi alan, UMP'lerin nereye eklenecegi veya silinecegini belirler. Sekil 2.6'de
gosterildigi gibi, eslesmeyen bazlarin konumlari, {ridinlerin eklenecegi veya

cikarilacagi yerleri isaretler.
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Sekil 2.6 Kinetoplastid mitokondride RNA diizenleme mekanizmas: i¢in mevcut
modeller (Madison-Antenucci vd. 2002)

Sol panel U-ekleme i¢in bir model gosterir ve sag panel U-silme igin bir model gosterir.
Oncii-mRNA'lar acik kutular olarak gosterilir, kilavuz RNA'lar ¢izgilerle gosterilir ve
dikey cizgiler baz ciftlerini gosterir. A¢ik ok uglari, boliinme bolgelerini gosterir ve
sadece diizenleme boélgelerini c¢evreleyen diziler gosterilir. Cift ok, gRNA'nin 3' U-

Kuyrugu ile 6nceden diizenlenmis dizi arasindaki olas1 bir etkilesimi gosterir.

Boélinme-ligasyon modeline dayanan U-ekleme mekanizmasi, dort farkli enzimatik
aktiviteyi icerir: bir RNA endonikleaz, bir Uridililtransferaz, bir ekzonlikleaz ve bir
RNA ligaz (Sekil 2.6 sol panel) (Kable vd. 1996, Bryne vd. 1996, Connell vd. 1997).
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Bu enzim aktivitelerinin tiimii tripanozomlarda tespit edilmistir (Piller vd. 1997,

Bakalara 1989, Cruz-Reyes 1996, Sabatini vd. 1995).

Baslangicta, gRNA'nin ankor sekansi, mRNA'ya baglanir ve bdliinme, gRNA-mMRNA
dupleksinin (mRNA'ya gore) hemen 5'inde gerceklesir (gRNA'nin merkezi alani ile
diizenlenmemis Oncii-mRNA arasinda olusan uyumsuzluklardan). Niikleaz, mRNA'nin
5' bolunme drdini tzerinde 3' hidroksil ve 3' bolunme urdini tzerinde 5' fosfat Gretir.
Ardindan, terminal dridil transferaz (TUTase), 5'-UMP'yi dahil etmek igin UTP
kullanarak mRNA'nin 3' ucuna U kalintilart ekler (Blum vd. 1990, Alfonzo vd. 1997).
Son adim, mRNA'nin bir RNA ligaz tarafindan yeniden birlestirilmesidir.

2.1.4 Bitkilerde RNA diizenleme

Bitki RNA diizenlemesi ilk olarak 1989'da mitokondriyal transkriptlerde C’den U’ya
dontisim olarak tamimlandi (Covello vd. 1989, Gualberto vd. 1989, Hiesel vd.
1989). Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Brassica napus Beta wvulgaris, Vitis
vinifera ve Nicotiana tabacum gibi ¢esitli  bitkilerde sirasiyla mitokondri ve
kloroplastlarda yaklasik 500 RNA diizenleme olay1 kaydedilmistir (Notsu vd. 2002,
Handa vd. 2003). Baz1 ¢alismalar, ¢ok sayida niikleer transkriptin de diferansiyel olarak
diizenlendigini gdstermistir (Meng vd 2010).

C’den U’ya ikame degisimi, evrimsel protein kodlayan bolgelerde gerceklesir. RNA
diizenleme olaylari, intronlarda ve g¢evrilmemis bolgelerde de tanimlanmistir; bu da
ikincil yap1 veya diizenleyici 6geler degistirildiginden dolayt mRNA kararliligin1 veya
dizenlemeyi etkileyebilir (Drescher vd. 2002, Farré vd. 2012, Wu vd. 2017). Baz alt
bitki ailelerinde C’den U’ya ek olarak, plastidlerde ve mitokondride "ters" U’dan C’ye
RNA diizenlemesi de tanimlanmustir (Knie vd. 2016, Yoshinaga vd. 1996).

A. thaliana'nin ntkleer transkriptomu, muhtemelen memeli RNA diizenlemesine benzer
sekilde ADAR'Im bitki homologunun neden oldugu A’dan I’'ya RNA diizenleme
olaylarinin varligini ortaya koymustur (Meng vd. 2010).
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2.2 Memeli Hucrelerinde Yonlendirilmis Evrim

Yonlendirilmis evrim, test tiiptindeki biyolojik molekiillerin ve sistemlerin dogal evrim
stirecini hizlandirmay1 amaglayan, tekrarlamali gen ¢esitlendirme turlar1 ve kiitiiphane
taramasi/se¢imi  yoluyla gergeklestirilen bir yOntemdir. Proteinlerde, metabolik
yolaklarda ve hatta tim genomda gelismis veya yeni islevler kazanmis proteinler

tasarlamak icin gii¢lii ve yaygin yontemlerden biridir.

Yonlendirilmis evrim deneylerinin amaci, memeli biyolojisini arastirmak veya modiile
etmek oldugundan c¢ogunlukla in vitro sistemler, bakteriler veya maya ortamlari
kullanilir. Genler, enzimler ve proteinler mememli hiicrelerinde etki gostermesi
amactyla tasarlanmak istendiginde, memeli olmayan ortamlar kullaniliyor, bu durum
evrimlesebilecek hedeflerin kapsamini ve islevselligini ciddi sekilde sinirlar. Memeli
hiicresinin kendisini yOnlendirilmis evrim ortami (deney alani) olarak kullanmay1

miimkiin kilan yeni platformlar gelistiriliyor.

Yonlendirilmis evrim, yeni ve gelistirilmis 6zelliklere sahip biyomolekiiller tasarlamak
icin gucli bir yontemdir. Tipik bir yonlendirilmis evrim deneyinde, baslangi¢ dizisinin
mutagenezi yoluyla genetik varyantlar kiitiiphanesi iiretilir. ifade edilen biyomolekiiller
daha sonra segilir veya arzu edilen aktivite i¢in taranir. Bu siirecin tekrarlanmali
dongiileri, giderek daha fazla optimize edilmis biyomolekiiller iiretir. Bu yaklasim,
endustri ve arastirma igin yararli molekiillerin yani sira ¢ok sayida kritik biyoteknolojik
tiriinler saglamistir ve 2018 Nobel Kimya Odiilii'ne sahip olmustur (Drummond vd.
2018, Bloom vd. 2019). Pek c¢ok pratik uygulamanin yani sira, biyomolekiiler yapi,
evrimsel biyoloji ve organizma uygunlugu hakkinda degerli temel bilgiler genellikle

yonlendirilmis evrim kullanilarak elde edilebilir.

Yonlendirilmis evrim, belirli bir hiicre tipi veya genetik temelde ki islevi optimize
ederek, hedeflenen veya kisisellestirilmis tibbi yOntemler igin platform saglayabilir.
Temel bilim perspektifinden, arastirmacilar, yeterince c¢alisiimamis memeli
proteinlerinin veya bilinmeyen yapilara sahip olanlarin yapist ve islevi hakkinda yeni

bilgiler elde edebilir ve ayrica memeli evrim biyolojisinin ilkelerini kesfedebilirler.
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Yonlendirilmis evrim ¢ogunlukla optimize sekilde islev gormeyen {iiriinler vermistir.
Bilhassa monoklonal antikorlar, floresan proteinler, inteinler, aminoasil-tRNA
sentetazlar1 ve membran proteinleri gibi 6rnekler verilebilir (Visintin 1999, Herwig vd.
2017, Buskirk vd. 2004, Peck 2011, Italia vd. 2020, Armbruster vd. 2007) Bunun en

temel nedeni molekiillerin uygulanacagi ortamlarda gelistirilmemis olmasidir.

Yonlendirilmis evrim deneyleri sonucu elde edilen firlinler memeli hiicrelerinde
kullanilmas1 amaglandiginda veya ama¢ memeli biyolojisini incelemek oldugunda
yaygin olarak in vitro, bakteri veya maya ortamlari kullanilmaktadir. Cogu memeli
proteini, bakteriler gibi prokaryotlarda veya maya gibi tek hicreli 6karyotlarda ifade
edildiginde, genellikle yanlis katlanma veya kiimelenmeler gerceklesir. Memeli
hiicrelerine 6zgii karmagik sinyal yolaklarinin olmamasi veya diger farkliliklar
nedeniyle memelide ifade ettirildiginde islevselligini tam olarak géstermezler (Kachroo
vd. 2015). Sonu¢ olarak, evrimlesmis tirtinlerin arzu edilen fonksiyonlari, memeli
hiicrelerinde istenmeyen molekiiller arasi etkilesimler, zayif katlanma, beklenmedik

modifikasyonlar, hiicresel lokalizasyon ve diger bir¢ok ciddi problemle karsilasir.

Tim bu sorunlarin bariz ¢oziimii, yonlendirilmis evrim i¢in tasarim, miithendislik ve
kalite kontrol ortami olarak memeli hiicresinin kendisini kullanmaktir. Goriiniiste basit
olmasina ragmen, bu ¢6ziim sayisiz engelle karsi karsiyadir. Teknik (6rnegin, memeli
hiicrelerinin yavas biiyiime hizi, miithendislik zorluklari), ekonomik ve pratik olmayan
nedenlerden dolayi, arastirmacilar memeli hiicrelerini yonlendirilmis evrim ortami

olarak kullanmaktan kaginmaktadir.

Teknolojik ilerlemeler, memeli hiicre yonelimli evrim ¢ehresinin kapsamli bir sekilde
yeniden sekillendirilmesini saglamistir. Kitaplik olusturma ve varyant se¢imi igin
gelisen stratejiler de dahil olmak iizere memeli hiicresine 6zgii yeni platformlar, memeli

hiicresine dayali yonlendirilmis evrimi cazip hale getiriyor.
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2.2.1 Memeli hiicresine dayah yonlendirilmis evrimin genel ilkeleri

Yonlendirilmis evrim deneyinin her dongiisiinlin {i¢ ana bileseni vardir: mutajenez,
ifade ve tarama veya se¢im. Her bilesen i¢in, memeli hiicreleri benzersiz zorluklar

sunar.

2.2.1.1 Mutagenez

Yonlendirilmis evrim deneyinin her dongiisiindeki ilk adim, ilgilenilen bir genin genetik
varyantlarindan olusan genis bir kitapligin olusturuldugu mutajenezdir. Genel
mutajenez yaklasimlari, genom boyunca hedef digt mutasyonlar ortaya cikarir. Memeli
genomunun muazzam boyutu ve karmasikligi g6z oniine alindiginda, bu tiir hedef dis1

mutasyonlar, taramay1 veya se¢ilimi verimsizlestirir.

Bu nedenle, memelilere yonelik evrim stratejileri, belirli bir genetik bolgeye yonelik

mutagenez anlamina gelen, hedeflenmis mutageneze dayanir.

Eskiden yaygin olan memeli hiicrelerinin diginda meydana gelen mutajenez cesitleri,
hataya acik PCR ve bakterinin mutator suslar1 gibi rastgele tekniklerin yani sira siteye
yonelik mutajenez ve sentetik kitiiphane tretimi gibi rastgele olmayan teknikleri icerir
(Cirino vd. 2003, Muteeb ve Sen 2010, Badran ve Liu 2015).

Rastgele olmayan mutajenez, hangi genetik varyantlarin olusturuldugu iizerinde kesin
kontrol saglar, ancak bu kitapliklarin boyutu genellikle rastgele yontemler kullanilarak
uretilenlerden c¢ok daha kuglktir (Villette vd. 2019). Bu nedenle, eski memeli

mutajenez stratejilerinin ¢ogu rastgele mutajeneze dayanir.

Guncel olarak, memelilerde mutajenez veya memeli hiicrelerinin icinde meydana gelen
mutajenez, somatik hipermutasyona, CRISPR tabanli DNA hedeflemeye, yiiksek oranda
isleyici RNA polimerazlara veya viral replikasyona dayanir (Odegard vw Schatz 2006,
Pickar-Oliver ve Gersbach 2019, Moore vd. 2018, Chen vd. 2020). Eski memeli
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mutajenez tekniklerinin aksine, yeni teknikler, daha ileri mutajenez turlarini saglamak
icin memeli hiicre popiilasyonundan genetik kiitiiphaneleri ¢ikarmaya gerek kalmadan
¢ok sayida mutajenez turunu mimkiin kilar. Bu stratejilerin ¢ogu, mutajenezi
yonlendirmek icin DNA'y1 genetik hasara ugratan enzimlere dayanmasi nedeniyle su
anda sinirlt bir mutasyon spektrumuna sahiptir. Tasarlanmig tek sarmalli DNA onarim
sablonlar1 kullanilarak Cas9 ile indiiklenen homolojiye yonelik onarim gibi memelilerde
rastgele olmayan mutajenez yontemleri, daha genis bir nokta mutasyonlari
spektrumunun olusmasini tesvik edebilir, ancak daha kiiciik kitapliklar da olusturabilir

(Sansbury vd. 2019, Erdogan vd. 2020).

2.2.1.2 ifade

Mutajenize edilmis genetik kiitliphane iretildiginde, protein varyantlari, memeli
hlcreleri icinde ya gegici olarak ya da kararli bir sekilde ifade edilmektedir. Kimyasal
transfeksiyon ve elektroporasyon dahil olmak Gzere gegici ifade yontemlerinde, hicreler
protein varyantlarin1 genomik olarak kodlamadan veya varyantlarin genetik bilgilerini
kopyalamadan ifade eder. Gegici ekspresyonla ilgili zorluklar arasinda transfeksiyon
verimliligi, tutarsiz ekspresyon seviyeleri, tek bir hiicrede ¢oklu varyantlarin
ekspresyonu ve kullanicinin istedigi bir hiicre hattiyla uyumluluk yer alir. Ayrica, gegici
olarak eksprese edilen biyomolekiil varyantlarin1 kodlayan genler, memelilerde birden
fazla nesil boyunca bir sekilde kopyalanmazsa, bunlar memelide mutajenize edilemez
ve tekrarlanabilirligi ortadan kalkar. Bununla birlikte, genetik varyantlar1 kodlamak,
cogaltmak ve gecici olarak ifade etmek icin viriisler kullanilirsa, memelilerde

mutajenez, gecici ifadenin yani sira kullanilabilir.

Retroviral transdiiksiyon veya bolgeye 6zel rekombinasyon gibi yontemlerle kararl
protein ifade eden hiicre hatlar1, gegici ifadeye gore bir¢ok sorunu ¢ozebilir. Kararli
olarak kodlanmis genler, memelilerde mutasyona ugrayabilir ve protein ekspresyon

seviyeleri daha tutarli olabilir.
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2.2.1.3 Se¢im veya eleme

Mutajenez sonucu olusturulan protein varyant Kitiphanesi memeli hiicrelerinde ifade
edilir, eksprese edilen varyantlarin uygun aktivite agisindan degerlendirilmesi ve
ardindan popiilasyonda zenginlestirilmesi gerekir. Bu adim, tarama veya se¢im olarak
kategorize edilebilir ve ayrintilar tamamen gelisen belirli biyomolekuler aktiviteye
baglidir. Tarama, genellikle fliioresan bazli akis sitometrisi veya hiicresel goriintiileme
ile belirli bir fenotip temelinde hiicrelerin fiziksel olarak ayrilmasini igerir. Taramaya
dayali yontemler, hiicrelerin genellikle her tur Oncesinde, sirasinda ve sonrasinda

manuel olarak manipiile edilmesi gerektiginden emek oldukga yogun olabilir.

Secime dayali stratejiler, genetik varyantlar1 zenginlestirmek i¢in ¢ogunlukla hiicrelerin
veya virilislerin hayatta kalmasina ve ¢ogalmasina dayanir. Genel olarak, sec¢im, gesitli
genetik degiskenler kitapligin1 kodlayan hiicrelerin sitotoksik ilagla tedavi edilmesini
igerir. Yalnizca sitotoksik ilaca direng saglayan genetik varyantlar1 kodlayan hiicreler,
poptilasyonda ¢ogaltilir ve zenginlestirilir bdylece se¢imden sag cikan varyantlar
karakterize edliir. Minimum arastirmact miidahalesi gerektirdiginden, dlceklenmesi ve
yinelenmesi kolaydir ve ¢cok az 6zel donanim gerektirir, secim bir¢ok yonden taramadan

cok daha fazla tercih edilir.

Bununla birlikte, memeli hiicrelerinin yavas biiylime hizi, sitotoksik bozulmalarin
etkisini ortadan kaldiran nispeten dar biyomolekiil kapsami ve hiicrelerin istenmeyen
yolaklar1 araciligiyla pek cok rahatsizliga karsi kendiliginden diren¢ kazanma egilimi,
secime dayali yaklasimlarin ¢ogunlukla onkoproteinler {izerine yapilan g¢alismalarla
sinirli hale getirir (Emery vd. 2009, Azam vd. 2003, McDermott vd. 2014, Booth vd.
2016, Forment vd 2017).

2.2.2 Memeli hiicresine yonelik yonlendirilmis evrim

Memeli hiicresine dayali yonlendirilmis evrim deneylerinde, ilk c¢alismalardaki kilit

darbogazlarin ¢ogu, yalnizca bir mutajenez turunun gergeklestirilmesi veya yalnizca ¢ok

25



az varyantin test edilmesiydi. Memelilerde hedeflenen mutajenezi miimkiin kilan ¢igir
acan teknikler, ¢ok sayida evrim turu gerektiren ve ¢ok sayida varyanti test eden
yonlendirilmis evrim deneylerdir. Eski memeli mutajenezi ve yeniden ifade gibi

verimsiz ve hantal kitaplik olusturma adimlarini ortadan kaldirir.

Memeli genomunun muazzam boyutu, belki de memelilerdeki genleri gesitlendirmenin
onlindeki en Onemli engel, tarama veya sec¢im stratejilerini aldatabilen hedef disi
mutasyonlar i¢in pek cok firsat saglar. Ne yazik ki, bakterilerde veya mayalarda iyi islev
goren oldukca 6zgul genomik diizenleme stratejilerinin veya yaygin olarak kullanilan
genetik araglarin ¢ogu, memeli hiicreleri i¢in mevcut degildir. Ornegin, bakteri veya
mayada in vivo mutajenezi kolaylastiran memeli plazmitleri (SV40 gibi, Mahon vd.
2011) ve memeli yapay kromozomlar1 (mayada yonlendirilmis evrim i¢in OrthoRep
platformu, Brown & Glass 2020, Ravikumar vd. 2018), Memeli hicrelerinde bu

platformlarin yok denecek kadar azdir.

2.2.2.1 Somatik hipermutasyon

AID, sitozin bazinin deaminasyonuyla DNA'da mutasyonlar yaratir ve bu da mRNA'da
urasile olarak okunmasina neden olur. Baska bir deyisle, C:G baz ¢iftini U:G
uyumsuzluguna doniistiiriir. Hiicrenin DNA kopyalama mekanizmas1 U'yu T olarak
tanir ve dolayisiyla C:G, T:A baz ciftine doniistiiriiliir. AID, APOBEC ailesinin bir

uyesidir.

AID, lenf nodlarindaki B hiicrelerinde antikor cesitliligi lireten mutasyonlara neden
olur, ancak aym mutasyon siireci B hiicreli lenfomaya yol acabilir (Pavri &

Nussenzweig 2011).

Birkag grup, memeli hiicrelerinde antikorlarin ve fliioresan proteinlerin taramaya dayali
yonlendirilmis evrimini gergeklestirmek i¢in AID aracili mutajenezi kullanmustir
(Bowers vd. 2011, Wang vd. 2004). Cogunlukla, AID'yi dogal olarak eksprese eden B

hiicreleri, siirekli mutajenez icin ilgili genlerin déahil edildigi konakgr hiicre olarak
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kullanilir. AID'nin baslangigta belirli genetik lokuslar1 hedefledigi diisiiniilse de
kiltiirlenmis hiicrelerde, ozellikle yiiksek oranda kopyalanmis bolgelerde genom

boyunca mutasyonlari indiikledigi a¢iktir (Al-Qaisi vd. 2018, Wang vd. 2018).

AID ekspresyonu, yiksek seviyelerde meydana geldiginde sitotoksiktir ve
aragtirmacilarin yonlendirilmis evrim deneyleri sirasinda ekspresyon seviyelerini yapay

olarak 1liml1 hale getirmeleri gerekir.

2.2.2.2 RNA kilavuzlu endoniikleazlar tarafindan hedeflenen mutajenez

Cas9 gibi CRISPR enzimleri, RNA kilavuzu (sgRNA) kullanilarak uygun bir
protospacer bitisik motif (PAM) igeren herhangi bir genomik diziye hedeflenebilen
bakteri tiirevli endoniikleazlardir. Bir sgRNA-hedefli genomik bélgede, endoniikleaz,
genellikle ya homolog olmayan u¢ birlestirme ya da homolojiye yonelik onarim

tarafindan onarilan ¢ift iplikli kopmalari indiikler (Pickar-Oliver & Gersbach 2019).

Ortaya c¢ikan DNA hasari, yoOnlendirilmis evrim deneylerinde ilgili genleri
cesitlendirmek i¢in kullamilabilir. Hedeflenen onkogenlerde Cas9 ile indiklenen cerceve
ici eklemeler ve silmeler, ilaca direngli protein varyantlari olusturmak ve

zenginlestirmek i¢in kullanilmigtir (Donovan vd. 2017, Ipsaro vd. 2017).

Bununla birlikte, homolog olmayan ug birlestirmenin, g¢er¢eve kaymalarim tetikleme ve
potansiyel olarak erken sonlandirmaya neden olma potansiyeli yiiksek olan eklemeler ve
silmeler yapabilir, homolojiye yonelik onarima gore islevsel degiskenler olusturma
olasiligi ¢ok daha diistiktiir. Spesifik olarak homolojiye yonelik onarim igin Cas9
tabanli bir yontem, memeli lizozomlarinda islev goren, kirmizi fliioresan proteini
gelistirmek i¢in kullanilmistir (Erdogan vd. 2020). Griesbeck vd. Flp rekombinaz-FRT
sistemini kullanarak mRuby tabanli floresan proteini kodlayan genin tek bir kopyasini
memeli genomlarina yerlestirdiler. Nokta mutasyonlarint kodlayan tek sarmalll
oligoniikleotitler kullanarak (yaklasik %20 verimlilikle) bes kodonda istenen

homolojiye yonelik onarimi gergeklestirmek icin dondr ssDNA sablonlar1 basariyla
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kullanildi. Bu yaklagim kullanilarak, mCRISPRed olarak adlandirilan, diisiik pH'ta
stabilite gosteren ve memeli lizozomlarinda bile islevsel oldugu kanitlanmis yeni bir

mRuby varyant1 tanimlanmustir.

Liu vd.’nin o6nciiliigiinii yaptig1 baz editorlerden esinlenerek, Cas9'un DNA hedefleme
yetenegini AID ve APOBEC gibi sitidin deaminazlarin vahsi tip veya tasarlanmis
varyantlarinin nokta mutasyonu indiikleyici aktivitesi ile birlestiren iki teknoloji

gelistirilmistir.

Hedefli AID aracili mutajenez (TAM) olarak adlandirilan bir yaklasimda, Xing vd.
AID'yi 6zgul DNA dizilerini baglayan ancak kesmeyen devre disi birakilmis Cas9
varyantlariyla (dCas9) kaynastirmistir (Ma vd. 2016). dCas9-AID flizyonu K562
hicrelerinde BCR-ABL'ye yonelik nokta mutasyonlarini hedeflemek i¢in kullanilmustir.
Imatinibin mevcudiyetinde hiicreler pasajlandiktan sonra ilaca direngli BCR-ABL

varyantlarin1 kodlayan hiicreler hali hazirda zenginlestirilmistir.

CRISPR-X olarak adlandirilan bir yaklasimda, sitidin deaminaz, RNA aptamer
baglayici protein MS2'ye kaynastirilmistir. MS2-AID flizyonu, ayn1 zamanda bir MS2-
baglayict RNA aptamer alani igeren dCas9-baglayici sgRNA ile etkilesim yoluyla
istenen bir genetik lokusa hedefleyebilir (Hess vd. 2016). CRISPR-X, proteazom
inhibitérii bortezomib'e direngli varyantlari olusturmak ve tanimlamak igin K562
hiicrelerinde bir proteazom alt birimine ydnelik mutasyonlar hedeflenmistir. Bu
yontemler, lokuslar1 kodlayan antikorlar dahil olmak iizere diger endojen genleri
gelistirmek i¢in de uygulanmistir (Devilder vd. 2019). Heyecan verici bir sekilde,
adenosin deaminazlar gibi DNA'y1 deaminasyona ugratan enzimlerin ortaya ¢ikisi,
hedeflenen mutajenez i¢in bu tiir yaklasimlar kullanildiginda erisilebilir mutasyonel

spektrumu genisletebilir (Gaudelli vd. 2017).

Gelismekte olan CRISPR tabanli araglar, memeli hiicrelerinde DNA'ya yonelik nokta
mutasyonlarin1 hedefleme stratejisi olarak dogal somatik hipermutasyona gore biiyiik
bir gelisme olusturmaktadir. Bununla birlikte, hala baz1 6nemli sinirlamalar vardir.

TAM ve CRISPR-X, tasarlanmis sgRNA'lar1 sinirlanan ¢ok kiigiik (~10-50 bp) DNA
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bolgelerine yonelik mutasyonlart hedefler (Ma Hess 2016). Bu kuglik hedefleme
cerceveleri, bircok farkli sgRNA'min tiim diziyi mutajenize etmek icin gen boyunca
dosenmesi gerektigi anlamina gelir. Kritik olarak, Cas9'a 6zgli PAM'lerin olmamasi
nedeniyle bazi bolgelere erisilemeyebilir. Ayrica, tekrarlanan yonlendirilmis evrim
turlart mutasyon birikimine yol ac¢tifindan, kilavuz tanima dizileri mutasyona ugradikca

yeni sgRNA'lar gerekir.

2.2.2.3 Prosesif hedefli mutajenez

CRISPR tabanli teknolojilerin sinirlamalar1 géz 6niinde bulundurularak, yakin zamanda
memeli mutajenezinde hedeflenen yeni bir strateji gelistirilmistir. Cas9 gibi, RNA
polimerazlar da kesin olarak DN A'nin belirli bélgelerine hedeflenebilir. Cas9'dan farkli

olarak, son derece hareketli/islevsel olabilirler.

Bakteriyofajdan tiiretilen T7 RNA polimeraz, olduk¢a 6zgiil T7 promotorii tarafindan
yOnetilen 10.000 bp'den fazla DNA’nin Uzerinde gezebilir (Thiel vd. 2001). Escherichia
coli tabanli MutaT7 sisteminde, T7 polimerazi, T7 promotériiniin akis asagisindaki
herhangi DNA wuzantisinda in vivo nokta mutasyonlart olusturan, isleyici, yiiksek
diizeyde hedeflenmis bir mutajenik protein olusturabilir. Bu teknolojiler baz alinarak
MutaT7 sistemi sitidin deaminazla kaynastirilir (Park ve Kim 2021, Moore vd. 2018).
Bu platforma TRACE adi verilmistir. TRACE, MutaT7 konsepti iizerine insa edilerek
dogrudan memeli hiicrelerinde ilgilenilen 6zgiil genleri mutajenize edebilmistir.
TRACE, HEK293T hiicrelerinde maviye kaydirilmis emisyon spektrumlarina sahip
GFP varyantlarin1 taramak ve A375 hiicrelerinde kii¢iik molekiil inhibitorlerine direngli

MEK varyantlarini segmek i¢in kullanilmistir.

RNA polimerazlarin yiiksek islenebilirligi, CRISPR’da ki gibi PAM dizilerinin
mevcudiyeti veya evrimin her turu sirasinda ilgilenilen her gen igin birden fazla, 6zel
sgRNA'larin sentezlenmesi ve tanitilmasi gibi Onemli dizi sinirlamalari olmadan

DNA'nin kilobazlarca mutasyonuna ugratir.
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Hedeflenen bolgenin asagi akisinda istenmeyen mutajenezi 6nlemek i¢in T7 polimerazi
sonlandirmak i¢in birden fazla strateji kullanilabilir. T7 polimerazin, protein kodlama
dizisinin ters yontine bakan ikinci bir T7 promoterinin yerlestirilmesi hem C’den T’ye
hem de G’den A’ya mutasyonlarin dahil edilmesine olanak tanir (Moore vd. 2018,
Alvarez vd. 2020). Adenosin deaminazlarm gelistirilmis varyantlar1 diger DNA'y1
hedefleyen enzimlere flizyonu C’den G’ye transversiyonlarini indiiklemeye yonelik
ilgili bir yaklasim gelistirmistir, CRISPR sistemlerinde de oldugu gibi, bu teknolojilerin
mutasyon spektrumunun genislemesine olanak tamir (Gaudelli vd. 2020, Alvarez vd.

2020, Kurt vd. 2021).

TRACE gibi MutaT7 bazli sistemlerin énemli bir sinirlamasi, ilgilenilen genin yukari

akisinda bir T7 promotoriiniin kurulumunu gerektirmeleridir.

2.2.2.4 Memeli hiicrelerinde viriis bazh siirekli yonlendirilmis evrim

Memeli mutajenezindeki gelismelere ragmen, tipik hiicre tabanli platformlarla ilgili bir
dizi sorun, genis uygulamayr kisitlamaya devam ediyor. Ilk olarak, fonksiyonel
varyantlarin zenginlestirilmesi, bireysel evrim turlarinin genellikle bir hafta veya daha
uzun siire gerektirdigi memeli hiicrelerinin yavas replikasyon hizi ile sinirlandirilabilir.
Ikincisi, degerlendirme teknikleri evrimlesebilecek biyomolekiil tiirlerini sinirlar.
Se¢ime dayal1 yontemler, yalnizca hiicre canlilifini etkileyen islevleri gelistirebilirken,
taramaya dayali yOntemler, taranabilen go6zlemlenebilir fenotip  gerektirir.

Yonlendirilmis evrimin birgok degerli hedefi, her iki kategoriye de uymayabilir.

Memeli hiicrelerinde viriis tabanli siirekli yonlendirilmis evrimin yeni uygulamalari, bu
engelleri ele almak i¢in hazirlanmistir ve bu alanda devrim yaratma potansiyeline
sahiptir. Virls tabanl yonlendirilmis evrim kavramu basittir: ilgilenilen geni hataya
eglimli ¢ogalan bir memeli viriisiiniin genomuna sokulur ve ardindan virlisiin memeli
hiicrelerinde yayilma kabiliyetini yonlendirilmis evrim hedefinin islevine baglayan
secim ¢ifti uygulanir. Boylece, viriisiin basitge yayilmasi, istenen gen varyantlarinin

iretilmesi ve zenginlestirilmesiyle sonuclanir. Bakteriye dayali yonlendirilmis evrim
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alaninda, faj destekli siirekli evrim (PACE), istenen protein fonksiyonunu basitce M13
fajinin E. coli’de ¢ogalma kabiliyetine baglayarak bir¢ok farkli protein fonksiyonunun

hizli ve verimli evrimini saglamistir (Esvelt vd. 2011).

Viriis tabanl sistemler genis ol¢iide kullanislidir, memelilere yonelik evrim platformu
tasarlanirken bir dizi genel ilke dikkate alinmalidir. Ilk olarak, viral replikasyon orani
o6nemlidir. Baz1 memeli viriisleri digerlerinden daha hizli ¢ogalir veya hiicreden salinimi
cok daha kuvvetlidir. Bununla birlikte, viral replikasyon, ilgilenilen proteinin
ekspresyon, olgunlasma ve fonksiyon hizin1 gegmemelidir. Ikincisi, platformlar
miimkiin oldugu kadar c¢ok sayida farkli memeli hiicre tipinde ilgili genleri
gelistirebilmelidir. Biiyiik paketleme kapasiteleri ve genis yonelimleri olan virlsler
tercih edilir (Dai vd. 2020). Uglinciisii, platformlar uygulanabilirlik goz 6niinde
bulundurularak tasarlanmalidir. Viriis iiretimi, paketleme verimliligi ve viral yayilimi
izlemek i¢in gorsel yardimcilar gibi diger tasarim Ozellikleri dikkate alinmalidir. Son
olarak, en onemli husus guvenliktir. Bircok laboratuvar viral susu, vahsi tip
konakgilarda replikasyonlarini onlemek igin yerlesik gilivenlik stratejilerine sahip
olmalidir. Bu stratejiler arasinda hiicre kiiltiiriinde gerekli olmayan genlerin silinmesi,
kapsamli trans-tamamlama kullanilmasi veya organizmalarda replikatif enfeksiyon
tiretemeyen laboratuvara uyarlanmig suslar gelistirilmelidir (Danthinne ve Imperiale

2020, Chira vd. 2015).

Memeli hiicrelerinde viral evrime dair bazi ilgi cekici ¢alismalar vardir. ilk calisma
yontemleri ¢ok c¢esitli substratlar i¢in yetersiz donanima sahiptir ve ¢ogu zaman ciddi
guvenlik ylkiimliiliikleri vardir (Mullick vd. 2006, Uil vd. 2011, Das vd. 2004). Memeli
hiicreleri i¢in iki uyarlanabilir virlis tabanli yonlendirilmis evrim platformu
tasarlanmistir (Berman vd. 2018, English vd. 2019). Memeli PACE (mPACE) tarzi
platformlar evrim deneyi boyunca es zamanli ve siirekli olarak mutajenez, se¢im ve
amplifikasyonun gergeklesmesini saglamak i¢in viriisiin ve konakg¢i hiicrenin ozel
tasarimina dayanir. ilk olarak, temel viral genler, viral genomdan silinir. ikinci olarak,
calisilmak istenen gen, viral genoma sokulur. Viriis olusmasi ve salinimi i¢in gerekli

proteinlerle birlikte transkripsiyonu yapilir, bdylece calisilan gen popiilasyonda
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cogalacaktir (Esvelt vd. 2011, Richter vd. 2020, Wang vd. 2018, Dickinson vd. 2014,
Miller vd. 2020).

mPACE tarz1 sistemler, memeli hiicrelerinde siirekli yonlendirilmis evrim platformu
olusturmak i¢in ¢ift sarmalli DNA virlisii olan adenoviriisiinii kullanir. Mutator olarak
adenoviral DNA polimeraz'in yiiksek oranda hataya egilimli tasarlanmis versiyonu
kullanilir, sistem viral replikasyon sirasinda ortaya cikan mutasyonlarlara dayanir.
Genetik olarak harekete gecen dizilerin viral evrimi (VEGAS) olarak adlandirilan ikinci
mPACE tarz1 sistem, ayni prensipler iizerinde ¢alisir ancak endojen Sindbis replikaz
tarafindan sunulan mutasyonlarla tek sarmalli RNA virlisii olan alfavirtisii Sindbis'i

kullanir (Berman vd. 2018, English 2019)

Memeli hiicre tabanli yonlendirilmis evrim platformlar1 arasinda, viriis tabanli siirekli
yonlendirilmis evrim platformlari, biiylik kitaplik boyutlar1 ve hizlar1 bakimindan en
uygun platformlar1 saglar ve prensip olarak, en genis biyomolekiil yelpazesinin

evrimlesmesine olanak saglar.

2.3 RNA Duzenlemenin BugUni

Memeli hiicrelerinde popiiler hale gelen DNA’da niikleotid sayisini degistirmeden,
diizenleme yapip dolayli yoldan RNA diizenlemesi yapilmaktadir. TALE, dCRISPR-
Cas9 (dCas9) ve prime editor gibi gelismis gen diizenleme teknikleri, ¢ift sarmalli
DNA’y1 kirmadan hedef genomik dizide baz ¢ifti degisikligi yapar. Baz ¢ifti degisikligi
geri dondiiriilemez sekilde meydana gelir. Bu yaklasimlar, ¢cok sayida organizmada
nokta mutasyonlar1 olusturmak i¢in popitiler hale gelmistir ve hastalik tedavisinde
uygulamalar1 olmas1 bekleniyor, klinik denemeler yapilmaktadir (Hsu vd. 2014, Zhang
vd. 2011, Franguol vd. 2021).

Bununla birlikte, genomik DNA'da yanlis ve beklenmedik baz diizenlemesi potansiyel
kanser riskine, fetal anormalliklere veya diger beklenmedik bozukluklara yol agar. RNA
ise genellikle yalnizca belirli hiicre tiplerinde veya belirli zamanlarda ifade edilir. Bu
nedenle, RNA'y1 hedefleyen diizenleme sistemi kullanildiginda genom dizisi

diizenlemesine gore daha az hedef dis1 diizenleme yan etkisi beklenir. Ayrica yanlis
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RNA diizenlemesi fetal gelisimi etkilemez ¢ilinkii genom dizisini etkilenmez ve tedavi
kesilirse mutasyona ugramis RNA'lar hizla bozulur (Gott ve Emerson 2000, Keegan vd.
2001). Bu nedenle RNA diizenleme, klinik kullanimlar i¢in genom diizenlemeden daha

esnek ve daha guvenlidir

2.3.1 Yapay RNA diizenleme sistemlerine genel bakis

Tip VI (Casl3) sistemleri, prokaryotlarda RNA'yi hedeflemek ve nihayetinde
par¢alamak icin kullanilir. Casl3a ve Casl3b gibi sistemler, CRISPR RNA
(crRNA)’lerin rehberlik ettigi, RNA’y1 bolme ozellilerine sahiptir. Casl3a ve Casl3b
proteinlerine ¢esitli diizenleme yapilar1 (genellikle protein) dahil edilmistir. Ornegin,
REPAIRV2, inaktif Casl3b (dCasl3) ve mutant ADAR2 deaminaz alanindan olusan
Programlanabilir A'dan I'ye Degisikligi katalize eden RNA diizenleme sistemini
olusturur, A'den G'ya mutasyonlardan tiiretilen hastaliklarin tedavisinde potansiyel
olarak faydali hale getirilmesi amaglanir (Cox vd. 2018). APOBEC alanina sahip
dCas13, sitidinden iiridin diizenler, RESCUE ise REPAIRv2'nin daha fazla gelistirilmis
sirimidir ve C’den U'ya diizenleme yapar ancak orijinal ADAR2 deaminaz
aktivitesini de oldugu gibi korur (Cox 2018, Abudayyeh vd. 2019).

Stafforst, ADAR2 ve ADARDD2 proteinlerini baglayan SNAP etiketiyle
programlamistir, Montiel-Gonzalez, Lambda-N proteini ve BoxB elementiyle RNA'y1
hedeflemistir ve Tsukahara, MS2 sistemini kullanarak ek sistemler gelistirmistir
(Stafforst 2012, Vogel 2014, Vogel 2017).

Son zamanlarda, apolipoprotein B mRNA diizenleme (APOBEC) ailesinin Gyelerini
kullanarak A’den I’ya doniisiim editazina benzer C’den U’ya RNA diizenlemesi icin

MS2 sistemini i¢eren baska bir sistem gelistirilmistir (Cox vd. 2017, Bhakta vd. 2020)

REPAIR sistemleri, dCasl3'iin hedeflemede Cas9 gibi PAM dizisi kisitlamalarina sahip
olmamast nedeniyle tam hedef bolgeyi kilavuzuna kodlayabilir, transkriptomdaki
herhangi bir adenozini hedefleme kapasitesi vardir. Bu sistemlerde verimlilik yiiksek
olmasina ragmen REPAIRvV2 icin %30'a ve RESCUE icin yaklasik %70'e kadar

33



diizenleme verimligi vardir en uygun sartlarda, hedef dis1 diizenlemeler hala biiyiik
6lctide mevcuttur (Abudayyeh vd. 2019). Rasyonel mutajenezle dCas13b-ADARDD
kompleksleriyle 6zgiilliglinii 900 kattan fazla artirmayr basarmistir. Bilinen Casl3b
proteinlerinin bir alt sinifi olan Casl3bt, RNA diizenleme i¢in REPAIR ve RESCUE
diizenleyicilerinin ADAR’larindan olusturulmustur. Casl13bt'nin daha kug¢lik boyutu
olmasi, diizenleyicinin teslimat i¢in adeno-iliskili viriise verimli paketlenmesine olanak

saglar (Kannan vd. 2021).

