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Transforme edici biiytime faktori beta ile indiiklenen gen (TGFBI) 683 aminoasit
rezidisiinden olusan bir hiicre dig1 matriks eleman1 olan transforme edici biiylime faktorii beta ile
indiiklenen proteini (TGFBIp) kodlamaktadir. TGFBIp, farkli tip kolajen ve integrinlerle birlikte
korneanin yapisal biitiinliigii ve seffafliginin korunmasinda gorev almaktadir. TGFBI genindeki
mutasyonlar, yiizeysel korneada bulanik agregatlar birikmesi sonucu gérme bozuklugu olusan bir dizi
kornea distrofisi ile iliskilendirilmistir. Patogenezi tam olarak bilinmeyen kornea distrofilerinde,
TGFBI genindeki mutasyonlarin protein salgilanmasini veya katlanmasini bozabilecegi ve korneada
artan stabiliteye sahip mutant TGFBIp agregatlariin birikimi ile sonuglanabilecegi diistiniilmektedir.
TGFBI geninde bugiine kadar 70°den fazla farkli mutasyon tanimlanmistir. Bu mutasyonlardan
R555W sicak nokta mutasyonu graniiler kornea distrofisi (GCD) tip 1 ile iliskilendirilmistir.
Kornea distrofilerinin tedavisinde uygulanan mevcut yaklagimlar agregatlarin olusmasin
yavaglatmak, durdurmak ya da yok olmasini saglamak bakimindan yetersiz kalmaktadir. Bu yiizden
kalict ¢oziimlerin arandigi genetik temelli arastirmalar giin gectikge Onem kazanmaktadir.
Calismamizda GCD Tip 1 tamist almis ve R555W mutasyonuna sahip oldugu PCR-dizi analizi ile
belirlenmis hasta bireylerden elde edilen periferal kan mononiikleer hiicreler (PBMC)’de,
CRISPR/Cas9 genom diizenleme teknigi ile R555W mutasyonun diizenlenmesi amaglandi. Bu
amagla, TGFBI geni R555W mutasyonun diizenlenmesine yonelik ii¢ farkli rehber RNA (sgRNA) ve
i¢ farkli tek zincirli oligoniikleotid (ssODN) donér dizileri https://www.benchling.com/ adresi
tizerinden ulagsilabilen online uygulamasi kullanilarak tasarlandi ve ticari olarak temin edildi.
Caligmamizda CRISPR/Cas9 bilegenleri, pX459V2.0-eSpCas9(1.1) ve pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA
plazmid vektorleri ile olugturuldu. sgRNA oligolarinin plazmid vektorlerine ligasyonu AT klonlama
metodu ile gergeklestirilerek, DH5alpha (E.coli) kimyasal kompotent bakterilerine transforme edildi.
Ligasyon islemleri PCR-dizi analiz yontemi ile dogrulandi. Dizi analizi sonuglarina gore, basarili bir
sekilde klonlanan plazmid vektorler ve ssODN’ler, GCDI1 hastalarindan elde edilen PBMC'lere
elektroporasyon yoluyla transfekte edildi. pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA ve ssODN oligolarinin
transfekte edildigi GFP+ hiicreler, GFP+ sinyal vermeyen hiicrelerden FACS cihazi ile ayiklandi.
GFP+ sinyal veren hiicrelerden elde edilen DNA’lar ile R555W mutasyon bolgesini amplifiye edecek
primerler kullanilarak erime egrisi analizi yapildi. Yapilan kantitatif analizler sonucunda, pCAG-
eCas9-GFP-U6-gRNAT1 plazmid ve ssODNI1 sablonun birlikte transfekte edildigi hiicre grubunda
~%5,64 oraninda, pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA2 plazmid ve ssODN2 sablonun birlikte transfekte
edildigi hiicre grubunda ~%15,77 oraninda, pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA3 plazmid ve ssODN3
sablonun birlikte transfekte edildigi hiicre grubunda ~%20,78 oraninda degisim saptandi. Bu tez
caligmasi, GCDI1 hastalarindan elde edilen primer hiicrelerde R555W mutasyonun CRISPR/Cas9
sistemi ile diizenlenmesini igeren literatiirdeki ilk ¢alisma olup elde edilen sonuglar ile ileride
yapilacak in vitro ve in vivo ¢alismalara zemin hazirlanmistir. Bu zeminden temel alarak yapilacak
daha kapsamli ¢alismalar ile Kornea distrofilerinin tedavilerinde umut vadeden bir yaklasim olan
CRISPR/Cas9 tabanl gen tedavi stratejilerinin gelistirilmesine ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: TGFBI geni, CRISPR/Cas9, genom diizenleme
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The transforming growth factor beta-induced (TGFBI) gene encodes the transforming growth
factor beta-induced protein (TGFBIp), which is an extracellular matrix element, consisting of 683
amino acid residues. TGFBIp, together with different types of collagen and integrins, is involved in
maintaining the structural integrity and transparency of the cornea. Mutations in the TGFBI gene have
been associated with a number of corneal dystrophies in which vision impairment occurs as a result of
the accumulation of cloudy aggregates in the superficial cornea. In corneal dystrophies of fully
unknown pathogenesis, it is thought that mutations in the TGFBI gene may disrupt protein secretion
or folding that may result in the accumulation of mutant TGFBIp aggregates with increased stability
in the cornea. To date, more than 70 different mutations have been identified in the
TGFBI gene. Among these mutations, the R555W hotspot mutation has been associated with granular
corneal dystrophy (GCD) type 1. Current approaches used to treat corneal dystrophies are insufficient
to slow down, stop or eliminate the formation of aggregates. Therefore, genetic-based research
seeking permanent solutions is gaining importance day by day. In our study, it is aimed to edit R555W
mutation by using CRISPR/Cas9 technique in peripheral blood mononuclear cells obtained from
patients with GCD Type 1 and having R555W mutation determined by PCR-sequence analysis. For
this purpose, three different guide RNA (sgRNA) and three different single-stranded oligonucleotide
(ssODN) donor sequences were designed wusing the online application accessible at
https://www.benchling.com/ and commercially obtained for editing R555W mutation in TGFBI gene.
In our study, CRISPR/Cas9 components were constructed with the plasmid vectors pX459Vv2.0-
eSpCas9(1.1) and pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA. Ligation of sgRNA oligos to plasmid vectors was
performed using the AT cloning method and transformed into DHb5alpha (E. coli) chemically
competent bacteria. Ligation results were confirmed by PCR-seq analysis method. According to the
results of sequence analysis, successfully cloned plasmid vectors and ssODNs were transfected into
PBMCs obtained from GCDL1 patients by electroporation. GFP+ cells transfected with pCAG-eCas9-
GFP-U6-gRNA and ssODN oligos were seperated from GFP+ non-signaling cells by FACS sorting.
Melting curve analysis was performed using primers to amplify the R555W mutation site using DNAs
obtained from GFP+ signaling cells. As a result of quantitative analyses, ~5.64% change was detected
in the cell group co-transfected with pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA1 plasmid and ssODN1 template,
~15.77% change was detected in the cell group co-transfected with pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA2
plasmid and ssODN2 template, and ~20.78% change was detected in the cell group co-transfected
with pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA3 plasmid and ssODN3 template. This thesis is the first study in the
literature involving the editing of the R555W mutation in primary cells obtained from GCD1 patients
with the CRISPR/Cas9 system and the results obtained in the study have prepared a groundwork for
future in vitro and in vivo studies. More comprehensive studies based on this groundwork are needed
to develop CRISPR/Cas9 based gene therapy strategies which is a promising approach in the
treatment of corneal dystrophies.

Keywords: TGFBI gene, CRISPR/Cas9, genome editing



1. GIRIS

Genetik degisiklikler ve hastaliklar arasindaki iligki yillardir bilinmesine
ragmen, bazi hastalik fenotiplerinin olusmasina neden olan mutasyonlar genom
tizerinde yapilacak degisiklikler ile giderilebilir. Genom diizenleme teknolojisi;
kalitsal, bulasic1 ve neoplastik hastaliklar i¢in yeni bir tedavi yontemi olarak ortaya
cikmigtir. Genom diizenleme teknolojisine dayali gen tedavi yaklasimlarinda,
yabanci terapotik DNA'nin bir hastanin hiicrelerine aktarilmasiyla kalic1 genetik
nedenlerin siirekli olarak ele alinmasi amacglamaktadir. Giivenli ve verimli yeni
genom diizenleme araglariin gelistirilmesi tedavi amagh klinige ulasan gen tedavi
uygulamalarmin  hiz  kazanmasini  saglanmustir.  Ozellikle bakteri savunma
mekanizmasinin 6nemli bir pargasi oldugu anlasilan diizenli araliklarla boliinmiis
kisa palindromik tekrarlar (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats; CRISPR)/CRISPR-iliskili niikleaz-9 (CRISPR associated protein 9; Cas9)
mekanizmast ve bu dogal mekanizmanin genom diizenleme teknolojisi olarak
kullanilabilme potansiyelinin ortaya konulmasi ile genom diizenleme alaninda ¢igir
acilmustir. Okaryotik hiicrelerin ¢ift zincir kir1g1 onarim mekanizmasini indiikleyerek
genom modifikasyonu saglayabilen CRISPR/Cas9 teknolojisi ile etkin bir sekilde

mutasyon diizeltilmesi gerceklestirilebilmektedir.