Cizelge 2.1 Baz diizenleme igin ¢esitli RN A hedefleme sistemlerinin karsilastiriimasi

igerik Islev Avantaj Yaklagik Hedef Kaynak
etkinlik dig1
etkinlik
REPAIRv2 | dCasl3b+mutant A’danT’ya AVV paketleme ile Yaklasik %30 | Yiksek | Perculija
ADAR2DD Déniisiim teslimat vd. 2021
RESCUE dCas13b+ADAR2d C’den U’ya Orijinal ADAR2DD Yaklasik % Yiiksek | Cox vd.
d doniigiim aktivitesini korur. 70 2018
Cas13bt Cas13btl ve A’danI’ya ve AVV teslimat icin kuiglik Yaklagik Orta Kannan
Casl3bt3 + C’den U’ya boyutlu &40-50 vd. 2021
ADAR2DD doniigiim
CasRx DCasX.1+ADAR2D | A’danI’ya ve In-vivo teslimatta kolaylik Yiksek Disiik Konerma
D C’den U’ya saglar. nvd.
doniisiim 2018
CIRTS Efektor Esnek Kii¢iik boyutlu ve diigiik Yiksek Diisiik Rauch
proteintRNA immiin yanit vd. 2019
hairpin
Baglama

proteini+ssRNA
baglama protein

REWIRE PUF alanini tantyan | A’danI’ya ve Yaklagik Diisiik Han vd.
RNA+ gesitli C’den U’ya %60-80
deaminaz alam doniisiim
AN-BoxB ASO gRNA + AN- A’danI’ya A*C yanlis eslesmesiyle Orta Yilksek | Montiel-
BoxB + ADAR2DD in-vitro diizenleme Gonzalez
vd. 2013
RESTORE Igsel (endogenous) A’dan I’ya Oligoniikleotit Yaklagik Diisiik Merke
uygulamasim gerektirir %75-85 vd. 2019
Cas7-11 4Xcas7 ve casll A’dan I’ya AVV paketleme ile RNA yikim Cok Ozcan A.
teslimat / Sitotoksisitesi yaklagik %85 diisiik Vd 2021
digiiktiir. RNA
diizenlemesi=
?
PASTE Bxbl integraz, M- AVV paketleme ile %10-55 Yarnall
MLV RT teslimat vd. 2021
Cas9, atgRNA, HITI ve HDR dan daha
nicking guide RNA etkili.

Cesitli Cas efektor komplekslerinin, diger birkag RNA modifikasyonunu hedeflemede
yeterli oldugu gosterilmistir. CasRx gibi CRISPR-Cas13d varyantlari, endojen RNA'y1
yok etmek ve ayrica RNA alternatif eklemeyi kontrol etmek i¢in tasarlanmustir. Spesifik
olarak, dCasRx tizerindeki HEPN aracili RNaz aktivitesinin etkisizlestirilmesi, esnek

RNA baglanmasima ve RNA 6gelerinin 6zgul hedeflenmesine izin verir (Konermann vd.
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2018). Ayrica, prokaryotlarda iki kompakt Casl3 riboniikleaz ailesi (Casl3X ve
Cas13Y) tanimlandi. Bu sistemlerden Casl13X.1, memeli hiicrelerinde yiiksek diizeyde
verimlilikle RNA etkilesimi gergeklestirmek Uzere tasarlanmistir (Xu vd. 2021). Ayrica
dCasl13X.1, gesitli memeli lokuslarinda diizenleme yapabilen ¢esitli RNA baz editorleri,
yani A'dan I'ya (ABE'ler) ve C’den U’ya (CBE'ler) baz editorleri olusturmak igin
ADAR2DD ile birlestirilmistir (Xu vd. 2021).

Programlanabilir CRISPR/Cas RNA Metilasyon Araglarinin Ortaya Cikisi, mRNA,
translasyona girmeden oOnce birkag¢ transkripsiyon sonrasi modifikasyona (Ornegin,
kapatma (capping), adenilasyon) tabidir. Bugiine kadar, m6A modifikasyonlarinin
Okaryotlarda en bol bulunan endojen mMRNA modifikasyonu tiri oldugu
gozlemlenmistir (Wilson vd. 2020). Birgcok m6A modifikasyonu genellikle fizyolojik
streclerde hayati bir rol oynar ve insan kanserleri gibi malignitelerin ilerlemesinde

sorumlu olabilir (Jiang vd. 2021).

Metiltransferaz alani ile kaynasmis katalitik olarak aktif olmayan Casl3'ten (dCasl3)
olusan hedefli RNA metilasyon (TRM) sistemleri, transkriptler {izerinde olduk¢a 6zgiil
olarak m6A kurulumu yapabilir ve bu tiir degisiklikler yoluyla alternatif ekleme,
transkript bollugu ve translasyon verimliligi gibi molekiiler sistemlere etki eder, m6A

modifikasyonlar1 RNA’dan ¢ikarilabilir (silinebilir) ve kurulabilir (yazilabilirler).

2.3.2 Hedef bolgeye yonelik RNA dizenleme: poptler aracglar

RNA diizenleme, genomik DNA'y1 kalict olarak degistirmeden, RNA niikleotitlerinin
say1, sira ve dizilisinin diizeltilmesine denir. Teorik olarak herhangi bir RNA tipine ve
bolgesine hedeflenebilmesi, esnekligi ve tersine ¢evrilebilirligi RNA diizenlemeyi
potansiyel olarak gii¢lii bir gen diizenleme araci haline getiriyor. RNA diizenlemesi,
RNA ve protein gesitliligi iiretir ve 6zgilil amino asit ikameleri, silinmeleri ve gen
ekspresyon seviyelerinde degisikliklerle sonuglanir. Adenozinden inozine RNA
diizenlemesi, insandaki en 6nemli diizenleme sinifin1 temsil eder ve birgok genin

islevini etkiler.
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Doga da yaygin olarak bulunan RNA diizenleme araglar1 Sitozin ve adenosin
deaminazdir, RNA’da ki diizenlenen bazlarin kimligini degistirir. Sitozinler urasillere
donistiiriiliirken, adeninler inozinlere donistiiriiliir. mRNA'larin kodlama bolgeleri
etkilenirse, etkilenen kodona bagli olarak RNA'min kodlama potansiyeli degisebilir.
Niikleotit deaminazlarin yeniden kodlanmis transkriptler elde etme potansiyeli,
mutasyonlar1 geri dondiirerek veya RNA ekleme gibi isleme adimlarini manipiile ederek
genetik mutasyonlar1 diizeltme yetenekleri ©ne ¢ikmustir. DNA diizenleme
yaklasimlarinin aksine, RNA diizenleme dogasi1 geregi gecicidir, bu nedenle uzun siireli

istenmeyen yan etki riskini azaltir.

RNA diizenleme genellikle nokta mutasyonlarimin RNA’da  diizeltilmesi igin
kullanilirken, bazi gruplar ise RNA diizenlemesi ile fonksiyonel iirlinler elde etmeyi
amaglar. Nokta mutasyonlarinin ¢ogu fonksiyon mutasyonlarinin kaybina yol acarken,
fonksiyon kazanimi mutasyonlar1 da goézlemlenebilir. Nokta mutasyonlar1 tiim protein

siniflarinda bulunabilir.

1990'larda gen diizenlemeye Onciilik edilmeye baslanmistir ve kusurlu genetik
materyali manipiile etmek veya degistirmek i¢in yontemler aranmistir (Woolf 1998).
Gen duzenlemede kullanilan yaygin teknolojiler, tasarlanmis ¢inko parmak niikleazlar
(ZFN'ler), transkripsiyon aktivatorti benzeri efektor nikleazlar (TALEN'ler) ve
tasarlanmis meganiikleazlardir. En yeni ve ¢ok yonlii arag, CRISPR-Cas tabanli RNA

programli niikleazlar ve bunlarin sayisiz tiirevleridir (Jinek 1998-2012).

RNA diizenleme terapdtik ve arastirma amaglari i¢in kullanilabilen, gecici olarak
hedefleyen ve diizenleyen materyaller Uretir (Vogel 2014-2018-2019 Fry vd. 2020).
Programlanabilirlik ve RNA'ya getirilen degisikliklerin gegici dogasi, bu stratejiyi
genom diizenleme i¢in daha gilivenli ve potansiyel olarak daha uygulanabilir bir araca
dontistiiriir (Merkle vd. 2019, Gulei vd. 2019).
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2.3.2.1 Hedef bolgeye yonelik RNA diizenleme (SYRD)

RNA'larin yonlendirilmis hedeflenmesi, siRNA'larin ve miRNA'larin kesfedilmesinden
bu yana Onde gelen calisma alanlarindan biridir, ayn1 zamanda gen ekspresyonunu
baskilamak icin endojen siRNA ve miRNA mekanizmalarindan yararlanmak {izere
birgok terapotik yaklagimin uygulandigr yogun bir alandir (Chakraborty vd. 2017, Fu
vd. 2021,). Benzer sekilde, mRNA seviyelerini diizenlemek veya ug birlestirme
(splicing) kusurlarim1 diizeltmek icin antisens temelli yaklasimlar gelistirilmistir

(Scharner vd. 2021).

RNA diizenlemesini kullanan RNA'lar1 yeniden kodlama girisimleri nispeten yeni bir
alandir. RNA diizenleme, bir RNA dizisinden niikleotitlerin eklenmesi, ¢ikarilmasi
yoluyla veya deaminasyon yoluyla niikleobazin karakterinin degistirilmesini tarif eder.
TerapOtik amaglar igin, sitidini iiridin'e ve adenosini inozine doniistiiren iki tir
deaminasyon reaksiyonu yaygin olarak kullanilan yc¢ntemlerdir. Translasyon sirasinda
inosinlerin kodu guanozinler olarak okundugundan hem C'den U'ya hem de A'dan I'ya
degisiklikler dogrudan amino asit ikamelerini degistirebilir ve RNA'lar1 yeniden

kodlayabilir.

A'dan I'ya dizenleme ilk olarak 1980'lerin sonlarinda tanimlanmistir (Bass vd. 1988).
A'dan I'ya dizenlemeye, RNA uzerinde etkili olan adenosin deaminazlar (ADAR’lar)
aracilik eder. Bu enzimler, ¢ift sarmalli RNA baglama alanlar1 yoluyla RNA'lardaki ¢ift
sarmall1 veya yapilandirilmis bolgeleri baglar (Nishikura vd. 2010). Substrat baglama
ve deaminasyon, nispeten diisiik 6zgiilliikle gerceklesir, bundan dolayr 6zgiil olmayan
sekilde in vivo olarak bol miktarda ve yaygin diizenlemeye yol acar (Bazak vd. 2014).

Yinede, bazi siteler ¢ok yiiksek 6zgiilliikkle diizenlenir.

Memelilerde katalitik olarak aktif iki ADAR bulunur, ADAR1 ve ADAR2. ADAR1, (¢
cift sarmalli RN A baglanma alanini1 (dsRBD'ler) barindirirken, ADAR2 yalnizca iki gift
sarmalli RNA baglanma alanini (dsRBD) igerir (Bajad vd. 2017). ADAR2 oncelikle
sinir sisteminde, damar sisteminde ve bagirsakta eksprese edilir (Jain vd. 2018). Nikleer

lokalizasyon sinyali nedeniyle, protein c¢ekirdege lokalizedir mRNA yeniden
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kodlamasina yol agan dogal olarak meydana gelen diizenleme olaylarinin ¢oguna bu
enzim aracilik eder. ADARI, iki promotdrden ifade edilir. Interferon ile uyarilabilir bir
promotor, niikleer disa aktarma sinyali igeren, esas olarak sitoplazmada lokalize olan
150 kDa'lik bir proteindir (George vd. 2005). Sitoplazmik ADAR1 p150, antiviral
savunmada yer alir, ancak ayni zamanda endojen tekrardan tiiretilen RNA'lar1 da
diizenler. Daha kisa bir ADAR1 izoformu yapisal olarak eksprese edilir ve tGglinci gift
sarmalli RNA baglama alaniyla oOrtiisen niikleer lokalizasyon sinyali nedeniyle esas
olarak ¢ekirdege lokalize olan 110kDa proteinini meydana getirir (Fritz 2009).
ADAR'larin terapdtik potansiyeli, 1990'larin ortalarinda, Ribozyme Pharmaceuticals
tarafindan, distrofinde erken bir durdurma kodonunun diizeltilmesinde ve dolayisiyla

kas distrofisinin tedavisinde kullamimlari i¢in arastirilmistir (Woolf vd. 1988).

C'den U'ya diizenlemeye dogal ortamda Apobec enzimleri aracilik eder (Anant vd.
1995). RNA’y1 hedeflemek icin Apobecl, DNA'y1 diizenlemek i¢in Apobec3'ten

turetilen katalitik alanlar kullanilmaktadir.

2.3.2.2 RNA diuzenlemede hedef bdlgeye yonelik bazi giincel stratejiler

2.3.2.2.1 AN-fiizyonlar

Siteye yonelik RNA duzenlemesi ilk stratejilerden biri AN-BoxB-ADAR’ fiizyonlaridir.
Rosenthal grubunun onciiliigiinde gelistirilen bu teknoloji, Lambda N proteini (AN) ve
BoxB RNA sa¢ tokas: arasindaki iyi bilinen etkilesime dayanmaktadir (Montiel-
Gonzalez vd. 2013) (sekil 2.7). Alana 6zgi hedeflemek icin, ADAR2'nin deaminaz
alani, AN proteininin RNA baglama alanina kaynastirilir. AN proteini dogal olarak
BoxB'ler adi verilen kisa kok dongiilii RNA yapilarina baglanir. Bir BoxB sekansi
barindiran ve diizenlenecek bolge icin antisens olan bir kilavuz RNA'min (gRNA)
birlikte transfeksiyonu, AN-ADAR fiuizyonunun modifikasyon igin hedef sekansa
giidiimlemesine aracilik eder (Montiel-Gonzalez vd. 2019). AN-BoxB ydnteminin ana

avantaji, diizenleme kompleksinin kiicik boyutudur. Bu durum, diizenleme
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kompleksinin ve gRNA'nin birka¢ kopyasimin tek bir viriiste paketlenmesini saglar

(Sinnamon vd. 2017).

Cogu SYRD vyaklasimi gibi, AN-BoxB de mRNA/gRNA dupleksinde hedef dist
diizenleme meydana gelir (Vallecillo-Viejo vd. 2018). Ayrica, transkriptom g¢apinda
hedef dis1 diizenleme gdzlemlenebilir, bu durum ya diizenleyicinin asir1 ekspresyonu ya
da gRNA'nin mRNA ile uzun eslesmesiyle (dubleks) ile agiklanabilir (Vallecillo-Viejo
vd. 2018, Jo vd. 2019). Hedef dis1 diizenleme seviyeleri, enzime bir NLS eklenerek ve
kilavuz RNA yogunlugunu azaltilarak daha diisiik bir orana disiiriilebilir (Fry vd.
2020). AN-sistemi, Rett sendromunun nedeni olan MeCP2'deki mutasyonlar: diizeltmek
icin kiiltiirlenmis néronlarda ve aym1 zamanda tiim fare beyinlerinde basaril1 bir sekilde

kullanilmistir (Sinnamon vd. 2020).

5’ EE— W S— e —
ADAR DD
boxB AN 8

Sekil 2.7 Tasarlanmis rekombinant RNA'lar olan dort boxB sa¢ tokasi ile Lambda N
proteini (AN) ve ADARDD (Montiel-Gonzalez vd. 2013)

2.3.2.2.2 SNAP-ADAR

Stafforst tarafindan gelistirilen SNAP-ADAR teknolojisi, hiicrelerde ve ayni zamanda
embriyolarda da kullanilan, iyi programlanabilir SYRD stratejisidir (Vogel vd. 2014-
2018-2019, Stafforst vd. 2012, Hanswillemenke vd. 2015).

Sistem, ADAR'in deaminaz bolgesini SNAP enzimiyle birlestirir ve O6-benzil-guanin'e
(BG) konjiige edilmis kilavuz RNA’larla (gRNA) programlanir (Stafforst vd. 2012)
(sekil 2.8). SNAP etiketi, substrat olarak O6-benzil-guanin (BG) ile kovalent bir
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baglantt olusturmak {izere tasarlanmistir. SNAP-ADAR, ADAR2'nin hiperaktif bir

mutant strimd kullanildiginda %90'lik bir diizenleme verimliligine ulasabilir.

SNAP etiketi ayrica murin APOBECI1'in katalitik C-terminaline birlestirilir, boylece
RNA kilavuzlu bir sekilde C’den U’ya diizenlemesi igin programlanir. SNAP-
APOBECI flizyonu uygulanarak, saptanabilir A’den I’ya RNA diizenlemesi olmayan
GAPDH transkriptinde %20 verimlilikle bodlgeye o6zgli C’den U’ya diizenlemesi
saptanmustir (Stroppel vd. 2021).

Son zamanlarda gRNA'min BG modifikasyonunun yani sira, tasarlanmis APOBEC
enzimleri tarafindan RNA'larin ortogonal hedeflenmesi i¢in bir HALO etiketi
tanmitilmistir. HALO etiketi, kilavuz RNA'larin 1-kloroalkan kismiyla etiketlenmesini
gerektirir (Los vd. 2008). Tlgili kimyasal yap1 bir BG ve 1-kloroalkan pargasinin ¢ift
baglanmasini saglar, bu nedenle iki flizyon proteininin (6rn. ADAR1 & ADAR2 veya
ADAR2 & APOBECI1 fiizyonlar1) ayni anda programlanmasim saglayabilir. Bu
sistemin verimliligi A'dan I'e diizenleme i¢in ~%70'e ve C'den U'ya diizenleme igin
~%50'ye ulagir. Bu sistem, RESCUE yaklasimindan daha yiiksektir (Abudayyeh vd.
2019).

BG ile modifiye edilmis gRNA genetik olarak kodlanabilir degildir ve toksik yan
etkileri olabilir. Tekrarlanan tedavilerin gerekli oldugu senaryolarda, doku veya hiicreye
Ozgii bir sekilde ¢ok fazla bilesenin iletilmesi gerekeceginden SNAP-ADAR Klinik
denemelerde iyi bir segenek olmaya bilir (VVogel vd 2014-2018-2019, Fry vd. 2020).
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SNAP-deaminaz-His6 fiizvonu
+

UCGGAACACCCCAGCACAGA

HaN HN
> <~ 5.BGgRNA

gRNA-ADAR-konjugat

Sekil 2.8 gRNA-deaminaz konjugatlari, BG ile modifiye edilmis gRNA'nin, SNAP-
deaminaz reaksiyonuyla meydana gelir (Stafforst vd. 2012)

2.3.2.2.3 MS2-MCP-ADAR

ADAR'1 programlamanin baska bir yolu, ADAR'In deaminaz alanin1 bakteriyofaj MS2
kaplama proteini (MCP) ile birlestiren MS2-MCP-ADAR yaklagimidir. MCP, MS2
stem-loop RNA'smi1 baglar. Hedef adenosinin bulundugu ¢ift sarmalli bolgeyi belirleyen
antisens gRNA daha sonra MS2 stem-loop’una kaynastirilir. MS2 dongii (stem) bolgesi
daha sonra MCP-ADAR veya ADARDD flizyon proteinini diizenleme bdlgesiyle
etkilesime girip kompleks olusturur (Bhakta vd. 2018, Azad vd. 2017) (sekil 2.9).
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Yiiksek diizenleme verimliligi, bu sistemin acgik bir avantajidir. Ancak, dikkate alinmasi
gereken dikkate deger hedef dis1 diizenleme vardir (Bhakta vd. 2018, Azad vd. 2017).
Bunun nedeni, MCP'nin RNA'lardaki kisa yapili bolgelere rastgele baglanmasidir
(Helgstrand vd. 2002). Ayrica sistem, hiicrelere tamitilmasi gereken birgok bilesen
gerektirir (Tohama vd. 2020.).

MS2 aracili RNA diizenlemesi ayrica bir MS2 APOBECI fiizyonu iireterek C'den U'ya
diizenleme i¢in kullanilir (Bhakta vd. 2020). Sistem, mavi fllioresan proteinin (BFP) gen
ekspresyonunu, %21 verimlilik ve diisiik hedef disi diizenleme gdstermistir, BFP
eklenen bir sonlandirma kodonunda T ila C mutasyonunun diizeltilmesi yoluyla eski
haline getirmek i¢in kullanilmistir (Bhakta vd. 2020). Bu sistemin iyilestirilmesi, MS2
kok dongiisiinii degistirerek ve farkli uzunluklarda gRNA'lar kullanarak elde edilebilir.

ADAR! MS2 protein

Hedef RNA -
ITTTTTTTTT T IoT
JALLLLl i lclllIGLL

Rehber RNA

MS2 RNA
5 :

Sekil 2.9 MS2-MCP-ADAR deneysel tasarimi (Azad vd. 2017)

Kilavuz RNA'ya bagli tasarlanmis ADARI (kirmizi), MS2 proteini (mavi) ve MS2
RNA'min (turuncu) deneysel tasarimi. Hedef RNA'da hedeflenen adenozin (kirmizi),
ceviri sirasinda guanozin olarak okunacak olan inozine doniistiiriiliir. Hedeflenen
adenosin, sitozin ile uyumsuzluk yaratacak sekilde gRNA tasarlanir, bu da hem daha

0zgil hem de kolay deaminasyona neden olur.
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2.3.2.3 SYRD i¢in CRISPR-Cas13 yaklasimlari

Son zamanlarda, CRISPR tabanli genom diizenleme yaklasimlari, Oncelikle
programlanabilir yapilar1 ve genis uygulanabilirlikleri nedeniyle biiyiik ilgi goérmiistiir.
Programlanabilir CRISPR, RNA (crRNA) kilavuzu tarafindan yonlendirilen tek sarmalll
RNA'ya baglanan tip VI CRISPR niikleaz olan Casl3'iin kesfi, CRISPR-Cas
sistemlerinin kullanimini DNA hedeflemeden RNA hedeflemeye genisletmistir
(Abudayyeh vd. 2016, East-Seletsky vd. 2016, Konermann vd. 2018, Shmakov vd.
2017) . Casl3'iin RNaz aktivitesi, iki kritik katalitik rezidiiniin mutasyona ugramasiyla
devre dis1 birakilabilir, boylece diger alanlarin programlanmasi i¢in yeniden
kullanilabilir (Abudayyeh vd. 2017, East-Seletsky vd. 2016, Shmakov vd. 2017,
Smargon vd. 2017). Casl3, protospacer bitisik motif (PAM) dizisi gerektirmediginden,
Casl3 fiizyonlarinin hedefleme alani neredeyse simirsizdir (Abudayyeh vd. 2017,
Gootenberg vd. 2017).

2.3.2.3.1 REPAIR

REPAIR (Programlanabilir A'dan I'ye Degistirme i¢in RNA Diizenleme), rapor edilen
ilk Casl3 tabanli RNA diizenleme sistemidir. Bu sistemde ADAR2DD,
programlanabilir bir RNA edit6rii olusturmak igin Prevotella sp'den tiiretilen bir Cas13b
ortologuna kaynastirilir. Bu sistemde kullanilan gRNA, hedef RNA'da ki adenozine, A-
C uyumsuzlugu olusturacak sekilde tasarlanir. gRNA, substrat(RNA) ile hibridize olan
30 ila 84 nikleotitlik bir 5' homoloji bolgesine sahiptir, daha sonra bir aralayici sekans,
dCas13b'yi ilgilenilen sekansa dahil etmek i¢in kullanilan 3' ucunda dogrudan tekrar
bolgesini icerir (Cox vd. 2017). Bu sistem kullanilarak, farkli alt substratlarda rutin
olarak ~%30'luk diizenleme seviyeleri elde edilebilir. REPAIRvV1 (sekil 2.10) igin
bulunan 6nemli hedef dis1 etkiler, katalitik alanin (ADAR2DD-E488Q/T375G) bolgeye
yonelik mutajenezi ile azaltilabilir. Cas13 pargasinin boyutunun kiigiiltiilmesi, sistemin
genetik dagitimimi kolaylastirir. REPAIRvV2 olarak adlandirilan gelismis platform,
endojen Kras ve Ppib transkriptlerinde %27 ve %13'luk ylksek verimli dizenleme
meydana getirmistir, onemli 6l¢lide daha diisiik hedef dis1 diizenleme saglar (Cox vd.

2017). Gelistirilmis sistemin daha diisiik hedef dis1 etkilerinin yani sira, hedef adenozini
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cevreleyen motif tercihlerinin olmamasi, REPAIRv2 kullanilarak transkriptomdaki

herhangi bir adenozinin onarilmasina olanak tanir.

Kompleks olusumu ve gRNA'da uyumsuz C bolgesinde
= A hedef RNA baglanmasi A'dan I'ye dontsim
+ » TTTTTTATTTTT p (TR
dCas13b
Translasyon makineleri tarafindan
(E483Q) yeni I ile islenmis G

Sekil 2.10 A’dan G’ye diizenleme igin dCas13b-ADAR2DD(E488Q) (Gearing 2020)

A’dan G’ye diizenleme icin ADAR2DD(E488Q) gibi hiperaktif ADAR, PspCasl3b ve
birlestirlmis  dogrudan tekrar gRNA yapilari PspCasl13b-ADAR2DD(E488Q)
komplesini olusturur. Kilavuz RNA'nin yapisina diizenlenecek hedef A'nin karsisina C
eklenebilir, ADAR sitozin uyumsuzlugunda daha iyi diizenleme yapar, ya da
uyumsuzlukla hedeflemeden rastgele adenozin dizenlemesi yapar (gRNA'da ki

ortalama 30-33 genelde 32. baz diizenlenir).

2.3.2.3.2 RESCUE

C’den U’ya RNA diizenlemesi i¢in kurulan ilk platform RESCUE (Spesifik C'den U'ya
Degisim i¢in RNA Diizenleme) olarak adlandirilmistir (Abudayyeh vd. 2019) (sekil
2.11). ADARDD'den sitozinlerin deaminasyonuna saglayan enzim tasarlanmistir. Sonug
olarak, mutant enzim hem A'dan I'ye hem de C'den U'ya modifikasyonlar verir, bdylece
diizeltilebilecek mutasyonlarin sayisi iki katina g¢ikar. Tasarlanan enzim, REPAIR'e

benzer sekilde devre dist birakilmis bir Cas13 ortologuna birlestirilir.
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Hem A'dan I'e hem de C'den U'ya diizenleme yapmanin yani sira, RESCUE sistemi
AAV paketleme ve iletim (delivery) i¢in kiiglik boyuta indirgenmistir (Aquino-Jarquin
vd. 2020). Ancak, RESCUE'nin ikili islevselligi sorunlu olabilir, genisletilmis
deaminasyon spektrumu, istenmeyen transkriptomik degisiklikler riskini artirir. Bu
sorunun dstesinden gelmek icin RESCUE-S gelistirilmistir, ADARDD'nin S375A'sinin
rasyonel mutajenezi ile gelistirilmistir. Bu mutasyon, 6zgiilliigii korurken, C’den U’ya
hedef dis1 bolgelerde yaklasik 1,8 kat azalma ve A’dan I’ya hedef dis1 yaklasik 12 kat
azalma saglamstir (Fry vd 2020).

RESCUE hedefleme

o C'den U'va A'danT'va
pre-crRNA dizisi kilavuz RNA rehber RNA
g g Cas13b igleme _g
A L 3 < 3

~
{1
.
¢
wﬁ a
11

& — 4 3

C'den U'ya dizenleme A'dan I'va diizenleme

Nl .

\ Coklu diizenleme

Sekil 2.11 crRNA o6ncesi kilavuz dizileri ile ¢ogullanmis C'den U'ya ve A'dan I'ye
diizenlemenin semasi (Gearing 2020)

2.3.2.3.3 CURE

Son donemlerde C'den U'ya dizenleme icin CURE (C'den U'ya RNA Editori)
tasarlanmistir (Huang vd. 2020). CURE, APOBEC3A (A3A) sitidin deaminazini
dCasl3'e birlestirir (sekil 2.12). RESCUE'den farkli olarak CURE, yalnizca sitozinleri
deamine eder. Bu sistem ilk sitidin-6zgil C’den U’ya RNA editoriidir. A3A, UC
dintikleotitleri i¢in yiiksek bir 6zgiilliige sahip oldugundan, hedef dis1 diizenleme ¢ok
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diistiktiir. CURE, C'den U'ya diizenlemeye icin yiiksek bir ozgiilliige sahiptir ve

RESCUE'den dénemli 6lclide daha az beklenmeyen mutasyon gosterir.

CURE'in ozgulliigli, hedef dis1 diizenlemeyi daha da azaltmak icin niikleer
lokalizasyon sinyalinin eklenmesiyle hiicre i¢i lokalizasyonu siki bir sekilde kontrol
ederek daha da optimize edilmistir (Huang vd. 2020). CURE-X, Casl3 yerine CasRx’i
kullanir. CasRx, A3A'min eklendigi dahili esnek dongiileri barindirir, bu nedenle hedef
dis1 diizenlemeyi daha da azaltir. CURE igsel hedeflerde %60'a varan diizenlemeye
ulagabilir. CURE'de kullanilan flizyonun lokalizasyonu ve tipine baglh olarak, Hedef
dis1 diizenlemeler, sitoplazmik olarak lokalize versiyonlarda daha yiliksek hedef dis1
dizenlemeler gozlemlenir, nikleer veya CURE-X fiizyonlarinda daha diisiik diizeyde
Hedef dis1 diizenlemeler gozlemlenir. Bu nedenle, belirli bolgelerde CURE,
RESCUE'dan astiindtr. Ancak UC dinlkleotidlerinin tercih edilmesi, hedeflenebilir C

kalintilariin sayisini azaltir.

Apobec3A

dCasl13b
dCasRx

—
L. .

—

S-20mt
loop

Sekil 2.12 Insan sitidin niikleoptidine 6zgiil olan APOBEC3A deaminazinin dCasl3'e
flizyonu, CURE kompleksini olusturur (Xinxin Huang 2020)

CURE, C’den U’ya RNA diizenleyicisidir. CURE sistemi, APOBEC3A'nin dogal
substratin1  taklit etmek i¢in hedef bolgelerde dongiiler olusturabilecek kilavuz

RNA'larla programlanir.
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2.3.2.3.4 CIRTS

CRISPR-Cas'tan ilham Alan RNA Hedefleme Sistemi (CIRTS) ad1 verilen sentetik bir
RNA hedefleme stratejisi gelistirilmistir. Bu sistem tamamen insan proteinlerinin
parcalarindan yapilmistir (Rauch vd. 2019). Bu programlanabilir RNA hedefleme
platformu asagidakilerden olusur:(1) ilgilenilen hedef RNA'ya tamamlayici diziye sahip
gRNA. gRNA ayrica tasarlanmis sa¢ tokasi baglama proteini ile etkilesime giren 6zgiil
bir RNA yapisim1 da barindirir; (2) tasarlanmis gRNA iizerinde secici, yliksek afiniteli
protein baglayici gorevi goren bu sistemin c¢ekirdegi olarak RNA sa¢ tokasi baglama
protein; (3) gRNA'ya baglanan, hedef etkilesimi stabilize eden ve koruyan bir ssSRNA
baglayici protein; Ve (4) hedeflenen diziye etki eden efektdr protein (Aquino-Jarquin
vd. 2020, Rauch vd. 2019) (sekil 2.13).

Diger yapay diizenleme sistemleriyle karsilastirildiginda CIRTS, adeno-iliskili viriis
(AAV) gibi sistemler tarafindan iletimi kolaylastirabilen daha kiiciik bilesenlerden
olusur (Fry vd. 2020, Rauch vd. 2019). CIRTS, birden fazla protein alanin
barindirabilen ¢ok yonlii programlanabilir bir platformdur. Bu alanlar, ilgilenilen
herhangi bir transkripti etkili bir sekilde hedeflemek i¢in "yazarlar", "okuyucular" veya
“silgiler" olarak hareket edebilir ve bu nedenle bircok RNA modifikasyonunun
eklenmesi veya ¢ikarilmast i¢in kullanilabilir. CIRTS bilesenlerinin insan kaynakli
dogasi, bu stratejinin in vivo uygulamasi i¢in immiinojenisite endiselerini ortadan

kaldirmaktadir. Bu nedenle, CIRTS terapdtik miidahaleler ve arastirma amaclart igin

degerli olabilir (Aquino-Jarquin vd. 2020).
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RNA sag¢ tokast _
baglayict protemn

baglayici protein

gRNA

Efektér protein

Hedef RNA

Sekil 2.13 CIRTS, ssRNA baglayici protein, RNA sa¢ tokas1 baglayici protein, efektor
protein ve kilavuz RN A'dan olusur (Rauch vd. 2019)

2.3.2.3.5 GluR2-ADAR

Endojen substratlar1 hedefleyen, endojen ADAR'larin programlamasina dayanir
(Wettengel vd. 2017, Fukuda vd. 2017). Gria2 (GIuRB) RG kok dongusunun iyi
anlasilmis yapisindan yararlanir. ADAR'lar i¢in uygun bir baglanma alan1 ve ayni
zamanda cift iplik olusturmak icin, Gria2 kok dongusiine benzeyen ancak hedef RNA
ile hibritlesmek i¢in 5'- veya 3'-ucunda uzanan bir dizi olusturulur. Bu nedenle gRNA
iki boliim igerir; 1) hADAR?2 ile etkilesime giren ve kompleksi programlayan ADAR
tanima bolgesi (ARR), 2) hedef RNA'y1 tamamlayici olan ve hedef bdlgeyi belirleyen
antisens bolgesi (ASR) (sekil 2.14).
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Hiperaktif veya diger ADAR siiriimlerinin gerekli olmasi durumunda, bunlar da GluR2-
adRNA dizileriyle birlikte bir AAV'de paketlenebilir. Bununla birlikte, birincil fayda,
endojen ADAR'lar1 programlayabilme imkani yaratmaktadir (Nose vd. 2020).

Ds 844

|||||||| N7
/B ,,
i
/

R/

Sekil 2.14 GluR2-ADAR yapisi (Montiel-Gonzalez vd. 2019)

GU,Q

2.3.2.3.6 RESTORE

RESTORE, Oligoniikleotid aracili RNA Diizenlemesi i¢in Endojen ADAR'In Spesifik
Transkriptlere hedeflenmesi, olarak adlandirilan sistemdir, kisa (20-40 nukleotid)
kimyasal olarak degistirilmis antisens oligoniikleotidler kullanir. Modifiye gRNA,
endojen ADAR"1 hedef konuma yonlendirir ve iki alandan olusuyor; 1) endojen ADAR"1
gRNA-mRNA hibritine yonlendirmek i¢in degismez bir R/G ADAR tanima alan1 ve 2)
hedef mRNA baglanmasini belirleyen programlanabilir 6zgiilliik alan1 (Merkle vd.
2019, Aquino-Jarquin 2020) (sekil 2.15).

RESTORE'un terapétik uygulama agisindan yiliksek potansiyeli, hastalikla ilgili
transkriptlerdeki mutasyonlarin  diizeltilmesiyle gosterilmistir. Iletimi, lipozomal
nanopartikiller yoluyla veya hepatositleri hedef alan N-asetilgalaktozamin (GalNAc)
gibi hiicresel alim1 kolaylastiran kisimlara baglanti yoluyla gerceklestirilebilir (Nair vd.
2014).
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Sekil 2.15 RESTORE gosterimi (Merkle vd. 2019)

ASOQO'lar (Antisens oligoniikleotidler), hedef mRNA baglanmasin1 belirleyen
programlanabilir  6zgiillik alam1 ve endojen ADAR" ASO:mRNA hibritine
yonlendirmek i¢in ADAR kompleksinin olugmasint saglayan alanlari icerir. mRNA'da
bolgeye yonelik RNA diizenlemesi, kimyasal olarak degistirilmis ASO tarafindan
kontrol edilir ve 6zgil bir adenozin-inozin degisimi (islevsel olarak adenozin-guanozin

degisimine esdeger) gerceklestirir.

2.3.2.3.7 LEAPER

LEAPER (RNA'min Programlanabilir Diizenlenmesi i¢in Endojen ADAR'dan
Yararlanma), ADAR'lar1 programlamak ig¢in ¢ift sarmalli bolgeler olusturmak iizere
uzun antisens RNA'lar (71-191 niikleotit) kullanilir (sekil 2.16). LEAPER, igsel
hedeflerde ve sinirli hedef dis1 diizenlemeyle %50'ye varan bir verimlilik gosterir. Diger
yaklagimlarda oldugu gibi, gRNA diizenlemeyi yonlendirmek i¢in hedef bolgede tek bir
A-C uyumsuzlugu eklenir (Qu vd. 2019). Ayrica LEAPER, farkli yerlerde es zamanli
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olarak diizenlemeyi hedeflemek icin kullanilmistir ve birkag gRNA'min kullanimi
yoluyla ¢oklu diizenleme yapabilabilmistir. RNA'da 6zgul kimyasal modifikasyonlarin
bulunmamasi, viral vektorler, transkripsiyonel olarak aktif plazmitler veya sentetik bir
oligoniikleotid olarak ¢oklu insan birincil hiicre tipleri dahil olmak tizere farkli hiicre

tiplerine dagitima olanak saglar (Aquino-Jarquin vd. 2020).

Sekil 2.16 LEAPER (Aquino-Jarquin vd. 2020)

Hedef dis1 diizenlemeyi azaltmak i¢in kilavuz bolge i¢indeki uzun LEAPER -arRNA'lar1
ve G-A uyumsuzluklarmi kullanan endojen ADAR tabanli RNA diizenleme (arRNA:
Sentetik zirhli RNA).

2.4 Kisaca CRISPR

2.4.1 CRISPR

CRISPR ilk kez 1987 yilinda Japon bilim adami Yoshizumi Ishino tarafindan E. coli'de
tesadiifen kesfedildi ancak DNA dizilim verilerinin yetersiz olmasi nedeniyle
tekrarlanan bu dizilerin islevini agiklayamadilar (Ishino 2018). 1993 yilinda Francisco
Mojica, halofilik arkea yani Haloferax mediterranei genomunda diizenli araliklarla
tekrarlanan 30 bp uzunlugundaki DNA dizilerini karakterize eden ve tanimlayan ilk kisi
oldu ve bu tekrarlar1 kisa diizenli aralikli tekrarlar (SRSR) olarak adlandirmistir (Mojica
1993). 2002 yilinda Mojica ve Ruud Jansen SRSR'lere "CRISPR" adin1 vermistir:
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diizenli araliklarla kiimelenmis kisa palindromik tekrarlar (Mojica 2000, Jansen 2002,
Mojica 2005, Pourcel 2005, Mojica ve Rodriguez-Valera 2016).

2.4.2 CAS ve PAM

Bolotin, yeni dizilenen Streptococcus thermophilus bakterisi {lizerinde ¢alisirken,
olagandist CRISPR lokusu ortaya ¢ikarmistir (Bolotin 2005). Bu CRISPR dizisi daha
once rapor edilen sistemlere benzer olmasina ragmen, bilinen Cas genlerinin bir
kismindan yoksundu ve bunun yerine yeni cas genleri iceriyordu; bunlardan biri,
niikleaz aktivitesine sahip oldugu tahmin edilen ve su anda Cas9 olarak bilinen biiyiik
bir proteindi. Ayrica viral genlere homoloji gosteren aralayicilarin hepsinin bir ucta
ortak bir diziyi paylastigini ortaya ¢ikarmustir. Protospacer bitisik motifi (PAM) olan bu
dizi, hedeftanima igin gereklidir (Bolotin 2005, Barrangou 2007, Brouns 2008, Garneau
2010).

2.4.3 Programlanabilir bagisikligin varsayimsal semasi

2006 Eugene Koonin, hesaplamali analiz yoluyla proteinlerin ortolog grup kiimelerini
incelerken, dogal aralayici dizisindeki faj DNA'smna homolog eklentilere dayanan
bakteriyel bagisiklik sistemi olarak CRISPR basamaklar1 i¢in varsayimsal bir sema
gelistirmistir. Cas proteinlerinin yeni bir DNA onarim sistemi igerebilecegi One

stirmiistiir (Makarova 2006).

2.4.4 Programlanabilir bagisikligin deneysel gosterimi

S. thermophilus bakterisinde Horvath vd. deneysel olarak CRISPR sistemlerinin adaptif

bir bagisiklik sistemi oldugunu gosterdiler (Barrangou 2007).
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2.4.5 Aralayia diziler kilavuz RNA'lara kopyalamir

Bilim insanlar1 ¢cok gegmeden CRISPR-Cas sistemlerinin istilaci fajlara tam olarak nasil
“miidahale ettigine” dair bazi1 bulgulara eristiler. Kritik bilgilerin ilk parcasi John van
der Oost vd tarafindan anlasilmistir, E. coli’de fajdan tiiretilen ayirici dizilerin Cas
proteinlerini hedef DNA'ya yonlendiren kiigiik RN A'larda (crRNA'lar) kopyalandigini

gostermislerdir.

2.4.6 CRISPR DNA hedeflerine etki eder

Marraffini ve Sontheimer, hedef molekiiliin RNA degil DNA oldugunu gostermislerdir.
Bunun i¢in floresan dizisine bir intron yerlestirmislerdir, CRISPR-Cas9 bu introna
hedeflenmistir (Marraffini ve Sontheimer 2008).

2.4.7 Cas9 hedef DNA'y1 parcahyor

Moineau vd, CRISPR-Cas9'un, hedef DNA'da PAM'n 3 niikleotid yukarisinda kesin
konumlarda ¢ift sarmall1 kirilmalar olusturdugunu géstermistir (Garneau 2010). Ayrica
Cas9'un CRISPR-Cas9 sisteminde boliinme icin gereken tek protein oldugunu
dogrulamislardir. Bu, crRNA'larla birlikte tek bir biiylik proteinin (burada Cas9) aracilik
ettigi Tip II CRISPR sistemlerinin ayirt edici bir 6zelligidir.

2.4.8 Cas9 sistemi icin tracrRNA'nin kesfi

Dogal CRISPR-Cas9 giidiimlii miidahale mekanizmasindaki bulmacanin son pargasi
Emmanuelle Charpentier'in grubundan gelmistir. Cas9 igeren CRISPR-Cas sistemine
sahip Streptococcus pyogenes tzerinde kiicik RNA dizilimi ile crRNA'ya ek olarak,
trans-aktive edici CRISPR RNA (tracrRNA) adinm1 verdikleri ikinci bir kiigiik RNA'nin
varh@im kesfettiler (Deltcheva 2011). tracrRNA'nin crRNA ile bir eslesmesiyle
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(dubleks) olusturdugunu ve Cas9'u hedeflerine yonlendirenin de bu dubleks oldugunu

gosterdiler.

2.4.9 CRISPR sistemleri diger tiirlerde heterolog olarak ¢cahsabilir

Siksnys vd, CRISPR-Cas lokusunun tamamim S. thermophilus'tan (bir Tip Il sistem)
klonladilar ve bunu E. coli'de (Tip II sistemi igermeyen) ifade ettirdiler ve plazmid
direnci saglayabildigini gosterdiler (Sapranauskas 2011). CRISPR sistemlerinin
bagimsiz birimler oldugunu 6ne siirdii ve Tip II sistemin gerekli tiim bilesenlerinin

bilindigini dogrulamistir.

2.4.10 Cas9 aracih boliinmenin biyokimyasal karakterizasyonu

Siksnys vd, Boliinme bolgesini ve PAM gereksinimini dogrulamistir ve nokta
mutasyonlar1 kullanarak RuvC alaninin tamamlayici olmayan ipligi boldiigiinii, HNH
alaninin ise tamamlayict ipligi boldiigiinii gostermistir. Ayrica crRNA'nin verimli
boliinme igin yeterli olan 20 niikleotidlik bir diziye kadar kisaltilabilecegini de
belirtilmistir. En etkileyici olani, crRNA dizisini degistirerek Cas9'u segtikleri bir
bolgeyi hedef alacak sekilde yeniden programlayabileceklerini gostermislerdir

(Gasiunas 2012).

Emmanuelle Charpentier ve Jennifer Doudna ile is birligi i¢inde hemen hemen ayni
zamanda benzer bulgalar1 rapor ettiler (Jinek 2012). Charpentier ve Doudna ayrica
crRNA ve tracrRNA'nin tek bir sentetik kilavuz olusturmak icin bir araya getiridigini ve
sistemi daha da basitlestirdigini bildirmislerdir. crRNA ve tracrRNA’nin birlestirilmesi
sonugunda sgRNA olusur, bu CRISPR-Cas9'un sentetik olarak tasarlamayi1 daha da
kolaylastirmistir.
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24.11 Genom duzenleme icin CRISPR-Cas9 Kkullanilmasi ve son CRIPSR

gelismeleri

Zhang, 6karyotik hlcrelerde genom diizenleme icin CRISPR-Cas9'u basariyla uyarlayan
ilk kisidir (Cong vd. 2013). Zhang, iki farkli Cas9 ortologundan (S. thermophilus ve S.
pyogenes'ten) CRISPR tasarlamistir, insan ve fare hiicrelerinde hedeflenen genom
parcalama deneylerini basariyla gerceklestirmistir. Ayrica sistemin (i) ¢coklu genomik
lokuslar1 hedef alacak sekilde programlanabilecegini ve (ii) homolojiye yonelik onarimi
gerceklestirebilecegini  deneylerce  ispatlanmustir.  George Church'iin - Harvard
Universitesi'ndeki laboratuvarindan arastirmacilar, Science'm aym sayisinda benzer

bulgular bildirmistir (Mali vd. 2013).

2014 yilinda iki bagimsiz grup, memeli hiicrelerinde ve fare modellerinde kanserden
sorumlu olabilecek genlerin nakavtini gergeklestirdiler ve CRISPR-Cas9'un genom
capinda tarama gergeklestirmek i¢in giiglii bir ara¢ oldugu kanmitlamiglardir (Shalem vd.
2014; Wang vd. 2014). Ay yil Nishimasu vd, Cas9-sgRNA ikili kompleksinin kristal
yapisint hedef DNA ile ¢ozmiislerdir ve hedef DNA'da béliinmeden sorumlu olan HNH
ve RuvC alan1 olmak tizere iki bagimsiz niikleaz alani oldugunu gdstermislerdir
(Nishimasu vd. 2014). Bu yapisal bilgiler, Nickase (nCas9) ve dead-Cas9 (dCas9) gibi
tasarlanmis Cas9 proteinlerini kullanmalarina olanak saglamistir (Ran vd. 2013,

Brocken vd. 2018).

2015 yilinda Cpfl'in (Casl2a) kesfi, sitma parazitinde ve bazen insanlarda Cas9 ile
hedeflenemeyen bolgelere yonlenme konusunda esneklik saglamustir (Zetsche vd.

2015).

2016 yilinda yeni bir CRISPR sistemi kesfedilmistir. Bu sistem genomu degistirmeden
RNA'y1 tespit edip parcalayabilen Casl3 endoniikleaza sahip tip VI CRISPR Cas
sistemidir (Abudayyeh vd. 2016). Daha sonra bu sistem baz dizenleyicilerle
birlestirilmistir, RNA’y1 kesmeden baz diizenlenmesine olanak saglayan aracglar

gelistirilmistir (Abudayyeh 2016 vd. Ozcan vd. 2021, Cox vd. 2017).
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2020'de Jennifer Doudna ve Emmanuelle Charpentier, DNA'y1 diizenlemek igin
CRISPR Cas9 yontemini tamttiklar1 ve kullandiklari icin Nobel Odiilii'nii

kazanmisglardir.

SARS-CoV2 (COVID-19) i¢in SHERLOCK ve DETECTR habercileri gelistirilmistir
(Kellner vd. 2020, Chen vd. 2018).

2.5 Tip VI CRISPR Sistemleri RNA’y1 Hedefler

Tiim organizmalarin viriisler veya transpozonlar gibi zararli genetik elementlerin neden
oldugu enfeksiyonlara karsi savunma yapmasi gerekir. Prokaryotlar, faj adi verilen
viriislerle savasmak icin ¢ok sayida farkli strateji kullanirlar. Bunlar, adsorpsiyon ve
enfeksiyon bloke etme, abortif enfeksiyon, toksin-antitoksin, kisitlama-modifikasyonu
ve CRISPR-Cas (diizenli araliklarla kiimelenmis kisa palindromik tekrarlar) sistemlerini
icerir (Dy vd. 2014). CRISPR-Cas lokuslar1 bakteri ve arkelerde bilinen tek adaptif
bagisiklik sistemini olusturur. Bunlar tipik olarak, virlislerden veya diger mobil genetik
elementlerden gelen DNA veya RNA’y1 isleyerek, araya giren "aralayicilar" adi verilen
elementler seklinde CRISPR lokusuna alinir, boylece bilinen en ilkel adaptif bagisiklik
sistemi meydana gelmis olur. CRISPR-Cas lokuslar1 bakteri ve arkelerde bilinen tek
adaptif bagisiklik sistemini olusturur. Bu dizilere giiniimiizde crRNA denilir. CRISPR
kasetinden transkripsiyonu sonucu 6ncii-mRNA olusur, bu mRNA niikleazlar tarafindan
kiiciik, kodlamayan CRISPR RNA'lara (crRNA'lar) dontistiiriiliir. Her crRNA molekiilii,
bir veya daha fazla Cas proteini ile yabanct DNA veya RNA'daki crRNA tamamlayici
bolgeleri baglayan efektor kompleksi halinde programlanir. Efektér kompleksi daha
sonra ya ig¢sel bir niikleaz aktivitesi ya da transta ayr1 bir niikleaz kullanarak hedeflenen

DNA veya RNA'y1 keser.

CRISPR-Cas sistemleri, her biri ii¢ tipten olusan iki gruba ayrilmistir. Simif 1, Tip I, III
ve IV'li; Smf 2, Tip II, V ve VI'yi igerir. Smif 1 sistemler birden fazla farkli Cas
proteini igeren ¢oklu alt birim kompleksleri kullanirken Smif 2 efektorler yalnizca tek

bir efektoér protein icerir (Makarova vd. 2020). Bugline kadar, genom dizenleme ve
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manipulasyondaki pratik uygulamalart g6z Oniine alindiginda, Cas9, Casl12 ve Casl3
gibi Smif 2 efektorlerin mekanizmasina uygulanabilirligi daha kolay oldugundan
caligmalar bunlar iizerine yogunlagmistir (Knott vd. 2018, Murugan vd. 2017). Sinif 1
sistemler, daha az calisilmis olmasina ragmen dogada ¢ok daha fazla miktarda bulunur,
bakteri ve arkelerdeki CRISPR-Cas sistemlerinin yaklagik %90'1n1 olusturur (Burstein
vd. 2016). Bunlar ayn1 zamanda c¢esitli bakteri ve arke filumlarinda da mevcuttur ve
muhtemelen Simif 2 sistemlerden daha 6nce evrimlesmislerdir (Makarova vd. 2020).
Sinif 1 CRISPR-Cas sistemleri, dsDNA, ssDNA ve RNAin bolinmesi ve ikinci bir
haberci molekiil olan siklik oligoadenilatin (cOA) sentezi dahil olmak iizere bir dizi
farkli enzimatik aktivite gosterir. Bu islevler, genom veya transkriptom maniptlasyonu

ve fizyolojik hiicresel siireclerin kontrolii i¢in kullanilabilir.

Cizelge 2.2 CRISPR siniflandirilmasi

Ozellikler | Tip | Tip Il Tip 11l Tip IV TipV Tip VI
Efektor Coklu alt | Tekli Coklu alt | Coklu alt | Tekli birim | Tekli
kompleksi | birim birim birim birim (siif 2) birim
(simif 1) (siif 2) (simf 1) (simf 1) (simif 2)
Protein Cas3 Cas9 Casl0 Csfl Casl2 Casl3
Hedef DNA DNA DNA/RNA ? DNA RNA
molekiil
Islev ssDNA Kit cift | Yeni olusan Kademeli | RNA-
zincirini sarmalli RNA bilinmeyen | ¢ift rehberli
keser kirllma molekdllerine | Crispr sarmalll RNaz
baglanir sistemi kirilmalara
neden olut

2.5.1 Casl13 proteini

CRISPR/Casl3 sistemi, arkelerde ve bakterilerde istilact RNA hedeflerine karsi
savunma yapmak i¢in 'adaptif' bir bagisiklik sistemi olarak islev goriir (Smargon vd.
2020). Su anda Casl13 ailesinde Casl3a (diger adiyla C2c2), Cas13b, Casl3c ve Casl3d
dahil olmak iizere tanimlanmig dort alt tip bulunmaktadir. Casl3 ailesinin tim tiyeleri
Cas9'dan daha kigcuktir ve Cas13d en kiglk proteindir (Nhan Huynvh vd. 2020, Hille
vd. 2018).
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2.5.1.1 Casl3a proteini

Casl3a (eski adiyla C2c2 olarak bilinir) ve VI-A CRISPR-Cas sistemleri ilk olarak
Shmakov tarafindan mikrobiyal genomik ve metagenomik veriler arasinda aday
CRISPR-Cas lokuslarinin hesaplamal1 biyolojisi araciligiyla kesfedilmistir. CRISPR-
Cas lokuslarina iligkin 6nceki bilgilerin aksine, tanimlanan tip VI-A lokuslarinin bir
kismui casl ve cas2 genlerinden yoksundur ve yalnizca bir CRISPR dizisi ve bir Casl3
efektor gen dizisi igerir. Casl ve Cas2, kiimelenmis diizenli aralikli kisa palindromik
tekrar kasetinde yiiksek oranda korunmus proteinlerdir ve protospacer (adaptif kazanim)
kazaniminda 6nemli bir rol oynarlar. gRNA ve Casl3 protein etkilesimini dogrudan
tekrar ad1 verilen dizilerle tanir, bu dizilerin uzunlugu genelde 35 bp — 39 bp arasindadir
(Shmakov 2017 ). Casl3a proteini, iki lobtan olusur, crRNA tanima (REC) lobu ve
niikleaz (NUC) lobu ve RNA'y1 kesmek i¢in iki baglayict (HEPN) RNaz alanin igerir.
LshCasl3a’ crRNA 22-28 bp uzunlugundadir, hedef RNA’ya tamamlayici dizilerdir
(sekil 2.17). PAM dizisine benzer gorevleri Ustlenen protospacer-yan bdlge (PFS)
dizilerinden RNA’y1 hedefler, bu diziler genelde (A), urasil (U) ve sitozin (C)
egilimlidir (Zhou vd. 2021, Zhao vd. 2022). Cas13a, ssRNA'y1 hedef alir.

REC lobe

Helical-1

Loop

3" stem 3’ flank Spacer

Casl3a/crRNA
Sekil 2.17 Casl3a genel gosterimi. REC lobuu, NUC lobu ve igerdigi diziler,

RNA’smin iki boyutlu yapist ve proteinin {i¢ boyutlu yapis1 gosterilmistir
(Zhao 2022)
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2.5.1.2 Cas13b proteini

CRISPR-Cas13b, Casl ve Cas2'den yoksun, sinif 2 tip VI-B CRISPR sistemidir. Casl
ve Cas2, kiimelenmis diizenli aralikli kisa palindromik tekrar kasetinde yiiksek oranda
korunmus proteinlerdir ve protospacer (adaptif kazanim) kazaniminda 6nemli bir rol
oynarlar. Cas13b'nin kisa ve uzun dogrudan tekrarlarla kendi CRISPR dizisini isler,
hedef RNA'y1r boler (HEPN alanlari) ve yardimci RNaz aktivitesi sergiler. Bu
aktiviteleri tek basina yaparken, yardimci aktorlere ihtiya¢ duyar. Casl3b, Aksesuar
proteinler olan Csx27 ve Csx28 tarafindan diferansiyel olarak diizenlenen Tip VI-B
CRISPR ile iligkili RNA Kilavuzlu RNazdir. Csx27 Casl3b aktivitesini baskilarken
Csx28 artirir. Dogrudan tekrar dizileri crRNA’nin Casl3b proteini tanimasini saglar

(Sekil 2.18).

Casl3b proteini, RNA’y1 PFS dizilerinden tanir, 5' ucunda A, U veya G'yi hedefler ve 3'
ucunda NAN/NNA dizilerini tanir.

3' \\_' —E—ﬁt

Cleavage of ssRNA

Csx28

Sekil 2.18 Casl3 genel yapisi, PFS, crRNA, yardimci efektorler ve RNA’nin islenmesi
gosterilmistir (Smargon vd 2017)

2.5.1.3 Casl3c proteini

Fusobacterium perfoetens Casl3c geninden tanimlanmistir (FpeCasl3c). Casl3c, diger
Casl3 tiirleriyle karsilastirildiginda islevsel olarak karakterize edilmemistir. crRNA'nin

5' ucunda dogrudan tekrarlarin varligi ve ayirict (crRNA) uzunlugu (28-30 baz) gibi
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bilinen ozellikleri vardir, PFS kisitlamasi yoktur. Casl3c, Casl3a, b ve d
verimlilikleriyle karsilastirildiginda RNA hedeflemede daha az etkilidir (Shmakov vd.
2017, Huynh vd. 2020).

2.5.1.4 Cas13d proteini

Casl13d, Casl3'lerin en kiigigiidir ve RNA hedeflemesi i¢in en etkili tip VI
sistemlerden biridir (Yan vd. 2018, Konermann vd. 2018). Casl3d kaynagi
Ruminococcus flavefaciens XPD3002'dir (CasRx/RfxCas13d) (He vd. 2020, Mahas vd.
2019, Bi vd. 2021). Tip VI-D, Casl3d efektor proteinine ek olarak, kollateral RNaz
aktivitesini modiille edebilen aksesuar proteinlerden olusan WYL alan1 igerir
(Konermann vd. 2018). Tip VI-D, diger Casl3 enzimleri gibi PFS sinirlamasi

olmadigindan ¢ok yonliiliigiiyle bilinir.

2.5.2 Cas13b RNA editdrlerinin in-vitro ve hiicre i¢i programlanmasi

CRISPR, RNA veya DNA’y1r hedef aldiginda parcalar, bu durum organizmaya
bagisiklik saglar. Lakin bu durum CRISPR kullaniminmi sinirlayan bir faktordiir. Bu
durumun ustesinden gelmek icin, Cas proteinin niikleaz aktivitesi bolgeleri mutasyona
ugratilarak, inaktiv hale getirilir. Bu sekil yeniden tasarlanmig Cas proteinler dead-Cas
olarak adlandirilir, dCas9 ve dCasl13b’yi 0rnek olarak verilebilir. Bu proteinler DNA
veya RNA’da niikleotit degisiklikleri yapamaz, amaci DNA veya RNA’nin istenilen
bolgesine ylksek 6zgillukte yonlendirmektir. Hedeflenen DNA veya RNA bolgesine
yiiksek Ozgiilliikte yonlenebilmek, yukarida deginilen, baz editorlerinin kullanimini

kolaylastirir.

Giicli  RNA yikim yetene8ine sahip olsan Casl3b ortologunun (RNA-RNA
hibridizasyonuna dayanmaktadir), katalitik olarak aktif olmayan Casl13 (dCasl3) ile
adenosini inozin deamine eden ADAR?2 ile kaynastirildiginda A’dan G’ye degisimi

meydana getiren araglar olusur.
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Casl3b Prevotella sp. ortologu, katalitik olarak aktif olmayan Casl3b’yi olusturmak
icin yeniden tasarlanir ve dPspCasl3b ile adenosini inozin deamine eden
ADAR2DD(E488Q) hiperaktif ADAR yapilar1 kaynastiritlir, bunun sonucunda
REPAIRvI (Programlanabilir A'dan I'ye (G) degistirme igin RNA diizenleme) araci

olusur.

PspCas13b-ADAR2DD(E488Q) vyani REPAIRvI icerik olarak, dPspCas13b,
ADAR2DD(E488Q), crRNA, dogrudan tekrardan olusur. Buradaki Cas proteinin gorevi
RNA’y1 0Ozgiil olarak hedeflemektir, ADAR’mn gorevi A’dan G’ye degisiklikleri
diizenlemektir, crRNA nerede degisik yapilacagina rehberlik etmektir, dogrudan
tekrardan ise crRNA ve Cas proteinin programlanmasi i¢in Cas tamima yapilarini

olusturur.

Cas9’da ki PAM sekanst gibi, REPAIRvI’in programlanmasi i¢in dizi kisitlamalari
yoktur. Tam uzunluktaki transkriptleri diizenlemek i¢in kullanilir. Memeli hiicrelerinde

RNA yikimi veya RNA diizenlemesi i¢in PFS kisitlamas1 yoktur.

Prevotella sp P5-125'ten (PspCas13b) Casl13b, Porphyromonas gulae'den (PguCasl13b)
Casl3b, Riemerella anatipestifer (RanCas13b) Casl3b ile kiyaslandiginda en yiiksek
RNA isleme aktivitesine sahiptir. Bu oran ortalama devre dis1 birakma %62,9, KRAS-
msfGFP  fiizyonuyla Olglilmiistir. PspCas13b, LwaCasl3a ve shRNA ile
kiyaslandiginda da ortalama 9%92,3 RNA yikimi ile en verimli RNA hedefleme
sistemidir. Bu oran hem Gluc hem de Cluc transkriptleriyle flizyonlanmus liisiferaz

habercileri ile Ol¢iilmiistiir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Tez boyunca kullanilan malzemeler ve cihazlar

Cizelge 3.1 Tez boyunca kullanilan malzemeler

MALZEMELER MARKA
0.2ml PCR 8-Strip Tiipii (kendinden diiz kapakli) Sarstedt
PC6643 NB-POSA

10 uL Non steril pipet Tips (1000 Adet/Paket) Sarstedt
150mm Cell Culture Dish, TC, Sterile, (100 Adet/Pk) Sarstedt
Cat N0:3903-100

15ml Centrifuge Tube, Bulk, T.Culture,Sterile(50 Sarstedt
Adet/Pk) Cat No: 554502

1X Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, 500mL Gibco

2 mL steril Cryovial Tubes etekli (50 Adet/Paket) Cat Sarstedt
No0:379/378

200 uL Non steril pipet Tips (1000 Adet/Paket) Sarstedt
50ml Centrifuge Tube, Bulk, T.Culture,Sterile(25 Sarstedt

Adet/PK) Cat No: 547254

ADENOSINE-5-TRIPHOSPHATE, Disodium
Trihydrate PC4156 ATP007

BioShop Canada

AGAR, Bacteriological Grade PC58 AGR001.R

BioShop Canada

aguaguard-2 solution 100 ml

Biological Industries

BIO-VIEW, Red Nucleic Acid Stain for the Red Nucleic
visualization of double/single-stranded DNA and

RNA in agarose gels. PC5481 EBR0O01.R

DMEM High Glucose With L-Glutamine, 500 mL Gibco

Cat N0:41966029

EDTA, Disodium Dihydrate, Biotechnology Grade
(Ethylenediaminetetraacetic acid disodium  salt
dihydrate) PC6475 EDT001.R

BioShop Canada

Fetal Bovine Serum, qualified, Brazil 500 ml Thermo Gibco
Fisher PC17634 10270106
GEL/PCR Purification Mini Kit (100prep) Cat No: Favorgen

FAGCK 001

GLYCEROL, Biotechnology Grade PC1633
GLYO001.R

BioShop Canada

MANGANESE(Il) CHLORIDE TETRAHYDRATE,
REAGENTPLUS TM, >= 99.0% PC22217 M3634-
100G

BioShop Canada

Opti-MEMTM | Reduced Serum Medium, no phenol
red,500 mL Cat No:11058021

Gibco
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Cizelge 3.1 Tez boyunca kullanilan malzemeler (devam)

PCR WATER Sterile-filtered. Dnase/Rnase/Protease
free PC6388 WAT333.R

BioShop Canada

Plasmid DNA Extraction Mini Kit (100prep) Cat No:
FAPDE 100

Favorgen

POLYETHYLENE GLYCOL 8000 PC2334 PEG800

BioShop Canada

POLYETHYLENIMINE HYDROCHLORIDE,
LINEAR,& PC22214 764965-1G

BioShop Canada

Pvul PC4413 E2320-02

NEB

Q5® High-Fidelity DNA Polymerase - 100 units Cat
No0:M0491S

NEB

SODIUM CHLORIDE, Biotechnology Grade
PC3308 SOD001.R

BioShop Canada

T4 DNA Ligase PC4735 E1060-01 NEB
T7 Endonuclease I - 250 units Cat No: M0302S NEB
TC 6 Well Cell Cultured Plate, Sterile (10 Sarstedt
Adet/Paket) Cat N0:3920-10

TRYPSIN-EDTA (0.25%) phenol red 100 ml Gibco

Tryptic Soy Broth Casein-peptone soymealpeptone
broth (TSB) PC5325 M105459.0500

BioShop Canada

RPMI High Glucose With L-Glutamine , 500 mL

Gibco

Taq DNA Polimeraz, rekombinant (5 U/uL)

Thermo Scientific™

3.1.2 Tez boyunca kullanilan cihazlar

Cizelge 3.2 Tez boyunca kullanilan cihazlar

CIHAZLAR MARKA

Manyetik karistiric BenchTop Lab Systems, ABD
Santrifij Nive, Turkiye

Calkalayict MIU Lab, Cin

CO2’li inktibator

Nuve, Turkiye

Kuru 1s1 blogu MIU Lab, Cin
Spektrofotometre Bio-Rad
Isik mikroskobu Leica, Almanya

Floresan mikroskobu

Leica, Almanya

Inverted mikroskop

Leica, Almanya

Nanodrop

Thermo Scientific

Elektroforez tanki

Cleaver
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Sekil 3.1 Klonlama sirasina kullanilan cihazlar
A- +4 ve -20 derin dondurucu (vestel), B- Elektroforez cihazi (Cleaver S.) ve gii¢ kaynag (labnet), C-

UV Transiliminatorler (biometra), D- Mikrodalga, E- Nanodrop, F- PZR cihaz1 (Bio-Rad Laboratories),
G- Agaroz jel goriintiileme cihazi, H- Sogutmali santrifiij, I- Santrifij, J- Sabit ve ¢alkalayici inkiibator
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Sekil 3.2 Hiicre kiiltiirtinde kullanilan cihazlar

A- Laminar kabin, B- CO, nkiibatorii, C- 50 ml Falkon igin sogutmali santrifiij, D- Su banyosu, E- Leica
Ters Mikroskop ve Floresan Gii¢ Kaynagi

3.1.3 Memeli hicreleri

Bu tez calismasinda, ticari olarak temin edilmis hiicre hatlar1 kullanilmistir. Flp-In™ T-
REXx™ 293 Hiicre Hatt1 (thermo scientific) ve jurkat Hiicreleri (thermo scientific) ticari
olarak temin edilip, modifiye edilmistir. Jurkat Hicreleri, nf Kb jurkat hiicrelerine
dontistirilmistir. Flp-In™ T-REx™ 293 Hiicre Hatti iki hiicreye doniistiriilmiistiir,
birincisi varyant olugturma hatt1 (103864_Pvul_ Flp-In™ T-REx™ 293 Hiicre Hatt1) ve
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ikinci olarak varyant toplama hattina (FRT _ebov_vHVL_Lentiviral
proteinleri_103864_Pvul Flp-In™ T-REx™ 293 Hiicre Hatt1) doniistiiriilmiistiir.

3.1.4 Bakteri suslar

Klonlama ¢alismalarinda bakteri konagi olarak, Escherichia coli tirli olan DH5-Alpha
susu (ATCC), Klonlama ¢alismalarinda klonlama o6ziitii igin JM109 susu (ATCC)

kullanilmustir.

3.1.5 Plazmitler

Tez boyunca kullanilan plazmitler Addgene firmasindan ticari olarak temin edilmistir.
KKKA genomunun M segment dizileri Ankara Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi

Viroloji BD BSL3 Laboratuvarindan temin edilmistir.

Genleri tek kopya olarak hiicre hatlarina sokabilmek i¢in, addgene 87828 plazmidi
kullanilmistir. Lentivirlis proteinleri olarak addgene 12260 ve 8454 plazmidi
kullanilmistir. Lentiviriis genomu (transgene) i¢in 135992 ve 19319 plazmidi
kullanilmistir. RN A diizenlemesi igin 103864 ve 103854 plazmitleri kullanilmustir.
nf Kb biyosensorii i¢in 118094 plasmidi kullanilmastir.

3.1.6 Oligonukleotit ve primerler

Klonlama boyunca kullanilan, polimeraz zincir tepkimesi (PZT) deneyleri ve dizi
analizlerinde kullanilan oligonukleotit primerler Cizelge 3.3°de verilmistir. Cizelgede

SgRNA-dogrudan tekrarlarda mevcuttur.
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Cizelge 3.3 Tez boyunca kullanilan oligoniikleotitler ve primerler

Oligonukleotitler ve
primerler

3->5’

FRT_F 5’AGCGCTcttetgaggcggaaagaa3’

FRT_R 5’taatactgacgctctcgcacccat GGTGGC gtttaaacgetagagtece3’

Gagpol_F 5’GCCACCatgggtgcgagagcgtc3’

Gagpol R 5’agctggttctttccgectcagaag AGCGCTeccatatgtectteccgagl’

segENV_R 5’aagtgtagcggtcacge3’

seqFRT_F 5’ccgcttgagagacttac3’

VSV-G_F 5’aggcgttttgegetgcttegtgtecaacattaccgee3’

VSV-G_R 5’tatatctggcccgtacatcgectcecatatgteetteeg3’

Amp_seqF 5’acaaataggggttccgeg3’

seq_VSVG_R 5’cccattgatgtactgecaaaacC3

fullCAR_F 5’accacaacgeccgeteetcg3’

fullCAR_R 5’tttgtegtegteatctttg3’

full CAR_VH_F 5’ggatccggcaageccggatctggegagggatccaccaagggeggacgattgaceagtte3’
fullCAR_VH_R S’cgtcggtggccgaggagegggcgttgtggttactggggstecagtgel’
fullCAR_vL_F 5’gatattgattacaaagatgacgacgacaaaggtatcaagatgaagtcc3’
fullCAR_vL_R S’tcectcgecagatcegggcttgecggatccagaggtggagectegtaattetagettagtace3’
seqvHvVL_F 5’ggctctcaacttattcce3’

seqvHVL_R 5’cectegtgtgcactgegld’

CAR_rby hpgk F

S’taacgcgttaagtcgaca3’

CAR_rubyp2a R

5’cacgggaccggggtttt3’

car_ mRuby F 5’ggcgacgtggaagaaaacceeggtccgtg TCTAAGGGCGAAGAGCS’
car_ mRuby R 5’ccagaggttgattgtcgacttaacgegttacttgtacagetcgtccatge3’

seq_ mRuby F 5’cggcatggacgagctg3’

seqRuby_R 5’aaggcattaaagcageg3’

FRT_CMV_C4_F 5’ggagggcaaatcatttaAGCacgggccagatatacgeg3’
FRT_LTR_C4 R 5’tctttccgectcagaag AGCgacatgaactactatacgtactge3’

seqENV_F 5’cttggttctecgagttgg3’

seq_C4 psiR 5’tcgegatctaattcteece3’

CPPT/CTC_F2

S’ctgtgecttctagttgccagatggcagtattcatceac3’

CMV_PROMOTOR_R2

5’acgcgtatatctggeccgtactgecaaaaccgeatcac3’

nfkB_3F

5’tacgggccagatatacgegttctagactgecggatee3’

nfkB_2R 5’ctggcaactagaaggcacagecactgtgetggeggece3’
1F_U6H3_Spe S’ttattgactagtgagggcctatttcccald’
nfkB_3R 5’cccttgctcaccatggtggctgaagettcaagatgagge3’

sgRNA dogrudan tekrar
Oligonukleotiti_|I

5’gcTAATACGACTCACTATAggaaaYagatagtY gtgacY Y caaagaagga
YYaYagYacYYgYGTTGTGGAAGGTCCAGTTTTGAGGGGCTAT
TACAAC3’

sgRNA dogrudan tekrar
Oligonukleotiti_II

5’gcTAATACGACTCACTATAggYtactgatgYtcecY gaccccaaYaacecY
tagcgYYaYcaYGTTGTGGAAGGTCCAGTTTTGAGGGGCTATTA
CAAC3’

sgRNA Dogrudan tekrar
RNA’s1 1

5’aaaYagatagtYgtgacY YcaaagaaggaYYaYagYacYYgYGTTGTGGA
AGGTCCAGTTTTGAGGGGCTATTACAAC3’

sgRNA Dogrudan tekrar
RNA’s1 1T

5 YtactgatgYtcceY gaccccaaYaacecYtagegY YaYcaY GTTGTGGAAG
GTCCAGTTTTGAGGGGCTATTACAACY’

T7 promoter

5’TAATACGACTCACTATAgg3’
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3.2 Yontem

3.2.1 PEG yogunlastirici

1. 2,8g NaCl, i¢inde 13 ml saf su olan 50ml falkona aktarilip, ¢oziindiiriiliir 65 ul 1 M
NaOH eklenir, homojen su goriintiisii olustukktan sonra 12g PEG8000 eklenir.

2. Falkon bir behere yerlestirilir, beherin igine 60-80 derecede su eklenir.
[60-80 derecelik su hazirlanisi, behere su eklenir kaynayana kadar mikrodalgada
bekletilir, kaynayinca ¢esme a¢ kapa seklinde su eklenir 1 saniye tek seferde, folkon
ve siseninde girmesiyle su 60-80 derece arasina gelecektir]

3. Soliisyon hazir olunca ph olgiiliir 7 ila 7,4 arast olmalidur.

4. Sonradan da 0,2’lik filtreden gegirilir.

3.2.2 Ultra-yetkili Escherichia coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi ve Transformasyonu

icin Inoue (Modifiye) Yontemi

A. Inoue transformasyon tamponu asagidaki gibi hazirlanir.

0,5M HEPES tamponunda Inoue hazirlanir.
MnCI2 CaCl2 MgClI2
25mM 25mM S0mM

Son olarak pH" 6,7'ye ayarlanir ve ardindan filtreyle sterilize edilir.

Inoue transformasyon tamponu: Yukardaki tablodaki gibi hazirlanir.

Not: Mangan okside olur ve ciddi anlamda transformasyon verimliligini diisiiriir hatta
sifirlar. Bundan dolayr konsantre mangan ¢ozeltisi hazirlamaymiz, ne kadar

kullanilacaksa o kadar hazirlanir.
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B. Ultra-yetkili Escherichia coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi

1. -80'den c¢ikarilmuis bakteri kiiltiiri 6ncelikle aktiflestirilir.

2. 5 ml SOB 50 ml falkonda inokiile edilir, 37 derecede 180 rpm ¢alkaliyicada inkiibe
edilir. OD600 iki veya uge gelince, durdurulur.

3. Aktiflesen kiiltiir 1/1000 olacak sekilde SOB'a inokule edilir yani 500 ul aktiflesen
kilttrden 50 ml SOB'a inokule edilir.

4. Bu kaltar 18-22 derecede 180 rpm'de OD600 0,5-0,6'ya gelene kadar galkalanr,
ardindan kiiltiir 10 dakika boyunca buzda tutulur.

5. Hicreleri 4°C'de 10 dakika boyunca 2500 xg'de santrifiijleme yoluyla hasat edilir,
slipernatan dokiiliir ve ardindan hiicreleri 10 ml buz soguklugunda Inoue
transformasyon tamponunda yavasca yeniden siispanse edilir.

6. Hucreleri 4°C'de 10 dakika boyunca 2500 g'de santrifiijleme yoluyla hasat edilir,
stipernatant dokulir, hucreleri 4 ml buz soguklugunda Inoue transformasyon
tamponunda yavasca yeniden siispanse edilir.

7. 300 ul DMSO eklenir ve bakteri suspansiyonunu ters-diiz edilerek iyice karistirilir
ve ardindan 15 dakika boyunca buz i¢inde bekletilir.

8. Hizla calisarak, siispansiyonlarin 100 ul'lik aliqotlar seklinde steril mikrofiij
tiplerine dagitilir. Sikica kapatilmis tiipleri sivi nitrojen banyosuna batirilir,

sonrasinda -80 derin dondurucuya alinir.

3.2.3 SLICE 6zii hazirlanmasi (Bakteriyel Susu JM109) ve klonlamasi

DNA klonlamalari; ticari olmayan ve lab-igi iretilmis DNA klonlama stratejisi ile
gergeklestirilmistir ve bu amaca yonelik olarak da SLiCE (Seamless Ligation Cloning
Extract) adi verilen bir yontemden faydalanilmistir. SLiCE yonteminde, klonlama izi
birakmayan (seamless) DNA klonlamasi amaciyla E. coli susu (JM109) o6ziitlerinden
faydalanilir; bu ekstraktlar laboratuvarda hazirlanir ve DNA manipiilasyonu ile iliskili
maliyetleri biiyiik 6l¢iide azaltir. SLiCE, E. coli hiicre ekstraktlarinin in vitro homolog
rekombinasyon aktivitesini kullanan bir bakteri hiicresi ekstrakti bazli DNA klonlama

yontemi olarak gelistirilmistir (Zhang vd. 2012).
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Slice sisteminde insert liriinleri PZR ile ¢ogaltilirken primer uclarina 20 nukleotitlik

homoloji bolgeleri eklenmistir (vektorde klonlama yapilacak bolgelere homoloji

gosteren) ve bu bolgeler araciligiyla rekombinasyon-tabanli Slice klonlama islemleri

gergeklestirilmistir.

A. SLICE 06zii hazirlanmasi

1.

N o g &

2

10.

11.

12.

13.

14.

JM109 gliserol stoku eritilmeden 6ze ile LB agar plakasina (amp-agar) ekilir ve
gece boyunca 37 °C'de inkiibe edin.

Tek bir koloniyi 5 mL SOB (amp-) igeren 50 mL'lik bir santrifuj tipune inokile
edilir ve gece boyunca 37 °C'de ve 330 rpm'de calkalanir.

Gece boyu iiretilen kiiltiir 1/1000 olacak sekilde SOB'a inokule edilir yani 500 ul
aktiflesen kiiltiirden 50 ml SOB'a inokiile edilir.50 mL SOB ortami ampisilin
icermez.

Kiltiir OD600 degeri 3-3,5 ulasana kadar 37 °C'de ve 220 rpm'de ¢alkalanir.

50 mL'lik falkona aktarilir.

Bakteriler 4 °C'de 10 dakika boyunca 5.000 x g'de santrifuijleme yoluyla ¢oktdraldr.
Bakteriler daha sonra 50 mL sterilize edilmis suyla (ELGA ultra safsu) (buz
soguklugunda) yikanir.