Retinal gen terapisindeki gelismeler genom diizenleme ¢aligsmalarina onciilitk
etmistir ve retina hastaliklar1 i¢in devam eden bir¢ok klinik ¢alisma bulunmaktadir.
Bununla birlikte g6z hastaliklarinin tedavisine yonelik gen tedavilerin ¢ogunun
deneysel olmasi, insanlar iizerinde yapilan klinik caligmalarin énemli bir kisminin
hala arastirma asamasinda olmasi sinirlayici goziikse de galismalarin cesaretlendirici
sonuclar vermesi gozli genom diizenleme c¢alismalarinin merkezi haline getirmistir.
Ayrica, kiiciik ylizey alanit ve kolay ulagilabilir olmasindan dolayr goziin kornea
tabakas1 hedefe yonelik gen tedavisi ¢alismalar1 icin ideal bir adaydir. Ustelik
korneanin aviiskiiler yapisi korneaya iletilen gen bazli terapétiklerin viicudun diger
organ ve dokularina ulasmamasma ve boylece hedef disi etki riskinin en aza
inmesine neden olmaktadir. Tiim bunlarin yani sira, gen bazli terapdtiklere karsi
bagisiklik tepkisi en az olan doku olmasi, korneaya gen diizenleme igin kritik olan
benzersiz bir bagisiklik ayricalikli doku statiisii saglamaktadir. Deneysel bir bakis

acisina gore onemli bir tercih nedeni ise korneanin birkag hafta boyunca kiiltiirlenmis



ex vivo bir doku olarak birka¢ hafta boyunca kiiltiire edilebilmesidir. Bu sayede gen
terapisi Urlinlerinin  etkinligi ve giivenirligi degerlendirilerek gen transfer

optimizasyonu saglanabilir.

Korneada graniiler opasitelerin birikimi distrofilerle iliskilendirilmistir. Bu
distrofilerin bir kismina transforme edici biiylime faktorii beta ile indiiklenen
(Transforming growth factor beta-induced; TGFBI) gende meydana gelen
mutasyonlar neden olmaktadir. Yapilan ¢alismalar ile kornea distrofileri ile iligkili
TGFBI geninde 74 farkli mutasyon tanimlanmistir. Cogunlukla kornea epitel
hiicrelerinde TGFBI geninden ifade olan TGFBI proteininin, kornea seffafliginin
saglanmasi ve siirdiiriilmesinde 6nemli oldugu bilinmektedir. TGFBI geninde sicak
nokta mutasyonu olarak bilinen ekzon 12’de yer alan R555W mutasyonu, 555
pozisyonunda Arginin (Arg; R) rezidiisiindeki yanlis anlamli mutasyondur ve
graniiler kornea distrofisi tip 1 (Granular corneal dystrophy type 1, GCD1) ile
iliskilendirilmistir. GCD1’de, mutant TGFBIp agregatlarinin kornea matriksinde
birikimi ile opasiteler olusur ve siirecle birlikte opasite olusumu artarak devam eder.
Giinliimiizde opasitelerin olugmasini1 yavaslatan, durduran ya da yok olmasini
saglayan klinik tedaviler yetersiz kalmaktadir. Korneal epitel hiicrelerin rejenerasyon
stirecinin hizl1 olmasi ve siirekli yenilenmesi tedavilerin kaliciligini etkilemektedir.

Bu nedenle kalict gen tedavi yaklagimlarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Periferal kan mononiikleer hiicreler (Peripheral blood mononuclear cells;
PBMC); lenfosit, monosit ve makrofaj gibi ¢ekirdekli hiicrelerdir. PBMC eldesi ve in
vitro ortamda siirdiiriilmesi diger primer hiicrelere kiyasla ¢ok daha kolay olmasi

nedeniyle genom diizenleme c¢aligsmalarinda tercih edilmektedirler.

Bu tez kapsaminda CRISPR/Cas9 genom diizenleme yontemi ile graniiler
kornea distrofili tip 1 hasta bireylerden elde edilen PBMC’lerde, TGFBI geni ekzon
12 bolgesinde yer alan sicak nokta mutasyonu RS555W’nun diizenlenmesi

amaclanmustir.



1.1. DNA Zincir Kiriklan

DNA, endojen ya da ekzojen ajanlar ve anormal DNA metabolik
stireclerinden kaynakli siirekli bir hasar tehdidi altindadir. DNA yapisinda olusan
lezyonlarin biiyiik bir kismi fosfodiester baglarin1 etkilemeyen DNA baz
modifikasyonlarini igerir. Oksidasyon ve ultraviyole (UV) 1sik gibi ekzojen ajanlarin
neden oldugu apirimidinik ya da apiirinik (abazik alanlar, AP) bolgeler DNA baz
modifikasyonlarina 6rnektir (Chatterjee ve Walker 2017, Ranjha ve ark 2018). Bazi
ajanlar ise Sekil 1.1’de gosterildigi gibi DNA yapisinda fosfodiester omurgasinin
bozulmasi ile olusan tek zincir kirigina (Single strand break; SSB) ya da ¢ift zincir
kirigina (Double strand break; DSB) neden olurlar (Ni ve ark 2017).

TI

Sekil 1.1. SSB ve DSB’nin sematik gosterimi (Ni ve ark 2017).

SSB’ler topoizomeraz 1 aktivitesi sirasinda enzimatik kesim, iyonize
radyasyon ve hiicresel metabolizma tarafindan iiretilen reaktif oksijen tiirleri (ROS)
gibi mutajenlerin indiiklemesi ile meydana gelir. DSB’ler iyonize radyasyon,
genotoksik bilesenler, ROS, DNA replikasyonu sirasinda olusabilecek hatalar,
mayotik rekombinasyon sirasinda olusan tamir olaylari, niikleazlar gibi DNA'ya
dogrudan veya dolayli olarak zarar verebilen endojen ve ekzojen kaynaklar

tarafindan indiiklenebilir (Jeppesen ve ark 2011).

SSB’ler ¢ift zincirli DNA’nin yapisal biitlinliiglinii bozmaz. Fakat SSB tamir
edilmez ise sonraki hiicre boliinmesi sirasinda gergeklesecek DNA replikasyonu
islemi ile ¢ift zincirli DNA sarmalini tek zincire ayiran replizom kompleksi SSB’yi

DSB’ye doniistiiriir (Ranjha ve ark 2018).

Tamir edilmeyen DSB’ler hiicrelerde ciddi sorunlara sebep olur. Bu yiizden
DSB’nin hizli ve dogru bir sekilde tamiri hiicre sagkalimi i¢in olduk¢a onemlidir
(Ma ve Dai 2018).



1.2. DNA Cift Zincir Kirig1 Onarim Mekanizmalari

SSB ve DSB, farkli hiicresel sinyal yolaklari ve protein faktorlerini iceren
nispeten bagimsiz siireglerle tamir edilir. Bu tamir mekanizmalart homolog olmayan
u¢ Dbirlestirme (non-homologous end joining; NHEJ), mikrohomoloji aracili ug
birlestirme  (microhomology-mediated end joining; MMEJ) ve homolog
rekombinasyon (homologous recombination; HR) DNA onarim mekanizmalaridir
(Ma ve Dai 2018).

1.2.1. Homolog Olmayan Ug¢ Birlestirme (NHEJ) Onarim Mekanizmasi

NHEJ kromozomal DNA onarim mekanizmasidir. NHEJ, DSB meydana
gelen bolgede kirikk wuglart modifiye ederek birbirine baglar. Kirik uglar
birlestirilirken genin kodlama bolgesinde meydana gelebilecek insersiyon ya da
delesyonlar (indel) gergeve kaymasi (frameshift) mutasyonlari ile sonuglanarak
proteinlerde islev kaybina neden olabilir. NHEJ ile DNA onarimi birkag niikleotid
kayb1 ile sonuglanabilir ve bundan dolayr hata egilimli DNA onarim mekanizmasi

olarak da bilinir (Gaj ve ark 2013).

4
DXL | DT 058 oiusums

KU70/KU80
DNA-PKcs
l MRN

KU70/KU80
MRN ‘DNA-PKcs MRN

W Ug kisimlarin
modifikasyonu
ARTEMIS l

XLF/XRCC4
Liglv

Ligasyon

Sekil 1.2. NHEJ onarimimnin sematik gosterimi (Lans ve ark 2012).