Bakteriler 4 °C'de 10 dakika boyunca 5.000 x g'de santrifujleme yoluyla ¢oktdraldr.
Islak agirlig: olgiliir.

Yikanan hiicreler, 0,40 g verimle toplanir ve 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) igindeki 1,2
mL %3 (a/h) Triton X-100 ile yavas¢a yeniden siispanse edilir ve oda sicakliginda
10 dakika streyle inkube edilir.

Hiicre lizatlar1 daha sonra 4 °C'de 2 dakika boyunca 20.000 g'de santrifiijlenir.
Ortaya ¢ikan siipernatant1 hiicre dokuntusiunden (pellet) aspire edilir, yeni falkona
alinir.

Hiicre ekstraktlarini esit hacimde %100 gliserol ile karistirilir ve 0,5 mL tiiplere 100
ul'lik porsiyonlara bolinar.

-80 derin dondurucuda saklanir.
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B. Klonlama igerigi ve sartlar1

Klonlama vektorii:insert oram1 1:2 olacak sekilde yapilir, oranlar kiitle degil molar

oranlardir.

Vektori 50 ng
Insert Xng
T4 DNA Ligaz Buffer 1 ul
SLICE 06z(ti 1 ul

Nukleaz icermeyen suyla 10 ul tamamlanir, termal dongii cihazinda 37 derecede 20 dk

inkibe edilir.

3.2.4 SOB (Super Optimal Broth) ortaminmin hazirlanmasi

1. Oncellikle cam siseye 300 ml elga safsu eklenir. Su iizerine 2,5 gram Sodyum
klorur, 10 gram Tripton Soya Suyu, 2,5 gram maya 6zii eklenir ve homejen gorintu
alana kadar ¢alkalanir.

2. Sonrasinda ¢oOzelti lizerine 1 molar Potasyum kloriirden 1,25 ml ve 1 molar
Magnezyum Klortirden 5 ml eklenir.

3. Sise 500 mililitreye elga safsuyla tamamlanir.

4. 121 derece, 1 atmosfer basing altinda 18 dakika otoklavlanir.

3.2.5 Luria-Bertani (LB) medya hazirlanmasi

1. Oncelikle cam siseye 300 mililitre elga safsu eklenir. Sonrasinda iizerine 5 gram
Tripton Soya Suyu, 2,5 gram maya 6zu ve 5 gram Sodyum Klorir eklenir ve iyi
karistirilir.

2. Cozeltiye 7,5 gram agar eklenir.

3. 121 derece, 1 atmosfer basing altinda 18 dakika otoklavlanir.
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3.26 Q5® yuksek kaliteli DNA polimeraz (M0491) ve polimeraz

reasksiyonu

Ornek hazirlanmasi, 0,2 mililitrelik tiiplerede hazirlanir.

Cizelge 3.4 Q5® Yiiksek Kaliteli DNA Polimeraz icerigi

zincir

BILESEN 50 ul REAKSIYON NiHAT
icin KONSANTRASYON

5X Q5 Reaksiyon 10 ul 1X

Tamponu

10 mM dNTP'ler 1ul 200 puMm

10 uM Ileri Primeri 2,5 ul 0.5 uM

10 uM Ters Primeri 2,5ul 0.5 uM

Sablon DNA's1 1-1000 ng <1,000 ng

Q5 Yiksek 0,5 ul 0,02 U/ul

Dogruluklu DNA

Polimeraz

5X Q5 Yiksek GC 10 ul (1X)

Giiglendirici (istege

bagl)

Niikleaz Icermeyen 50 ul’ye tamamlamr

Su

Cizelge 3.5 Q5® Yiiksek Kaliteli DNA Polimeraz termal dongii sartlar

Basamak Sicaklik Zaman

[k Denatiirasyon 98°C 2 dakika

25-35 Dongu 98°C 5-10 saniye
*50-72°C 10-30 saniye
72°C 20-30 saniye/kb

Son Uzatma 72°C 2 dakika

Muhafaza 4-10°C
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3.2.7 Tag DNA polimeraz, rekombinant (5 U/pL) (EP0401) ve polimeraz zincir

reasksiyonu

Ornek hazirlanmasi, 0,2 mililitrelik tiiplerede hazirlanir.

Cizelge 3.6 Taq DNA Polimeraz igerigi

BILESEN 50 ul REAKSIYON igin
10X Taqg Tamponu 5uL

dNTP Karisimi (her biri i¢in 2 mM) 5L

Ileri primer 0,1-1,0 UM 1ul

Ters primer 0,1-1,0 uM 1ul

Sablon DNA's1 1-1000 ng

Tag DNA Polimeraz 1.25 U (0,25 ul)
Niikleaz Igermeyen Su 50 ul’ye tamamlanir

Cizelge 3.7 Taqg DNA Polimeraz termal dongii sartlar

Basamak Sicaklik Zaman

[k Denatiirasyon 95°C 1-3 dakika

25-35 Dongu 95°C 30 saniye
*50-72°C 30 saniye
72°C 60 saniye/kb

Son Uzatma 72°C 5-15 dakika

Muhafaza 4-10°C

3.2.8 Pozitif kolonilerin cogaltilmasi ve saflastirilmasi

Klonlama sonucu olusan koloniler taranir (polimeraz zincir reaksiyonuyla), agaroz jelde
pozitif bant veren kolonilerin inokulasyonu 5 ml amfisilinli SOB (100 ug/ml) ortaminda

16 saat ve 20 saat arasinda 37 derecede calkalanir.
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Pozitif kolonilerin izolasyonu (MACHEREY -NAGEL/NucleoSpin® Plasmid kiti)

10.

Bakteri kulttrl 2 ml santriftj tuptnde 11.000 x g'de 1 dakika boyunca ¢okturulir
ve siipernatant atilir.

250 ul Al tamponu ile pellet resispanse edilir. A1 tamponu RNaz igerir. Pellet
tamamen homojen hale gelmelidir.

Cozeltiye 250 ul A2 tamponu eklenir. A2 tamponu bakterileri lize eder. Tupi 6-8
kez ters-diiz edilip yavasca karistirilir, ¢ézelti mavi renge biiriiniir. Genomik
DNA'nin parcalanmasini 6nlemek i¢in vortekslenmez. Oda sicaklifinda 5 dakika
bekletilir.

Cozeltiye 300 pl A3 tamponu eklenir. Mavi c¢ozelti tamamen renksiz hale
gelinceye kadar tip 6-8 kez ters-diiz edilip karigtirilir. Genomik DNA'min
parcalanmasini 6nlemek i¢in vortekslenmez. Tiim protein ve kromozomal DNA'nin
cokelmesi i¢in tamamen nétralize edildiginden emin olmak lazim.

Lizat oda sicakliginda santrifiijiin en yliksek RPM’inde ¢oktiiriiliir. Siipernatantin
berrak olmasi gereklidir.

Stipernatant kisminda plazmidler (DNA) bulunur, DNA'y1 NucleoSpin® Plazmid
kolonuna baglamak i¢in silipernatant kolona aktarilir ve 11.000 xg’de 30 saniye
coktiiriiliir. Asag akis atilir.

Slika membran iizerine 500 ul AW tamponundan eklenir ve 11.000 xg’de 30 saniye
coktiiriiliir. Asagi akis atilir.

Slika membrani yikamak i¢in A4 tamponundan 750 ul eklenir ve 11.000 xg’de 30
saniye ¢oktiiriiliir. Asag1 akis atilir.

Silika membranin kurutulmasi igin 11.000 x g'de 2 dakika boyunca santrifiijlenir.

Kolon 1,5 mI’lik santrifiij tiipiine (nukleaz igermeyen tiip) aktarilir ve 70 derecede
isitilmis 50 ul nukleaz icermeyen su kolonun iizrine damla damla verilir. Kolon 3
dakika oda sicakliginda bekletilir, sonra 11.000 xg’de 1 dakika c¢oktiiriliir.
Nanodropta plazmid miktar tayin edilir.

3.2.9 Polimeraz zincir reaksiyonu sonucu olusan iiriinlerin temizlenmesi

Macherey-Nagel NucleoSpin PCR Temizleme, PCR temizligi i¢in mini kit:

1.

Polimeraz zincir reaksiyon Orneginin iistiine 200 uL NTI buffer (kolona yiikleme
¢ozeltisi) eklenir. Pipetaj yapilir, ¢ozelti homojen goriintii alir.
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2. Homojen cozelti, NucleoSpin® Jel ve PCR Temizleme Kolonuna tim 06rnek
yuklenir. Gerekirse kalan drnek tekrardan kolona yuklenir. 11.000 x g'de 30 saniye
boyunca santrifiijlenir. Asag: akista kalan siv1 atilir.

3. Silika membran 700 uL. NT3 buffer eklenir (yikanir). 11.000 x g'de 30 saniye
boyunca santriflinir. Asagi akista kalan siv1 atilir.

4. Silika membran kurutmak i¢in 11.000 x g'de 2 dakika santriftjlenir.

5. Silika membran kurutulduktan sonra, temiz 1,5 mililitrelik santrifiij tuptine konur,
25 ul 70 derecede 1sitilmis nukleaz igermeyen su kolon iizerine damlatilir. 4 dakika
oda sicakliginda bekletilir sonra 11.000 x g'de 1 dakika boyunca santrifunir.

6. Nanodropla 6l¢iimii yapilir.

3.2.10 Agaroz jel hazirlanmasi

0,5 M EDTA stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 500ml igin, 93,05 gram EDTA disodyum
tuzunu tartilir (MW=372,24 g/mol) 400 mililitre ELGA ultra safsuda ¢oziiniir ve pH"
kati1 sodyum hidroksitla (NaOH), yaklasik 8,0'a ayarlanir, pH 8.0 olunca EDTA
tamamen ¢ozelecektir. Soliisyonun son hacmi 500 mililitre tamamlanir, 121 derece 1

atmosfer basing altinda 18 dakika otoklavalanir.

50x TAE: 242 gram Tris-bazi (MW = 121,14 g/mol) tartilir ve yaklagik 700 mililitre
ELGA ultra safsuda ¢ozindr. Dikkatlice 57,1 mililitre %100 glacial asit (veya asetik
asit) ve 100 mililitre 0,5 M EDTA (pH 8,0) eklenir. Solusyonu 1 litrelik son hacme
ayarlayimiz. Tamponun pH" yaklasik 8,5 olmalidir. Stok soliisyonunu oda sicakliginda

saklayin.

1x TAE: 1x TAE ¢alisma ortamini olusturur. 50x TAE’den 20 ml, 980 ml ELGA ultra

safsuyla karistirilarak hazirlanir.
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Yiizde birlik agaroz jelin hazirlanmasi: 1 gran agar tartilir, 100 ml 1x TAE i¢inde
calkalanir. Mikro dalgaya koyulup kaynatilir (eritilir). Kaynadiktan sonra su altina 55-
60 dereceye kadar sogutulur. 0.5 pg/ml EtBr (Ethidium bromide) eklenir, karistirilir ve

hazneye (tray) dokiiliip polimerize olmasi beklenir. DN A deneyleri i¢in hazirlanmistir.

Yuzde ikilik agaroz jelin hazirlanmasi: 2 gran agar tartilir, 100 ml 1x TAE iginde
calkalanir. Mikro dalgaya koyulup kaynatilir (eritilir). Kaynadiktan sonra su altina 55-
60 dereceye kadar sogutulur. 0.5 pg/ml EtBr (Ethidium bromide) eklenir, karistirilir ve

hazneye (tray) dokilup polimerize olmasi beklenir. RNA deneyleri i¢in hazirlanmustir.

3.2.11 Klonlamalar

Tez calismasi kapsaminda kullanilan genler, Addgene’den ve Ankara Universitesi
Veterinerlik Fakiiltesi Viroloji BD BSL3 Laboratuvarindan temin edilmistir. Klonlama
vektorl, Flp-In™ T-REx™ 293 Hiicre Hattina tek kopya, homoloji yonelik
rekombinasyon metoduyla genoma yerlestirilecek sekilde IN-SLICO olarak

tasarlanmustir.

3.2.11.1 Flp-In rekombinasyon vektorii ve lentiviral proteinlerinin klonlanmasi

Flp-In rekombinasyon vektorii, Saccharomyces cerevisiae'den tiiretilmis DNA
rekombinasyon sisteminde yararlanarak memeli hiicre hatlarinda kararli ekspresyon
olusturmak i¢in programlanmis bir sistemdir. lgilenilen gen(ler)in memeli hiicrelerinin
genomundaki belirli bir bolgeye entegrasyonunu saglamak i¢in rekombinaz (Flp) ve

bolgeye 6zgili rekombinasyondan yararlanilir (Craig vd. 1988, Sauer vd. 1994).

Lentiviral vektorler birinci nesil, ikinci nesil, G¢tnct nesil ve doérdinci nesil setler
halinde ticari olarak temin edilebilir, lakin bu sistemlerin hepsi biyogiivenlik agisindan
dizayn edilmistir. Bu calisma {iiriin elde etmeye yonelik oldugundan tiim proteinler ve
diziler tek plazmit yapisina klonlanmistir. Biyogiivenlik acisindan tehlike yaratmamasi

icin GAG-POL proteinin promotorii uyarilabilir olarak dizaynedilmistir, genomundaki
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silmelere dokunulmamistir. Lentiviriisler temel olarak 3 kisimdan olusur, genom olarak
RNA, RNA’y1 kaplayan proteinler ve konake¢lyr tanmimak i¢in  yiizey

glikoproteinlerinden olusur.

3.2.11.1.1 FRT vektorinin eldesi

ADDGENE 87828 plazmitinden FRT F ve FRT R primerleri ile ¢ogaltilir. Polimeraz

zincir reaksiyonu sartlar1 ve igerigi asagidaki gibidir.

FRT F:5’AGCGCTcttctgaggcggaaagaa3’

FRT_ R: 5’taatactgacgctctcgcacccatGGTGGCgtttaaacgctagagtee3’

Not: Primerlerin 5’isti ucunda kirmizi ile isaretli diziler, klonlanacak GAG-POL

dizisiyle homoloji bdlgesini tasvir eder.

|lac operator|
(CAP binding site| [tef operafor fef operator]
I

I
10007 . 20000 . ;puul 4000 ) I
m HyR V\} [ | ml o < \: [ CHV enhancer | ‘I |
FRT | \ AmpR AmpR promoter | Kozak sequence
540 poly(A) signal lac promoter CMV promoter

Sekil 3.3 FRT vektorii, FRT F ve FRT R Primerlerleri ile ¢ogaltilmak istenen dizi

Polimeraz zincir reaksiyonu 3.2.6. basamakta anlatildigi gibi Q5® Yiiksek Hassasiyetli
DNA Polimerazile g¢ogaltilir. FRT Fve FRT_R primerleri ile TM 60,1 derece ve
uzama sicaklig1 2,20 saniye olacak sekilde 35 dongii boyunca termal dongii cihazinda

cogaltilir.

PZR drtinleri 3.2.9. basamakta anlatildig1 gibi temizlenir.
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3.2.11.1.2 GAG-POL dizilerinin polimeraz zincir reaksiyonuyla eldesi

ADDGENE 12060 plazmidinden Gagpol F ve Gagpol R primerleri ile GAG-POL
dizileri elde edilir. Bu diziler, Matrix, Capsid ve Nukleokapsid bilesenlerini, Ters
Transkriptaz, Integraz bilesenlerini ve Rev Response Element'i (RRE) igeren lentiviral

partikiiliin 6ncii yapisal proteini ve bunlar isleyen enzimleri kodlar.

Gagpol F: 5’GCCACCatgggtgcgagagcgtc3’

Gagpol R: 5’agctggttctttccgectcagaagAGCGCTeccatatgtccttccgag3’

2000 4000 £000
H I T ) N N I

Kozak sequence gp41 peptide NES  B-olobin poly(A) signal

T O

tPRT/CTS

Sekil 3.4 GAG-POL, Gagpol_F ve Gagpol_R primerleri ile polimeraz zincir reaksiyonu
sonucu elde edilen GAG-POL dizileri

Polimeraz zincir reaksiyonu 3.2.6. basamakta anlatildigi gibi Q5® Yuksek Hassasiyetli
DNA Polimeraz ile gogaltilir. Gagpol F ve Gagpol_R primerleri ile TM 64 derece ve

uzama sicakligi 3 dakika olacak sekilde 35 dongli boyunca termal dongii cihazinda

cogaltilir.

PZR drtinleri 3.2.9. basamakta anlatildig1 gibi temizlenir.

3.2.11.1.3 FRT vektoru ve GAG-POL proteinlerinin klonlanmasi

3.2.11.1.1 ve 3.2.11.1.2 basamaklarinda elde edilen, FRT vektorii ve GAG-POL protein
dizileri SLICE klonlamast ile birlestirilir.

Klonlama icerigi ve sartlari: Klonlama FRT vektori: GAG-POL dizileri orani 1:2

olacak sekilde yapilir, oranlar kiitle degil molar oranlardir.
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FRT vektori 50 ng

GAG-POL dizileri 79 ng
T4 DNA Ligaz Buffer 1 ul
SLICE 6ztu 1 ul

Nukleaz icermeyen suyla 10 ul tamamlanir, termal dongii cihazinda 37 derecede 20 dk
inklbe edilir.

3.2.11.1.4 Transformasyon ve ekim

Inoue Ultra-Competent E. coli hiicreleri -80’den buza alinir. 5-10 dakika ¢Oziinmesi

beklenir, cozunince 2 ul SLICE 6zutlerine eklenir ve buz izerinde 30 dakika bekletilir.

Tranformasyondan sonra tim hiicreler amfisilinli agarlara ekilir.

3.2.11.1.5 Koloni taramasi

Flp-In vektori ve GAG-POL Klonlanmasi sonucu olusan koloniler, SeQgENV_R:
5’aagtgtagcggtcacge3’ ve seqFRT _F: 5’ccgcttgagagacttac3’ primerleri ile taranir.
seqENV_R Flp-In vektorine, segFRT_F GAG-POL dizilerine baglanir. Taramalar
Standart Taq polimeraz enzimi ile yapilir, agaroz jelde 563 bp bant veren koloniler
pozitif kabul edilir. PZR sartlar1 3.2.7. basamakta verilmistir, 6zel sartlar1 ise TM 52
derece, uzama sicakligi 30 saniye olacak sekilde 35 dongii termal dongii cihazinda

cogaltilir.

3.2.8. basamakta anlatildig1 gibi pozitif kolonilr izole edilip, -20 de saklanir.
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Kilobases Mass (ng) E Base Pairs  Mass (ng)

-100 42 1517
-80 pr 1517 45
-60 50
-50 42 - 1,200 KL}
-40 33
- 1,000 ®
~30 128 -0 7
- 800 4
- 700 2
-20 48 Jipes "
- 500517 &

-15 %

FRTI_GAGPOL_merge
10.891 bp

op41 peptide

Sekil 3.5 FRT-GAG-POL jel gorintisi ve klonlama sonucu

FRT vektori ve GAG-POL proteinlerinin klonlanmasinin vektor, insert, klonlama

taramasi ve sonug¢larmin agaroz jel ¢iktilari ve klonlama sonucu olusan plazmit. A-
NEB 1 kb DNA merdiveni, B- GAGPOL dizileri beklenen 6122 baz cifti, C- FRT
vektorl beklenen 4829 baz cifti, D- NEB 1 kb DNA merdiveni gosterimi, E- NEB 100
bp DNA merdiveni gosterimi, F- NEB 100 bp DNA merdiveni G-H-1-J-K-L- koloni

taramasinin pozitif sonuglari, M- klonlama sonucu olusan plazmit sekildeki gibi

gosterilmistir.
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3.2.11.2 FRT-GAG-POL plazmidine VSV-G proteini klonlanmasi

VSV-G proteini, vezikiiler stomatit viriisii G glikoproteini kodlar; ¢ogu lentiviral

vektoriin psuedotiplenmesinde kullanilan genis tropizm zarf proteinidir.

3.2.11.2.1 FRT-GAG-POL vektoriiniin olusturulmasi

FRT-GAG-POL plazmidi NEB Nrul-HF enzimi ile dogrusallastirilir. Dogrusallagtirma
asagidaki gibidir. 10.891 bp dizi elde edilir.

Ierik Miktar
FRT-GAG-POL plazmidi 10 ug
rCutSmart tamponu 5ul
NEB Nrul-HF 1ul

50 ul’ye nukleaz igcermeyen

tamamlanir.

37 derecede gece boyu inkibe edilir.

3.2.11.2.2 Dogrusallastirilmis iiriiniiniin saflastirilmasi

1.  Uriiniin iistiine 300 mM NaCl (20 ul) eklenir ve pipetaj yapilir. Pipetajdan sonra 2,5
volum saf etanol (125 ul) eklenir.

Bir saat boyunca -20 bekletilir.

Sogutmali santrifiijde 12000 rpm’de 20 dakika santrifiijlenir.

Siipernatant aspire edilir, pellet %70’lik etanolle yikanir.

12000 rmp’de 5 dakika santrifiijlenir.

3 dakika oda kosullarinda kurutulur.

20 ul Nukleaz icermeyen suyla ¢ozindaraldr.

© N o g bk~ DN

Nanodropla 6l¢ilir. -20 derecede saklanir.
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3.2.11.2.3 VSV-G zarf proteinin eldesi

Addgene 8454 plazmidinden VSV-G_F ve VSV-G_R primerleri ile VSV-G zarf

proteini polimeraz zincir reaksiyonu ile gogaltilir.

VSV-G_F: 5’aggcgttttgcgcetgcttcgtgtecaacattaccgee3’
VSV-G_R: 5’tatatctggceccgtacatcgecteccatatgtecttceg3’
Kirmizi isaretli diziler FRT-GAG-POL Nrul kesimi ile homoloji olusturur.

VoV-6_F (1..17) VSV-G_R (3261, 3279)

1000 2000 3000
O | e bt e ) [

CMV promoter VSV-G B-ulobin paly(A) signal

Sekil 3.6 VSV-G proteini, PZR sonucu olarak elde edilecek dizi

3.2.6. basamakta anlatildigi gibi PZR, Q5® Yiiksek Hassasiyetli DNA
Polimeraz ile yapilir. PZR 06zel sartlar1 ise TM:64, uzama sicakligi 1,40 saniye

olacak sekilde 35 dongii termal dongii cihazinda ¢ogaltilir. 3279 bp uzunlugunda
VSV-G dizileri elde edilir.

VSV-G dizilerinin temizlenmesi, 3.2.9. basamakta ki protokole goére yapilir ve -
20’de depolanur.
3.2.11.2.4 FRT-GAG-POL vektoru ve VSV-G dizilerinin klonlanmasi

3.2.11.2.2 ve 3.2.11.2.3 basamaklarinda elde edilen FRT-GAG-POL vektori ve VSV-G
dizileri SLICE klonlamasi ile birlestirilir.

Klonlama igerigi ve sartlari: Klonlama FRT-GAG-POL vektori:VSV-G dizileri orant

1:3 olacak sekilde yapilir, oranlar kiitle degil molar oranlardir.
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FRT-GAG-POL vektori 50 ng

VSV-G dizileri 34 ng
T4 DNA Ligaz Buffer 1 ul
SLICE 6ziti 1 ul

Nukleaz icermeyen suyla 10 ul tamamlanir, termal dongii cihazinda 37 derecede 20 dk

inkibe edilir.

3.2.11.2.5 Transformasyon ve ekim

Inoue Ultra-Competent E. coli hiicreleri -80’den buza alinir. 5-10 dakika ¢6ziinmesi

beklenir, ¢oziiniince 2 ul SLICE 6zutlerine eklenir ve buz (izerinde 30 dakika bekletilir.

Tranformasyondan sonra tim hiicreler amfisilinli agarlara ekilir.

3.2.11.2.6 Koloni taramasi

Flp-In vektori ve GAG-POL Klonlanmasi sonucu olusan koloniler, Amp_seqF:
5’acaaataggggttccgeg3’ ve seq VSVG_R: 5’cccattgatgtactgccaaaacC3’ primerleri ile
taranir. Amp seqF FRT-GAG-POL vektoriine, seq VSVG_R VSV-G dizilerine
baglanir. Taramalar Standart Taq polimeraz enzimi ile yapilir, agaroz jelde 1017 bp bant
veren koloniler pozitif kabul edilir. PZR 6zel sartlar1i, TM: 57.6, uzana sicaklig1 1 dakika
olacak sekilde 35 dongii termal dongii cihazinda ¢ogaltilir.

Pozitif kolonilerin ¢ogaltilmasi ve saflastirilmasi, 3.2.8. basamaktaki protokole

gore yapilir ve plazmitler -20 derece de saklanir.
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.
.

K
10891 BP

Untitled
14.170 bp

Kozak sequence

Sekil 3.7 FRT-GAG-POL plazmidine VSV-G proteini klonlanmasi

FRT-GAG-POL plazmidine VSV-G proteini klonlanmasindaki vektor, insert ve koloni
tarama sonucunun agaroz jel gorintlsiu ve klonlama sonucu olusan plazmit. A- NEB
100 bp DNA merdiven gosterimi, B- NEB 100 bp DNA merdiven, C-D-E-F-G-H-I-
koloni taramasinin pozitif sonuglari, J- FRT_GAG_POL dizileri beklenen 10891 bp, K-
NEB 1 kb DNA merdiveni, L- NEB 1 kb DNA merdiveni gosterimi, M- NEB 1 kb
DNA merdiveni, N- VSV-G dizisi, O- klonlama sonucu olusan FRT-GAG-POL_VSV-
G plazmidi gosterimi sekildeki gibidir.
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3.2.11.3 Lentiviral genom tasarimi ve Pspdcas13b hedeflerinin olusturulmasi

3.2.11.2.6°de FRT Lentiviral proteinler klonlanmistir, bu basamakta, Lentiviral
transfer/genomunun klonlanmasi yapilmistir. Lentiviral transgen/genomu lentiviral
proteinlerin igine topladigi ve konakgiya aktardigi ssRNA dizileridir. Bu diziler
Addgene 135992 plazmidinden temin edilir, fonksiyonu transgeni icerir, Nucleokapsid
ile paketleme icin RNA tanima boélgesini igerir, 3’LTR ve 5’LTR bdlgelerini igerir.
Transgen olarak anti-CD19 kimerik antijen reseptoriinii tasir, bu yapimin vHvL dizileri

yerine klonlama ile ebov_vHVL dizileri yerlestirilir.

Kirim-Kongo Kanamali Atesi (KKKA) viriisiine “Asya Ebola Viriisii” olarakta bilinir;
KKKA ve Ebola Kanamali Atesi (EKA) arasindaki yakin klinik benzerlik vardir ve aynm
zamanda iki hastaligin benzer temel mekanizmalari paylasmaktadir (Sanchez A.
2004).

Bu sebeblerden kaynakli Ebola Viriisii igin tasarlanmis, monoklonal antikorlarin vH ve
vL dizileri transgen olarak Addgene-135992 plazmidine klonlanmistir. Bu sekanslar

PspdCas13b tarafindan hedeflenmistir.

3.2.11.3.1 Lentiviral transgen vektori eldesi

Addgene 135992 plazmidinden fullCAR_F ve fullCAR_R primerleri ile transgen

vektoru elde edilir

full CAR_F: 5’accacaacgcccgctectcg3’
full CAR_R: 5’tttgtcgtcgtcatctttg3’
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7 promoter (L3
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Sekil 3.8 135992 Transgen vektori

3.2.6. basamaktaki protokole uygun olarak fullCAR_F ve fullCAR_R Q5® Yiksek
Hassasiyetli DNA Polimerazla ¢ogaltilir. Ozel sartlar1 ise TM: 61 derece, uzama
sicakliginin siiresi 3,20 saniyedir, 35 dongili termal dongii cihazinda ¢ogaltilir. %1 lik
Agaroz jelde 8120 bp biiyiikliiglinde bant verir.

PZR Uruneri, 3.2.9 basamaktaki protokole uygun temizlenir ve -20’de saklanuir.

3.2.11.3.2 Ebola virtst monoklonal antikorundan vH/vL eldesi

Addgene 85935 plazmidinden vH icin fullCAR_vH_F ve fullCAR_vH_R primerleri, vL
icin fullCAR vL F ve fullCAR vL R primerleri kullanilarak elde edilmistir. %1 lik
Agaroz jelde vH 444 bp, vL 390 bp biiyiikligiinde bant verir.

full CAR_vH_F: 5’ggatccggcaagcccggatctggcgagggatccaccaagggceggacgattgaccagtte3’
full CAR_vH_ R:5’cgtcggtggccgaggagegggcgttgtggttactgggggtgcagtge3’

full CAR_vL F: 5’gatattgattacaaagatgacgacgacaaaggtatcaagatgaagtec3’

full CAR_vL_ R: 5’tccctcgecagatcegggcttgecggatccagaggtggagcctegtaattctagettagtace3’

Not: kirmizi renkli diziler SLICE i¢in homoloji bolgesidir.

F [ i 0
Defisken Hafif Zincir Dedicken Adir Zingir

Sekil 3.9 VHVL dizileri
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vL ic¢in polimeraz zincir reaksiyonu 3.2.6.basamaktaki protokole gore yapilmistir, Q5®
Yuksek Hassasiyetli DNA Polimeraz ile fullCAR_vL_F ve fullCAR_vL_R primerleri
ile TM: 57 derece, uzama sicaklig1 13 saniye olacak sekilde, termal dongii cihazinda 35

dongu boyunca Uretilir.

VH icin polimeraz zincir reaksiyonu, 3.2.6.basamaktaki protokole gore yapilmistir, Q5®
Yiksek Hassasiyetli DNA Polimeraz ile fullCAR_vH_F ve fullCAR_vH_R primerleri

ile TM: 59 derece, uzama sicakligi 13 saniye olacak sekilde, termal dongii cihazinda 35

doéngl boyunca uretilir.

PZR Gruneri, 3.2.9 basamaktaki protokole uygun temizlenir ve -20’de saklanur.

3.2.11.3.3 Lentiviral transgen vektorl, vH ve vL dizilerinin klonlanmasi

3.211.3.1 ve3.2.11.3.2°de hazirlanan lentiviral transgen vektéri ve vH ve vL

dizilerinin SLICE klonlamast ile birlestirilir.

Klonlama icerigi ve sartlari: Klonlama lentiviral transgen vektori ve vH ve vL

dizilerinin oran1 1:3:3 olacak sekilde yapilir, oranlar kiitle degil molar oranlardir.

lentiviral transgen vektori 50 ng
vH dizileri 9ng
vL dizileri 9ng
T4 DNA Ligaz Buffer 1ul
SLICE 6zutl 1ul

Nukleaz icermeyen suyla 10 ul tamamlanir, termal dongii cihazinda 37 derecede 20 dk

inkibe edilir.
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3.2.11.3.4 Transformasyon ve ekim

Inoue Ultra-Competent E. coli hicreleri -80°den buza alinir. 5-10 dakika ¢ozinmesi
beklenir, ¢Oziinince 2 ul SLICE o0zltlerine eklenir ve buz Uzerinde 30 dakika
bekletilir.

Tranformasyondan sonra ttim hiicreler amfisilinli agarlara ekilir.

3.2.11.3.5 Koloni taramasi

Flp-In vektori ve GAG-POL Klonlanmasi sonucu olusan koloniler, seqvHVL _F:
5’ggctctcaacttattcec3’ ve seqvHVL R: S’cectegtgtgeactgeg3’ primerleri ile taranir.
Primerlerden biri vektdre digeri inserte baglanir, vH ve vL’i icine alacak sekilde
cogaltir. Taramalar Standart Taq polimeraz enzimi ile yapilir, agaroz jelde 1115 bp bant
veren Kkoloniler pozitif kabul edilir. PZR, 06zel saartlar1 TM: 53 derece, uzama

sicakliginin siiresi ise 1,10 saniyedir.

Pozitif koloniler, 3.2.8. basamaktaki protokole uygun izole edilir ve -20’de saklanir.
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Sekil 3.10 135992 transgene ebov_vHVL klonlamasi

135992 transgene ebov_vHVL klonlamasinda elde edilen, transgen vektori, vH, vL ve
klonlama sonucu elde edilen plamid. A- NEB 1 kb merdiveni gosterimi, B- NEB 1 kb
merdiveni, C- 135992 transgen vectori beklenen uzunluk 8120 bp, D- vH dizisi
beklenen uzunluk 444 bp, E- vL dizisi beklenen uzunluk 390 bp, F- NEB 100 bp
merdiveni, G- NEB 100 bp merdiveni gosterimi, H- NEB 100 bp merdiveni, I-J-K-L-M-
koloni taramasinin pozitif sonuglari, N- 135992 transgene ebov_vHvL klonlamasi

sonucu olusan plazmid yapist.
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3.2.11.4 Ebov vH/vL 1335992 plasmidi ve mRuby klonlanmasi

3.2.11.4.1 Ebov vH/vL 1335992 vektorin eldesi

ebov VH/VL 1335992 plasmidinden CAR_rby hpgk_F ve car_rubyp2a_R primerleri ile
vektor elde edilir ve Addgene 87828 plazmidinden car_Ruby F ve car_Ruby R

primerleri ile mRuby dizisi elde edilir.

CAR rby hpgk F: 5’taacgcgttaagtcgaca3’

CAR_rubyp2a R: 5’cacgggaccggggtttt3’

(7 promoer (FI3Tnd

1 g o - T E
WiRE W) R _ C ! N Y 0
3 IR (au3) AmpR hPG promoter HV-1V oPT/CTS WFAG %
SV40 paly(A) signal SV40 ori mpR, promoter 5 LTR (truncated Qp41 peplie EF-10 core promefer

Factor Xa site

Sekil 3.11 ebov VH/VL 1335992 vektori

ebov VvH/vL 1335992 wvektorli icin polimeraz zincir reaksiyonu, Q5® Ylksek
Hassasiyetli DNA Polimeraz ile elde edilir. PZR 6zel sartlari, CAR rby hpgk F ve
car_rubyp2a_R primerleri ile TM:65, uzama sicakligi siiresi 3,20 saniyedir, termal

dongii cihazinda 35 dongii boyunca g¢ogaltilir.

PZR sonucu olusan, ebov vH/vL 1335992 vektori 3.2.9 basamaktaki protokole uygun

temizlenir.

3.2.11.4.2 mRuby dizisinin eldesi

mRuby dizisi addgene 87828 plazmidinden car_Cherry_F ve car_Cherry_R primerleri

ie elde edilir.
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car_ mRuby F 5’ggcgacgtggaagaaaaccccggtccgtgTCTAAGGGCGAAGAGC3’
car_ mRuby R: 5’ccagaggttgattgtcgacttaacgcgttacttgtacagctcgtecatge3’

Kirmiz1 diziler SLICE i¢in homoloji bolgesini saglar.

2000 ano! 600

I

Sekil 3.12 mRuby i¢in polimeraz zincir reaksiyonu

mRuby icin polimeraz zincir reaksiyonu, Q5® Y iksek Hassasiyetli DNA Polimeraz ile
cogaltilir. PZR 6zel sartlari, car  mRuby_F ve car_ mRuby_R ile TM: 59 derede, uzama
sicaklig1 15 saniye olacak sekilde, termal dongii cihazinda, 35 dongii boyunca ¢ogaltilir.

mRuby uzunlugu 708 bp’dir.

PZR sonucu olusan, mRuby dizisinin 3.2.9. basamaktaki protokole uygun temizlenir.

3.2.11.4.3 Ebov vH/VL 1335992 plasmidi ve mRuby klonlanmasi

3.2114.1ve3.2114.2 de hazirlanan ebov vH/vL 1335992 vektéri ve mRuby

dizilerinin SLICE klonlamas: ile birlestirilir.

Klonlama igerigi ve sartlar1 : Klonlama ebov vH/vL 1335992 vekt6rii:mRuby dizilerinin

orani 1:3 olacak sekilde yapilir, oranlar kiitle degil molar oranlardir.

lentiviral transgen vektori 50 ng
mRuby dizileri 16 ng
T4 DNA Ligaz Buffer 1 ul
SLICE 0zt 1ul
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Nukleaz icermeyen suyla 10 ul tamamlanir, termal dongili cihazinda 37 derecede 20 dk

inklbe edilir.

3.2.12.4.4 Transformasyon ve ekim

Inoue Ultra-Competent E. coli hicreleri -80°den buza alinir. 5-10 dakika ¢oziinmesi
beklenir, c¢ozinince 2 ul SLICE 6zutlerine eklenir ve buz uUzerinde 30 dakika

bekletilir.

Tranformasyondan sonra tiim hicreler amfisilinli agarlara ekilir.

3.2.12.4.5 Koloni taramasi

Ebov_vHvVL 1335992 mRuby Klonlanmasi sonucu olusan koloniler, seq  mRuby_F:
S’cggcatggacgagetg3’ ve seqRuby R: 5’aaggcattaaagcageg3’ primerleri ile taranr.
Primerlerden biri vektore digeri inserte baglanir, boylelikle sadece pozitif koloniler
cogaltilir. Taramalar Standart Taq polimeraz enzimi ile yapilir, agaroz jelde 150 bp bant
veren koloniler pozitif kabul edilir. Standart Taq polimeraz ile yapilan tarama 3.2.7.
basamaktaki protokole gore yapilmistir, 6zel sartlart TM:55 derece, uzama sicaklig

stiresi 10 saniyedir, termal dongiide 35 dongii bayunca g¢ogaltilmistir.

Pozitif kolonilerin gogaltilmasi ve saflastirilmasi 3.2.8. basamaktaki protokole uygun
sekilde elde edilir ve -20°de saklanir.
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Sekil 3.13 ebov VH/vL 1335992 _mRuby klonlanmasi

ebov VH/VL 1335992 mRuby klonlanma sonuglari, A- NEB 1 kb DNA merdiveni
gosterimi, B- NEB 1 kb DNA merdiveni, C- ebov vH/vL 1335992 vektorl, D- NEB 100
bp DNA merdiveni gosterimi, E- NEB 100 bp DNA merdiveni, F- mRuby dizileri, G-
NEB 100 bp DNA merdiveni, H-1-J- ebov vH/vL 1335992 _mRuby klonlanmasi sonucu

olusan pozitif klonlar, K- ebov vH/vL 1335992 _mRuby klonlanmasi sonucu olusan
plazmid yapist sekildeki gibidir.
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3.2.11.5 Ebov-vHvL- mRuby-135922 ve FRT-lentiviral proteinler plasmidinin

klonlanmasi

3.2.11.2.6 ve 3.2.11.4.5'te elde edilen lentiviral trangen ve FRT-lentiviral proteinler, en

uygun varyant aktarimi i¢in birlestirilmelidir.

3.2.11.5.1 FRT_lentiviral proteinler plazmidinin dogrusallastiriimasi

FRT-lentiviral proteinler plazmidi NEB Afel enzimi ile dogrusallastirilir.

Dogrusallastirma asagidaki gibidir. Kesim sonucu 14.170 bp uzunlugundadir.

Icerik Miktar
FRT-lentiviral proteinler plazmidi 10 ug
rCutSmart tamponu 5ul
NEB Afel 1ul

50 ul’ye nukleaz icermeyen suyla

tamamlanir.

37 derecede gece boyu inkibe edilir.

3.2.11.5.2 FRT-lentiviral proteinler plazmidi Afel kesimi Grintndn temzilenmesi

1. Uriiniin iistiine 300 mM NaCl (20 ul) eklenir ve pipetaj yapilir. Pipetajdan sonra 2,5
volum saf etanol (125 ul) eklenir.

Bir saat boyunca -20 bekletilir.

Sogutmali santrifiijde 12000 rpm’de 20 dakika santrifiijlenir.

Stipernatant aspire edilir, pellet %70’lik etanolle yikanir.

12000 rmp’de 5 dakika santrifiijlenir.

3 dakika oda kosullarinda kurutulur.

20 ul Nukleaz icermeyen suyla ¢ozindaraldr.

© N o g B~ D

Nanodropla ol¢ilur. -20°de saklanir.
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3.2.11.5.3 Ebov_VvHvL_mRuby 135992 plazmidinden lentiviral genomun eldesi

ebov_VHvVL_mRuby 135992 plazmidinden FRT_CMV _C4 F ve FRT_LTR C4 R

primerleri ile polimeraz zincir reasksiyonu yontemiyle hedeflenen transgen elde edilir.

FRT CMV_C4 F: 5’ggagggcaaatcatttaAGCacgggccagatatacgeg3’
FRT LTR C4 R: 5’tctttccgectcagaagAGCgacatgaactactatacgtactgce3’

Kirmizi renkli diziler homoloji bélgesidir.

ebov_vHvVL_ mRuby 135992 plazmidinden transgen i¢in polimeraz zincir reaksiyonu,
3.2.6. basamaktaki Q5® Yiiksek Hassasiyetli DNA Polimeraz ile elde edilir. PZR 6zel
sartlari,, TM:63, uzama sicaklig1 siiresi 3,30 saniyedir. Termal dongii cihazinda 35

dongii boyunca c¢ogaltilir.

ebov_VHvVL_ mRuby 135992 transgen PZR drlnl, 3.2.9 basamaktaki protokolle

temizlenir ve -20’de saklanir.

3.2.11.5.4 Ebov_VvHvVL_ mRuby 135992 transgene ve FRT-lentiviral proteinlerin

klonlanmasi

3.2.11.5.2 ve 3.2.11.5.3’de hazirlanan ebov_vH/vL 1335992 transgen ve FRT-lentiviral

proteinlerinin SLICE klonlamast ile birlestirilir.

Klonlama igerigi ve sartlari: Klonlama ebov_vH/vL_1335992 transgen:FRT-lentiviral

proteinlerinin orani 1:3 olacak sekilde yapilir, oranlar kiitle degil molar oranlardir.
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FRT-lentiviral proteinleri 50 ng
Klonlama ebov_vH/vL_1335992 transgen 66 ng
T4 DNA Ligaz Buffer 1 ul

SLICE ozutu 1ul

Nukleaz icermeyen suyla 10 ul tamamlanir, termal dongii cihazinda 37 derecede 20 dk

inkibe edilir.

3.2.11.5.5 Transformasyon ve ekim

Inoue Ultra-Competent E. coli hicreleri -80°den buza alinir. 5-10 dakika ¢ozinmesi
beklenir, ¢6ziinunce 2 ul SLICE o0zltlerine eklenir ve buz Uzerinde 30 dakika
bekletilir.

Tranformasyondan sonra tim hticreler amfisilinli agarlara ekilir.

3.2.11.5.6 Koloni taramasi

Ebov_vHvVL 1335992 mRuby Klonlanmasi sonucu olusan koloniler, SeQENV_F:
S’cttggttctccgagttgg3’ ve seq C4 psiR: 5’tcgcgatctaattctcee3’ primerleri ile taranr.
Primerlerden biri vektore digeri inserte baglanir, boylelikle sadece pozitif koloniler
cogaltilir. Taramalar Standart Taq polimeraz enzimi ile yapilir, agaroz jelde 1482 bp
bant veren koloniler pozitif kabul edilir. Standart Taq polimeraz ile yapilan tarama
3.2.7. basamaktaki protokole goére yapilmistir, 6zel sartlar1 TM:56 derece, uzama

sicaklig siiresi 1,30 dakikadir, termal dongiide 35 dongii bayunca ¢ogaltilmustir.

Pozitif koloniler 3.2.8. basamaktaki protokole gore izole edilir ve -20’de saklanur.
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Sekil 3.14 FRT _lentivital proteinler_ebov-vHvL- mRuby-135922 klonlamasi

FRT _lentivital proteinler_ebov-vHvL- mRuby-135922 klonlama sonuglari, A- NEB 1
kb DNA merdiveni, B- FRT_lentivital proteinler NEB Afel kesimi, C- NEB 1 kb DNA
merdiveni gosterimi, D- NEB 1 kb DNA merdiveni, E- ebov-vHvL- mRuby-135922
dizileri, F- NEB 100 bp DNA merdiveni gosterimi, G- NEB 100 bp DNA merdiveni, I-

J-K-L-M- klonlamain tarama sonucu sekildeki gibidir.
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3.2.11.6 NF-xB biyosensorii ve lentiviral transgen klonlamasi

Nikleer faktor-«B (NF-kB), hiicresel gorevi immiin yamt, inflamasyon, hiicre
biiylimesi, hayatta kalmasi ve gelisimi gibi ¢esitli biyolojik siireglerde dnemli rol
oynayan transkripsiyon faktortudur. NF-kB, biiyiime faktorleri ve bulasict mikroplar gibi
cesitli inflamatuar uyaranlar tarafindan aktive edilir (Karin M. 2002, Nakajima S. 2013).
Bu basamaktaki klonlamanmn amaci, Flp-In™ T-REx™ 293 Hiicre hatlarinda
diizenlenmis CAR'’lar, lentiviriislere paketlenir, sonra T hiicrelerine trasndiiksiyonu
yapilir. Transdiiksiyonu yapilmis bu T hiicrelerinde immiin yanmit alabilmek i¢in NF-xB
biyosensorii kullanilir. Cesitlendirilmis CAR varyant havuzunda antijeni taniyan
varyant durumunda, CAR hiicre i¢i alan1 aktiflesecektir ve NF-kB biyosensorii devreye

girecektir.

Klonlama asagidaki gibidir.

3.2.11.6.1 Lentiviral transgen vektéruntn eldesi

Addgene 19319 plazmidinden cPPT/CTC_F2 ve CMV_PROMOTOR_R2 primerleri ile
lentiviral transgen vektorii elde edilir. Bu islem polimeraz zincir reaksiyonu ile

gerceklestirilir.

cPPT/CTC_F2: 5’ctgtgcctictagttgccagatggcagtattcatccac3’
CMV_PROMOTOR_R2: 5’acgcgtatatctggcccgtactgccaaaaccgceatcac3’

Kirmizi diziler SLICE i¢in homoloji bolgesini olusturur.

l3C Operator
[ac promoter, | (W3 ey
T7 promoter (MI3 CAPhinding site) | | T3 promoter

2000 4000 G000
T Nt | N 5 B —
[ [etcpmomoter > R > | | ‘ floi > [i P T L" L RRE E"
CPRTICTS TLTR (au3) AmpR HIV-1W gpd1 pepide
SV40 poly(A] signal SV40 ari AmpR promoter RSV promoter 5" LTR (fruncated)

Sekil 3.15 Addgene 19319 plazmidinden lentiviral transgen vektor(
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Addgene 19319 plazmidinden lentiviral transgen vektori elde etmek igin polimeraz
zincir reaksiyonu, Q5® Yuksek Hassasiyetli DNA Polimerazla cPPT/CTC_F2 ve
CMV_PROMOTOR_R2 primerleriyle c¢ogaltilir. PZR 3.2.6. basamaktaki protokole
gore yapilir 6zel sartlar1 TM: 61 derece, uzama sicakligi siiresi 3,30 saniye 35 dongii

boyunca termal dongii cihazinda ¢ogaltilir.

Lentiviral transgen vektoriinin PZR drlnd, 3.2.9. basamaktaki protokole gore

temizlenir.

3.2.11.6.2 NF-kB biyosensorii dizilerinin eldesi

Laboratuvarda daha onceden tasarlanmis olan nf kb son plazmidinden nfkB 3F ve
nfkB_2R primerleri ile polimeraz zincir reaksiyonu ile NF-xB biyosensorl dizileri elde

edilir.

nfkB_3F: 5’tacgggccagatatacgcgttctagactgecggatee3’
nfkB_2R: 5’ctggcaactagaaggcacagccactgtgetggeggece3’

Kirmizi1 diziler SLICE klonlamasi i¢in homoloji bolgesini olusturur.

0 S0 70 1000

WG HE e > Fe]
W) |

Sekil 3.16 NF-kB biyosensoru dizisi

Sekil 3.16 NF-kB biyosensorii dizisi, nf_kb_son plazmidinden NF-xB biyosensori
dizileri elde etmek icin polimeraz zincir reaksiyonu, nfkB_3F, nfkB_2R primerleriyle
ve Q5® Yiiksek Hassasiyetli DNA Polimerazla g¢ogaltilir. PZR 6.2.6. basamaktaki
protokole gore yapilir 6zel sartlar1 TM: 64 derece, uzama sicakligi siiresi 15 saniye 35

dongii boyunca termal dongii cihazinda ¢ogaltilir.
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NF-xB biyosensorii dizileri PZR iiriinii, 6.2.9. basamaktaki protokole gore temizlenir.

3.2.11.6.3 19319 lentiviral vektori ve NF-kB biyosensorii dizilerinin Klonlamasi

Klonlama 19319 lentiviral vektori:NF-xB biyosensorii orant 1:3 olacak sekilde yapilir,

oranlar kiitle degil molar oranlardir.

19319 lentiviral vektori 50 ng
NF-xB biyosensorii 24 ng
T4 DNA Ligaz Buffer 1 ul
SLICE o6zutu 1 ul

Nukleaz icermeyen suyla 10 ul tamamlanir, termal dongii cihazinda 37 derecede 20 dk

inklbe edilir.

3.2.11.6.4 Transformasyon ve ekim

Inoue Ultra-Competent E. coli hiicreleri -80’den buza alinir. 5-10 dakika ¢oziinmesi
beklenir, c¢ozinince 2 ul SLICE 0zutlerine eklenir ve buz (zerinde 30 dakika
bekletilir.

Tranformasyondan sonra tim hticreler amfisilinli agarlara ekilir.

3.2.11.6.5 Koloni taramasi

19319 NF-xB biyosensori Klonlanmasit sonucu olusan koloniler, 1F_U6H3_Spe:
S’ttattgactagtgagggcctatttccca3’ ve ntkB_3R:
S’cecttgctcaccatggtggetgaagettcaagatgagge3’ primerleri ile taranir. Primerlerden biri
vektore digeri inserte baglanir, bdylelikle sadece pozitif koloniler ¢ogaltilir. Taramalar

Standart Taq polimeraz enzimi ile yapilir, agaroz jelde 648 bp bant veren koloniler
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pozitif kabul edilir. Standart Taq polimeraz ile yapilan tarama 6.2.7. basamaktaki
protokole gore yapilmistir, 6zel sartlar1t TM:56 derece, uzama sicakligr siiresi 1,30

dakikadir, termal dongiide 35 dongii bayunca cogaltilmistir.

Pozitif koloniler 3.2.8. basamaktaki protokole gore izole edilir ve -20°de saklanur.
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Sekil 3.17 19319 _ NF-kB biyosensorii klonlamast
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19319 _ NF-kB biyosensorl klonlama sonuglari, A- NEB 100 bp DNA merdiveni, B-
nf_Kb biyosensori dizileri, C- NEB 100 bp DNA merdiven gosterimi, D- NEB 100 bp
DNA merdiveni, E-F-G- klonlama sonrasi koloni taramasiyla elde edilen pozitif klonlar,
H- NEB 1 kb DNA merdiveni gosterimi, J- 19319 transgen vektori, K- 19319 _ NF-xB

biyosensorii klonlamasi sonucu olusan plazmid yapisi sekildeki gibidir.

3.2.12 Aralayic1 RNA ve dogrudan tekrarlarin tasarlanmasi ve iiretimi

FRT_Ebov_vHvL _Lv plazmidi ve addgene 10864 plazmidi, Flp-In™ T-REx™ 293
hiicre hatlarinin genomuna biitiinlesmis ve siirekli ifadelenmesi saglanir. Lakin burada
kurulan sistemde tum proteinler ifade verirken GAG-POL tetrasiklinle uyarilabilir
promotorle c¢alismaktadir, biyogiivenlik agisinda ve varyant toplama acisindan
onemlidir. Yani hiicrelerde hali hazirda CAR, dPspCasl3b ve ADAR2 ifade edecek
seklinde tasarlanmugtir. Disaridan sadece gRNA ve dogrudan tekrar transfeksiyonla

hiicreye aktarilir.

3-6 niikleotid
dongiisii

4-7 bazal
baz ¢ift1 kokii

oY wepdoy ng1d zeq +1-6

" 3’
30-50 niikleotid 5' aralayic1

Sekil 3.18 Tip VI-B CRISPR-Cas sistemleri icin genel crRNA ve Dogrudan Tekrar
yapisi (Pandita vd 2021)
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3.2.12.1 Aralayic1 RNA ve dogrudan tekrar tasarimi

Bu calismada aralayict RNA ve dogrudan tekrar in-vitro olarak iiretilmistir, ¢iinkii
hiicreye transfeksiyonu yapildiginda hali hazirda komleks kuracagi dCasl3b proteini,

huADAR?2 ve hedef CAR’lar ifadelenmis ve protein olarak bulunuyor olacaktir.

Bakteriyofaj T7 RNA Polimeraz, T7 faj promotorleri icin oldukca 6zguldir, DNA'ya
bagimli bir RNA polimerazdir. Cok diisiik hata oranmna sahiptir. T7 polimerazin
molekiiler agirligi 99 kDa'dir. T7 promoterleri asagi akisinda ki DNA dizisinden in vitro
RNA sentezini katalize eder. T7 RNA Polimeraz kullanilarak iiretilen RNA, arastirma
ve biyoteknolojideki bir¢ok uygulamada kullanilir.

A Start (0] Sicl End (48]
5° JeTAATACGACTCACTATADaaaYagatagtyatgacYYcaaagaagoayyayagvacyyoYGTTGTGRAAGGTCCAGTTTTGAGGGGCTATTACAAL ar
| . L i 1 L 1 . I L I L 1 3 ] . L 1 L | o
I 1 T t T y T T ¥ T T T T T t T T ¥ | o
3r CQATTATBCTBAGTEATATcctttRtctatcaRcactgRRgtttcttcctARERECRtgRRCRCAACACCTTCCAGGTCARAACTCCCCOATARTGTTG 5"
Toonce > [ Dojudn e |
Start (0) Sfcl End (22)
5* CTAATACGACTCACTATAggYtactpatgYtcceYgacdccaaYaacceYtagegYYaycaYGTTGTEGAAGGTCCAGTTTTGAGGGGCTATTACAAL 3’
L L 1 1 1 1 i 1 | 1 L ]
I ! I Ll L 1 ' T v i J 1 ¥ T ' 1 J I N 1 "
ar GATTATGCTGAGTGATATccRatgactacRagggRetggoattRttgggRatcgcRRIRGLRCAACACCTTCCAGGTCARAACTCCCCGATAATGTTE 5°
o Do Tk |

Sekil 3.19 Aralayici RNA ve dogrudan tekrarlar, A- ebov_vH 5’ dizilerini hedefler, B-
ebov_vH 5’ dizilerini hedefler. A ve B crRNA dizileri farkliliklar gosterir,
bu da ¢esitlilige katkida bulunur

Sekil 3.18 Aralayict RNA ve dogrudan tekrarlar 6nce oligoniikleotid olarak tasarlarinir.
Bu tasarimda oligoniikleotidin 5> ucuna 5°GC3’ gece niikleotiti eklenir. 5°GC3’
dizisinin amaci T7 promotoriiniin dizilere daha iyi oturmasidir. Sonrasindan T7
polimeraz promotor dizileri eklenir, 3> ucuna 5°GG3’ dizileri eklenir, in-vitro RNA
iretimi i¢in en uygun kosullar1 bdylelikle saglamis olur. Sonrasinda dejenere aralayici
diziler tasarlanmistir, dejenere olmasinin sebebi varyant sayisimi olabildigince
arttirmaktir. Oligoniikleotidin 3’ucuna dogrudan tekrar dizileri eklenir, bu diziler

dCasl13b icin 6zguldur.
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3.2.12.2 Aralayic1 RNA ve dogrudan tekrar in-vitro tretimi

In-vitro sentez, Thermo Scientific TranscriptAid T7 Yiksek Verimli Transkripsiyon
Kiti (#K0441) ile yaplir.

» Tiim donmus reaksiyon bilesenlerini ¢dziiniir, vortekslenir ve tiim bilesenler kisa siire

santriftjlenir.
* TranscriptAid Enzim Karisimini ve niikleotidleri buz Gzerinde tutulur.

* 5X TranscriptAid Reaksiyon Tamponunu oda sicakliginda tutulur.

1. Asagidaki reaksiyon bilesenlerini oda sicakliginda verilen siraya gore birlestirilir:

Cizelge 3.8 5X TranscriptAid Reaksiyon igerigi

Bilesenler Miktar

DEPC ile aritilmis su 20 mikrolitreye tamamlanur.
5X TranscriptAid Reaksiyon Tamponu 4 mikrolitre
ATP/CTP/GTP/UTP Karisimi 8 mikrolitre

Oligonukleotid 1 mikrogram DNA
TranscriptAid Enzim Karigimi 2 mikrolitre

2. lyice pipetlenir, ¢ozelti kisa siire santrifiijlenir ve 37 derecede gece boyu inkiibe
edilir.

3. Cozeltinin iizerine 30 mikrolitre DEPC ile aritilmis su eklenir, lizerine 2 mikrolitre
DNase | eklenir ve 37 derecede 15 dakika inkibe edilir, c¢ozeltideki
oligoniikleotidler/DNA’lar ortadan kaldirilir.

3.2.12.3 Aralayic1 RNA ve dogrudan tekrarlarin temizlenmesi

1. Uriiniin {istiine 300 mM NaCl (20 ul) eklenir ve pipetaj yapilir. Pipetajdan sonra 2,5
volum saf etanol (125 ul) eklenir.

2. Bir saat boyunca -20 bekletilir.

3. Sogutmal: santrifiijde 12000 rpm’de 20 dakika santrifiijlenir.
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Stipernatant aspire edilir, pellet %70’lik etanolle yikanir.
12000 rmp’de 5 dakika santrifiijlenir.
3 dakika oda kosullarinda kurutulur.

20 ul DEPC ile aritilmis suyla ¢oziindiiriliir.

© N o g &

Nanodropla olgiiliir. Yarist -80 derin dondurucuya alinir, diger yarist -20 derin

dondurucada kullanima hazir halde bekletilir.

3.2.12.4 Aralayic1 RNA ve dogrudan tekrarlarin goriintiilenmesi

1. 3.2.12.3’te ki basamakta elde edilen RNA’dan 500 ng gRNA ve dogrudan tekrardan
10 ul DEPC ile aritilmis suda diliie edilir.

10 ul 2X RNA Yiikleme Boyas1 Soliisyonu eklenir ve 70°C'de 10 dakika 1sitilir.
Ornek buz iizerinde 3 dakika sogutulur ve kisa bir siire santrifiijlenir.

%?2’lik agaroz jeldeki kuyuya yiiklenir, baska bir kuyuya merdiven 6rnegi yiiklenir.

o~ N

45 dakika 120 voltta yiiriitiiliir. Jel goriintiileme cihazinda goriintiilenir.

c Base Pairs Mass (ng)
- 1517 45
- 1,200 35
-~ 1,000 95
- 900 27
- 800 24
- 700 21
- 600 18
- 500517 97
- 400 38
- 300 29
- 200 25
- 100 48

Sekil 3.20 Aralayict RNA ve dogrudan tekrar dizisin %2’lik agaroz jel gortntlsi
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Sekilde gosterildigi gibi aralayict RNA ve dogrudan tekrar dizileri %2’lik agaroz jelde
gortintiillenmistir. A- NEB 100 bp merdiven, B- 99 baz uzunlugundaki aralayict RNA ve
dogrudan tekrar dizileri, C- NEB 100 bp merdivenin gosterimi.

3.2.13 Kararh hicre hatlarinin eldesi

Calismada kullanilan genler hiicre hatlarina gegici trasnfeksiyondan ziyade siirekli
ifadelenmesi saglamak i¢in genoma entegre edilir, 6zellikle dPspCasl3b tarafindan
hedeflenen FRT_ebov_vHVL _lentiviral proteinler plazmidi tek kopya olarak Flp-In™
T-REx™ 293 hiicre hattinin genomuna Flp-in rekombinaz metoduyla yerlestirilir. NF-
kB biyosensorii Jurkat E6 (T hiicresi) hattinin genomuna lentiviral yontemle
bitiinlestirilmistir.  dPspCasl3b, huADARDD2 ise Flp-In™ T-REx™ 293 hiicre

hattinin genomuna tamamen rastgele entegre edilir.

Kararl hiicre hatlarinin olusturulmasi asagidaki gibidir

3.2.13.1 NF-kB biyosensoriiniin Jurkat E6 (T hiicresi) hattina entegrasyonu

Lentivirtsler, DNA'y1 konakg1 hiicrelerinin genomuna yerlestirerek enfekte eden, AIDS
gibi hastaliklardan sorumlu olan bir viriis ailesidir. Konakg1 hiicreye baglandiktan sonra,
lentiviriis tek sarmalli viral RNA, transkripsiyona ve yeniden entegrasyona ugrayarak
viral RNA'sin1 konakg¢i hiicrenin DNA'sina entegre eder. Lentiviral vektorler, birincil
hiicreler, siispanse hiicreler, boliinmeyen ve yavas boliinen hiicrelere gen aktarma
yetenekleri nedeniyle gen aktarimi i¢in oldukga g¢ekici araglardir. Gen terapisinde,
lentivirisler kullanilarak organizmalara genlerin eklenebildigi, degistirilebildigi veya

silinebildigi etkili bir yontemdir.

Bu basamakta Lentiviriislerin tercih edilmesi, Jurkat (T hiicresi) hatlarinin zor
dogasindan kaynaklanmaktadir. T hiicrelerine transfeksiyon basarist oldukca diisiiktiir,
elektroporasyon yonteminin ciddi toksik dezavantaji vardir. Bu noktada lentiviral gen

transferi oldukca cezbedicidir.
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3.2.13.1.1 NF-kB biyosensoru iceren viruslerin eldesi

3.2.11.2.6 ve 3.2.11.6.6 basamaklarinda sirasiyla elde edilen FRT_lentiviral proteinler
plazmidi ve 19319 NF-kB biyosensorii transgen plazmidi asagidaki gibi Flp-In™ T-
REx™ 293 hiicre hattina Thermo Fisher Scientific Lipofectamine™ 3000

Transfeksiyon Reaktifi ile trasnfeksiyonu yapilir.

0. Gun: Hucre ekimi

2 milyon Flp-In™ T-REx™ 293 hiicresi 75 cm2 Hiicre Kiiltiirii Sisesine ekilir, DMEM
ortaminda  (10% v/v FBS and 4 mM L-alanyl-L-glutamine, %1

Penicillin/Streptomycin).

16. Saat: Transfeksiyon

1. Opti-MEM™ Agzaltilmis Serum Ortamindan iki tane steril santrifiij tiipiine 250
mikrolitre eklenir. Ik tiip Lipofectamine™ 3000 Reaktifi, ikinci tiip P3000™
Reaktifi olarak etiketlenir.

2. Lipofectamine™ 3000 Reaktif etiketli tiipe 10 mikrolitre Lipofectamin eklenir ve
iyice vortekslenir.

3. P3000™ Reaktifi etiketli tiipe FRT lentiviral proteinler plazmidinden 7,5
mikrogram, NF-kB biyosensoru transgen plazmidinden 10 mikrogram eklenir ve
iyice vortekslenir.

4. DNA eklenmis P3000™ Reaktifi etiketli tiipe 15 miktolitre P3000™ Reaktifi
eklenir ve iyice vortekslenir.

5. P3000™ Reaktifi etiketli tiip, Lipofectamine™ 3000 Reaktif etiketli tiipe eklenir ve
iyice vortekslenir.

6. Oda sicaklarinda 15 dakika inkiibe edilir.

7.  Flp-In™ T-REx™ 293 hiicrelerine damla damla verilir.
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24. Saat: DMEM ortami degistirilir, taze DMEM verilir. Bu basamakta 1 mililitreye
DMEM’me 1 mikrogram doksisiklin olacak sekilde 10 mililitreye DMEM’me 100

mikrogram doksisiklin eklenir.

48. saat: Medyum degistirmeden DMEM’me 100 mikrogram doksisiklin daha eklenir.

Sekil 3.21 NF-kB biyosensorii ifadesi, Transfeksiyondan 36 saat sonraki Flp-In™ T-
REx™ 293 hiicre hattinin gorlintiisii

88.saat: Lentiviriis igeren medyum toplanir, hiicre kalintilarindan kurtulmak i¢in 500

rpm’de 10 dk santrifiijlenir.

3.2.13.1.2 Saf virus eldesi

1. 88 saat sonrasinda elde edilmis 10 mililitre viriislii medyuma, 3.5 mililitre PEG
konsantreedici eklenir, pipetleme yapilip, homojen bir goriintii elde edilir.

2. Viriis ¢ozeltisi gece boyunca soguk odada 100 rpm’de cgalkalanir.

3. Ertesi giin 1,500 x’de 1 saat santrifiijlenir, tist kisim atilir, sadece pellet kalmasina
Ozen gosterilir.

4. Pellet 200 mikrolitre Opti-MEM™ Azaltilmis Serum Ortamiyla resiispanse edilir.
Konsantre virlis ya DMSO’lu ortamda -80’de saklanir, ya da hizlica akistaki

deneylerde kullanilir.
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3.2.13.1.3 NF-kB biyosensértinin Jurkat (T  hiicresi) hiicre hattina

transdiksiyonu

3.2.11.1.2 basamakta elde edilmis yogunlastirilmis viriisler, alti oyuklu hiicre kiiltiirti

plakalarina spinokiilasyon teknigi ile transdiiksiyon yapilir.

Spinokilasyon: 200 mikrolitre Opti-MEM™ Azaltilmis Serum Ortamindaki viriise 20
mikrogram Polybrene eklenir ve pipetaj yapilir. Yaklasik 500 bin jurkat hiicresi, viriis
cozeltisine eklenir, nazikce ve iyice pipetaj yapilir. Viriis ¢ozeltisi, 2 ml RPMI (10% v/v
FBS and 4 mM L-alanyl-L-glutamine, %1 Penicillin/Streptomycin) ortaminda alti
oyuklu plakaya ekilir. 1950 xg’de 1 saat spinokiile edilir, sonrasinda plaka 37 derece
CO2 inkubatdriine alinir. 16 saat sonra viriisli medyum taze RPMI medyumu ile

degistirilir.

3.2.13.1.4 NF-kB biyosensoru entegre Jurkat (T hucresi) segilimi

0. Gun: Transdiksiyon

6.3.3.1.3. Basamakta anlatilmustir.

16. Saat: 16 saat sonra viriislii medyum taze RPMI medyumu ile degistirilir.

48. Saat: Medyum taze RPMI medyumu ile degistirilir.

72.saat: 11k secilim.

Antibiyotik secilimi uygulanmistir. Addgene 19319 plazmidi puromisin antibiyotigine
kars1 direnglidir. Diisiik kopya secilimi oldugundan diisiik miktarda antibiyotikle
secilim, uygulanir. 1 mililitre RPMI ortamina 1 mikrogram olacak sekilde ortama

puromisin eklenir.
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5. GUn: Medyum, puromisin igeren RPMI ile degistirilir.

7. GUn: Medyum, puromisin igceren RPMI ile degistirilir.

9. GUn: Medyum, puromisin igeren RPMI ile degistirilir.

11. Gun: Medyum, puromisin iceren RPMI ile degistirilir.

13.Gin: Medyum, taze RPMI ile degistirilir ve yaklasik 10 giin beklenir, bu siire
zarfinda sadece 2 ya da 3 kez medyum taze RPMI ile degistirilir.

25. GUn: Yaklasik 10 giin sonra hiicreler kendini toparlar ama tamamen kararli sekilde
nf_Kb ifade etmezler. O ylizde 2 glin arayla tekrardan puromisin se¢ilimi baslatilir.

Medyum, puromisin iceren RPMI ile degistirilir.

27.Gun: Medyum, puromisin iceren RPMI ile degistirilir.

29.GUn: Medyum, puromisin igeren RPMI ile degistirilir.

31.GUn: Medyum, taze RPMI ile degistirilir. 10-15 gun, 2-3 giin arayla medyumu

degistirilir ve sonunda kararli nf Kb jurkat hiicre hatlari elde edilir.
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Sekil 3.22 Jurkat hiicre hattinda NF-kB biyosensorl ifadesi kararli ifadesi

NF-kB biyosensori ifadesi kararli ifadesi, Yaklasik 45 Giinliik segilimden sonra
olusturulmus nf Kb hiicre hatti. Promotor nf Kb minimal promotériidiir, normal sartlar
altinda ifade vermez, bir antijen varlifinda ya da kimyasal uyarimla ifade verir.
Gorselde stabilizasyonun basarisimi test etmek igin, nf_Kb jurkatlar 8 saat siireyle 100

nanogram Phorbol 12-miristat 13-asetat (PMA)’la uyarilmistir.

3.2.13.2 dPspCasl3b ve huADAR2 Flp-In™ T-REx™ 293 hiicre hattina

entegrasyonu

Flp-In™ T-REx™ 293 Hiicre Hattinda hem lentiviral proteinler, hemde dPspCasl13Db,
huADAR?2 proteinleri kararli olarak ifade verecek seklinde tasarlanmistir. dPspCas13b
ve huADAR2 proteinleri rastgele kararli hale getirilecektir, lakin FRT ebov vHVL

lentiviral proteinler plazmidi tek kopya olarak genoma biitiinlestirilmistir.
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3.2.13.2.1 Addgene 103864 plazmidinin Pvul-HF ile yapiskan uclu

dogrusallastirilmasi

Addgene 103864 plazmidi, dPspCasl3b ve huADAR2 proteinlerinin dizilerini igerir,
Pwvul ile kesimi sonucu yapiskan u¢ olusturur. Burada yapiskan ucun 6nemi, kararl
hiicre hattin1 olustururken tamamen rastgele sans eseri durumundan kurtarmaktir, ¢linki
Pvul, ifadesi istenen proteinlerin disindaki bir diziden kesim yapar, ayn1 zamanda

yapiskan ug, entegrasyonu kismende olsa yonlendirir.

Addgene 103864 plazmidi Pvul kesimi,

Icerik Miktar
Addgene 103864 plazmidi 20 mikrogram
rCurSmart tamponu 5 mikrolitre
NEB Pvul-HF enzimi 1 mikrolitre

Nukleaz icermeyen suyla 0.2 mililitre polimeraz zincir reaksiyonu tlplnde 50

mikrolitreye tamamlanir.

37 derecede gece boyu inkibe edilir.

3.2.13.2.2 Addgene_103864_Pvul dizilerinin temizlenmesi

1. Uriiniin iistiine 300 mM NaCl (20 ul) eklenir ve pipetaj yapilir. Pipetajdan sonra 2,5
volum saf etanol (125 ul) eklenir.

Bir saat boyunca -20 bekletilir.

Sogutmali santrifiijde 12000 rpm’de 20 dakika santrifiijlenir.

Stipernatant aspire edilir, pellet %70’lik etanolle yikanir.

12000 rmp’de 5 dakika santrifiijlenir.

3 dakika oda kosullarinda kurutulur.

20 ul nukleazfree suyla ¢cozinddraldr.

© N o g B~ D

Nanodropla olculdr.
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3.2.13.2.3 Addgene_103864_Pvul dizilerinin Flp-In™ T-REx™ 293 hiicre hattina

transfeksiyonu

1. Opti-MEM™ Azaltilmis Serum Ortamindan iki tane steril santrifiij tplne 250
mikrolitre eklenir. Ilk tiip Lipofectamine™ 3000 Reaktifi, ikinci tiip P3000™
Reaktifi olarak etiketlenir.

2. Lipofectamine™ 3000 Reaktif etiketli tiipe 10 mikrolitre Lipofectamin eklenir ve
iyice vortekslenir.

3. P3000™ Reaktifi etiketli tiipe Addgene 103864_Pvul dizilerinden 15 mikrogram
eklenir ve iyice vortekslenir.

4. DNA eklenmis P3000™ Reaktifi etiketli tiipe 15 miktolitre P3000™ Reaktifi
eklenir ve iyice vortekslenir.

5. P3000™ Reaktifi etiketli tiip, Lipofectamine™ 3000 Reaktif etiketli tiipe eklenir ve
iyice vortekslenir.

6. Oda sicaklarinda 15 dakika inkiibe edilir.

7.  Flp-In™ T-REx™ 293 hiicrelerine damla damla verilir.

3.2.13.2.4 Addgene_103864_ Pvul Flp-In™ T-REx™ 293 Hiicre Hattimin Seg¢ilimi

0. GUn: Hucre ekimi

1 milyon Flp-In™ T-REX™ 293 hiicresi 75 cm2 Hiicre Kiiltiiri Sisesine ekilir, DMEM
ortaminda  (10% v/v FBS and 4 mM L-alanyl-L-glutamine, %1

Penicillin/Streptomycin).

16. Saat: Transfeksiyon

6.3.3.2.3. Basamaginda anlatilmistir.

48. Saat: Medyum taze DMEM medyumu ile degistirilir.
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72.saat: 11k secilim.

Antibiyotik secilimi uygulanmistir. Addgene 103864 plazmidi NeoR/KanR dizilerini
icermektendir, bundan kaynakli G418 antibiyotigine kars1t direnglidir. Diistik kopya
se¢ilimi oldugundan diisiik miktarda antibiyotikle segilim, uygulanir. 1 mililitre DMEM

ortamina 1 mikrogram olacak sekilde ortama G418 eklenir.

5. Gun: Medyum, G418 iceren DMEM ile degistirilir.

7. GuUn: Medyum, G418 igeren DMEM ile degistirilir.

9. Gun: Medyum, G418 iceren DMEM ile degistirilir.

11. Gun: Medyum, G418 iceren DMEM ile degistirilir.

13.Gun: Medyum, taze DMEM ile degistirilir ve yaklasik 10 giin beklenir, bu siire
zarfinda sadece 2 ya da 3 kez medyum taze DMEM ile degistirilir.

Sekil 3.23 Flp-In™ T-REx™ 293 Addgene_103864_Pvul kolonisi
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Flp-In™ T-REx™ 293 Addgene_103864_Pvul kolonisi, Flp-In™ T-REx™ 293
Hiicreleri tutunan hiicrelerdir. 23.giiniin sonunda gorseldeki gibi kararli koloniler olusur.

Sar1 halka i¢ine alinmis koloni secilmistir.

35. Gun: Yaklasik 10 giin sonra hiicreler kendini toparlar ama tamamen kararh sekilde
Addgene 103864 Pvul ifade etmezler. Bundan dolau1 2 giin arayla tekrardan G418
secilimi tekrardan baglatilir. Medyum, G418 iceren DMEM ile degistirilir.

37.GUn: Medyum, G418 iceren DMEM ile degistirilir.

39.Gun: Medyum, G418 iceren DMEM ile degistirilir.

41.GUn: Medyum, taze DMEM ile degistirilir. 10-15 glin, 2-3 glin arayla medyumu
degistirilir ve sonunda kararli Addgene 103864 Pvul hiicre hatlar1 elde edilir.

3.2.13.3 FRT_ebov_vHvL_Lentiviral proteinlerin Flp-In™ T-REx™ 293 hicre

hattina entegrasyonu

3.2.115.6 Basamakta SLICE klonlamasi sonucu elde edilen
FRT_ebov_vHvVL_Lentiviral proteinleri plazmidi FRT homoloji dizilerini icerir (Flp-In
Sisteminin ii¢ ana bileseninden biridir), Flp-In™ T-REx™ 293 hiicre hatti da FRT
homoloji dizilerini icerir (Flp-In Sisteminin {i¢ ana bileseninden biridir). Bu diziler,
plazmidi tek kopya olarak Flp-In™ T-REx™ 293 hiicre hattina rekombinasyon yoluyla
Ozgiil bir bolgeye entegrasyonu saglar (Craig vd. 1988, Sauer vd. 1994),

Flp-In Sisteminin {iglincii ana bileseninden digeri, insan CMV promotoriiniin kontrolii
altinda Flp rekombinazini ifade eden pOG44 plazmitidir (Broach vd. 1982, Broach ve
Hicks 1980, Buchholz vd. 1996).

flgili geni igeren FRT vektorii, pOG44 plazmidi ve Flp-In™ T-REx™ 293 hiicre hattina

birlikte transfekte edilir. Birlikte transfeksiyon tzerine, pOG44'ten eksprese edilen Flp
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rekombinaz, FRT bolgeleri (FIp-In™ T-REx™ 293 hiicre hattinda genom iginde ve
FRT vektoriinde) arasinda homolog rekombinasyon olayina aracilik eder, boylece FRT

yapisi, Flp-In™ T-REx™ 293 hiicre hattinda ki entegre FRT bdlgesine yerlesir.

Bu sistemin sagladig1 en 6nemli avantajlardan bir tanesi tek kopya olarak genleri ifade
ettirebilmektir, bunun i¢in zarif bir strateji islenmistir. Flp-In™ T-REx™ 293 hiicre
hattinda FRT homoloji bolgesinin 5’ucunda SV40 promotdrii ve baglangi¢ kodonun
dizisi olan ATG vardir, FRT ebov_vHvVL Lentiviral proteinleri plazmidinde ise FRT
rekombinasyon bolgesinin 3’ ucunda higromisin dizisi vardir ve 5’ucunda bir promotor
yoktur. FRT_ebov_VvHVL_Lentiviral proteinleri sadece rekombinasyonla genoma
entegre olursa higromisin dizisi ifade edilecek ve higromisin antibiyotigini
parcalayacaktir. FRT ebov vHvL Lentiviral proteinleri rekombinasyondan farkli bir

varliginda direng gosteremeyip elimine olurlar.

3.2.13.3.1 FRT_ebov_vHvL _Lentiviral proteinleri plazmidi ve pOG44 plazmidinin
addgene_103864 Pvul_Flp-In™ T-REx™ 293 hiicre hattina transfeksiyonu

3.2.13.2.4 basamaginda dPspCasl3b ve huADAR2 proteinlerini kararli ifade eden
Addgene_103864_Pvul Flp-In™ T-REx™ 293 hiicre hatti elde edimistir. Bu hiicre
hattina tek kopya olarak FRT ebov vHvL Lentiviral proteinleri entegre edilir.

1. Opti-MEM™ Azaltilmis Serum Ortamindan iki tane steril santrifiij tiipiine 250
mikrolitre eklenir. Ilk tiip Lipofectamine™ 3000 Reaktifi, ikinci tiip P3000™
Reaktifi olarak etiketlenir.

2. Lipofectamine™ 3000 Reaktif etiketli tiipe 3 mikrolitre Lipofectamin eklenir ve
iyice vortekslenir.

3. P3000™  Reaktifi etiketli tipe FRT ebov vHvL Lentiviral proteinleri
plazmidinden 1,800 nanogram eklenir, pOG44 plazmidinin 300 nanogram eklenir
ve iyice vortekslenir.

4. DNA eklenmis P3000™ Reaktifi etiketli tiipe 5 miktolitre P3000™ Reaktifi eklenir

ve iyice vortekslenir.
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5. P3000™ Reaktifi etiketli tiip, Lipofectamine™ 3000 Reaktif etiketli tiipe eklenir ve
iyice vortekslenir.
6. Oda sicaklarinda 15 dakika inkiibe edilir.