Sekil 1.2°de gosterildigi gibi Ku70 ve Ku80 proteinlerinden olusan halka
seklindeki Ku70/Ku80 heterodimeri, diziden bagimsiz bir sekilde DSB’yi tanir ve
DSB uglarma sikica baglanarak NHEJ onarimini baslatir. Bu ylizden Ku bagimli
klasik homolog olmayan ug¢ birlestirme (CNHEJ) olarak da adlandirilir. DNA’ya
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bagimli protein kinaz katalitik alt tinite (DNA-PKcs), DNA uglarin1 birbirine yakin
tutan Mrell-Rad50-Nbsl (MRN) kompleksi gibi NHEJ mekanizmasinda yer alan
aktive edici proteinleri bir araya getirme roliine sahiptir. Ku70/Ku80 heterodimeri,
DNA-PKcs’yi mekanizmaya dahil eder ve olusan dimerizasyon ile DNA uglar
arasinda bir baglanti olusturulur. Uglar arasindaki baglantilar, XRCC4-LIG4-XLF ve
DNA-PKGcs otofosforilasyonu ile saglanir. DSB’nin uglari ligasyon igin uyumlu
degilse, DNA uglarii1 modifiye eden Artemis niikleaz veya Polp and PolA gibi DNA
polimeraz enzimleri gerekir. Artemis, komplementer niikleotid uzantilarini ortaya
cikarmak i¢in 3' ve 5' tek zincir uglarint modifiye eder. NHEJ onariminin son
adiminda LIG IV DNA ligaz, XLF/XRCC4 kompleksini stabilize ederek ligasyonu
katalizler (Lennartsson ve ark 2006, Zha ve ark 2009, Rulten ve Grundy 2017, Sishc
ve Davis 2017, Wang ve Xu 2017).

1.2.2. Mikrohomoloji Aracili U¢ Birlestirme (MMEJ) Onarim Mekanizmasi

MMEJ, DSB’leri onarmaya yonelik yollardan birisidir. Ku proteininin
yoklugunda veya c-NHEJ eksikligi olan hiicrelerde, alternatif homolog olmayan ug
birlestirme (a-NHEJ) olarak da bilinen mikrohomoloji aracili ug birlestirme (MMEJ)
gozlemlenebilir (Wang ve Xu 2017).

DSB olugsumu

PARPI1 baglanmasi

Ug rezeksiyonu

Eslesme

3'ssDNA
¢ikintilarin kaldirilmasi

DNA polimeraz aktivitesi
ve ligasyon

Sekil 1.3. MMEJ onarmminin sematik gosterimi (Seol ve ark 2017).



Sekil 1.3°de gosterildigi gibi MMEJ, cNHEJ onarim mekanizmasinda oldugu
gibi hasarlt DNA’y1 onarmak i¢in herhangi bir sablona ihtiya¢ duymaz. Kirik uglarin
birlestiriimeden o©nce hizalanmasi1 sirasinda DSB’nin  her iki tarafindaki
mikrohomolog diziler kullanilir. Replikasyon proteini A (RPA), baglanmay1
onleyerek MME] aktivasyonunu engellerken, poli ADP-riboz polimeraz 1 (PARP1)
DNA pargalarini bir arada tutar ve baglanma reaksiyonunu tesvik eder (Wang ve ark
2006, Deng ve ark 2014). MMEJ’de DSB’nin onarimi, hasar algilayan MRN
kompleksi (MRE11-RAD50-NBS1) ve etkilesim ortagi C-terminal baglayici protein
etkilesimli protein (CtIP) tarafindan u¢ rezeksiyonu ile baslatilir ve tek sarmalli
¢ikintilar olusturulur (Lee ve Paull 2004, Sartori ve ark 2007, Truong ve ark 2013).
Hiicre dongiisiiniin S/G2 fazlar sirasinda CtIP fosforilasyonu, DSB bdlgesi 5'
uclarinda bir ¢entik olusturan ve DNA uglarindan Ku’yu kaldirarak cNHEJ’1 6nleyen
MREI11 endoniikleaz aktivitesini uyarir (Sartori ve ark 2007). EXO1 veya Bloom
helikaz (BLM)-DNA2'min 5'-3' ekzoniikleaz aktiviteleri tarafindan 3’ SSDNA
cikintilar1 olusturulur. Elde edilen ssDNA c¢ikintilar1 daha sonra RPA ile kaplanir
(Nimonkar ve ark 2011, Ma ve ark 2017). Agiga ¢ikartilan tek sarmalli ¢gikintilar,
DNA polimeraz tetanin (pol 6)’nin helikaz alanmi tarafindan, iki sarmal arasinda
genellikle 5-25 baz ¢ifti komplementer bolgeleri olan mikrohomolojilerle bir araya
getirilir (Jinek ve ark 2013). Mikrohomolog diziler DNA'nin en uglarindaysa,
kirpmaya gerek yoktur. Fakat DNA uclarina uzaktaysa ortaya ¢ikan heterolog 3'
SSDNA ¢ikintilari, XPF-ERCC1 endoniikleazi tarafindan kaldirilir ve bosluklar DNA
pol 0 tarafindan doldurulur (Ahmad ve ark 2008, Sfeir ve Symington 2015).
Bosluklar doldurulduktan sonra DNA ligaz 11l (Liglll) veya DNA ligaz | (Ligl)
tarafindan yiiriitillen ligasyon ile siire¢ tamamlanir (Liang ve ark 2008). MMEJ
onarimi Ku proteini, DNA-PK veya Ligaz IV gibi faktorlere ihtiyag duymaz. Bu
yiizden MMEJ, C-NHEJ’den tamamen bagimsizdir (Simsek ve Jasin 2010).

MMEJ; delesyon, translokasyon, inversiyon ve diger karmasik yeniden
diizenlemeler gibi kromozom anormallikleri ile iligkilendirilir (Ahrabi ve ark 2016).
MMEJ, DSB onarimmin kiiciik bir kismmi (%10) olusturur ve homolog
rekombinasyon icin kardes kromatidin mevcut olmadigi durumlarda kullanildig:
distiniilmektedir. DSB olusumunu takiben MMEJ, insan HR onarim faktorleri

tarafindan baskilanir (Truong ve ark 2013).



1.2.3. Homolog Rekombinasyon (HR) Onarim Mekanizmasi

HR, DSB bulunan bdlgenin onariminin homolog bir sablon varliginda hatasiz
olarak yapildigi kromozomal DNA onarim mekanizmasidir. DSB’nin bulundugu
kromatidi onarmak i¢in sablon olarak kardes kromatid kullanilir (Stracker ve Petrini
2011).
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Sekil 1.4. HR onariminin sematik gosterimi (Lans ve ark 2012).

Ug kisimlarin
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Sekil 1.4°de gosterildigi gibi HR tamir mekanizmasi bir kirik sensorii olarak
gorev alan MRN (Mrell, Rad50 ve Nbsl) kompleksinin DSB’yi taniyarak
baglanmas1 ile baglar (lyama ve Wilson 2013). DSB etrafinda olusan MRN
kompleksi ile CtIP etkilesimi, 5'-3' yoniinde DNA’y1 keser. Exol tek zincir DNA
uzanimlarini ortaya ¢ikarmak i¢in daha kapsamli bir kesim gergeklestirir. RPA, DNA
tizerinde ikincil yapilarin olusmasini engellemek ve DNA’y1 niikleazlardan korumak
icin BRCAI tarafindan lezyonun bulundugu bolgeye yonlendirilir. RPA, BRCAZ2
tarafindan DNA’ya yoOnlendirilen Rad51 rekombinaz araciligi ile DNA’dan
uzaklagtirilir. Rad51, tek zincir DNA boyunca bir niikleoprotein filamenti olusturur.
Bu filament kardes kromatid zincir invazyonuna izin veren bir fonksiyona sahiptir
(Jekimovs ve ark 2014). Rad51 niikleoprotein filamenti ile kaplanmis tek zincir DNA
ile sablon olarak kullanilacak homolog DNA bdlgesinin zincir invazyonu
gerceklestirilir. Invazyonun gergeklesmesiyle dort DNA ipligi arasinda hareketli

baglant1 olarak bilinen holliday kavsagi olusur. Degisim ve invazyonu takiben, bir



polimeraz (genellikle pold) tarafindan DNA uzatilir ve ligasyonla siire¢ tamamlanir

(Slupphaug ve ark 2003, lyama ve Wilson 2013).

Insan hiicre hatlarinda kromozomlara entegre edilen floresan belirtecler,
NHEJ’in HR’den ¢ok daha hizli ve onarim olaylariin yaklasik %75’inden sorumlu
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. NHEJ onarim mekanizmasi yaklasik 30 dakika iginde
gerceklesirken, HR onarim mekanizmasinin gerceklesmesi birkag saat siirmektedir

(Her ve Bunting 2018).

Yapilan c¢alismalar sonrasinda elde edilen bulgular DSB yapisinin DNA
onarim mekanizmasinin segilimini etkiledigini gdstermistir. Hiicre dongiisiine 6zel
yapilan caligmalarda nakavt hiicre hatlar1 kullanilarak G2'de iyonize radyasyon (IR)
ile indiiklenen DSB'lerin %80’inin NHEJ tarafindan onarildigi goriilmiistir. Yine
kizil 6tesi mikro 1smimi1 veya lineer enerji transferi (LET) kullanilarak indiiklenen
DSB’ler, 1-Scel endoniikleaz enzimi ile indiiklenenlerden daha karmasik bir yapiya
sahip olma egilimindedir. Bu yaklasimlar kullanilarak iiretilen DSB’ler, NHEJ
tarafindan hizli bir sekilde onarilamadig: i¢in HR onarim mekanizmasi tarafindan

onarilmistir (Her ve Bunting 2018).

DSB onarim mekanizmalarinin hiicre dongiisii boyunca etkin oldugu evreler
Sekil 1.5°de gosterilmistir. NHEJ, HR’den farkli olarak onarima kilavuzluk yapmasi
icin homolog bir sablona ihtiyag¢ duymaz. Bu ylizden hiicre dongiisii sirasinda
herhangi bir evrede gerceklesebilir (Rein ve ark 2018). Aralarinda yiiksek oranda
homoloji bulunan kardes kromatidler, HR tarafindan ideal bir sablon olarak
kullanilirlar. Kardes kromatidlere kolayca erisilebilen S ve G2 evrelerinde HR, G1

fazinda ise NHEJ tamir mekanizmas: goriilme sikligi daha yiiksektir (Heyer ve ark

2010).
/ 1 \ MIKROHOMOLOJI

Ku70/80
\\LLLLLL 6 6 _ e
lHR lNHEJ l MMEJ
A

TITIIT
7

S/G2 G1/S/G2 G0/G1

Sekil 1.5. DSB onarim mekanizmalarinin hiicre dongiisii sirasinda ortaya ¢iktig1 evrelerin gosterimi.


https://tr.wikipedia.org/wiki/S_evresi
https://tr.wikipedia.org/wiki/G2_evresi

1.3. Genom Diizenleme Teknolojisi

Okaryotik organizmalarin genomlar1 milyarlarca niikleotid barmdiran DNA
dizilerinden olusur. Niikleotidlerin genom igerisinde istenilen sekilde degistirilmesi
yaklasimi molekiiler biyoloji ve tipta biiylik 6nem tagimaktadir. Bu amacgla genom

diizenleme caligmalari1 6n plana ¢ikmaya baglamistir (Adli 2018).

Genom diizenleme, DNA kirilmalarin1 tamir eden dogal hiicresel yollar
araciligi ile bir hiicrenin veya organizmanin genomunu diizenlemek i¢in kullanilan
bir tekniktir. Sekil 1.6’da gosterildigi gibi genom iizerinde istenilen bir yerde DSB
olusumuna yol agan programlanmis bir niikleazin kullanilmasini ve takiben NHEJ ya
da HR yoluyla bir endojen DNA onarim islemini igerir. DSB’nin bir kodlama
bolgesinde yer aldigt NHEJ sirasinda niikleotidlerin rastgele insersiyonu ya da
delesyonu frameshift mutasyonlara neden olabilir. Frameshift mutasyonlar ise
hedeflenen genin veya genomik elementin islevinin bozulmasina neden olur. Bu
nedenle hata egilimli DNA onarim islemi NHEJ genellikle gen knock-out
calismalarinda kullanilmaktadir. HR aracili hatasiz onarimi ise homolog veya benzer
dizileri iceren bir sablon DNA’nmin kullanimina dayali genom diizenlenme
caligmalarinda kullanilmaktadir (Sekil 1.6) (Pawelczak ve ark 2018, Yu ve Wu
2018).

Programlannus Niikleaz

DSB

DNA Sablonu
s D
\//\f( PUpPNE S \/\
Homolog Olmayan Ug Birlestirme (NHEJ) Homolog Rekombinasyon (HR)
Indel Mutasyon Diizenlenmis DNA

Sekil 1.6. Programlanmus niikleaz ile genom diizenleme modellerinin sematik gosterimi (Adli 2018).
Homoloji kollart olan bir DNA sablonu ve programlanmis bir niikleazin
birlikte hiicre igine yonlendirilmesi ile hassas genom modifikasyonunun saglandigi
bu siire¢ homoloji yonlendirilmis onarim (HDR) olarak adlandirilmaktadir (Yu ve
Wu 2018). Ancak NHEJ onarimimin HDR’ye gore ¢ok daha hizli ve aktif olmasi

hiicrede Oncelikli olarak NHEJ mekanizmasinin kullanilmasina neden oldugundan
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HDR  kullanarak  ongoriilebilen  degisiklikleri  gerceklestirmesini  oldukca
zorlagtirmaktadir. Bu nedenle HDR etkinligini artirmak icin DNA sablonunda bazi
modifikasyonlarin yapilmasi veya NHEJ tamir mekanizmasina katilan anahtar

molekiillerin baskilanmasi gibi yaklagimlar denenmektedir (Chu ve ark 2015).

Bugiine kadar genomda hedefe yonelik DSB indiikleme yeteneginin ortak
yontemini paylasan farkli genom diizenleme araglart gelistirilmistir. Bu diizenleme

araclar1 sunlardir:

1.3.1. Meganiikleazlar (MgN)

Meganiikleaz (Meganucleases; MgN)’lar dogal siireglerde intronlar ve
inteinler tarafindan kodlanan, restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin aksine uzun
tanima dizilerine (>14 baz ifti) ve yiiksek aktiviteye sahip enzimlerdir (Chevalier ve
Stoddard 2001, Aglawe ve ark 2018).

Baz1 bakteri, mantar ve bitki tiirleri dahil olmak tizere gesitli organizmalarda
tanimlanmis yiizlerce farkli MgN vardir. DNA dizilerini degistirmek, ortadan
kaldirmak veya modifiye etmek i¢in kullanilan ilk genom diizenleme araglar
MgN’lerdir. MgN’ler restriksiyon enzimlerinden farkli olarak 12 ve 42 baz gifti (bg)
uzunlugundaki DNA dizilerini taniyan grup I, grup Il intronlar ve inteinlerle
kodlanirlar. En yaygin kullanilan MgN’ler arasinda LAGLIDADG aminoasit
motifinin kopyalarina sahip I-Scel ve I-Crel niikleazlar1 bulunur (Aglawe ve ark
2018). MgN’ler hedeflenen sekansta nokta mutasyonlari diizenleyebilmelerine
ragmen yiiksek bir Ozgillik ile karakterize edilirler. MgN’lerin yiiksek
ozgiillikklerinden otiirii hedeflenebilir dizilerin repertuart ¢ok sinirlidir (Paques ve
Duchateau 2007). MgN’lerin sahip oldugu yiiksek ozgiilliklerine ragmen genom
diizenleme islemlerinde kullanimi, bir¢ok organizmada tek tanima bolgesinin varligi
ve DNA baglama alanlar1 ile kesim boélgelerinin Ortiismesinden dolayr kisithdir
(Aglawe ve ark 2018). MgN’lerin hedefe 6zgiilliikleri protein mithendisligi islemleri
ile degistirilebilir. MgN’lerin genom diizenleme deneylerinde kullanimini artirmak
icin DNA tanima alanlart degistirilerek tasarlanmis MgN’ler iretilmistir. Fakat
tasarlanmis MgN’lerin iiretiminin olduk¢a zor ve maliyetinin yiiksek olmast bilim
insanlarin1 yeni genom diizenleme araglar1 kesfetmeye yonlendirmistir (Silva ve ark

2011). Bununla beraber, dogal siireglerle olustuklari i¢in ve spesifik bolgelere etki
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ettikleri i¢in hiicreler agisindan diger genom diizenleme araglarina kiyasla daha az

toksik etki gostermeleri MgN’lerin avantajlaridir (Khan 2019).

1.3.2. Cinko Parmak Niikleazlar (ZFN)

Cinko parmak niikleaz (zinc-finger nuclease; ZFN)’lar genomda istenilen
DNA dizilerini kesmek icin 6zel olarak programlanmis niikleazlardir. DNA’ya
baglanan bir ¢inko parmak protein domeyni ile hedeflenen bdlgede DSB
olusturulmasindan sorumlu Fokl niikleaz kesim domeyninin fiizyonundan
olusturulan kimerik protein yapisina sahip restriksiyon enzimleridir. Sekil 1.7°de
gosterildigi gibi ZFN, DSB indiiklemesi igin her iki DNA zincirini baglanma bolgesi
disindan kesen 5-7 bg¢’lik aralayici dizi ile ayrilmig iki monomer olarak
tasarlanmistir. Her ZFN ¢ifti linker dizinin yardimiyla N-terminalindeki bir ¢inko
parmak protein (zinc-finger protein; ZFP) ve C-terminalindeki bir Fokl niikleaz
domeyninden olusur. Cinko parmak motif dizisinde X herhangi bir amino asidi
temsil eder. ZFP ciftlerinin hedef dizisi, FokI niikleazin baglandig1 ve kestigi 5—7
b¢’lik bir ara bolge disindaki 18 - 36 bg uzunluktaki dizilerdir (Kim ve Kim 2014).

Cinko Parmak Motif Dizisi
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Sekil 1.7. ZFN yapisinin gematik gosterimi (Kim ve Kim 2014).