7. Flp-In™ T-REx™ 293 hiicrelerine damla damla verilir.

Not: pOG44 plazmidi oldukga toksiktir, bundan dolayr oldukga diisiik miktarda
transfeksiyonu yapilir.  FRT ebov vHvL Lentiviral proteinleri plazmidi: pOG44
plazmidi oranm1 6:1 agmamasma 6zen gosterilmistir (tek kopya girmesi i¢in bu oran

onemlidir).

Sekil 3.24 FRT_ebov_vHvL _Lentiviral proteinleri plazmidinin mRuby ifadesi

3.2.13.3.2 FRT_ebov_vHvL_Lentiviral proteinleri Addgene_103864_ Pvul Flp-In™
T-REx™ 293 hiicre hattinin secilimi

0. Gun: Hucre ekimi

1 milyon Addgene_103864 Pvul Flp-In™ T-REX™ 293 Hiicre Hatt1 75 cm2 Hiicre
Kiltirti Sisesine ekilir, DMEM ortaminda (10% v/v FBS and 4 mM L-alanyl-L-

glutamine, %1 Penicillin/Streptomycin).
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16. Saat: Transfeksiyon

6.3.3.3.1. basamaginda anlatilmistir.

48. Saat: Medyum taze DMEM medyumu ile degistirilir.

72.saat: 1k secilim.

Antibiyotik secilimi uygulanmigtir. FRT vektorii higromisin dizisi igerir ve higromisin
antibiyotigine kars1t direnglidir. Diisiik kopya secilimi oldugundan diisiik miktarda
antibiyotikle secilim, uygulanir. 1 mililitre DMEM ortamina 1 mikrogram olacak

sekilde ortama higromisin eklenir.

5. GUn: Medyum, higromisin iceren DMEM ile degistirilir.

7. GUn: Medyum, higromisin iceren DMEM ile degistirilir.

9. Gun: Medyum, higromisin igeren DMEM ile degistirilir.

11. GUn: Medyum, higromisin igeren DMEM ile degistirilir.

13.Gun: Medyum, taze DMEM ile degistirilir ve yaklasik 10 glin beklenir, bu siire
zarfinda sadece 2 ya da 3 kez medyum taze DMEM ile degistirilir.
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Sekil 3.25 FRT_ebov_VvHVL _Lentiviral proteinleri Addgene 103864 _Pvul Flp-In™ T-
REX™ 293 kolonisi

FRT_ebov_vHvVL_Lentiviral proteinleri Addgene_103864_Pvul Flp-In™ T-REx™ 293
kolonisi, Flp-In™ T-REx™ 293 Hiicreleri tutunan hiicrelerdir. 23.giinlin sonunda

gorseldeki gibi kararli koloniler olusur. Sar1 halka i¢ine alinmis koloni se¢ilmistir.

35. GuUn: Yaklasik 10 giin sonra hiicreler kendini toparlar ama tamamen kararli sekilde
FRT_ebov_vHvVL _Lentiviral proteinleri ifade etmezler. O yiizde 2 gin arayla tekrardan

higromisin se¢ilimi baslatilir. Medyum, higromisin iceren DMEM ile degistirilir.

37.GuUn: Medyum, higromisin iceren DMEM ile degistirilir.

39.Gun: Medyum, higromisin iceren DMEM ile degistirilir.

41.GUn: Medyum, taze DMEM ile degistirilir. 10-15 glin, 2-3 glin arayla medyumu
degistirilir ve sonunda kararlt FRT ebov_vHvVL Lentiviral

proteinleri_Addgene_103864_Pvul FlIp-In™ T-REx™ 293 Hiicre hatti elde edilir.
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Sekil 3.26 FRT_ebov_vHvVL _Lentiviral proteinleri Addgene 103864 _Pvul Flp-In™ T-
REx™ 293 hiicrelerinin kararli ifadesi

3.2.13.4 Antijen ifadeleyen hticreler

Kirim-Kongo kanamali atesi (KKKA) glikoproteinleri hedeflenmistir. Kirim-Kongo
kanamali atesi (KKKA) vakalar1 Afrika, Rusya, Balkanlar, Orta Dogu ve Asya'yi
kapsayan genis bir cografyada gorilmektedir. Kirnm-Kongo kanamali atesi (KKKA)
viral bir hastaliktir. KKKA belirtileri ates, kas agrilari, bas agrisi, kusma, ishal ve deride
kanamay1 igerebilir. KKKA virusi tipik olarak kene isiriklar1 veya enfekte kisi veya
hayvanlarm kani, salgilari, organlar1 veya diger viicut sivilari ile yakin temas yoluyla
yayilir. Enfeksiyon riski yuksek olan gruplar ciftciler ve mezbahalarda galisanlardir.
Virus ayrica insanlar arasinda vicut sivilart yoluyla da yayilabilir. Tipik olarak virlsiin
endemik oldugu bolgelerde kiclik salginlar gorilebiliyor. 2013 yilinda iran, Rusya,
Turkiye ve Ozbekistan 50'den fazla vakay: belgelendi. Olim oram tipik olarak %10 ile
%40 arasindadir, ancak bazi salginlarda %80'e varan 6lim oranlar1 goézlemlenmistir.
Antikorlarin, virisiin RNA'sinin veya viral proteinlerin (antijenlerin) saptanmasiyla tani
konulabilir. KKKA icin FDA veya DSO onayl tedaviler mevcut degildir ve ticari
olarak bir a1 da mevcut degildir (Berger vd 2017).
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Genom (i¢ parcadan olusan dairesel, negatif anlamli RNA'dir: Kiicuk (S), Orta (M) ve
Biyuk (L). L segmenti RNA polimeraz1 kodlar, M segmenti zarf glikoproteinlerini (Gc
ve Gn) kodlar ve S segmenti niikleokapsid proteinini kodlar (Carter vd. 2012).

dPspCasl3b ile CAR yapisina yerlestirilmis ebov_vHVL dizisinin vH kismini hedef alir.
Duzenleme ile olusturulan varyantlar Kirim-Kongo kanamali atesi (KKKA) genomunun

M segmentinden ifade edilen zarf glikoproteinlerini (Gc ve Gn) hedef alinir.

M_Fall plazmidinde kodlu olan, KKKA genomunun M segmenti Flp-In™ T-REx™ 293
Hiicre Hattinda ifade edilir. (M_Fall Ankara Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Viroloji
BD BSL3 Laboratuvarindan temin edilmistir).

3.2.13.4.1 M_Fall plazmidi, KKKA genomunun M segmentinin Flp-In™ T-REx™

293 hiicre hattina transfeksiyonu

1. Opti-MEM™ Azaltilmis Serum Ortamindan iki tane steril santrifiij tiipiine 250
mikrolitre eklenir. 1k tiip Lipofectamine™ 3000 Reaktifi, ikinci tiip P3000™
Reaktifi olarak etiketlenir.

2. Lipofectamine™ 3000 Reaktif etiketli tiipe 10 mikrolitre Lipofectamin eklenir ve
iyice vortekslenir.

3. P3000™ Reaktifi etiketli tipe M_Fall plazmitinden 12 mikrogram eklenir ve iyice
vortekslenir.

4. DNA eklenmis P3000™ Reaktifi etiketli tiipe 15 miktolitre P3000™ Reaktifi
eklenir ve iyice vortekslenir.

5. P3000™ Reaktifi etiketli tiip, Lipofectamine™ 3000 Reaktif etiketli tiipe eklenir ve
iyice vortekslenir.

6. Oda sicaklarinda 15 dakika inkiibe edilir.

7. Flp-In™ T-REx™ 293 hiicrelerine damla damla verilir.
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3.2.14 dPspCasl13 aktivasyonu

321324 basamaginda elde edilen FRT_ebov_vHvL_Lentiviral
proteinleri_Addgene_103864_Pvul Flp-In™ T-REX™ 293 Hiicre Hattinda dPspCasl3
aktivasyonu test edilmistir. Testin ana amaci, varyantlarin en iyi geri kazanimini
irdelemektir. ~ Altt  oyuklu plakaya 400 bin FRT ebov vHvL Lentiviral
proteinleri_Addgene_ 103864 Pvul Flp-In™ T-REx™ 293 Hiicrelerinden ekilir,
DMEM ortaminda. 16 saat sonra 4 ul lipofektamin3000 (Invitrogen) ile 4 mikrogram
dejenere crRNA ve dogrudan tekrar RNA’s1 Opti-MEM™ Azaltilmig Serum Ortamind

15 dakika inkuibe edilip hicrelere verilir.

Altt oyuklu plakanin her oyuguna 400 bin giicre eklenir, her oyuga 4 mikrogram
dejenere crRNA ve dogrudan tekrar RNA verilir, transfeksiyondan 2 saat, 8 saat, 16
saat, 24 saat, 48 saat ve 72 saat boyunca dizenlenen hicreler toplanmistir ve

duzenlenen RNA izole edilmistir.

3.2.14.1 dPspCasl13 ile diizenlenen hiicrelerden RNA izolasyonu

1. 6 oyuklu plakadan hiicreler toplanir ve Monarch® Toplam DNA/RNA
Ekstraksiyonu (NEB #T2011) kitiyle izole edilir.

2. 600 ul ile RNA Lizis Tamponu eklenir ve pipetleme yapilir, hiicreler resiispanse

edilir. Ornekleri buza koymayiniz.

3. Kit iki tane kolon igerir, biri DNA’y1 tutar (agik mavi kolon), digeri ise RNA’y1

tutar (koyu mavi).

4. Tim ornek acik mavi kolondan gegcirilir, DNA kolonda kalir, RNA asag1 akista
kalir.

5. Asagi akista kalan RNA’ya esit hacimde saf etanol eklenir, 30 dakika —20 derecede

inkibe edilir.

6. Bu c¢ozelti koyu mavi kolona yiiklenir ve 16,0000 xg’de 30 saniye boyunca

santriftjlenir.
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7. Sonra 500 pul Wash Buffer ile yikanir, 16,0000 xg’de 1 dakika boyunca.

8. RNase icermeyen bir mikrosantrifij tupinde, 5 pl DNase I'i 75 pl DNase |
Reaksiyon Tamponu ile birlestirilir ve dogrudan kolona damlatilir oda kosullarinda

15 dakika inkube edilir.
9. 500 pl Priming Buffer eklenir ve 16,0000 xg’de 1 dakika boyunca.

10. 500 pl RNA Yikama Tamponu eklenir ve 16,0000 xg’de 30 saniye boyunca

santriftjlenir.

11. 500 pl RNA Yikama Tamponu eklenir ve 16,0000 xg’de 2 dakika boyunca

santrifujlenir.

12. Koyu mavi kolona 100 mikrolitre DEPC ile aritilmis su eklenir, 16,0000 xg’de 30

saniye boyunca santrifujlenir

13. Nanodropla RNA kalitesi ve miktar1 kontrol edilir.

3.2.14.2 dPspCas13 ile hiicrelerden izole edilmis diizenlenmis RNA’lardan cDNA

elde edilmesi

Tasarlanan CRISPR’in hedefi mRNA (vH kismi) molekiiliidiir, bundan dolay1
diizenleme verimligini test etmek icin RNA 6nce cDNA’ya, cDNA ise polimeraz zincir

reaksiyonu ile ¢ift zincirli DNA molekli haline getirilir.

cDNA, Thermo Scientific RevertAid Ilk zincir cDNA Sentez Kitiyle elde edilir.

cDNA sentezi: Kitin bilesenlerini ¢dziindiiriin kisaca vorteksleyin sonra, kisaca

santrifijleyiniz. Buz lizerinde tutunuz.

1. Asagidaki gibi reaktifleri buz iizerindeki steril, niikleaz igermeyen bir tiipe belirtilen

sirayla ekleyiniz:
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Cizelge 3.9 ¢cDNA primeri ve diizenlenmis RN A miktari

Sablon RNA's1 Total RNA 1 mikrogran

seq ruby R: 5’aaggcattaaagcagcg3’ Gene 6zgu primer 20 pikamol

Niikleaz igermeyen suyla 13 miktolitreye tamamlanir.

RNA sablonu GC agisindan zenginse veya ikincil yapilarin1 bozmak adina, 65°C'de 5

dakika inkiibe edilir. Buz iizerinde sogutulur, kisa bir santrifij.

2. Sogutulan ¢ozeltinin lizerine asagidaki bilesenleri belirtilen siraya gore ekleyiniz:

Cizelge 3.10 cDNA Kit Igerigi

5X Reaksiyon Tamponu 4 mikrolitre
10 mM dNTP Karisimi 2 mikrolitre
RevertAid M-MuLV RT (200 U/uL) 1 mikrolitre
Total hacim 20 mikrolitre

Yavasca karistirin ve kisa siire santrifiijleyiniz.

Gene 0zgl cDNA sentezi igin 42°C'de 60 dakika inkiibe edilir.

Cozeltiye RNazseH ve RNaseA ekleyin, sirasiyla 0,3 mikrolitre 37 derecede 30 dakika

inckiibe edilir.

Cozelti igindeki enzimler 70 derecede 5 dakika inkube edilip aktiviteleri kaybettirilir.
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3.2.14.3 Varyant havuzunu olusturan cDNA’lar polimeraz zincir reaksiyonuyla cift

iplikli DNA elde edilir

3.2.6 protokole uygun Q5® Yiuksek Kaliteli DNA Polimeraz (M0491) ile Polimeraz
zincir reaksiyonu yontemini kullanilarak RNA’nin diizenlenmis bolgeleri cogaltilir.
Reaksiyon seqvHVL F: 5’ggctctcaacttattccc’ seqvHVL R:  5’ccctcgtgtgeactgeg3’
primerleri ile yapisma sicakligi (TM) 64 derece olan, uzama siiresi 30 saniyeyle olan

sartlarda 10 dongii boyunca termal dongii cihazinda ¢ogaltilir.

Bu basamaktaki énemli notlardan bir tanesi tiim cDNA iiriiniin kullanilmasi ve diisiik
dongiide tiriin elde edilmesidir, bu sartlar popiilasyondaki varyant durumunun muhafaza

etmek icin 6nemlidir.

3.2.14.4 Varyant havuzunun niteleyici tayini (NEB T7 Endonukleaz I)

T7 Endoniikleaz I, DNA’da ki yanlis baz eslesmelerini tanir ve keser, hedef alinan RNA
bolgesinde baz diizenlemeleri olacaktir. Bu RNA’lar1t DNA’ya cevirip, heterodimerize
ettigimizde, baz diizenlenmesi olan bolgelerde sablonla yanlis baz eslesmesi olacaktir,
bu bolgeleri hedef alarak T7 Endoniikleaz I sayesinde diizenleme verimliligi kalitatif

olarak tayin edilir.

Asagida ki islemler 7. basamaktaki belirlenen tiim saatler i¢in yapilmistir.

1. Heterodimerizasyon: Heterodimerizasyon termal dongiide enzimsiz bir sekilde

yapilir. Ierigi asagidaki gibidir.
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Cizelge 3.11 Heterodimerizasyon igerigi

Icerik Miktar
Diizenlenmis DNA 200 ng
10X NEBuffer 2 2 ul

Nukleaz icermeyen Su

19 ul’lik reaksiyon

Cizelge 3.12 Heterodimerizasyon sartlari

Basamaklar Sicaklik RAMPA  ORANI | Zaman
(RAMP RATE)

Baslangi¢ 95°C 5 dk

denattirasyonu

Baglanma 95-85°C -2°C/second

Baglanma 85-25°C -0.1°C/second

0 4°C 0

Cizelge 3.13 T7E1 inktbasyonu

Icerik Reaksiyon
Heterodimerize edilmis {iriin 19 ul
T7E1l 1 ul
Inkiibasyon siiresi 25 dk
Inkiibasyon sicaklig1 37°C
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Sekil 3.27 Alt1 oyuklu plakada 2 saat, 8 saat, 16 saat, 24 saat, 48 saat ve 72 saat boyunca
diizenlenen RN A’nin diizenleme verimliligi

Alt1 oyuklu plakada 2 saat, 8 saat, 16 saat, 24 saat, 48 saat ve 72 saat boyunca
dizenlenen RNA’nin duzenleme verimliligi. Beklenildigi gibi baglangicta ve son
saatlere dogru dizenleme verimliligi diismektedir. A-N-O- NEB 100 bp DNA
merdiveninidir. B- 2 saat sonucundaki dlzenlemenin negatif kontroli, C- 2 saat
sonucundaki diizenleme verimliligi sonucudur. D- 8 saat sonucundaki diizenlemenin
negatif kontrolu, E- 8 saat sonucundaki duzenleme verimliligi sonucudur. F- 16 saat
sonucundaki dizenlemenin negatif kontroli, G- 16 saat sonucundaki dizenleme
verimliligi sonucudur. H- 24 saat sonucundaki diizenlemenin negatif kontroli, - 24 saat
sonucundaki duzenleme verimliligi sonucudur. J- 48 saat sonucundaki diizenlemenin
negatif kontrolli, K- 48 saat sonucundaki dizenleme verimliligi sonucudur. L- 72 saat
sonucundaki dizenlemenin negatif kontroll, M- 72 saat sonucundaki dizenleme

verimliligi sonucudur.
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3.2.14.5 Varyant havuzunun niceleyici tayini (Sanger dizilemesi)

3.2.14.3. basamaginda elde edilen diizenlenmis cDNA’lar diisik dongude polimeraz
zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilir. Polimeraz zincir reaksiyonu sartlart 3.2.6. basamaktaki
Q5® Ylksek Kaliteli DNA Polimerazla, seq_editF:
5’ACAAGGCAAGGCTTGACCGACggtatcaagatgaagtccc3’, seq_editR:
S’ACTAAAGGGAACAAAAGCTGGtactgggggtecagtgg3” TM: 55 derece ve uzama
sicaklig1 siiresi 8 saniye olacak sekilde ¢ogaltilir (kirmiz1 diziler homoloji bolgesidir).
Varyant havuzunu korumak amaciyla iriinler diisikk dongiide elde edilmistir. Varyant
havuzu, 3.2.8. basamaginda anlatilan SLICE ozii protokolii ile kiiciik bakteriyel

ampisilinli vektore klonlanir.

lac opertor

- - o007 L 00
i1 | < ol 4 sk 1< o I
T3 promater CAP binding site AmpR T7 promater
Mi3rev  lac promoter AmpR promoter M13 fud

Sekil 3.28 Kiigiik bakteriyel ampisilinli vektor

Bu klonlardan 20 tanesi rastgele segilir ve Sanger dizilemeye gonderilir. 10 uM
Sekans PrimeriF: 5’cctctgactttcggtgecg3’ primeri ile 3000 ng DNA olacak sekilde

dizilenir.

Sanger sonuglart:

1. Varyant. CAR (vH) yapisindaki 140. aminoasit, 5’AGT3’ kodlu serin

aminoasitinden, 5°’GGT3’ kodlu glisine donlismiistiir.
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org 951 tatggegttattgepgestcagegaacatcagtaaccgtctcaagtectaags 1022
RN RN
edit 293 TATGGGTTATTGGGGTCAGGGAACATCAGTAACCGTCTCAGGTGLTAAGA 342

AC COT EC T ECARBEOT 6C T A

Sekil 3.29 Birinci varyant

2.Varyant: CAR (vH) yapisindaki,

68. aminoasit, 5°CTA3’ kodlu 16sin aminoasitinden, 5°CTG3’ kodlu I6sine
doniismiistiir.
86. aminoasit, 5’CAA3’ kodlu gliitamin aminoasitinden, 5’CAG3’ kodlu gliitamine
donlismiistiir.
94. aminoasit, 5’TCA3’ kodlu serin aminoasitinden, 5’TCG3’ kodlu glisine
doniismiistiir.
95. aminoasit, 5’AGA3’ kodlu arjinin aminoasitinden, 5’GGA3’ kodlu glisine
donlismiistiir.
100. aminoasit, 5’°CTA3’ kodlu 16sin aminoasitinden, 5°CTG3’ kodlu I6sine
donlismiistiir.
135. aminoasit, 5’TCA3’ kodlu serin aminoasitinden, 5’TCG3’ kodlu serine
donlismiistiir.
140. aminoasit, 5’AAG3’ kodlu lizin aminoasitinden, 5’GGG3’ kodlu glisine
donligmiistiir.

Not: 2.varyantin 140. aminoasitindeki 2 Adenosin nikleotiti birden diizenlenmistir,

enteresan ve nadir bi sonugtur.
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org 749 zaccctccggtasgggactggagtgactagecctgatttogtgggategat 798
FOREEREREREREERE e e ee e e st e e e e e e r e

edit 95 AACCCTCCGGTAAGGGACTGGAGTGECTGGCCCTGATTTGGTGGGATGAT 144

org 799 gacaagtactataatccttctttgaagtcacaactatctatttccaagga 848
FECRERERRET e e e e e e b e e e et

edit 145 GACAAGTACTATAATCCTTCTTTGAAGTCACAGCTATCTATTTCCAAGGA 194

org 849 cttttcasgaaaccaagtgttcctasaaatttccaatgtagatattgetg 8986
S RN AR

edit 195 CTTTTCGGGAAACCAAGTGTTCCTGAAAATTTCCAATGTAGATATTGCTG 244

org 899 ataccgctacttactactgcgccagaagagaccctttcggatatgataac 948
FECREREREET e e e e e e e e e e e e et

edit 245 ATACCGCTACTTACTACTGCGCCAGAAGAGACCCTTTCGGATATGATAAC 294

org 949 gctatgggttattgggetcagggaacatcagtaaccgtctcaagtgctaa 998
FEEREREEERE e e e e e sk b e e e e e,

edit 295 GCTATGGGTTATTGGGGTCAGGGAACATCGGETAACCGTCTCAAGTGCTGE 344

GG ACTTTTCBGG66GAAACCAACLC

G202

200 210

Sekil 3.30 ikinci varyant

3.Varyant: CAR (vH) yapisindaki 68. aminoasit, 5’CTA3’ kodlu 16sin aminoasitinden,
5’CTG3’ kodlu 16sine doniismiistiir.

130



org 752 accctc:gg:aagggactggagtggctag:;c:gatttggtgg:—;atgatg 799
FECEERRTEREREREEREr e s b e e e e
edit 92 ACCCTCCGGTAAGGGACTGGAGTGGCTGGCCCTGATTTGGTGGGATGATG 141
GGGACTGGAGTGGCTOBGCCCTGATTTGG

Sekil 3.31 uc¢uin varyant

3.2.15 Tarama

Flp-In™ T-REx™ 293 Hiicre Hattinda kararli olarak; lentiviral proteinler, dPspCasl3b,
huADAR2 ve CAR _ebov_VvHVL ifade edilir. Araliyici ve dogrudan tekrar dizileri
varyant toplama hattina transfekte edilir, bdylece hicre icinde tek bir jenerasyonda
durmaksizin insan hiicresinde varyant elde eden bir makine dizayn edilmistir. Bu
makine durmaksizin varyant retirken, hicre igci mMRNA heterojenitesini gidermek icin
lentivirtslerden yararlanilir. dPspCas13b duzenlemesi sonucu olusan mRNA varyantari
ve diizenlenmemis mRNA’lar viriis i¢ine paketlenir. Sonrasinda viriisler kararli NF-kB
biyosensoru entegre Jurkatlara (T hucresi) tek kopya tanrsdiiksiyonu yapilir. 1 hiicre 1

varyant olacak sekilde dizany edilir.

3.2.15.1 Es zamanh RNA diizenlemesi ve viriis paketlemesi ve transdtiksiyonu

3.2.13.3.2 basamakta elde edilen FRT_ebov_vHvL_Lentiviral
proteinleri_Addgene_103864_Pvul Flp-In™ T-REx™ 293 Hiicre Hattina, 3.2.12.3
basamakta elde edilen aralayict ve dogrudan tekrar dizileri lipofektamin300 ile

transfekte edilir.
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3.2.14.4 basamaginda yapilan dPspCas13b mRNA diizenlenmesi optimize edilmistir ve
8 saat sonra ortamda uygun miktarda diizenlemis mRNA varligi tespit edilmistir.
Bundan dolay1 transfeksiyondan 8 saat sonra medyuma 20 ug/ml doksisiklin eklenir
(200 ug/10ml DMEM). Yani viriis iiretimi baglatilir.

Transfeksiyondan 88 saat sonra, medyum 50 ml falkona alinir ve 500 xg’de 5 dakika

santriftjlenir.

Medyum, hticre pelleti bozulmadan temiz falkona alinir, 10 ml medyuma 3,5 ml PEG

yogunlastiric1 eklenir. Soguk oda da gece boyu 100 RPM’de ¢alkalanur.

Ertesi guin 1500 xg’de 1 saat boyunca virusler, ¢coktrilir, yogunlastirilir.

Virus cokeltisi, 200 mikrolitre Opti-MEM™ Azaltilmis Serum Ortaminda Yyeniden
¢cozinduralur. Bu virts ¢ozeltisine 10 ug/ml polibren eklenir. 6.3.3.1.4. basamaginda
elde edilmis 500.000 NF-kB biyosensorl entegre Jurkat (T hiicresi) hiicresi alt1 oyuklu

plakalara, viriis ¢ozeltisi ile ekilir (RPMI ortaminda).

Spinokilasyon: Hiicreler ve viriis ¢ozeltisi 1950 xg’de 1 saat boyunca 35 derecede

santriflj edilir.

16-24 saat sonra viriislii medyum, taze medyumla degistirilir (RPMI ortaminda).

48-72 saat 37 derecede CO; inkiibatoriinde bekletilir. Bu siire viriis girisi, jurkat
genomuna entegresyon ve varyantlarin ifadesini igerir. Bu slire sonunda CAR-T

varyantlar1 programlanmis olur.

3.2.15.1.1 Virus titrasyonu

CAR yapilar diizenlenirken bir yandan viriislere paketlenir, varyantlar viriisler araciligi

ile jurkat hatlarina aktarilir. Viriis araciligi ile aktarim yaparken dikkat edilmesi gereken
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onemli bir husus, c¢oklu virlis enfeksiyonudur. Bundan dolay: viriis titre edilmelidir.
Takara sirketinin gelistirdigi basit bir sekilde lentiviriis titrasyonu yapan Lenti-X™
GoStix™ Plus yan seritlerden (lateral strip) yararlanilmistir. GoStix Plus uygulamasini
App Store veya Google Play'den indirilir. Uygulama igindeki talimatlarla ilerlenir
lentiviral stipernatantan 20 ul ve 80 ul Takip Tamponu 6nce birlestirilir sonra kuyucuga
eklenir. Uygulamadan zamanlayiciyr etkinlestirilir. Yanal akis testinin 10 dakikalik
inkiibasyon siiresi vardir. Iki tane yanal serit vardir biri test band1 (T), digeri ise kontrol
band1 (C). Test diizgiin ¢alistiginda kontrol bandi (C) her zaman goriiniirdiir. 10 dakika
sonra uygulama sizi kasetin fotografim1 ¢ekmeniz konusunda uyaracaktir. Gorilintiilleme
icin uygun hizalama ve odak uzakligi, tarama penceresindeki kasetin dis hatlar
kullanilarak elde edilir. Numune adiniz kasetin ¢ergevesinin altinda goriinecektir. Dogru
hizalama saglandiginda taslak yesile donecek ve kaset otomatik olarak taranacaktir.

Cikan sonu¢ mutlaka hem telefonda hem de deftere kaydedilir.

e bl

b Yargor® LY ¢ e
Btime: 15:06

Lot Number: 21315

Assay Type: Lenti

Sample Name: 17.denem

GoStix™ Value (GV): 1043

Dilution: 1:1

Unit: ng/mL

Valid

C T

Sekil 3.32 lentiviral titrasyon
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Sekil 3.32 de gorselde A- lentiviral titrasyonu yapan yanal akis aract ve sonucu, B-

Takara GoStix™ Plus uygulamasi sonucu

17. Denemede elde edilen virls titrasyonu (varyant titrasyonu). Takara optimizasyonu
bir milyon hiicre i¢in yapilmistir, tezde spinokiilasyon yontemi ile ilerlendiginden alt1
oyuklu plate kullanilmistir, en fazla besyiizbin hiicre ile ilerlenmektedir. 17. Denemede

GV: 1043 ¢cikmistir, tek oyuk i¢in 100 gv olacak sekilde optimize edilmistir.

A

&

~

Sekil 3.33 Alt1 oyuklu platelerde, 100 gv titreyle yapilan transdiiksiyon

Jurkat hiicreleri ve CAR ile doniistiiriilmiis jurkat hiicreleri. GV orani; 1s1ma miktarinin,
total hiicre sayisinin yarisindan biraz fazla olacak sekilde secilmistir, jurkat hiicrelerine
coklu kopya girmesini engellemek adina bdyle bir strateji izlenmistir. Sekil 3.33’teki
gorselde gosterildigi gibi A- titrasyon sonucu yapilan tranddiiksiyonun sonucunun 1sik
mikroskopu goruntiist, B- titrasyon sonucu yapilan tranddiiksiyonun sonucunun ters

mikroskop goruntisudur.

3.2.16 Es zamanh CAR havuzu ve KKKA M segment inkiibasyonu

Programlanan CAR-T varyantlari, KKKA antijenleri tasiyan hiicrelerle es inkiibasyonu

yapilir.
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6 oyuklu platelerde 200.000 bin CAR varyanti ve 200.000 KKKA M segment ifade

eden hiicreler es olarak 37 derece CO2 inkiibatoriinde inklbe edilir.

0. Saat: 200.000 bin KKKA M segment ifade eden hicreler, 6 oyuklu platelerde ekilir.
DMEM ortaminda.

16. Saat: DMEM ortami aspire edilir, hiicreler yikanir, sonrasinda 200.000 bin CAR
varyantt RPMI ortaminda oyuga ekilir.

CAR-Jurkat hiicreleri kisa stirede aktive olur.

Tasarlanmis CAR-T

=

KKKA M segmenti

ifade eden h

Sekil 3.34 Tasarlanmigs CAR-T ve KKKA M segment es kilturi

Tasarlanmis CAR-T ve KKKA M segment es kultlirl, 16. Saatte es inkibasyonun
baslangici, tutunan hiicreler (fibroblastik tarz1) HEK hucreleridir (antijen tasir), antijene

baglanmus Klcuk yuvarlak hiicreler jurkat hicreleridir.
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Sekil 3.35 Tasarlanmus CAR-T ve KKKA M segment es kiltiriin T hicre aktivasyonu

A- Tasarlanmis CAR-T ve KKKA M segment es kiltirinin 24 saat sonraki 1sik
mikroskobu gorintlsi, B- A’nin ters mikroskop gorintist (610 HEK hicreleri ve T
hicreleri), C- A’nin ters mikroskop gorintist (T hucrelerinin yogunlukta oldugu

alandan alinmis goruntd).

Jurkat hicreleri 1-4 saat gibi kisa siirede aktiflesir ve M segmenti tagiyan hucrelere
saldirir, sol gorselde goriildigi gibi kisa siirede HEK hiicrelerin pargalandigi goraluyor,
ortadaki gorselde i1simalar1 goriyoruz, gorselden yorum yapmak zordur, parcalanan
HEK hcreleri gorsel agidan Kirlilik yaratir. Sag gorselde gérece HEK 6liminun diisiik

oldugu bolgeden alinan gorseldir.

136



Sekil 3.36 Kirmizi isimalar programlanmis CAR’lari, yesil 1simalar immin olarak
aktiflesmis CAR’lar1 gosterir

20 defa RNA ¢esitlendirme (varyant olusturma) ve tarama (varyatlar ve antijen es
inklibasyonu) yapilmistir, A) mRuby ifadesini gosterir, CAR ve varyant takibini saglar,
B-C-D) NF-kB biyosensorii ifadesini gosterir, immiinolojik yanitin takibini saglar.
Tarama sonuglarinda immunolojik yanit olusturan hiicreler tespit edilmistir, C-D)
gorsellerinde gorildiigii Uzere tasarlanan metodoloji %1-0,5 oraninda calismaktadir,
yuzdelik dilim g6z 6niine alindiginda diisiik bir oran gibi gortnebilir, lakin sifirdan bir
molekil tasarladigimiz1 var sayarsak (insan hicresinde) bu muazzam bi orandir. B
gorselinde goriildiigi gibi 2 taramada sirasiyla %8 ve %15°1lik verim gozlemlendi, lakin

bu bir istisnadir, insan el becerisi hatasindan kaynakli da olabilir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Klonlama Verileri

Klonlamalar snapgene uygulamasinda In-SLICO olarak tasarlanmistir. Klonlamalar
sonucunda {i¢ tane plazmit yapisi elde edilmistir. Ik olarak verimli viriis elde etmek i¢in
lentiviral tim proteinler, cis ve trans etkili dizileriyle bir plazmide klonlanmustir. Ikincil
olarak PspCasl3b ile hedeflenecek diziler transgene olarak, lentiviral proteinlere
klonlanmistir, bu klonlamanin amac1 varyantlar1 verimli sekilde viriislere paketlemektir.
Ucgiinciil olarak nf Kb biyosensérii klonlamasidir, T hiicre aktivasyonunun izlenmesi

icin genomuna entegre edilir.
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Sekil 4.1 A) lenvirus proteinleri B) lenviris proteinleri ve Transgen vektorii ve C)
Transgene vektoriine klonlanmig nf Kb biyosensorii

4.2 Hucre Kultura Verileri

Hucre kilturi deneylerinde modifiye edilmis Jurkat E6 ve Flp-In™ T-REx™ 293 Hiicre
Hatlar1 kullanilmistir. Jurkat hiicre hattinda nf Kb biyosensoriiyle kararli hale
getirilmistir. nf Kb biyosensorii, antijen varhiginda T hiicresi sinyalizasyonundan
kaynakl1 yesil floresan 1simalar yapacak sekilde tasarlanmistir. Flp-In™ T-REx™ 293
Hiicre Hattindan {i¢ modifiye hat elde edilmistir. ilk olarak PspCas13b ve huADAR2
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kararli olarak ifade edilecek sekilde mofiye edilmistir, bu modifeye hiicre hattina
trangen, lentiviral proteinler, Flp-In sistemi tek kopya olarak ifade verecek sekilde
kararli hale getirilmistir. Bu hiicre hatlar1 sirasiyla RNA diizenlenmesinin
optimizasyonu ve varyant havuzunun lentiviriise paketlenmesi i¢in tasarlanmistir. Son
olarak KKKA M segmenti Flp-In™ T-REx™ 293 Hiicre Hatttinda ifade ettirilmistir. M
segmentin ifade ettirilmeesinin amact CAR-T varyant havuzuna hedef antijen

sunmaktir.

-

Sekil 4.2 Stabil hiicre hatlar1

A) nf Kb Jurkat hatti, B) FRT Lentiviral proteinler Transgen HEK293 hiicre hatt1 ve
C) PspCasl13b ve huADAR?2 (addgene 103864) HEK293 hiicre hatti

4.3 Dizileme Verileri

PspCasl3b aktivitesi PspCas13b ve huADAR2 (addgene 103864) HEK293 hiicre hattin

da optimize edilmistir.
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A- Diizenlenmis RNA’larin T7E1 sonucu

Sekil 4.3 T7E1 sonugu alt1 oyuklu plakada 2 saat, 8 saat, 16 saat, 24 saat, 48 saat ve 72
saat boyunca diizenlenen RNA’nin diizenleme verimliligi

Alt1 oyuklu plakada 2 saat, 8 saat, 16 saat, 24 saat, 48 saat ve 72 saat boyunca
dizenlenen RNA’nin dizenleme verimliligi. Beklenildigi gibi baglangicta ve son
saatlere dogru dizenleme verimliligi diismektedir. A-N-O- NEB 100 bp DNA
merdiveninidir. B- 2 saat sonucundaki dizenlemenin negatif kontroli, C- 2 saat
sonucundaki diizenleme verimliligi sonucudur. D- 8 saat sonucundaki diizenlemenin
negatif kontroll, E- 8 saat sonucundaki dizenleme verimliligi sonucudur. F- 16 saat
sonucundaki dizenlemenin negatif kontroli, G- 16 saat sonucundaki dizenleme
verimliligi sonucudur. H- 24 saat sonucundaki diizenlemenin negatif kontrold, I- 24 saat
sonucundaki dizenleme verimliligi sonucudur. J- 48 saat sonucundaki dizenlemenin
negatif kontrol, K- 48 saat sonucundaki diizenleme verimliligi sonucudur. L- 72 saat
sonucundaki dizenlemenin negatif kontroll, M- 72 saat sonucundaki diizenleme

verimliligi sonucudur.

Dizenlenen RNA’nin dizenleme verimliligi, beklenildigi gibi baglangigta ve son
saatlere dogru dizenleme verimliligi diismektedir. Bundan dolay: varyant toplarkan 48

saatte ikinci kez crRNA ve dogrudan tekrar transfeksiyonu yapilir.
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B- Diizenlenmis RNA’larin, diizenleme verimliliginin Sanger sonuglari

Varyant havuzundan rastgele 20 tanesi secilir ve Sanger dizilemeye gonderilir. 10 uM
Sekans PrimeriF: 5’cctctgactttcggtgecg3’ primeri ile 3000 ng DNA olacak sekilde

dizilenir.

Sanger sonuglart:

1. Varyant. CAR (vH) yapisindaki 140. aminoasit, 5’AGT3’ kodlu serin

aminoasitinden, 5°’GGT3’ kodlu glisine doniigmiistiir.

org 951 tatggettattgegetcagegaacatcagtaaccgtctcaagtectaags 1022
CEPREREEREEEEE e re e er e e et e e e e e e ra ey
edit 293 TATGGGTTATTGGGGTCAGGGAACATCAGTAACCGTCTCAGGTGCTAAGA 342
ACCOTECETCAEBEOT 6CTAA

Sekil 4.4 Birinci varyant.

2.Varyant: CAR (vH) yapisindaki,

68. aminoasit, 5’CTA3’ kodlu 16sin aminoasitinden, 5’CTG3’ kodlu ldsine

donligmiistiir.