ZFN’ler genomda istenilen bolgede DSB indiiklemesi yoluyla indiiklenen HR
onarimi ile genom diizenlemesini kolaylastirir. Niikleotid tripletlerini taniyan ZFN
tabanli genom diizenleme uygulamasi i¢in en 6nemli faktér genomdaki spesifik bir
DNA dizisini tam olarak hedefleyebilen ZFN’lerin tiretilmesidir (Urnov ve ark 2010,
Periwal 2017). ZFN’ler kullanilarak genomdaki herhangi bir genomik lokusa hizli bir
sekilde miidahale edilebilir. ZFN’ler de MgN’ler gibi protein miihendisligi ile
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tasarlanmis yeni bir protein tiretimi gerektirdiginden kullanimi zor, maliyeti yiiksek
ve verimi disiiktiir. ZFN’ler ile genom diizenleme islemi sirasinda olusabilecek
hedef dis1 etki (off-target) kalicidir ve kalitsal olabilir. Bu yiizden genom diizenleme
islemlerinde ¢ok tercih edilmezler (Mohanta ve ark 2017).

1.3.3. Transkripsiyon Aktivatorii Benzeri Efektor Niikleazlar

NHEJ ve HR’yi uyarmak icin bir genom diizenleme araci olarak
kullanilabilen transkripsiyon aktivatérii benzeri efektor niikleaz (transcription
activator-like  effector nucleases; TALEN)’lar ZFN’lere benzer sekilde
Ozellestirilebilir DNA baglanma domeyni ve Fokl niikleaz domeyninin fiizyonu ile
olusur (Bi ve Yang 2017). Sekil 1.8’de gosterildigi gibi TALEN amino
terminalindeki transkripsiyon aktivator benzeri efektoérler (TALE) ve karboksil
terminalindeki FokI niikleaz domeyninden olusur. Her TALE monomeri 33-35
aminoasit tekrar alani igerir. 12 ve 13. pozisyonlarda son derece degisken iki
aminoasit rezidiisii olan RVD (repeat-variable diresidue) TALE 06zgiilliiglinden

sorumludur (Kim ve Kim 2014).

RVD)
LTPEQVVAIASEIBIGGKQALETVORLLPVLCQAHG

Sol TALE Kesim Domeyni

“*?07000@.4003@\0_00, Y,

uGTCAAGTCCAATCTATGACHTCAATAA'I’IAI‘ACATCGGAGCCCTGCCAAAA 3

...................................

okl (=

| N
Spacer (12 71bm \/\/ v ’

Sag TALE

DINA Baglanma Domeyni

Sekil 1.8. TALEN yapisinin gematik gosterimi (Zych ve ark 2018).

Konakg¢1 bitki hiicrelerinde genlerin transkripsiyonunu degistirmek igin
Xanthomonas bakterileri tarafindan salgilanan proteinler olan TALE, DNA baglanma
bolgesi yiiksek oranda korunmus tekrarlardan olusur (Joung ve Sander 2013). DNA
baglanma alaniin modiiler yapis1 goz oniine alindiginda farkli 6zgiilliiklere sahip
RVD’ler, DNA dizilerini hedeflemek igin dizilere birlestirilebilir. TALEN genellikle
16-24 bg’lik bir dizilimi taniyarak hedef sitede 32-48 b¢’lik bir birlesik 6zgtilliik elde
eder. TALE kullanimu ile ilgili tek sinirlama TALE baglanma bdlgelerinin timin ile
baslamasidir (Sekil 1.8). Tasarlanmus TALEN’lerin hedeflenen kromozomlarda %2

ila %55’1 arasinda indel varyasyonlart olusturdugu bildirilmistir (Petersen 2017).
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Genom diizenleme aract olarak TALEN’in ZFN’ye kiyasla ¢ok tercih
edilmesinin sebebi hedeflenen DNA dizilerinde tek niikleotidleri tanimasi, hedef dig1
etkisinin az olmasi ve sentez maliyetinin diisiik olmasidir (Zych ve ark 2018).
TALEN’lerin ZFN’lere kiyasla daha biiyiik boyutlarda olmasi ise hiicrelere iletilmesi

ve ifade edilmesini zorlastirmaktadir (Holkers ve ark 2013).

1.3.4. Diizenli Arahliklarla Boéliinmiis Kisa Palindromik Tekrarlar/CRISPR-
Mliskili Niikleaz-9 (CRISPR/Cas9)

Ishino ve arkadaslar1 1987 yilinda Escherichia coli’nin genomunda, Apoptoz
Inhibitér Protein (iap) gen dizisinin asagi bolgesinde fonksiyonu tam olarak
bilinmeyen tekrar eden dizilerin varligin1 kesfetmislerdir (Ishino ve ark 1987).
Francisco Mojica ve arkadaslari ise bir arke tiirii olan Haloferax mediterranei
genomunda yaptiklar1 ¢aligmalarda bu dizilerin 36 bg’lik aralayicilar (spacer) ve 30
be’lik tekrar dizileri oldugunu bildirmislerdir (Mojica ve ark 1993). Ilk zamanlarda
kisa diizenli aralikli tekrarlar (short regularly spaced repeats-SRSS) olarak
adlandirilan, fakat fonksiyonu tanimlanamayan bu tekrar ve spacer dizilerine daha
sonra diizenli kiimelenmis aralayici kisa palindromik tekrar dizileri (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats; CRISPR) adi verilmistir. Yapilan
caligmalarla farkli bakteri tiirlerinde CRISPR lokuslarinin varligi gosterilmistir
(Mojica ve ark 2000, Jansen ve ark 2002). Bu dizilerden bazilarinin faj, konjugatif
plazmid veya viriis kaynakli oldugunu belirleyen Dr. Mojica, CRISPR’in adaptif
immiin sistemin bir pargasi oldugunu bildirdi (Mojica ve ark 2005). Bolotin ve
arkadaglarmin 2005 yilinda, CRISPR yapilarinin yakininda endoniikleaz enzimi
kodlayan Cas genlerinin varhigimni gostermesi, CRISPR/Cas’mn yabanct DNA
degredasyonu ile iliskili olabilecegi diisiincesinin olusmasina yol act1 (Bolotin ve ark
2005). CRISPR ve Cas endoniikleazin bakteriel fajlarin taninmasi ve yok edilmesini
saglayan 6nemli bir bilesen oldugu Barrangou ve arkadaslari tarafindan 2007 yilinda

yapilan ¢alisma ile ortaya konuldu (Barrangou ve ark 2007).

CRISPR/Cas sisteminde, viriis ile enfekte olan bir bakteri, virlis genomunu
parcalayarak virlise ait bazi dizileri, kendi genomunda yer alan CRISPR dizilerine
eklemekte ve bdylece virlise ait diziyi kayit altina almaktadir. Bakteri bu sistem
sayesinde karsilastig1 bu viriise karsi immun hafiza gelistirerek bu viriisle bir sonraki

olas1 karsilasmasinda daha hizli yanit olusturarak direncli hale gelmektedir. Bu
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sistem sayesinde bakteri enfekte oldugu viriislere ait c¢ok sayida kaydi
tutabilmektedir. (Rath ve ark 2015). CRISPR gen bolgelerinin, bakterilerin yaklagik
%40’ inda, arkelerin ise %90’inda bulundugu ortaya konulmustur (Javed ve ark
2018).

Bakteri ve arkeler icin olduk¢a onemli olan bu adaptif bagisiklik sistemi;
adaptasyon, CRISPR RNA iiretimi ve savunma olmak {izere ii¢ temel adimla

calismaktadir (Barrangou ve ark 2007).

e Adaptasyon
Prokaryotik hiicre genomunda bulunan CRISPR lokusu; Cas (CRISPR-
associated protein) operonu, aralayict diziler, aralayici diziler arasina serpistirilmis

tekrar dizileri ve Cas operonunun yukari akiginda yer alan kodlamayan bir RNA olan
trans-aktive edici CRISPR RNA (tracrRNA) kodlayan bélgeden olusur.

Cas operonu tarafindan Casl ve Cas2 niikleazlar ifade edilir. Sekil 1.9°da
gosterildigi gibi prokaryotik hiicrelerde yabanci DNA varlig: tespit edildiginde Casl
ve Cas2’den olusan Cas niikleaz kompleksi yabanci DNA’y1 keserek fragmanlara
ayirir. Olusan DNA fragmanlart konak¢1 genomu tizerinde CRISPR lokusuna csn2
tarafindan aralayici dizi olarak, yeni olusturulan bir tekrar diziSinin sonrasina entegre
edilir ve istilact genetik elemanlarin molekiiler kayitlari olusturulur ve bu siireg

adaptasyon olarak bilinir (Khalaf ve ark 2020).