86. aminoasit, 5’CAA3’ kodlu gliitamin aminoasitinden, 5’CAG3’ kodlu gliitamine

dontigmiistiir.
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94. aminoasit, 5’TCA3’ kodlu serin aminoasitinden, 5’TCG3’
donlismiistiir.
95. aminoasit, 5’AGA3’ kodlu arjinin aminoasitinden, 5’GGA3’
donlismiistiir.
100. aminoasit, 5’CTA3’ kodlu 16sin aminoasitinden, 5’CTG3’
donlismiistiir.
135. aminoasit, 5°TCA3’ kodlu serin aminoasitinden, 5’TCG3’
doniismiistiir.
140. aminoasit, 5’AAG3’ kodlu lizin aminoasitinden, 5’GGG3’
doniismiistiir.

kodlu

kodlu

kodlu

kodlu

glisine

glisine

10sine

serine

kodlu glisine

Not: 2.varyantin 140 aminoasitindeki 2 Adenosin niikleotiti birden diizenlenmistir,

enteresan ve nadir bi sonuctur.

org 749 aaccctccggtasgggactggagtgectagecctgatttggtgggatgat
FORERRERERR e e e e e e e e e FEE e e e e e eert
edit 95 AACCCTCCGGTAAGGGACTGGAGTGGCTGGCCCTGATTTGGTGGGATGAT
org 799 gacaagtactataatccttctttgaagtcacaactatctatttccaagga
FEOEERERRER TR e e e e e e e b e e e e it
edit 145 GACAAGTACTATAATCCTTCTTTGAAGTCACAGCTATCTATTTCCAAGGA
org 849 cttttcasgaaaccaagtgttcctaaaaatttccaatgtagatattgetg
A RN AN
edit 195 CTTTTCGGGAAACCAAGTGTTCCTGAAAATTTCCAATGTAGATATTGCTG
org 899 ataccgctacttactactgcgccagaagagaccctttcggatatgataac
FEOEERERRER e e e e e e e e b e e e et
edit 245 ATACCGCTACTTACTACTGCGCCAGAAGAGACCCTTTCGGATATGATAAC
org 949 gctatgggttattgggetcagggaacatcagtaaccgtctcaagtgectaa
FEEREEEEREEE e e e e e et b e e e e e s
edit 295 GCTATGGGTTATTGGGGTCAGGGAACATCGGTAACCGTCTCAAGTGCTGG
GG ACTTTTCEESG GAAACCAAIC
G202 T
210

Sekil 4.5 ikinci varyant

142

798

144

194

898

244

948

294

998

344



3.Varyant: CAR (vH) yapisindaki 68. aminoasit, 5’CTA3” kodlu 16sin aminoasitinden,
5’CTG3’ kodlu 16sine doniismiistiir.

org 750 accctccggtaagggactggagtggctagecctgatttgegtgeggategate 799
LORERREERETE R E e R e e e e e b e e e e e e e e ere ey
edit 92 ACCCTCCGGTAAGGRACTGGAGTGGCTGGCCCTGATTTGGTGGGATGATG 141
GGBGACTGGAGTGGCTBGCCCTGATTTGG

Sekil 4.6 Ugiincii varyant

Bilhassa 2. varyant giclu diizenlemenin kanitidir. Tek bir varyantta ¢oklu diizenleme ve
coklu aminoasit degisikligi yapilmistir. Goze carpan bir diger durum dizenlemesi
yapilan aminoasitler sinonim dizilerine doniismiistiir, boylelikle aminoasit degisikligi

olmamustir, bu istenmeyen bir durumdur lakin ADAR’n fizyolojisinden kaynaklidir.

4.4 Tarama Verileri

A- Lentiviral titrasyon

PspCasl13b aktivasyonu sonrast mRNA’lar diizenlenir. Boylece tek bir mRNA’da hiicre
icinde heterojenitesi meydana gelir. Bu durumun tistesinden gelmek i¢in, mRNA’lar
lentiviriise paketlenir ve jurkatlara trandiiksiyonlar1 yapilir. Transdiiksiyon bir hiicreye
bir mRNA girecek sekilde optimize edilir. Boyle bir titrasyon i¢in Takara Lenti-X™
GoStix™ Plustan yararlanilir. Altt oyuklu hiicre kilturd plate igin 100 Gv olarak

optimize edilmistir.
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Brime: 15:06
Lot Number: 21315
Assay Type: Lenti
Sample Name: 17.denem
GoStix™ Value (GV): 1043
Dilution: 1:1
Unit: ng/mL

Valid

c T
B bk |}

ekil 4.7 LentivirGs titrasyonu, Sekil 3.32 de gorselde A- lentiviral titrasyonu yapan
g
yanal akis araci ve sonucu, B- Takara GoStix™ Plus uygulamasi sonucu

C- Eskultur

KKKA M segmenti ifade eden HEK 293 hiicreleri ile tasarlanmig CAR-T hiicreleri es
inkiibe edilir ve asagida ki gibi bir goriintii elde edilir.
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Tasarlanmis CAR-T

o

KKKA M segmenti
ifade ede

Sekil 4.8 KKKA M segmenti HEK 293 hiicreleri ile tasarlanmis CAR-T hiicreleri es
inkiibasyonu

CAR-T hiicreleri tasarlanirken mRUBY’yi (kirmiz1 floresan 1s1ma) kararli olarak ifade
edecek sekilde tasarlanmistir. Boylelikle CAR’1n programlanmasi izlenmektedir. Yine
tasarimda nf Kb minimal promotoriinii 5’ ucuna GFP (yesil floresan protein)

eklenmistir.

Sekil 4.9 Kirmiz1 floresan 1simalar, CAR-T programlanmasini gosterir, Yesil floresan
1stmalar ise, T hiicre aktivasyonunu yani immiin yanitin takibini saglar
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20 defa gesitlendirme ve tarama yapilmistir, A) mRuby ifadesini gosterir, CAR ve
varyant takibini saglar, B-C-D) NF-kB biyosensoru ifadesini gosterir, imminolojik
yanitin takibini saglar. Tarama sonuglarinda imminolojik yanit olusturan hiicreler tespit
edilmistir, C-D) gorsellerinde goriildiigii Gizere tasarlanan metodoloji %1-0,5 oraninda
calismaktadir, ylzdelik dilim g6z 6nune alindiginda diisiikk bir oran gibi gorunebilir,
lakin sifirdan bir molekdl tasarladigimizi var sayarsak (insan hiicresinde) bu muazzam
bi orandir. B gorselinde goriildiigii gibi 2 taramada sirasiyla %8 ve %15°1lik verim

gozlemlendi, lakin bu bir istisnadir, insan el becerisi hatasindan kaynakli da olabilir.
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5. TARTISMA VE SONUC

RNA dizenleme, tipik olarak nikleotidlerin eklenmesi, silinmesi veya degistirilmesi
yoluyla RNA dizilerinin modifikasyonunu iceren molekiiler bir islemdir. Modifikasyon
hususu Onemlidir, RNA’da meydana gelen degisiklikler gecicidir, mutasyon simifinda
degerlendirilmez, bu durum RNA c¢alismalarin1 oldukga cazip hale getiriyor. RNA ¢alisma
alanlarini, genetik arastirmalar, néronal fonksiyon, norolojik bozukluklar, gen terapisi,
antiviral yaklasimlar, biyoteknoloji ve sentetik biyoloji, protein miihendisligi, metabolik
muhendislik, biyolojik strecler, biyobelirtegler (bilhassa kanserin erken tanisi), terapotik
amagli RNA diizenleme ve evrimsel dinamikler olarak genellenebilir (Birgaoanu vd 2023,
Booth vd 2023). S6z konusu biyoteknoloji ve sentetik biyoloji oldugunda galigmalar kisitli,
literatiir bilgisi olduk¢a azdir, lakin hizla gelismekte olan bir alandir. RNA diizenlemesiyle
memeli hiicrelerinde fonksiyonel {iriin elde etme ¢alismalar1 oldukga az bir grup tarafindan
ylriitilmektedir, maddi ve pratik bir teknik degildir. Bunun baslica sebepleri mRNA’nin
hiicre iginde ¢oklu kopyasi olmasi, kararsiz yapida olmasinin yam sira RNA; protein ve
DNA arasindaki etkilesimi saglar, bundan dolay: oldukca karmagik biyokimyasi, fizyolojisi
ve metabolizmasi vardir. Memeli hiicrelerinde {iriin gelistirmenin kendi i¢cinde de zorluklar1
vardir, baglica zorluklari muazzam genom boyutu, karmagsik metabolizmasi, fizyoloji ve
biyokimyasidir. Tiim bu zorluklarin {istesinden gelmek i¢in, CRISPR ve Lentiviral gen
tagima sistemi kullanilmistir. RNA’y1 hedef alan CRISPR enzimleri ile Flp-In™ T-REx™
293 Hiicre Hattinda mRNA Kkiitiiphanesi olusturulur, sonra bu kiitiiphane Lentiviriislere
paketlenir, bir hiicre bir varyant olacak sekilde varyant kiitliphanesi jurkat hiicrelerine
transdiiksiyonu yapilir. Varyantlar, jurkat (T hicresi) hiicre hattinda ifade edilir ve CAR-T
‘ler programlanmus olur. Immiin biyosensérii olarak nf Kb kullanilir, antijen varliginda
yesil 1s1ma yapar ve hangi varyantin aktiflestigini belirtir. Bu sistem RNA’min ¢oklu kopya
olmasi ve karmasik dogasindan kaynakli problemi ortadan kaldirirken, kararliligi hakkinda
olumlu bir etkisi yoktur. Ayn1 zamanda memeli hiicrelerinin muazzam genom boyutu ve
yavas biliylime (lireme) sorununu ortadan kaldirmustir. Tek bir jenerasyonda (pasajda) ¢oklu
ve etkili varyantlar {iretip kolay bir sekilde tarama imkdm veren bu yeni yodntemi,
immiinoloji gibi karmagik bir alanda dahi fonksiyonel iiriin vermesi, glincel konjektordeki
birgok sisteme ¢ok gore ciddi avantajlar saglar. Bu yeni yontemi teknik, pratik ve ekonomik

olarak uygun bir hiicre ici programlanabilen yontem olarak tammlanur.

147



KAYNAKLAR

Abudayyeh, O. O., Gootenberg, J. S., Franklin, B., Koob, J., Kellner, M. J., Ladha, A.
2019. A Cytosine Deaminase for Programmable Single-Base RNA Editing.
Science 365, 382—386. doi:10.1126/science.aax7063

Abudayyeh, 0.0., Gootenberg, J.S., Franklin, B., 2019. A cytosine deaminase for
programmable single-base RNA editing. Science 365(6451):382-386.

Abudayyeh, O.0., Gootenberg, J.S., Konermann, S. 2016. C2c2 is a single-component
programmable RNA-guided RNA-targeting CRISPR effector. Science
353(6299):aaf5573—aaf.

Abudayyeh. O.0., Gootenberg, J.S., Essletzbichler, P. 2017. RNA targeting with
CRISPR-Cas13. Nature 550(7675):280-284.

Alfonzo, J.D., Thiemann, O., Simpson, L. 1997. The mechanism of U insertion/deletion
RNA editing in Kinetoplastid mitochondria Nucleic Acids Res.

Al-Qaisi, T. S., Su, Y.C. and Roffler, S. R. 2018. Transient AID expression for in situ
mutagenesis with improved cellular fitness. Sci. Rep. 8, 9413.

Alvarez, B., Mencia, M., de Lorenzo, V. and Fernandez, L. A. 2020. In vivo
diversification of target genomic sites using processive base deaminase fusions
blocked by dCas9. Nat. Commun. 11, e6436.

Anant, S., MacGinnitie, A.J., Davidson, N.O. 1995. apobec-1, the catalytic subunit of
the mammalian apolipoprotein B mRNA editing enzyme, is a novel RNA-
binding protein. J Biol Chem. 270(24):14762-14767.

Ann, R.F., Hsu, P.D., Wright, J., Agarwala, V., Scott, D.A. and Zhang, F. 2013.
Genome engineering using the CRISPR-Cas9 system Nature Protocols volume
8, pages2281-2308.

Aquino-Jarquin, G. Novel 2020. engineered programmable systems for ADAR-
mediated RNA editing. Mol Ther Nucleic Acids 19:1065-1072.

Armbruster, B. N., Li, X., Pausch, M. H., Herlitze, S. and Roth, B. L. 2007. Evolving
the lock to fit the key to create a family of G protein-coupled receptors potently
activated by an inert ligand. Proc. Natl Acad. Sci. USA 104, 5163-5168.

Arter, S.D., Surtees, R., Walter, C.T., Ariza, A., Bergeron, E., Nichol, S.T. 2012.
"Structure, function, and evolution of the Crimean-Congo hemorrhagic fever
virus nucleocapsid protein”. Journal of Virology. 86 (20): 10914-23.
d0i:10.1128/JV1.01555-12. PMC 3457148. PMID 22875964.

Azad, M.T.A., Bhakta, S., Tsukahara, T. 2017. Site-directed RNA editing by adenosine
deaminase acting on RNA for correction of the genetic code in gene therapy.
Gene Ther. 24(12):779-786.

148



Azam, M., Latek, R. R. and Daley, G. Q. 2003. Mechanisms of autoinhibition and STI-
571/imatinib resistance revealed by mutagenesis of BCR-ABL. Cell 112, 831—
843.

Backus, J.W., Smith, H.C. 1991. Apolipoprotein B mRNA sequences 3' of the editing
site are necessary and sufficient for editing and editosome assembly Nucleic
Acids Res.19(24):6781-6.

Badran, A. H. and Liu, D. R. 2015. Development of potent in vivo mutagenesis
plasmids with broad mutational spectra. Nat. Commun. 6, 8425.

Bajad, P., Jantsch, M.F., Keegan, L. 2017. A to | editing in disease is not fake news.
RNA Biol. 14(9):1223-1231.

Bakalara, N., Simpson, A.M., Simpson, L. 1996. Guide RNA-directed uridine insertion
RNA editing in vitro. EMBO J. 15(23): 6758-6765.

Barrangou, R., Fremaux, C., Deveau, H., Richards, M., Boyaval, P., Moineau, S.,
Romero, D.A., and Horvath, P. 2007. CRISPR provides acquired resistance
against viruses in prokaryotes. Science 315, 1709-1712.

Basilio, C., Wahba, AJ., Lenyel, P., Speyer, J.F., Ochoa, S. 1962. Synthetic
polynucleotides and the amino acid code. Proc Natl Acad Sci U S A. Apr
15;48(4):613-6.

Bass, B.L. 1997. RNA editing and hypermutation by adenosine deamination Trends
Biochem Sci. 22(5):157-62.

Bass, B.L., Nishikura, K., Keller, W., Seeburg, P.H., Emeson, R.B., O'Connell, N.A.,
Samuel, C.E., Herbert, A. 1997. A standardized nomenclature for adenosine
deaminases that act on RNA. RNA 3(9):947-9.

Bass, B.L., Weintraub, H. 1988. An unwinding activity that covalently modifies its
double-stranded RNA substrate. Cell. 55(6):1089-1098.

Bazak, L., Haviv, A., Barak, M., 2014. A-to-l RNA editing occurs at over a hundred
million genomic sites, located in a majority of human genes. Genome Res.
24(3):365-376.

Benne, R., Vandenburg, J., Brakenhoff, J.P.J., Sloof, P., van Boom, J.H., Tromp, M.C.
1986. Major transcript of the frameshifted coxIl gene from trypanosome
mitochondria contains four nucleotides that are not encoded in the DNA Cell.
12;46(6):819-26.

Berger, S. 2017. Crimean-Congo Hemorrhagic Fever: Global Status: 2017 edition.
GIDEON Informatics Inc. p. 7. ISBN 9781498815567. Archived from the
original on 2017-09-10.

Berman, C. M. et al. 2018. An adaptable platform for directed evolution in human cells.
J. Am. Chem. Soc. 140, 18093-18103.

149



Bernd, Z. Gootenberg, J.S., Abudayyeh, O.0., Slaymaker, .M., Makarova, K.S.,
Essletzbichler, P., Volz, S.E., Joung, J., Oost, J.V.D., Regev, A., Koonin, E.V.,
Zhang F. 2015. Cpfl is a single RNA-guided endonuclease of a class 2 CRISPR-
Cas system Cell163(3):759-71. doi: 10.1016/j.cell.2015.09.038. Epub.

Bhakta, S., Azad, M.T.A., Tsukahara, T. 2018. Genetic code restoration by artificial
RNA editing of Ochre stop codon with ADAR1 deaminase. Protein Eng Des Sel.
31(12):471-478.

Bhakta, S., Sakari, M. Tsukahara T. 2020. RNA editing of BFP, a point mutant of GFP,
using artificial APOBEC1 deaminase to restore the genetic code Sci Rep.

Bhakta, S., Sakari, M., Tsukahara, T. 2020. RNA editing of BFP, a point mutant of
GFP, using artificial APOBEC1 deaminase to restore the genetic code. Sci Rep.
10(1):17304.

Bhakta., Sonali and Tsukahara Toshifumi 2022. C-to-U RNA Editing: A Site-
Directed RNA Editing Tool for Restoration of Genetic Code Genes,
13(9), 1636; https://doi.org/10.3390/genes13091636

Bi, D.,, Yao, J., Wang, Y. Qin, G., Zhang, Y., Wang, Y., Zhao, J. 2021.
CRISPR/Cas13d mediated efficient KDM5B mRNA knockdown in porcine cells
and parthenogenetic embryos. Reproduction. 162:149-160. doi: 10.1530/REP-
21-0053.

Birgaoanu, M., Sachse, M. and Gatsiou, A. 2023. RNA Editing Therapeutics:
Advances, Challenges and Perspectives on Combating Cardiovascular Drugs and
Therapy Heart Disease Volume 37, pages 401-411.

Blum, B., Bakalara, N., Simpson, L. 1990. A model for RNA editing in kinetoplastid
mitochondria: "guide” RNA molecules transcribed from maxicircle DNA
provide the edited information Cell

Bolotin, A., Quinquis, B., Sorokin, A. and Ehrlich, S.D. 2005. Clustered regularly
interspaced short palindrome repeats (CRISPRs) have spacers of
extrachromosomal origin. Microbiology 151, 2551-2561.

Booth, B.J., Nourreddine, S., Katrekar, D., Savva, Y., Bose, D., Long, T.J., Huss, D.J.,
Mali, P. 2023. RNA editing: Expanding the potential of RNA therapeutics
Published: DOI:https://doi.org/10.1016/j.ymthe.2023.01.005

Booth, L. et al. 2016. The afatinib resistance of in vivo generated H1975 lung cancer
cell clones is mediated by SRC/ERBB3/c-KIT/c-MET compensatory survival
signaling. Oncotarget 7, 19620-19630.

Bowers, P. M. et al. 2011. Coupling mammalian cell surface display with somatic
hypermutation for the discovery and maturation of human antibodies. Proc. Natl
Acad. Sci. USA 108, 20455-20460.

150



Brocken Daan, J.W., Mariliis Tark-Dame, Remus, T.D. 2017. dCas9: A Versatile Tool
for Epigenome Editing Curr Issues Mol Biol 26:15-32. doi:
10.21775/cimb.026.015. Epub 2017 Sep 7.

Brouns, S.J., Jore, M.M., Lundgren, M., Westra, E.R., Slijkhuis, R.J., Snijders, A.P.,
Dickman, M.J., Makarova, K.S., Koonin, E.V., van der Oost, J. 2008. Small
CRISPR RNAs guide antiviral defense in prokaryotes. Science 321, 960-964.

Brown, D.M. and Glass, J.I. 2020. Technology used to build and transfer mammalian
chromosomes. Exp. Cell Res. 388, 111851.

Burstein, C.L., Sun, C.T., Brown, I., Sharon, K., Anantharaman, A.J., Probst, B.C.,
Thomas, J.F., Banfield 2016. Major bacterial lineages are essentially devoid of
CRISPR-Cas viral defence systems, Nat. Commun, 7, p. 10613

Buskirk, A. R., Ong, Y.C., Gartner, Z. J. and Liu, D. R. 2004. Directed evolution of
ligand dependence: small-molecule-activated protein splicing. Proc. Natl Acad.
Sci. USA 101, 10505-10510.

Byrne, E.M., Connell, G.J., Simpson, L. 1996. Guide RNA-directed uridine insertion
RNA editing in vitro EMBOJ.

Chakraborty, C., Sharma, A.R., Sharma, G. 2017. Therapeutic miRNA and siRNA:
moving from Bench to Clinic as Next Generation Medicine. Mol Ther Nucleic
Acids.8:132-143.

Chan, L., Chang, B.H., Nakamuta, M., Li, W.H., Smith, L.C. 1997. Apobec-1 and
apolipoprotein B mRNA editing Biochim Biophys Acta. 1345(1):11-26.

Chen, H. et al. 2020. Efficient, continuous mutagenesis in human cells using a pseudo-
random DNA editor. Nat. Biotechnol. 38, 165-168.

Chen, J.S., Ma, E., Harrington, L.B., Da Costa, M., Tian, X., Palefsky, J.M., Doudna,
J.A. 2018. CRISPR-Casl2a target binding unleashes indiscriminate single-
stranded DNase activity. Science 360:436-439.

Chen, S.H., Habib, G., Yang, C.Y., Gu, ZW., Lee, B.R., Weng, S.A,, Silberman, S.R.,
Cai, S.J., Deslypere, J.P., Rosseneu, M. 1987. Apolipoprotein B-48 is the
product of a messenger RNA with an organ-specific in-frame stop codon
Science. 238(4825):363-6.

Cheng, X., Blumenthal, R.M. 2008. Mammalian DNA methyltransferases: a structural
perspective Structure. (3):341-50.

Chester, A., Scott, J., Anant S., Navaratnam, N. 2000. RNA editing: cytidine to uridine
conversion in apolipoprotein B mRNA Biochim Biophys Acta.1494(1-2):1-13.

Chira, S. et al. 2015. Progresses towards safe and efficient gene therapy vectors.
Oncotarget 6, 30675-30703.

Cirino, P.C., Mayer, K.M. and Umeno, D. 2003. Generating mutant libraries using
error-prone PCR. Methods Mol. Biol. 231, 3-9.

151



Cong, L., Ran, F.A., Cox, D., Lin, S., Barretto, R., Habib, N., Hsu, P.D., Wu, X., Jiang,
W., Marraffini, L.A. 2013. Multiplex genome engineering using CRISPR/Cas
systems. Science 339, 819-823.

Connell, G.J., Byrne, E.M., Simpson L. 1997. Guide RNA-independent and guide
RNA-dependent uridine insertion into cytochrome b mRNA in a mitochondrial
lysate from Leishmania tarentolae. Role of RNA secondary structure J Biol
Chem. 272(7):4212-8.

Covello, P.S., Gray M.W. 1989. RNA editing in plant mitochondria Nature

Cox, D.B.T., Gootenberg, J.S., Abudayyeh, O.0. 2013. RNA editing with CRISPR-
Casl3 Science.

Cox, D.B.T., Gootenberg, J.S., Abudayyeh, O.0. 2017. RNA editing with CRISPR-
Casl3. Science.;358(6366):10109.

Cox, D.B.T., Gootenberg, J.S., Abudayyeh, O.0., Franklin, B., Kellner, M.J., Joung, J.,
2018. RNA Editing with CRISPR-Casl3. Espe 358, 1019-1027.
doi:10.1530/ey.15.14.11

Crimean-Congo Haemorrhagic Fever". World Health Organization. May 23, 2022.
Retrieved January 29, 2023.

Cruz-Reyes, J. and Sollner-Webb, B. 1996. Trypanosome U-deletional RNA editing
involves guide RNA-directed endonuclease cleavage, terminal U exonuclease,
and RNA ligase activities. Proceedings of the National Academy of Sciences.

Cruz-Reyes, J., Rusche, L.N., Piller, K.J., Sollner-Webb, B. 1998. T. brucei RNA
Editing: Adenosine Nucleotides Inversely Affect U-Deletion and U-Insertion
Reactions at mMRNA Cleavage Molecular Cell, Vol. 1, 401-409.

Currin, A., Swainston, N., Day, P.J., Kell D.B. 2015. Synthetic biology for the directed
evolution of protein biocatalysts: navigating sequence space intelligently. Chem.
Soc. Rev.N44:1172-1239. doi: 10.1039/C4CS00351A.

Dai, X., Zhang, X., Ostrikov, K. and Abrahamyan, L. 2020. Host receptors: the key to
establishing cells with broad viral tropism for vaccine production. Crit. Rev.
Microbiol. 46, 147-168.

Danthinne, X. and Imperiale, M.J. 2000. Production of first generation adenovirus
vectors: a review. Gene Ther. 7, 1707-1714.

Das, A.T. et al. 2004. Viral evolution as a tool to improve the tetracycline-regulated
gene expression system. J. Biol. Chem. 279, 18776-18782.

Davidson, N.O., Innerarity, T.L., Scott, J., Smith, H., Driscoll, D.M., Teng, B., Chan, L.
1995. Proposed nomenclature for the catalytic subunit of the mammalian
apolipoprotein B mRNA editing enzyme: APOBEC-1 RNA (1):3.

152



Deltcheva, E., Chylinski, K., Sharma, C.M., Gonzales, K., Chao, Y., Pirzada, Z.A.,
Eckert, M.R., Vogel, J., and Charpentier, E. 2011. CRISPR RNA maturation by
trans-encoded small RNA and host factor RNase I11. Nature 471, 602—-607.

Devilder, M.C. et al. 2019. Ex vivo evolution of human antibodies by CRISPR-X: from
a naive B cell repertoire to affinity matured antibodies. BMC Biotechnol. 19, 14.

Dickinson, B.C., Packer, M.S., Badran, AH. and Liu, D.R. 2014. A system for the
continuous directed evolution of proteases rapidly reveals drug-resistance
mutations. Nat. Commun. 5, 5352.

Donovan, K.F. et al. 2017. Creation of novel protein variants with CRISPR/Cas9-
mediated mutagenesis: turning a screening by-product into a discovery tool.
PL0oS ONE 12, e0170445.

Dougherty, M.J., Arnold, F.H. 2009. Directed evolution: new parts and optimized
function. Curr. Opin. Biotechnol. 491. doi: 10.1016/j.copbio.2009.08.005.

Drescher, A., Hupfer, H. Nickel, C. 2002. C-to-U conversion in the intercistronic
ndhl/ndhG RNA of plastids from monocot plants: conventional editing in an
unconventional small reading frame? Mol Genet Genom.

Driscoll, D.M., Lakhe-Reddy, S., Oleksa, L.M., Martinez, D. 1993. Induction of RNA
editing at heterologous sites by sequences in apolipoprotein B mRNA Mol Cell
Biol (12):7288-94.

Drummond, D.A. and Bloom, J.D. 2019. A Nobel Prize for evolution. Evolution 73,
630-631.

Dy, R.L., Richter, C. Salmond, G.P.C., Fineran, P.C. 2014. Remarkable mechanisms
in microbes to resist phage infections, Annu. Rev. Virol, 1, pp. 307-331

East-Seletsky, A., O’Connell, M.R., Knight, S.C. 2016. Two distinct RNase activities of
CRISPR-C2c2 enable guide-RNA  processing and RNA detection.
Nature.538(7624):270-273.

Emery, C.M. et al. 2009. MEK1 mutations confer resistance to MEK and B-RAF
inhibition. Proc. Natl Acad. Sci. USA 106, 20411-20416.

English, J.G. et al. 2019. VEGAS as a platform for facile-directed evolution in
mammalian cells. Cell 178, 748-761.

Erdogan, M., Fabritius, A., Basquin, J. and Griesbeck, O. 2020. Targeted in situ protein
diversification and intra-organelle validation in mammalian cells. Cell Chem.
Biol. 27, 610-621.

Esvelt, K.M., Carlson, J.C. and Liu, D.R. 2011. A system for the continuous directed
evolution of biomolecules. Nature 472, 499-503.

Farré, J.C., Aknin, C., Araya, A., Castandet, B. 2012. RNA editing in mitochondrial
trans-introns is required for splicing, PLoS One.

153



Fichter, K.M., Setayesh, T., Malik, P. 2023. Strategies for precise gene edits in
mammalian cells, molecular therapy nucleic acids.

Forment, J.V. et al. 2017. Genome-wide genetic screening with chemically mutagenized
haploid embryonic stem cells. Nat. Chem. Biol. 13.

Francisco, J., Mojica, M., Rodriguez-Valera, F. 2016. The discovery of CRISPR in
archaea and bacteria FEBS J. 283(17):3162-9. doi: 10.1111/febs.13766. Epub.

Frangoul, H., Selim Corbacioglu 2021. CRISPR-Cas9 Gene Editing for Sickle Cell
Disease and B-Thalassemia New England Journal of Medicine,

Fritz, J., Strehblow, A., Taschner, A. 2009. RNA-regulated interaction of transportin-1
and exportin-5 with the double-stranded RNA-binding domain regulates
nucleocytoplasmic shuttling of ADAR1. Mol Cell Biol. 1487-1497.

Fry, L.E., Peddle, C.F., Barnard, A.R. 2020. RNA editing as a therapeutic approach for
retinal gene therapy requiring long coding sequences. Int J Mol Sci.777.

Fu, Z., Zhang, X., Zhou, X. 2021. In vivo self-assembled small RNAs as a new
generation of RNAI therapeutics. Cell Res. 631-648.

Fukuda, M., Umeno, H., Nose, K. 2017. Construction of a guide-RNA for site-directed
RNA mutagenesis utilising intracellular A-to- RNA editing. Sci Rep.41478.

Garneau Josiane, E., Marie-Eve Dupuis, Manuela Villion, Dennis A. Romero, Rodolphe
Barrangou, Patrick Boyaval, Christophe Fremaux, Philippe Horvath, Alfonso H.
Magadan and Sylvain Moineau 2010. The CRISPR/Cas bacterial immune
system cleaves bacteriophage and plasmid DNA Nature volume 468, pages67—
71.

Gasiunas, G., Barrangou, R., Horvath, P., and Siksnys, V. 2012. Cas9-crRNA
ribonucleoprotein  complex mediates specific DNA cleavage for adaptive
immunity in bacteria. Pnas 109, E2579-E2586.

Gaudelli, N. M. et al. 2017. Programmable base editing of A*T to G*C in genomic
DNA without DNA cleavage. Nature 551, 464-471.

Gaudelli, N. M. et al. 2020. Directed evolution of adenine base editors with increased
activity and therapeutic application. Nat. Biotechnol. 38, 892—900.

Gearing, M. 2020. CRISPR 101: RNA Editing with Cas13 July 31,addgene

Georg,e C.X., Wagner, M.V., Samuel, C.E. 2005. Expression of interferon-inducible
RNA adenosine deaminase ADARL1 during pathogen infection and mouse
embryo development involves tissue-selective promoter utilization and
alternative splicing. J Biol Chem.280(15):15020-15028.

Gerber, A., O'Connell, M.A., Keller, W. 1997. Two forms of human double-stranded
RNA-specific editase 1 (hRED1) generated by the insertion of an Alu cassette
RNA (5):453-63.

154



Gott, J.M., Emeson, R.B. 2000. Functions and mechanisms of RNA editing Annu Rev
Genet. 34:499-531.

Gualberto, J.M., Lamattina, L. Bonnard, G. Weil, J.H. Grienenberger J.M. 1989. RNA
editing in wheat mitochondria results in the conservation of protein sequences
Nature.

Gulei, D., Raduly, L., Berindan-Neagoe, I. 2019. CRISPR-based RNA editing:
diagnostic applications and therapeutic options. Expert Rev Mol Diagn. 83-88.

Handa, H. 2003. The complete nucleotide sequence and RNA editing content of the
mitochondrial genome of rapeseed (Brassica napus L.): comparative analysis of
the mitochondrial genomes of rapeseed and Arabidopsis thaliana, Nucleic Acids
Res.

Hanswillemenke, A., Kuzdere, T., Vogel, P. 2015. Site-directed rna editing in vivo can
be triggered by the light-driven assembly of an artificial riboprotein. J Am Chem
S0c.137(50):15875-15881.

Hayashi, Y., Aita, T., Toyota, H., Husimi, Y., Urabe, I., Yomo, T. 2006. Experimental
rugged fitness landscape in protein sequence space. PLoS One. doi:
10.1371/journal.pone.0000096.

He, B., Peng, W., Huang, J., Zhang, H., Zhou, Y., Yang, X,, Liu, J., Li, Z., Xu, C., Xue,
M. 2020. Modulation of metabolic functions through Casl13d-mediated gene
knockdown in liver. Protein Cell. doi: 10.1007/s13238-020-00700-2.

Helgstrand, C., Grahn, E., Moss, T. 2002. Investigating the structural basis of purine
specificity in the structures of MS2 coat protein RNA translational operator
hairpins. Nucleic Acids Res.(12):2678-2685.

Herwig, L. et al. 2017. Directed evolution of a bright near-infrared fluorescent
rhodopsin using a synthetic chromophore. Cell Chem. Biol. 24, 415-425.

Hess, G.T. et al. 2016. Directed evolution using dCas9-targeted somatic hypermutation
in mammalian cells. Nat. Methods 13, 1036-1042.

Hiesel, R., Wissinger, B. Schuster, W. 1989. Brennicke RNA editing in plant
mitochondria Science.

Hille, H., Richter, S.P., Wong, M., Bratovi¢, S., Ressel, Charpentier, E. 2018. The
biology of CRISPR-Cas: backward and forward Cell.

Hough, R.F., Bass, B.L. 1997. Analysis of Xenopus dsRNA adenosine deaminase
cDNAs reveals similarities to DNA methyltransferases RNA.(4):356-70.

Hsu, P.D., Lander, E.S. Zhang F. 2014. Development and applications of CRISPR-Cas9
for genome engineering Cell.

Huang, X., Lv, J., Li, Y. 2020. Programmable C-to-U RNA editing using the human
APOBEC 3A deaminase. EMBO J.(22):e104741.

155



Huynh, N., Depner, N., Larson, R., King-Jones, K. 2020. A versatile toolkit for
CRISPR-Casl13-based RNA manipulation in Drosophila. Genome Biol.;21:279.
doi: 10.1186/s13059-020-02193-y.

Ipsaro, J.J. et al. 2017. Rapid generation of drug-resistance alleles at endogenous loci
using CRISPR-Cas9 indel mutagenesis. PLoS ONE 12, e0172177.

Italia, J. S. et al. 2020. Genetically encoded protein sulfation in mammalian cells. Nat.
Chem. Biol. 16, 379-382.

Jain, M., Mann, T.D., Stulic, M. 2018. RNA editing of Filamin A pre-mRNA regulates
vascular contraction and diastolic blood pressure. EMBO J.(19):94813.

Jiang, X., Liu, B., Nie, Z., Duan, L., Xiong, Q., Jin, Z. 2021. The Role of m6A
Modification in the Biological Functions and Diseases. Sig Transduct Target.
Ther. 6, 74. doi:10.1038/s41392-020-00450-x

Jinek, M., Chylinski, K., Fonfara, I. 2012. A programmable dual-RNA-guided DNA
endonuclease in adaptive bacterial immunity. Science.337(6096):816—821.

Jinek, M., Chylinski, K., Fonfara, I., Hauer, M., Doudna, J.A., and Charpentier, E.
2012. A programmable dual-RNA-guided DNA endonuclease in adaptive
bacterial immunity. Science 337, 816-821.

Jo, D.H., Koo, T., Cho, C.S., 2019. Long-term effects of in vivo genome editing in the
mouse retina using campylobacter jejuni cas9 expressed via adeno-associated
virus. Mol Ther.(1):130-136.

Johnson, D.F., Poksay, K.S., Innerarity, T.L. 1993. The mechanism for apo-B mRNA
editing is deamination Biochem Biophys Res Commun. 30;195(3):1204-10.

Kable, M.L., Heidmann, S., Stuart, K.D. 2000. Sequence bias in edited kinetoplastid
RNAs. RNA.; 6(11): 1492-1497.

Kable, M.L., Seiwert, S.D., Heidmann, S., Stuart, K. 1996. RNA editing: a mechanism
for gRNA-specified uridylate insertion into precursor mRNA Science.
30;273(5279):1189-95.

Kachroo, A.H. et al. 2015. Systematic humanization of yeast genes reveals conserved
functions and genetic modularity. Science 348, 921-925.

Kannan, S., Altae-Tran, H., Jin, X., Madigan, V. J., Oshiro, R., Makarova, K. S., et al.
2021. Compact RNA Editors with Small Casl3 Proteins. Nat. Biotechnol.
doi:10.1038/s41587-021-01030-2

Karin, M., Cao, Y., Greten, F.R., Li, ZW. 2002. NF-«xB in cancer: From innocent
bystander to major culprit. Nat. Rev. Cancer.301-310. doi: 10.1038/nrc780.

Keegan, L.P., Gallo, A., O'Connell M.A. 2001. The many roles of an RNA editor Nat
Rev Genet, 2001

156



Kellner, M.J., Koob, J.G., Gootenberg, J.S., Abudayyeh, O.0., Zhang, F. 2020.
SHERLOCK: nucleic acid detection with CRISPR nucleases. Nat Protoc
15:1311.

Knie, N., Grewe F., Fischer S., Knoop V. 2016. Reverse U-to-C editing exceeds C-to-U
RNA editing in some ferns — a monilophyte-wide comparison of chloroplast and
mitochondrial RNA editing suggests independent evolution of the two processes
in both organelles, BMC Evol Biol.

Knott, G.J., J.A. Doudna, 2018. CRISPR-Cas guides the future of genetic engineering,
Science, 361, pp. 866-869

Kojima, S., Koyama, S., Ka, M., Saito, Y., Parrish, E.H., Endo, M., Takata, S.,
Momozawa, Y. and Parrish, N.F. 2023. Mobile element variation contributes to
population-specific genome diversification, gene regulation and disease risk
Nature Genetics volume 55, pages939-951.

Kondrashov, D.A., Kondrashov, F.A. 2016. Topological features of rugged fitness
landscapes in  sequence  space. Trends  Genet.31:24-33.  doi:
10.1016/j.tig.2014.09.0009.

Konermann, S., Lotfy, P., Brideau, N. J., Oki, J., Shokhirev, M. N., and Hsu, P. D.
2018. Transcriptome Engineering with RNA-Targeting Type VI-D CRISPR
Effectors. Cell 173, 665-676. doi:10.1016/j.cell.

Konermann, S., Lotfy, P., Brideau, N.J. 2018. Transcriptome Engineering with RNA-
Targeting Type VI-D CRISPR Effectors. Cell.173(3):665-76.e14.

Konermann, S., Lotfy, P., Brideau, N.J., Oki, J., Shokhirev, M.N., Hsu, P.D. 2018.
Transcriptome engineering with RNA-targeting type VI-D CRISPR effectors.
Cell.173:665-676. doi: 10.1016/j.cell.

Kurt, 1.C. et al. 2021. CRISPR C-to-G base editors for inducing targeted DNA
transversions in human cells. Nat. Biotechnol. 39, 41-46.

Lai, F, Chen CX, Carter KC, Nishikura K. 1997. Editing of glutamate receptor B
subunit ion channel RNAs by four alternatively spliced DRADAZ2 double-
stranded RN A adenosine deaminases Mol Cell Biol. 1997 May;17(5):2413-24.

Lau, P.P., Xiong, W.J., Zhu, H.J., Chen, S.H., Chan, L. 1991. Apolipoprotein B mRNA
editing is an intranuclear event that occurs posttranscriptionally coincident with
splicing and polyadenylation. Journal of Biological Chemistry Volume 266,
Issue 30, Pages 20550-20554

Lau, P.P., Zhu, H.J., Baldini, A., Charnsangavej, C., Chan, L. 1994. Dimeric structure
of a human apolipoprotein B mRNA editing protein and cloning and
chromosomal localization of its gene. PNAS August 30, 91 (18) 8522-8526

Limback, P.A., Crain, P.F., McCloskey, J.A. 1994. Summary: the modified nucleosides
of RNA Nucleic Acids Res. 22(12):2183-96.

157



Lomeli, H., Mosbacher, J., Melcher, T., Hoger, T., Geiger, JR., Kuner, T., Monyer, N.,
Higuchi, M., Bach, A., Seeburg, P.H. 1994. Control of kinetic properties of
AMPA receptor channels by nuclear RNA editing Science 266(5191):1709-13.

Los, G.V., Encell, L.P., McDougall, M.G. 2008. HaloTag: a novel protein labeling
technology for cell imaging and protein analysis. ACS Chem Biol.3(6):373-382.

Ma, Y. et al. 2016. Targeted AID-mediated mutagenesis (TAM) enables efficient
genomic diversification in mammalian cells. Nat. Methods 13, 1029-1035.

Maas, S., Melcher, T., Herb, A., Seeburg, P.H., Keller, W., Krause, S., Higuchi, M.,
O'Connell, M.A. 1996. Structural requirements for RNA editing in glutamate
receptor pre-mRNAs by recombinant double-stranded RNA adenosine
deaminase J Biol Chem. 271(21):12221-6.

Maas, S., Rich, A., Nishikura K. 2003. A-to-1 RNA editing: recent news and residual
mysteries J Biol Chem.