Prokaryotik Hiicre

Casl-Cas2

=0
119

i

| E Yabanci DNA

iTekrar Dizileri

=,

CRISPR Lokusu

cas operonu
[

cas9 casl cas2 csn2 . e e e
<_f_, L LI

Casl-Cas2 . 7
tracrRNA S Aralayici Diziler

Sekil 1.9. CRISPR lokusuna yeni bir aralayici dizi eklenmesinin sematik gosterimi (Marraffini 2015).
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e CRISPR RNA Uretimi

Adaptasyon siirecinde molekiiler kaydi olusturulan herhangi bir mobil genetik
etken prokaryotik hiicrede tekrar tespit edildiginde CRISPR lokusuna aralayict dizi
olarak entegre edilen ilgili genetik etkenin DNA pargalar1 sablon olarak kullanilarak
onciil CRISPR RNA (pre-crRNA) olarak bilinen kisa RNA pargaciklari ve tracrRNA
olarak bilinen bagka bir kodlamayan RNA parcasi iretilir. tracrRNA kismen pre-
crRNA’ya tamamlayicidir. tracrRNA, pre-crRNA’ya baglanir ve RNaselll
modifikasyonu ile olgun crRNA-tracrRNA hibrid yapisi olusturulur (Sekil 1.10)
(Lone ve ark 2018).

e Savunma

Olgun crRNA-tracrRNA hibrid yapisi ile Cas9 niikleaz arasinda
riboniikleoprotein (crRNP) kompleksi olusturulur. crRNA-tracrRNA yapist hedef
DNA'y1 parcalayacak olan Cas9 niikleaza rehberlik eder. Cas9-crRNA-tracrRNA
riboniikleoprotein (crRNP) kompleksinde crRNA, yabanci DNA iizerinde protoaralik
bitisik motif (protospacer adjacent motif; PAM) ile eslesir ve hedef DNA’nin
kesilerek yok edilmesi i¢cin Cas9’u uyarir. Bu sekilde prokaryotlarda istilaci genetik
elemanlara kars1 adaptif bagisiklik saglanmis olur (Sekil 1.10) (Lone ve ark 2018).

Tekrar Dizileri

cas9 casl cas2 csn2 o e T e e ——"
N — A LLEN Ly
tracrRNA l l Aralayici Diziler

|

tracrRNA

crRNA

_§*

tractrRNA- crRNA hibrid yapisi

Cas9

Yabanci DNA

Prokaryotik Hiicre

J
Sekil 1.10. CRISPR ile adaptif bagisikligin sematik gosterimi (Marraffini 2015).
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CRISPR/Cas sistemi, Cas proteinin dizi ve yapisina gore Tip I, Il ve 1lI
olarak siniflandirilmistir. Tip | ve Tip III bakteri ve arkealar igin bagisiklik
saglarken, Tip II yalnizca bakterilere ozgiidiir (Makarova ve ark 2011). Tip |
CRISPR/Cas sisteminde, helikaz ve DNaz aktivitesi olan Cas3 proteini islev
gormektedir (Sinkunas ve ark 2011). Tip Il CRISPR/Cas sisteminde, Cas9 proteini
tek bir niikleaz olarak islev gormektedir. Tip III CRISPR/Cas sistemi, Tip IlI-A ve
Tip HI-B olarak iki gruba ayrilir. Tip III-A DNA ve Tip 1lI-B RNA yapisinin
fragmentize edilmesinden sorumludur (Jiang ve Doudna 2015). Tip | ve Tip 1l
CRISPR/Cas sisteminde protospacer tanima PAM’a bagli bolge iken, Tip IlI
CRISPR/Cas sisteminde PAM bdlgesinden bagimsizdir (Tyagi ve ark 2020). Tek bir
niikleaz kullanan Tip II, genom diizenleme araci olarak uyarlanan ilk CRISPR/Cas

sistemidir.

CRISPR/Cas sistemi, 2012 yilinda Amerika’da J. Doudna ve Cin’de F. Zhang
tarafindan yliriitilen caligmalar ile “Genom Diizenleme Teknolojisi” olarak bilim
diinyasina tamitilmistir (Jinek ve ark 2012, Cong ve ark 2013). Genom
diizenlemesinde kolay uygulama amaciyla tiim crRNA ve tracrRNA bilesenlerini
iceren kimerik yapida rehber RNA (single guide RNA; sgRNA) tasarlanmistir
(Doudna ve Charpentier 2014). Genom iizerinde PAM dizisi bitisiginde hedefe
spesifik tasarlanan sgRNA rehberliginde Cas enzimi DSB indiikleyerek hiicresel
DNA onarim siirecini baglatmaktadir. Sekil 1.11°de gosterildigi gibi NHEJ ya da
HDR gibi hiicresel DNA onarim siiregleri indiiklenerek genom modifikasyonu
saglanir. 2-6 nt uzunlukta PAM dizileri ile eslesen 20-24 nt uzunlugunda sgRNA
tasiyan ¢oklu CRISPR/Cas9 bilesenleri gelistirilmistir. Bu nedenle CRISPR/Cas9
teorik olarak ¢ogu genomda benzersiz olan 22-30 nt ile spesifik bir DNA dizisini
hedefleyebilmektedir (Zhang ve ark 2014).
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Genomik DNA

fr;achNA

mrmrrmrrrrrrrm

/ \ donor / template DNA

TITITITITITI I I I It LR AR AR RRRRARRRRRRRRRRL
ALY AU UL LU
insersiyon / delesyon knock in

Sekil 1.11. CRISPR/Cas9 niikleaz aracili genom modifikasyonunun sematik gosterimi.

Tasarlanmig niikleaz teknolojileri arasinda CRISPR/Cas9 yiiksek o6zgiilliik,
yiikksek bagar1 eldesi, tasariminin basitligi ve maliyetinin diisiik olmasi gibi
nedenlerden 6tiirii en popiiler genom diizenleme araci haline gelmistir. CRISPR/Cas9
genom diizenleme sistemi gen tedavi caligmalari, transgenik hayvan ve hiicre
modellerinin olusturulmasi, hastalik modellemesi, gen fonksiyon arastirmalari,
epigenom diizenleme, hiicre etiketleme ve genetik tarama gibi amaglarla

uygulanmaktadir (Yu ve Wu 2018).

Genom diizenleme teknolojisinde CRISPR/Cas9’un biiyiik potansiyeline

ragmen ele alinmasi gereken bazi 6nemli hususlar vardir. Bunlar;

e Hedef dis1t mutasyonlar,

e PAM bagimlihig,

e SgRNA iiretimi,

e CRISPR/Cas bilesenlerinin aktarimidir.

Hedef dis1 mutasyonlar CRISPR/Cas9 aracili genom diizenleme sistemi igin
en onemli sorundur. Biiyilk genomlar genellikle hedef DNA dizileri ile 6zdes veya
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olduk¢a homolog olan ¢oklu DNA dizileri igerebilirler. CRISPR/Cas9 hedef DNA
dizilerinin yan1 sira bu 6zdes veya yiiksek homoloji gosteren DNA dizilerinde de
degisimlere yol acabilir. Bu degisimlere hedef dis1 mutasyonlar denir. CRISPR/Cas9
sisteminde hedef dis1 mutasyon ihtimali hedeflenen bolge disinda herhangi bir dizi
ile homolojisi olmayan sgRNA’larin tasarlanmasi ile ortadan kaldirilir (Fu ve ark
2013). Ayrica hedef dis1 mutasyonlarin olusumu ile ilgili dikkat edilmesi gereken bir
diger husus, CRISPR/Cas9 bilesenlerinin uygulama dozajidir (Hsu ve ark 2013).

Teorik olarak CRISPR/Cas9 sistemi tasarlanmis sgRNA ile herhangi bir
DNA dizisine uygulanabilir. CRISPR/Cas9’un ozgiilliigi sgRNA/hedef dizi
uyumunun yani sira hedef dizinin agagi akisinda yer alan 2-5 nt uzunlugundaki PAM
dizisine baglidir (Jinek ve ark 2012). PAM bagimlilig: ise CRISPR/Cas9 sisteminin
ozgilligint artirir.  Streptococcus pyogenes'de NGG, Streptococcus thermophiles'de
NGGNG ile NNAGAAW ve Neisseria meningitidis’de NNNNGATT PAM dizileri
tanimlanmistir. Protein miihendisligi ile gelistirilen mutant Cas9’larda PAM
cesitliligini artirmaktadir. PAM ¢esitliliginin artmasi ise arastirmacilara farkli
genomik lokuslari hedefleme sansi sunmaktadir. Ayrica PAM dizisinin uzamasi da

CRISPR/Cas9’un 6zgiilligiinii artiran bir 6zelliktir (Zhang ve ark 2014).

CRISPR/Cas9 aracili genom diizenleme teknolojisi uygulamalarinda dikkatle
ele alinmasi gereken bir diger husus ise SgRNA iiretimi ve CRISPR/Cas9
bilesenlerinin organizmalara aktarim yontemleridir. Cas9 ve SgRNA’y1 hedef
hiicreye tasiyacak ve ifade edilmesini saglayacak plazmid vektorlerin dogru segimi,
transkripsiyon ve post-transkripsiyonel modifikasyonlar agisindan biiyiikk 6nem arz
etmektedir. CRISPR/Cas9 bilesenlerinin hedef hiicrelere aktarilmasi i¢cin DNA ve
RNA tabanli enjeksiyon teknikleri, lipofeksiyon veya elektroporasyon yontemleri
kullanilmaktadir. Aktarilma yontemlerinin belirlenmesi ve etkinligi, hedef hiicre ve

doku tiplerine baglh olarak degisebilmektedir (Zhang ve ark 2014).