MacGinnitie, A.J., Anant, S., Davidson N.O. 1995. Mutagenesis of apobec-1, the
Catalytic Subunit of the Mammalian Apolipoprotein B mRNA Editing Enzyme,
Reveals Distinct Domains That Mediate Cytosine Nucleoside Deaminase, RNA
Binding, and RNA Editing ActivityJournal of Biological Chemistry VOLUME
270, ISSUE 24, P14768-14775.

Madison-Antenucci, S., Grams, J., Hajduk, S.L. 2002. The Complexities of
Trypanosome RNA Editing VOLUME 108, ISSUE 4, P435-438.

Mahas, A., Aman, R., Mahfouz, M. 2019. CRISPR-Cas13d mediates robust RNA virus
interference in plants. Genome Biol.20:263. doi: 10.1186/s13059-019-1881-2.

Mahon, M. J. 2011. Vectors bicistronically linking a gene of interest to the SV40 large
T antigen in combination with the SV40 origin of replication enhance transient
protein expression and luciferase reporter activity. Biotechniques 51, 119-128.

Makarova, K.S., Grishin, N.V., Shabalina, S.A., Wolf, Y.l., Koonin, E.V. 2006. A
putative RNA-interference-based immune system in prokaryotes: computational
analysis of the predicted enzymatic machinery, functional analogies with
eukaryotic RNAI, and hypothetical mechanisms of action. Biology Direct, 1:7.

Makarova, K.S., Y.l. Wolf, J. Iranzo, S.A. Shmakov, O.S. Alkhnbashi, S.J.J. Brouns, E.
Charpentier, D. Cheng, D.H. Haft, P. Horvath, S. Moineau, F.J.M. Mojica, D.
Scott, S.A. Shah, V. Siksnys, 2020. Evolutionary classification of CRISPR—Cas
systems: a burst of Class 2 and derived variants, Nat. Rev. Microbiol, 18, pp. 67-
83

Makarova, Y.l. Wolf, O.S. Alkhnbashi, F. Costa, S.A. Shah, S.J. Saunders, R.
Barrangou, S.J.J. Brouns, E. Charpentier, D.H. Haft, P. Horvath, S. Moineau,
F.J.M. Mojica, R.M. Terns, Terns 2015. An updated evolutionary classification
of CRISPR—Cas systems, Nat. Rev. Microbiol, 13, pp. 722-736

158



Mali, P., Yang, L., Esvelt, K.M., Aach, J., Guell, M., DiCarlo, J.E., Norville, J.E., and
Church, G.M. 2013. RNA-guided human genome engineering via Cas9. Science
339, 823-826.

Marraffini, L.A., and Sontheimer, E.J. 2008. CRISPR interference limits horizontal
gene transfer in staphylococci by targeting DNA. Science 322, 1843-1845.

McCloskey, J.A., Crain, P.F. 1998. The RNA modification database—Nucleic Acids
Research, VVolume 26, Issue 1, Pages 196-197

McDermott, M. et al. 2014. In vitro development of chemotherapy and targeted therapy
drug-resistant cancer cell lines: a practical guide with case studies. Front. Oncol.
4, 40.

Melcher, T., Maas, S., Herb, A., Sprengel, R., Higuchi, M., Seeburg, P.H. 1996. RED2,
a brain-specific member of the RNA-specific adenosine deaminase family J Biol
Chem.271(50):31795-8.

Melcher, T., Maas, S., Herb, A., Sprengel, R., Seeburg, P.H., Higuchi, M.A. 1996.
mammalian RNA editing enzyme Nature volume 379, pages460-464.

Meng, Y., Chen, D., Jin, Y., Mao, C., Wu, P., Chen, M. 2010. RNA editing of nuclear
transcripts in Arabidopsis thaliana, BMC Genomics, 2010

Merkle, T., Merz, S., Reautschnig, P. 2019. Precise RNA editing by recruiting
endogenous ADARSs with antisense oligonucleotides. Nat
Biotechnol.;37(2):133-138.

Miller, S.M. et al. 2020. Continuous evolution of SpCas9 variants compatible with non-
G PAMs. Nat. Biotechnol. 38, 471-481.

Miton, C.M., Tokuriki, N. 2016. How mutational epistasis impairs predictability in
protein evolution and design. Protein Sci. 1260-1272. doi: 10.1002/pro.2876.

Mojica, F.J., Diez-Villasefior, C. Soria, E., Juez, G. 2000. Biological significance of a
family of regularly spaced repeats in the genomes of Archaea, Bacteria and
mitochondria Mol Microbiol.36(1):244-6. doi: 10.1046/j.1365-
2958.2000.01838.x.

Mojica, F.J.M., ez-Villase D., Garc a-Mart nez, J.S. and Soria, E. 2005. Intervening
Sequences of Regularly Spaced Prokaryotic Repeats Derive from Foreign
Genetic Elements. J Mol Evol 60, 174-182.

Montiel-Gonzalez, M.F., Quiroz, J.F.D., Rosenthal, J.J.C. 2018. Current strategies for
Site-Directed RNA Editing using ADARs. Cell

Montiel-Gonzalez, M.F., Vallecillo-Viejo, 1., Yudowski, G.A. 2013. Correction of
mutations within the cystic fibrosis transmembrane conductance regulator by
site-directed RNA editing. Proc Natl Acad Sci U S A.110(45):18285-18290.

159



Moore, C.L., Papa, L.J. and Shoulders, M.D.A. 2018. processive protein chimera
introduces mutations across defined DNA regions in vivo. J. Am. Chem. Soc.
140, 11560-11564.

Mullick, A. et al. 2006. The cumate gene-switch: a system for regulated expression in
mammalian cells. BMC Biotechnol. 6, 43.

Murugan, K., Babu, R., Sundaresan, R., Rajan, D.G. 2017. The revolution continues:
newly discovered systems expand the CRISPR-Cas toolkit, Mol. Cell, 68 2017,
pp. 15-25

Muteeb, G. and Sen, R. 2010. Random mutagenesis using a mutator strain. Methods
Mol. Biol. 634, 411-419.

Nair, J.K., Willoughby, J.L., Chan, A. 2014. Multivalent N-acetylgalactosamine-
conjugated siRNA localizes in hepatocytes and elicits robust rnai-mediated gene
silencing. J Am Chem Soc.136(49):16958-16961.

Nakajima, S., Kitamura, M. 2013. Bidirectional regulation of NF-kB by reactive oxygen
species: A role of unfolded protein response. Free Radic. Biol. Med.65:162-174.
doi: 10.1016/j.freeradbiomed.

Navaratnam, N., Fujino, T., Bayliss, J., Jarmuz, A., How, A., Richardson, N.,
Somasekaram, A., Bhattacharya, S., Carter, C., Scott, J. 1998. Escherichia coli
cytidine deaminase provides a molecular model for ApoB RNA editing and a
mechanism for RNA substrate recognition 1 1Edited by A. R. Fersht Journal of
Molecular Biology 275 695 - 714

Navaratnam, N., Morrison, J.R., Bhattacharya, S., Patel, D., Funihashi, T., Giannoni, F.,
Teng, B.B., Davidson, N.O., Scott, J. 1993. The p27 catalytic subunit of the
apolipoprotein B mRNA editing enzyme is a cytidine deaminase. Journal of
Biological Chemistry Volume 268, Issue 28, Pages 20709-20712

Nhan Huynh, Noah Depner, Raegan Larson, Kirst King-Jones 2020. A versatile toolkit
for CRISPR-Cas13-based RNA manipulation in Drosophila Genome Biology
volume 21, Article number: 279.

Nishikura, K. 2010. Functions and regulation of RNA editing by ADAR deaminases.
Annu Rev Biochem.79(1):321-349.

Nishimasu Hiroshi, F Ann Ran, Patrick D Hsu, Silvana Konermann, Soraya | Shehata,
Naoshi Dohmae, Ryuichiro Ishitani, Feng Zhang, Osamu Nureki 2014. Crystal
structure of Cas9 in complex with guide RNA and target DNA Cell;156(5):935-
49. doi: 10.1016/j.cell.2014.02.001. Epub.

Nose, K., Hidaka, K., Yano, T. 2020. Short-chain guide RNA for site-directed A-to-I
RNA editing. Nucleic Acid Ther.31(1):58-67.

Notsu, Y., Masood, S., Nishikawa, T. 2002. The complete sequence of the rice (Oryza
sativa L.) mitochondrial genome: frequent DNA sequence acquisition and loss
during the evolution of flowering plants Mol Genet Genom.

160



Odegard, V.H. and Schatz, D.G. 2006. Targeting of somatic hypermutation. Nat. Rev.
Immunol. 6, 573-583.

Ohman Marie, Bass Brenda L. 2001. RNA editing, RNA.

Ozcan, A., Krajeski, R., loannidi, E., Lee, B., Gardner, A., Makarova, K.S., Koonin,
E.V., Abudayyeh, O.0., Gootenberg, J.S. 2021. Programmable RNA targeting
with the single-protein CRISPR effector Cas7-11 Nature. Sep;597(7878):720-
725. doi: 10.1038/s41586-021-03886-5. Epub. PMID: 34489594.

Pandita, D., Puli, C.O.R. and Palakolanu, S.R. 2021. CRISPR/Cas13: A Novel and
Emerging Tool for RNA Editing in Plants RNA-Based Technologies for
Functional Genomics in Plants.

Park, H. and Kim, S. 2021. Gene-specific mutagenesis enables rapid continuous
evolution of enzymes in vivo. Nucleic Acids Res.

Pavri, R. and Nussenzweig, M.C. 2011. AID targeting in antibody diversity. Adv.
Immunol. 110, 1-26.

Peaston, A.E. and Whitelaw, E. 2006. Epigenetics and phenotypic variation in mammals
Mamm Genome.17(5): 365-374.

Peck, S.H., Chen, I. and Liu, D.R. 2011. Directed evolution of a small-molecule-
triggered intein with improved splicing properties in mammalian cells. Chem.
Biol. 18, 619-630.

Pecori, R., Di Giorgio, S., Lorenzo, J.P. and Papavasiliou, F.N. 2022. Functions and
consequences of AID/APOBEC-mediated DNA and RNA deamination Nature
Reviews Genetics volume 23, pages505-518.

Pickar-Oliver, A. and Gersbach, C.A. 2019. The next generation of CRISPR—Cas
technologies and applications. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 20, 490-507.

Piller, KJ., Rusche, L.N., Cruz-Reyes, J., Sollner-Webb, B. 1997. Resolution of the
RNA editing gRNA-directed endonuclease from two other endonucleases of
Trypanosoma brucei mitochondria RNA.3(3):279-90.

Polsen, A.G., Crain, P.F., Pomerantz, S.C., McCloskey, J.A., Bass, B.L. 1991. The
mechanism of adenosine to inosine conversion by the double-stranded RNA
unwinding/modifying activity: a high-performance liquid chromatography-mass
spectrometry analysis Biochemistry.30(49):11507-14

Polson, A.G., Bass, B.L. 1994. Preferential selection of adenosines for modification by
double-stranded RNA adenosine deaminase EMBO J. ;13(23):5701-11.

Polson, A.G., Bass, L.B., Casey, J.L. 1996. RNA editing of hepatitis delta virus
antigenome by dsRNA-adenosine deaminase Nature 380(6573):454-6. doi:
10.1038/380454a0.

Polson, A.G., Ley, H.L., Bass, B.L., Casey, J.L. 1998. Hepatitis delta virus RNA
editing is highly specific for the amber/W site and is suppressed by

161



hepatitis delta antigen Mol Cell Biol.18(4):1919-26. doi:
10.1128/MCB.18.4.1919.

Pourcel, C., Salvignol, G., and Vergnaud, G. 2005. CRISPR elements in Yersinia pestis
acquire new repeats by preferential uptake of bacteriophage DNA and provide
additional tools for evolutionary studies. Microbiology 151, 653—-663.

Povolotskaya, I.S., Kondrashov, F.A. 2010. Sequence space and the ongoing expansion
of the protein universe. Nature.465:922-926. doi: 10.1038/nature09105.

Powell, L.X.I., Wallis, S.C., Pease, R.J., Edwards, Y.H., Knott, T.J., Scott, J. 1987. A
novel form of tissue-specific RNA processing produces apolipoprotein-B48 in
intestine Cell 50(6):831-40. doi: 10.1016/0092-8674(87)90510-1.

Qu, L., Yi, Z., Zhu, S. 2019. Programmable RNA editing by recruiting endogenous
ADAR using engineered RNAs. Nat Biotechnol.37(9):1059-1069.

Ragu, S., Matos-Rodrigues, G., Thomas, M., Lopez, B.S. 2021. Homologous
recombination in mammalian cells: From molecular mechanisms to pathology
Genome Stability Volume 26 in Translational Epigenetics, Pages 367-392

Rauch, S., He, E., Srienc, M. 2019. Programmable RNA-guided RNA effector proteins
built from human parts. Cell.178(1):122-34.e12.

Ravikumar, A., Arzumanyan, G.A., Obadi, M.K.A,, Javanpour, A.A. and Liu, C.C.
Scalable 2018. Continuous evolution of genes at mutation rates above genomic
error thresholds. Cell 175, 1946-1957.

Rebagliati, M.R., Melton, D.A. 1987. Antisense RNA injections in fertilized frog eggs
reveal an RNA duplex unwinding activity Cell 48(4):599-605. doi:
10.1016/0092-8674(87)90238-8.

Richter, M.F. et al. 2020. Phage-assisted evolution of an adenine base editor with
improved Cas domain compatibility and activity. Nat. Biotechnol. 38, 883-891.

Romero, P.A., Arnold. F.H. 2009. Exploring protein fitness landscapes by directed
evolution. Nat. Rev. Mol. Cell Biol.10:866-876. doi: 10.1038/nrm2805.

Romero, P.A., Krause, A., Arnold, F.H. 2013. Navigating the protein fitness landscape
with Gaussian processes. PNAS. 110:E193-E201. doi:
10.1073/pnas.1215251110.

Ruud Jansen, Jan D A van Embden, Wim Gaastra, Leo M. 2002. Schouls Identification
of genes that are associated with DNA repeats in prokaryotes Mol Microbiol.
43(6):1565-75. doi: 10.1046/j.1365-2958.2002.02839.x.

Sabatini, R., Hajduk, S.L. 1995. RNA ligase and its involvement in guide RNA/mRNA
chimera formation. Evidence for a cleavage-ligation mechanism of
Trypanosoma brucei mRNA editing J Biol Chem. 270(13):7233-40. doi:
10.1074/jbc.270.13.7233.

162



Sailer, Z.R., Harms, M.J. 2018. Uninterpretable Interact. Epistasis Uncertainty.:78489.
doi: 10.1101/378489.

Sanchez, A., Lukwiya, M., Bausch, D., Mahanty, S., Sanchez, A.J., Wagoner, K.D.,
Rollin, P.E. 2004. Analysis of human peripheral blood samples from fatal and
nonfatal cases of Ebola (Sudan) hemorrhagic fever: cellular responses, virus
load, and nitric oxide levels. J Virol 78:10370-10377.

Sansbury, B.M., Hewes, A.M. and Kmiec, E.B. 2019. Understanding the diversity of
genetic outcomes from CRISPR—Cas generated homology-directed repair.
Commun. Biol. 2, 458.

Sapranauskas, R., Gasiunas, G., Fremaux, C., Barrangou, R., Horvath, P., and Siksnys,
V. 2011. The Streptococcus thermophilus CRISPR/Cas system provides
immunity in Escherichia coli. Nucl. Acids Res. 39, gkr606—gkr9282.

Scharner, J., Aznarez, I. 2021. Clinical applications of single-stranded oligonucleotides:
current landscape of approved and in-development therapeutics. Mol
Ther.29(2):540-554.

Seeburg, P.H.J. 1996. The role of RNA editing in controlling glutamate receptor
channel  properties J  Neurochem.66(1):1-5. doi:  10.1046/}.1471-
4159.1996.66010001.x.

Seiwert, S.D., Heidmann, S., Stuart, K. 1996. Direct visualization of uridylate deletion
in vitro suggests a mechanism for kinetoplastid RNA editing Cell 22;84(6):831-
41. doi: 10.1016/50092-8674(00)81062-4.

Seiwert, S.D., Heidmann, S., Stuart, K. 1996. Direct Visualization of Uridylate Deletion
In Vitro Suggests a Mechanism for Kinetoplastid RNA Editing Cell.

Shah, R.R., Knott, T.J., Legros, J.E., Navaratnum, N., Greeve, J.C., Scott, J. 1991.
Sequence requirements for the editing of apolipoprotein B mRNA. Journal of
Biological Chemistry Volume 266, Issue 25, Pages 16301-16304

Shalem Ophir, Neville E Sanjana, Ella Hartenian, Xi Shi, David A Scott, Tarjei
Mikkelson, Dirk Heckl, Benjamin L Ebert, David E Root, John G Doench, Feng
Zhang 2014. Genome-scale CRISPR-Cas9 knockout screening in human cells
Science 343(6166):84-87. doi: 10.1126/science.1247005. Epub..

Shmakov, S., Abudayyeh, O.0., Makarova, K.S., Wolf, Y.lI., Gootenberg, J.S.,
Semenova, E., Minakhin, L., Joung, J., Konermann, S., Severinov, K., Zhang, F.,
Koonin, E.V. 2015. Discovery and functional characterization of diverse class 2
CRISPR-Cas systems Mol. Cell 60, 385.

Shmakov, S., Smargon, A., Scott, D. 2017. Diversity and evolution of class 2 CRISPR-
Cas systems. Nat Rev Microbiol.(3):169-182.

Shmakov, S., Smargon, A., Scott, D., Cox, D., Pyzocha, N., Yan, W., Abudayyeh, O.0.,
Gootenberg, J.S., Makarova, K.S., Wolf, Y.I. 2017. Diversity and evolution of
class 2 CRISPR-Cas systems. Nat. Rev. Microbiol.15:169-182. doi:
10.1038/nrmicro.2016.184.

163



Sinnamon, J.R., Kim, S.Y., Corson, G.M. 2017. Site-directed RNA repair of
endogenous Mecp2 RNA in neurons. Proc Natl Acad Sci U S A
114(44):E9395-E402.

Sinnamon, J.R., Kim, S.Y., Fisk, J.R. 2020. In vivo repair of a protein underlying a
neurological disorder by programmable RNA editing. Cell Rep. 32(2):107878.

Smargon, A.A., Cox, D.B.T., Pyzocha, N.K. 2017. Cas13b Is a Type VI-B CRISPR-
Associated RNA-Guided RNase Differentially Regulated by Accessory Proteins
Csx27 and Csx28. Mol Cell.65(618-30.e7):618-630.e7.

Smargon, A.A., Shi, Y.J., Yeo, G.W. 2020. RNA-targeting CRISPR systems from
metagenomic discovery to transcriptomic engineering Nat. Cell Biol, 143.

Stafforst, T., Schneider, M.F. 2012. An RNA-desaminase conjugate selectively repairs
point mutations. Angew Chem.51(44):11166-11169.

Storz, J.F. 2018. Current Opinion in Structural Biology, Carbohydrates Sequences and
Topology. Vol. 50. Compensatory mutations and epistasis for protein function;
pp. 18-25.

Stroppel, A.S., Latifi, N., Hanswillemenke, A., 2021. Harnessing self-labeling enzymes
for selective and concurrent A-to-1 and C-to-U RNA base editing. Nucleic Acids
Res.49(16):e95-€95.

Teng, B., Burant, C.F., Davidson, N.O. 2013. Molecular cloning of an apolipoprotein B
messenger RNA  editing protein  Science 260(5115):1816-9.  doi:
10.1126/science.8511591.

Thiel, V., Herold, J., Schelle, B. and Siddell, S. G. 2001. Infectious RNA transcribed in
vitro from a cDNA copy of the human coronavirus genome cloned in vaccinia
virus. J. Gen. Virol. 82, 1273-1281.

Tim, W., Wei, J.J., Sabatini, D.M., Lander, E.S. 2014. Genetic screens in human cells
using the CRISPR-Cas9 system  Science 343(6166):80-4.  doi:
10.1126/science.1246981. Epub 2013 Dec 12.

Ting Zhou, Mengqi Huang, Jingiong Lin, Ru Huang, and Da Xing 2021. High-Fidelity
CRISPR/Casl13a trans-Cleavage-Triggered Rolling Circle Amplified DNAzyme
for Visual Profiling of MicroRNA, Anal. Chem.93, 4, 2038-2044

Tohama, T., Sakari, M., Tsukahara, T. 2020. Development of a single construct system
for site-directed RNA editing using MS2-ADAR. Int J Mol Sci.21(14):4943.

Tracewell, C.A., Arnold, F.H. 2009. Directed enzyme evolution: climbing fitness peaks
one amino acid at a time. Curr. Opin. Chem. Biol. 13:3-9. doi:
10.1016/j.cbpa.2009.01.017.

Uil, T.G. et al. 2011. Directed adenovirus evolution using engineered mutator viral
polymerases. Nucleic Acids Res. 39, e30.

164



Vallecillo-Viejo, I.C., Liscovitch-Brauer, N., Montiel-Gonzalez, M.F. 2018. Abundant
off-target edits from site-directed RNA editing can be reduced by nuclear
localization of the editing enzyme. RNA Biol. 15(1):104-114.

Villette, V. et al. 2019. Ultrafast two-photon imaging of a high-gain voltage indicator in
awake behaving mice. Cell 179, 1590-1608.

Visintin, M., Tse, E., Axelson, H., Rabbitts, T. H. and Cattaneo, A. 1999. Selection of
antibodies for intracellular function using a two-hybrid in vivo system. Proc.
Natl Acad. Sci. USA 96, 11723-11728.

Vogel, P, Stafforst, T. 2019. Critical review on engineering deaminases for site-directed
RNA editing. Curr Opin Biotechnol.55:74-80.

Vogel, P., Hanswillemenke, A. Stafforst T. 2017. Switching protein localization by site-
directed RNA editing under control of light ACS Synth Biol.

Vogel, P., Moschref, M., Li, Q. 2018. Efficient and precise editing of endogenous
transcripts with SNAP-tagged ADARs. Nat Methods.15(7):535-538.

Vogel, P., Schneider, M.F., Wettengel, J. 2014. Improving site-directed rna editing in
vitro and in cell culture by chemical modification of the guiderna. Angew
Chem.;53(24):6267-6271.

Vogel, P., Stafforst T. 2014. Site-directed RNA editing with Antagomir Deaminases - a
tool to study protein and RNA function Chem Med Chem.

Wang, C.L., Harper, R. A. and Wabl, M. 2004. Genome-wide somatic hypermutation.
Proc. Natl Acad. Sci. USA 101, 7352—7356.

Wang, L., Jackson, W.C., Steinbach, P.A. and Tsien, R.Y. 2004. Evolution of new
nonantibody proteins via iterative somatic hypermutation. Proc. Natl Acad. Sci.
USA 101, 16745-16749.

Wang, T., Badran, AH., Huang, T.P. and Liu, D.R. 2018. Continuous directed
evolution of proteins with improved soluble expression. Nat. Chem. Biol. 14,
972-980.

Wettengel, J., Reautschnig, P., Geisler, S. 2017 Harnessing human ADAR2 for RNA
repair - Recoding a PINK1 mutation rescues mitophagy. Nucleic Acids
Res.45:2797-2808.

Wilson, C., Chen, P.J., Miao, Z., and Liu, D.R. 2020. Programmable m6A Modification
of Cellular RNAs with a Cas13-Directed Methyltransferase. Nat. Biotechnol. 38,
1431-1440. doi:10.1038/s41587-020-0572-6

Wong, T.S., Wong, T.S., Roccatano, D., Schwaneberg, U. 2007. Challenges of the
genetic code for exploring sequence space in directed protein evolution. Biocatal
Biotransformation.25:229-241. doi: 10.1080/10242420701444280.

Woolf, T.M. 1998. Therapeutic repair of mutated nucleic acid sequences. Nat
Biotechnol.16(4):341-344.

165



Woolf, T.M., Chase, J.M., Stinchcomb, D.T. 1995. Toward the therapeutic editing of
mutated RNA sequences. Proc Nat Acad Sci.92(18):8298.

Wu, B., Chen, H., Shao, J., Zhang, H., Wu, K., Liu, C. 2017. ldentification of
symmetrical RNA editing events in the mitochondria of Salvia miltiorrhiza by
strand-specific RNA sequencing, Sci Rep.

Xinxin Huang, Junjun Lv, Yonggqin Li, Shaoshuai Mao, Zhifang Li, Zhengyu Jing, Yidi
Sun, Xiaoming Zhang, Shengxi Shen, Xinxin Wang, Minghui Di, Jianyang Ge,
Xingxu Huang, Erwei Zuo, Tian Chi. 2020. Programmable C-to-U RNA editing
using the human APOBEC3A deaminase, The EMBO Journal 39:e104741

Xu, C., Zhou, Y., Xiao, Q., He, B., Geng, G., Wang, Z., 2021. Programmable RNA
Editing with Compact CRISPR-Casl13 Systems from Uncultivated Microbes.
Nat. Methods 18, 499-506. doi:10.1038/s41592-021-01124-4

Xu, P., Liu, Z., Liu, Y., Ma, H., Xu, Y., Bao, Y. 2021. Genome-wide Interrogation of
Gene Functions through Base Editor Screens Empowered by Barcoded sgRNAsS.
Nat. Biotechnol. 39, 1403-1413. doi:10.1038/s41587-021-00944-1

Xu, Q., Zhang, X., Sanchez, G.J., Ramirez, A.T. and Liu, X. 2022. Cell type-specific
intercellular gene transfer in mammalian cells via transient cell entrapment Cell
Discovery volume 8, Article number: 20.

Yamanaka, S., Poksay, K.S., Arnold, K.S., Innerarity, T.L. 1997. A novel translational
repressor MRNA is edited extensively in livers containing tumors caused by the
transgene expression of the apoB mRNA-editing enzyme Genes Dev 11(3):321-
33.doi: 10.1101/gad.11.3.321.

Yan, W.X., Chong, S., Zhang, H., Makarova, K.S., Koonin, E.V., Cheng, D.R., Scott,
D.A. 2018. Casl3d is a compact RNA-targeting type VI CRISPR effector
positively modulated by a WYL-domain-containing accessory protein. Mol.
Cell. 70:327-339. doi: 10.1016/j.molcel.2018.02.028.

Yoshinaga, K. 1996. Extensive RNA editing of U to C in addition to C to U substitution
in the rbcL transcripts of hornwort chloroplasts and the origin of RNA editing in
green plants, Nucleic Acids Res.

Yoshizumi, I., Krupovic, M., Forterre, P. 2018. History of CRISPR-Cas from Encounter
with a Mysterious Repeated Sequence to Genome Editing Technology J
Bacteriol. ;200(7):e00580-17. doi: 10.1128/JB.00580-17. Print.

Young, S.G., Bertics, S.J., Scott, T.M., Dubois, B.W., Curtiss, L.K., Witztum, J.L.
1986. Parallel expression of the MB19 genetic polymorphism in apoprotein B-
100 and apoprotein B-48. Evidence that both apoproteins are products of the
same gene J Biol Chem 261(7):2995-8.

Zhang, F., Cong, L., Lodato, S., Kosuri, G.M., Church, P. 2011. Arlotta Efficient
construction of sequence-specific TAL effectors for modulating mammalian
transcription Nat Biotechnol.

166



Zhao, L., Qiu, M., Li, X., Yang, J. and Licorresponding, J. 2022. CRISPR-Casl3a
system: A novel tool for molecular diagnostics,Front Microbiol. 13: 1060947.

167



	BİYOLOJİ ANABİLİM DALI
	TEZ ONAYI
	ETİK
	ÖZET
	ABSTRACT
	TEŞEKKÜR
	SİMGELER ve KISALTMALAR DİZİNİ
	ŞEKİLLER DİZİNİ
	ÇİZELGELER DİZİNİ
	1. GİRİŞ
	2. KAYNAK ÖZETLERİ
	2.1 RNA Düzenlemeye Giriş
	2.1.1 Baz değişikliği ile RNA düzenleme
	2.1.1.1 Sitidin deaminasyonu ile düzenleme
	2.1.1.1.1 Apolipoprotein B mRNA
	2.1.2 Adenozin deaminasyonu ile düzenleme
	2.1.2.1 ADAR proteinleri ve katalitik mekanizmaları
	2.1.2.2 ADAR özgüllüğü
	2.1.2.3 Memeli glutamat reseptörü mRNA'sı
	2.1.2.4 Hepatit delta virüsü antigenomik RNA
	2.1.3 Ekleme/silme ile RNA düzenlenmesi
	2.1.3.1 Trypanosomatid protozoa'da düzenleme
	2.1.3.1.1 U ekleme/silme RNA düzenlemesinin katalitik mekanizması
	2.1.4 Bitkilerde RNA düzenleme
	2.2 Memeli Hücrelerinde Yönlendirilmiş Evrim
	2.2.1 Memeli hücresine dayalı yönlendirilmiş evrimin genel ilkeleri
	2.2.1.1 Mutagenez
	2.2.1.2 İfade
	2.2.1.3 Seçim veya eleme
	2.2.2 Memeli hücresine yönelik yönlendirilmiş evrim
	2.2.2.1 Somatik hipermutasyon
	2.2.2.2 RNA kılavuzlu endonükleazlar tarafından hedeflenen mutajenez
	2.2.2.3 Prosesif hedefli mutajenez
	2.2.2.4 Memeli hücrelerinde virüs bazlı sürekli yönlendirilmiş evrim
	2.3 RNA Düzenlemenin Bugünü
	2.3.1 Yapay RNA düzenleme sistemlerine genel bakış
	2.3.2 Hedef bölgeye yönelik RNA düzenleme: popüler araçlar
	2.3.2.1 Hedef bölgeye yönelik RNA düzenleme (SYRD)
	2.3.2.2 RNA düzenlemede hedef bölgeye yönelik bazı güncel stratejiler
	2.3.2.2.1 λN-füzyonları
	2.3.2.2.2 SNAP-ADAR
	2.3.2.2.3 MS2-MCP-ADAR
	2.3.2.3 SYRD için CRISPR-Cas13 yaklaşımları
	2.3.2.3.1 REPAIR
	2.3.2.3.2 RESCUE
	2.3.2.3.3 CURE
	2.3.2.3.4 CIRTS
	2.3.2.3.5 GluR2-ADAR
	2.3.2.3.7 LEAPER
	2.4 Kısaca CRISPR
	2.4.1 CRISPR
	2.4.2 CAS ve PAM
	2.4.3 Programlanabilir bağışıklığın varsayımsal şeması
	2.4.4 Programlanabilir bağışıklığın deneysel gösterimi
	2.4.5 Aralayıcı diziler kılavuz RNA'lara kopyalanır
	2.4.6 CRISPR DNA hedeflerine etki eder
	2.4.7 Cas9 hedef DNA'yı parçalıyor
	2.4.8 Cas9 sistemi için tracrRNA'nın keşfi
	2.4.9 CRISPR sistemleri diğer türlerde heterolog olarak çalışabilir
	2.4.10 Cas9 aracılı bölünmenin biyokimyasal karakterizasyonu
	2.4.11 Genom düzenleme için CRISPR-Cas9 kullanılması ve son CRIPSR gelişmeleri
	2.5 Tip VI CRISPR Sistemleri RNA’yı Hedefler
	2.5.1 Cas13 proteini
	2.5.1.1 Cas13a proteini
	2.5.1.2 Cas13b proteini
	2.5.1.3 Cas13c proteini
	2.5.1.4 Cas13d proteini
	2.5.2 Cas13b RNA editörlerinin in-vitro ve hücre içi programlanması

	3. MATERYAL ve YÖNTEM
	3.1 Materyal
	3.1.1 Tez boyunca kullanılan malzemeler ve cihazlar
	3.1.2 Tez boyunca kullanılan cihazlar
	3.1.3 Memeli hücreleri
	3.1.4 Bakteri suşları
	3.1.5 Plazmitler
	3.1.6 Oligonükleotit ve primerler
	3.2 Yöntem
	3.2.1 PEG yoğunlaştırıcı
	3.2.2 Ultra-yetkili Escherichia coli Hücrelerinin Hazırlanması ve Transformasyonu için Inoue (Modifiye) Yöntemi
	3.2.3 SLICE özü hazırlanması (Bakteriyel Suşu JM109) ve klonlaması
	3.2.4 SOB (Süper Optimal Broth) ortamının hazırlanması
	3.2.5 Luria-Bertani (LB) medya hazırlanması
	3.2.6 Q5® yüksek kaliteli DNA polimeraz (M0491) ve polimeraz zincir reasksiyonu
	3.2.7 Taq DNA polimeraz, rekombinant (5 U/μL) (EP0401) ve polimeraz zincir reasksiyonu
	3.2.8 Pozitif kolonilerin çoğaltılması ve saflaştırılması
	3.2.9 Polimeraz zincir reaksiyonu sonucu oluşan ürünlerin temizlenmesi
	3.2.10 Agaroz jel hazırlanması
	3.2.11 Klonlamalar
	3.2.11.1 Flp-In rekombinasyon vektörü ve lentiviral proteinlerinin klonlanması
	3.2.11.1.1 FRT vektörünün eldesi
	3.2.11.1.2 GAG-POL dizilerinin polimeraz zincir reaksiyonuyla eldesi
	3.2.11.1.3 FRT vektörü ve GAG-POL proteinlerinin klonlanması
	3.2.11.1.4 Transformasyon ve ekim
	3.2.11.1.5 Koloni taraması
	3.2.11.2 FRT-GAG-POL plazmidine VSV-G proteini klonlanması
	3.2.11.2.1 FRT-GAG-POL vektörünün oluşturulması
	3.2.11.2.2 Doğrusallaştırılmış ürününün saflaştırılması
	3.2.11.2.3 VSV-G zarf proteinin eldesi
	3.2.11.2.4 FRT-GAG-POL vektörü ve VSV-G dizilerinin klonlanması
	3.2.11.2.5 Transformasyon ve ekim
	3.2.11.2.6 Koloni taraması
	3.2.11.3 Lentiviral genom tasarımı ve Pspdcas13b hedeflerinin oluşturulması
	3.2.11.3.1 Lentiviral transgen vektörü eldesi
	3.2.11.3.2 Ebola virüsü monoklonal antikorundan vH/vL eldesi
	3.2.11.3.3 Lentiviral transgen vektörü, vH ve vL dizilerinin klonlanması
	3.2.11.3.4 Transformasyon ve ekim
	3.2.11.3.5 Koloni taraması
	3.2.11.4 Ebov vH/vL 1335992 plasmidi ve mRuby klonlanması
	3.2.11.4.1 Ebov vH/vL 1335992 vektörün eldesi
	3.2.11.4.2 mRuby dizisinin eldesi
	3.2.11.4.3 Ebov vH/vL 1335992 plasmidi ve mRuby klonlanması
	3.2.12.4.4 Transformasyon ve ekim
	3.2.12.4.5 Koloni taraması
	3.2.11.5 Ebov-vHvL- mRuby-135922 ve FRT-lentiviral proteinler plasmidinin klonlanması
	3.2.11.5.1 FRT_lentiviral proteinler plazmidinin doğrusallaştırılması
	3.2.11.5.2 FRT-lentiviral proteinler plazmidi AfeI kesimi ürününün temzilenmesi
	3.2.11.5.3 Ebov_vHvL_ mRuby_135992 plazmidinden lentiviral genomun eldesi
	3.2.11.5.4 Ebov_vHvL_ mRuby_135992 transgene ve FRT-lentiviral proteinlerin klonlanması
	3.2.11.5.5 Transformasyon ve ekim
	3.2.11.5.6 Koloni taraması
	3.2.11.6 NF-κB biyosensörü ve lentiviral transgen klonlaması
	3.2.11.6.1 Lentiviral transgen vektörünün eldesi
	3.2.11.6.2 NF-κB biyosensörü dizilerinin eldesi
	3.2.11.6.3 19319 lentiviral vektörü ve NF-κB biyosensörü dizilerinin klonlaması
	3.2.11.6.4 Transformasyon ve ekim
	3.2.11.6.5 Koloni taraması
	3.2.12 Aralayıcı RNA ve doğrudan tekrarların tasarlanması ve üretimi
	3.2.12.1 Aralayıcı RNA ve doğrudan tekrar tasarımı
	3.2.12.2 Aralayıcı RNA ve doğrudan tekrar in-vitro üretimi
	3.2.12.3 Aralayıcı RNA ve doğrudan tekrarların temizlenmesi
	3.2.12.4 Aralayıcı RNA ve doğrudan tekrarların görüntülenmesi
	3.2.13 Kararlı hücre hatlarının eldesi
	3.2.13.1 NF-kB biyosensörünün Jurkat E6 (T hücresi) hattına entegrasyonu
	3.2.13.1.1 NF-kB biyosensörü içeren virüslerin eldesi
	3.2.13.1.2 Saf virüs eldesi
	3.2.13.1.3 NF-kB biyosensörünün Jurkat (T hücresi) hücre hattına transdüksiyonu
	3.2.13.1.4 NF-kB biyosensörü entegre Jurkat (T hücresi) seçilimi
	3.2.13.2 dPspCas13b ve huADAR2 Flp-In™ T-REx™ 293 hücre hattına entegrasyonu
	3.2.13.2.1 Addgene 103864 plazmidinin PvuI-HF ile yapışkan uçlu doğrusallaştırılması
	3.2.13.2.2 Addgene_103864_PvuI dizilerinin temizlenmesi
	3.2.13.2.3 Addgene_103864_PvuI dizilerinin Flp-In™ T-REx™ 293 hücre hattına transfeksiyonu
	3.2.13.2.4 Addgene_103864_PvuI Flp-In™ T-REx™ 293 Hücre Hattının Seçilimi
	3.2.13.3 FRT_ebov_vHvL_Lentiviral proteinlerin Flp-In™ T-REx™ 293 hücre hattına entegrasyonu
	3.2.13.3.1 FRT_ebov_vHvL_Lentiviral proteinleri plazmidi ve pOG44 plazmidinin addgene_103864_PvuI_Flp-In™ T-REx™ 293 hücre hattına transfeksiyonu
	3.2.13.3.2 FRT_ebov_vHvL_Lentiviral proteinleri Addgene_103864_PvuI Flp-In™ T-REx™ 293 hücre hattının seçilimi
	3.2.13.4 Antijen ifadeleyen hücreler
	3.2.13.4.1 M_Fall plazmidi, KKKA genomunun M segmentinin Flp-In™ T-REx™ 293 hücre hattına transfeksiyonu
	3.2.14 dPspCas13 aktivasyonu
	3.2.14.1 dPspCas13 ile düzenlenen hücrelerden RNA izolasyonu
	3.2.14.2 dPspCas13 ile hücrelerden izole edilmiş düzenlenmiş RNA’lardan cDNA elde edilmesi
	3.2.14.3 Varyant havuzunu oluşturan cDNA’lar polimeraz zincir reaksiyonuyla çift iplikli DNA elde edilir
	3.2.14.4 Varyant havuzunun niteleyici tayini (NEB T7 Endonükleaz I)
	3.2.15 Tarama
	3.2.15.1 Eş zamanlı RNA düzenlemesi ve virüs paketlemesi ve transdüksiyonu
	3.2.15.1.1 Virüs titrasyonu
	3.2.16 Eş zamanlı CAR havuzu ve KKKA M segment inkübasyonu

	4. ARAŞTIRMA BULGULARI
	4.1 Klonlama Verileri
	4.2 Hücre Kültürü Verileri
	4.3 Dizileme Verileri
	4.4 Tarama Verileri

	5. TARTIŞMA VE SONUÇ
	KAYNAKLAR