Yukarida bahsedilen genom  diizenleme tekniklerinin  avantajlari,

dezavantajlar1 ve kisitlamalar1 Tablo 1.1°de 6zetlenmistir.
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Tablo 1.1. Genom diizenleme yontemlerinin karsilagtirilmasi (Zych ve ark 2018).

Metot Avantaj Dezavantaj Kisitlamalar
MgN Yiiksek o6zgiilliik Son derece zahmetli Kisitli tanima bolgesi
Diigiik toksisite Tanima ve kesme
fonksiyonunu kodlayan tek
Biiyiik DNA dizilerinin bir domeyn
taninmast
ZFN Yiiksek etkinlik Yiiksek maliyet Tanima bolgesinin 3-6
niikleotid olmasi
Herhangi bir DNA ZFN ciftleri gerekliligi
bolgesini tanryabilmesi
Hedef dis1 etkiler
TALEN Hedef sekanstaki tek bir TALEN dizilerindeki 6zdes  Tanima bolgesinin 5’
niikleotidin taninmasi tekrar dizileri ucundan 6nce timin
niikleotid varligt
Diisiik maaliyet TALE molekiillerinin
biiyilik boyutundan otiirii
Yiiksek ozgiillik hiicrelere ulastirilmasi
glicligi
TALEN qiftleri gerekliligi
CRISPR/Cas Basit ve etkili Hedef dis1 etkiler PAM dizilerinin
mevcudiyetine bagl
Diisitk maliyet Mosaizm olarak sinirh hedef
dizileri
Ayn1 anda farkli

hedeflerde etkinlik

Bir jenerasyonda mutant
bir organizma elde etme
kabiliyeti

1.4. Transforme Edici Biiyiime Faktorii Beta ile indiiklenen Gen ve Protein

Skonier ve arkadaslar1 tarafindan 1992 yilinda kesfedilen transforme edici

biiyiime faktorii beta ile indiiklenen gen (Transforming growth factor beta-induced,

TGFBI) 5 nolu kromozomun uzun kolunun 31.1 pozisyonunda, 136.028.988-

136.063.818 bg araliginda lokalizedir (Sekil 1.
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12) (Skonier ve ark 1992).

q32

g3l.3
g33.1

Sekil 1.12. TGFBI gen lokalizasyonu (https://ghr.nIm.nih.gov/gene/TGFBI#location)
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TGFBI (Gen 1D:7045) geni BIGH3, CDB1, CSD, CDG2, CSD1, CSD2,
CSD3, CDGG1, EBMD ve LCD1 olarak da isimlendirilmektedir. TGFBI geni 17

ekzon ve 16 intron bolgesi igermektedir.

TGFBI geni; 68 kDa molekiiler agirliginda 683 aminosit rezidiisiinden olusan
bir hiicre digt matriks elemani olan transforme edici biiylime faktorii beta ile
indiiklenen proteini (Transforming growth factor beta-induced protein; TGFBIp)

kodlar. TGFBI geninin kodlanan dizisi ve protein dizisi Sekil 1.13’de verilmistir.

TGFBIp; hiicre adezyonu, gogii, proliferasyonu anjiyogenez, morfogenez,
inflamasyon ve yara iyilesmesi gibi bircok fizyolojik siirece katilir (Ween ve ark
2012). TGFBIp; akciger, kalp, pankreas, deri (Skonier ve ark 1992), kemik
(Kitahama ve ark 2000), tendon (Ferguson ve ark 2003), bobrek (Lee ve ark 2003),
kan plazmasi (Klintworth ve ark 1998), karaciger, bobrek, testis, mide (Ivanov ve ark
2008), endometriyum (Carson ve ark 2002) ve kornea (Klintworth ve ark 1994) gibi
viicudun g¢esitli organ ve yapilarinda yiikksek miktarda ifade edilir. TGFBIp;
keratoepitelin (KE), BIGH3, Pig-h3 ya da Bigh3 olarak da adlandirilmaktadir
(Nielsen ve ark 2020).

Hiicre dis1 matriks; hiicresel homeostazinin, organizmanin uygun gelisiminin
ve doku morfogenezininin baslamasi ve siirdiiriilmesi i¢in ¢ok 6nemlidir (Tumbarello
ve ark 2016). TGFBIp; integrin, kolajen, fibronektin ve proteoglikan gibi diger hiicre
dist matriks proteinleri ile etkilesim kurarak hiicre dist matriks kararliliginin
korunmasi ve siirdiiriilmesini saglar (Poulsen ve ark 2018). Hizli bir yarilanma
Oomriine (turn-over) sahip olan TGFBIp, spesifik biiyiime faktorlerini ayirir ve
modiile eder (Viloria ve Hill 2016).
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1 ATGECGCTCTTCGTGCGGCTECTGGCTCTCEOCCTEECTCTEECCCTEEECCCCEOCGCE 60

1 =M==A==[==F==V==R==l==L==fA==l==f== ==f= === b= === G= = Pm—=f——f - 20

61 ACCCTEGCGGETCCCGCCAMGTCGCCCTACCAGCTEETGCTECAGCACAGCAGECTCCGE 120
21 -T——-L-—-A-—-G--P—--A——-K-—-S——-P—-—¥-—Q-—-L——-V——L-—Q-—H-——-S——R-—L——R— 40
121 GGCCECCAGCACGGECCCCAACGTETETGCTETGCAGAAGETTATTGGCACTAATAGGARAG 180
41 -G——R-—-Q—-—-H-—-G——P——N-—-V¥——C——A-—V-—Q——K——V-—I-—G——T——N-—-R——K— 60
181 TACTTCACCAACTGCAAGCAGTGGTACCARAGGAARATCTGTESGCARATCARCAGTCATC 240
€61 -¥——F—-—T—-—-N—--C——K——Q——W——-¥——Q-—R——-K—-—I-—C—-—G-—K——S——T—-—V——I— 20
241 AGCTACGAGTGCTGTCCTSGATATGAARACSTCCCTGGEGEGAGAAGGGCTGTCCAGCAGCT 200
81 -S——Y-—-E-—-C—--C——-P——-G——-¥——-E——K-—-V-—-P—-—G——E—-—K-—G——C——P—-—A——A— 100
301 CTACCACTCTCAAACCTTTACGAGACCCTEEGAGTCETTGEATCCACCACCACTCAGCTG 360
101 -L-—-P-—-L-—S—--N—-L——¥——-E—-—-T—-—-L-—-G-—-¥V—--V—-—G-—S—-—T——-T—-—T-—-Q——-L— 120
361 TACACEGACCGCACGGAGAAGCTGAGGCCTEAGATGEAGEEECCCGECAGCTTCACCATC 420
121 -¥——T--D-—-R—--T——-E—-K—-—-L—--R——P-—-E--M—-—-E—-—G-—PF-—G——5——F-—-T——I— 140
421 TTCECCCCTAGCAACGASSCCTGGGCCTCCTTGCCAGCTGAASTGCTGGACTCOCTGETC 480
141 -F——-A-—-P—-—S—-N—-E——A——-W--A-—-S-—-L-—P——A——E-—V-—L——-D——S——L——%— 160
481 AGCAATGTCARCATTGAGCTGCTCAATGCCCTCOCGCTACCATATGETGEGCAGGCGAGTC 540
161 -S——H-—V——H--I—-—-E——-L——-L—-N——-A--L-—R——-¥——H-—M-—V¥V—-—G——R—-—R——V— 180
541 CTGACTGATGAGCTGAAACACGECATGACCCTCACCTCTATGTACCAGAATTCCARCATC 600
181 -L—-—T--D-—-E--L——-K——-H——-G—-M——T-—-L-—T——5——M-—Y¥——Q——-N—-—S——N—-—-I— 200
601 CAGATCCACCACTATCCTAATGGGATTGTARCTGTGARCTGTSCCCGECTGCTGARRAGCT 660
201 -Q—-—I-—-H—-—-H—--¥——-P——-N—-—-G——-I——V-—T—-—¥——-N——C——A—-—R——L——L-—K——A— 220
661 GACCACCATGCAACCAACGGGGTGETGCACCTCATCGATAAGSTCATCTCCACCATCACT 720
221 -D——H--H-—-A--T—-H—-—-G——-V¥——-V——H--L-—-I—--D——K-—-¥-—I—-—-S8—-—-T-—-I—-—-T— 240
721 AACAACATCCAGCAGATCATTGAGATCGAGSACACCTTTGAGACCCTTCGGGCTSCTETG T8O
241 -N—--H--I--Q--Q—-=I—-=I—-=—E==I——E=-=-D=-=-T——F——E-—T-—L-——-R——A-—A—=V— 260
781 GCTGCATCAGGGCTCAACACGATGCTTGAASSTAACGGCCAGTACACGCTTTTEGECCCCE 840
261 -A——-A--5-—-G--L——-N——-T——-M—--L-——E-—-G--N—-—-G——Q-—¥-—T——L——L-—A——F— 280
841 ACCAATGAGGCCTTCGAGAAGATCCCTAGTSAGACTTTIGAACCGTATCCTGGGCGACCCA ELL]
281 -T-—-H—-—-E—-—-A—--F--E—-—-K—-—-I--P—-—-S5-—-E—-—-T—--L—-—H-—-R-—-I—--L—-—-G-—-D—-—-P— 300
901 GARGCCCTGAGAGACCTGCTGAACAACCACATCTTGAAGTCASCTATGTGTGCTGARAGCC a60
301 -E-—-A--L-—-R—--D——-L——L——-HN—--N—--H-—-I--L—--K—-—S—-—A-—-M-—C——A-—E——A— 320
961 ATCETTCECGGGGCTGTCTESTAGAGACCCTESACGGCACGACACTGCGAGGTGGGCTGCAGT 1020
321 -I—--V--A-—-G--L—--5——-V——E—-—-T——-L-—-E-—-G——-T——T-—L-—E—-V—-—-G-—C——5— 340
1021 GGGGEACATGCTCACTATCAACGGGAAGECEATCATC TCCARATARAGACATCCTAGCCACT 1080
341 -G—-—-D--M—-—-L--T——-I——-N-—-G—-K——A-—-I-—-I-—-S——N-—K-—-D——I-—-L-—A——-T— 360
1081 AACGEECSTGATCCACTACATTGATGAGCTACTCATCCCAGACTCAGCCARGACACTATTT 1140
361 -N——G-—-V—-—-I--H--¥——-I--D--E—-—-L--L-—-I—-—-P—-—D-—S——A——-K—-—T--L——-F— 380
1141 GAATTECGCTGCAGAGTCTEATGTGTCCACASCCATTGACCTTTTCAGACARGCCCSECCTC 1200
381 =E==L==A==A==E==S==D==V==S==Te=f==]==D==[== =R === =A== G=—=T—- 400
1201 GGCAATCATCTCTCTGGAAGTGAGCGGTTGACCCTCCTGECTCCCCTGAATTCTGTATTC 1260
401 -G——-H--H--L--S—-G—-—-S—-—-E—--R——L-—-T-—-L——-L——A-—FP-—L——-N—-—-S5—-—-%——F— 420
1261 AAAGATGEAACCCCTCCAATTGATGCCCATACAAGGAATTTGCTTCGGAACCACATAATT 1320
421 -K——-D--G—-—-T--P——-P——I—-—-D——-A——H-—-T--R—-N—-—L-—L-—R——-N—-—-H-—I——-I— 440
1321 AARGACCAGCTGGECCTCTAAGTATCTGTACCATGGACAGACCC TGGARACTCTEGEGCGGT 1380
441 -K—-D-—-@—-—-L--A--S——K——¥——-L——¥—-—-H-—-G——Q——T-—L-—E—-—-T—-—-L-—-G——G— 460
1381 ARRAAACTGAGAGTTTTTESTTTATCGTAATAGCCTCTGCATTESAGARCAGCTGCATCGCGE 1440
461 -K——K-—-L-—-R—-¥V——F——-V——¥——-R——N--S—-—-L——C——I-—E-—-N-—-S—-—C-—I——A— 480
1441 GCCCACGACARGAGGGEEEAGGTACGGEGACCCTGTTCACGATEEACCGEEGTGCTEACCCCC 1500
481 -A—-—-H--D--K--R——-G——-R——¥——G——T-—-L——F——T——M-—D-—R——V——L—-—T——F— 500
1501 CCAATEGEGACTGTCATEEATGTCCTGAAGEGAGACAATCGCTTTAGCATGCTEGTAGCT 1560
£01 -P——-M-—G——T—-V——-M——D——¥——L——K-—G——D——-N——R—-—F—-—S——M——L——V——A— 520
1561 GCCATCCAGTCTGCAGCACTCGACGGAGACCCTCAACCGGEGAASGAGTCTACACAGSTCTTT 1620
£21 -A——-I--Q—-—-S—--A—--G——-L—-—-T—--E—-—T--L-—-H—--R—-—E—-—G—-—V——-¥——T—-—V——F— 540
1621 GCTCCCACARRTGAAGCCTTCCGAGCCCTECCACCAAGAGARCGGAGCAGACTCTTGGGA 1680
541 -A—-—-P--T—--N--E—--A——-F--R——-A——-L-—-P-—P—-—-R——E-—R-—-S——-R——L-—-L——-G— 560
1681 GATGCCAAGGAACTTGCCAACATCCTGAAATACCACATTGETEATGAAATCCTEETTAGT 1740
561 -D——A—-—-K——E—--L——-A——-N-—-I——-L——K-—-¥-—-H-—I-—G-—D-—E——I—-—L-—¥——S— 580
1741 GGAGGCATCGGGGECCCTEETGCGECTARAGTCTCTCCARGETSACARGC TGGAAGTCAGT 1800
581 -G——-G-—-I-—-G--A--L——-V——-R—-L——K-—-S-—-L-—Q—-—G-—D-—K——L——E—-—¥V——S— 600
1801 TTGAARAACAATGTGGTEGAGTGTCAACAAGESAGCCTGTTGCCSAGCCTGACATCATGGCT 1860
601 -L——K-—-N-—-HN--V——-V——5——-V¥—-N—-—K-—-E-—P——-V——A-—E—-—P——-D——I—-—M——A— 620
1861 ACAAATGECGTGEETCCATETCATCACCAATETTCTGCAGCCTCCAGCCAACAGACCTCAG 1920
621 -T——H-—-G-——V—-V——H——-V—-—I-—-T——N-—-V-—-L-——Q——P-—F——A——-N—-—R-—F——Q— 640
1921 GARAGAGEGGATGAACTIGSCAGACTCTGCECTTGAGATC TTCARAACARGCATCAGCGTTT 1980
€41 -E—-—R—-—-G—-—-D—--E—-L——A——-D—-—-S——A--L-—-E—-—-I-—F-—K-—Q—-—-A—-—S—-—A——-F— 660
1981 TCCAGEGCTTCCCAGAGESTCTGTGCGACTASCCCCTGTCTATCARAARGTTATTAGAGAGE 2040
661 -S——R——A-—-S--Q—--R——-S5——-V—--R——L-—A-—P——-V——¥—-—Qg-—K—-—-L—-—L-—-E——R— 680
2041 ATGAASCATTAG 2052
681 —M——K——H——*%*— 683

Sekil 1.13. TGFBI geninin  kodlanan bolgesi ve aminoasit dizisinin  gosterimi
(https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence cDNA?db=core;g=ENSG0000012070
8:r=5:136028988-136063818;t=ENST00000442011). 555 pozisyonundaki R aminoasiti ve onu
kodlayan DNA dizisi koyu renk ile igaretlenmistir.
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TGFBIp’nin N-terminalinde sinyal peptid dizisi (SP, Met1-Ala23), sisteince
zengin domeyn (CROPT, Gly45-Ala99) ve dort adet internal tekrar bolgesi (FAST,
Alal00-Pro635) ile C-terminalinde arginin-glisin-aspartat (RGD, Arg642-Gly643-
Asp644) motifi bulunur (Nielsen ve ark 2020). 24 aminoasitten olusan SP dizisi,
TGFBIp’nin endoplazmik retikulum liimenine yonelmesi ve hiicre digina salinmasi
icin gerekli dizidir. CROPT domeyni, 75 aminoasitten olusan ve multimer
olusumunu saglayan domeyndir (Doliana ve ark 2000). CROPT domeyninde bulunan
son sistein (65. Sistein; C65) hernagi bir molekiil i¢i disiilfit bagi ile etkilesim
kuramaz (Nielsen ve ark 2020). Her biri 140 aminoasit ihtiva eden FAS1 alanlari
hiicre adezyonu, hiicre farklilasmasi, kanserojenez, yara iyilesmesi ve apoptozis
stiregleri ile iliskilendirilmistir. RGD motifi integrinler icin tanima ve baglanma

gorevi gortir (Bae ve ark 2002, Kim ve ark 2003).

TGFBIp primer ve uzaysal konformasyon gosterimi Sekil 1.14’de verilmistir.

A B

©
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49 74 85 — 339 [ 8 g

@ 84 97 214 317 473478 o
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1 23 45 99 103 236 240 371 375 498 502 632 683

Sekil 1.14. TGFBIp’nin sematik gosterimi. A) TGFBIp yapisi lizerinde domeynlerin dizilimi ve RGD
motifi, B) TGFBIp’nin uzaysal konformasyon gosterimi. Eflatun ile CROPT, camgébegi ile FASI-1,
mavi ile FAS1-2, yesil ile FAS1-3 ve turuncu ile FAS1-4 alanlari renklendirilmistir. Disiilfiit baglar
ve bag yapmamig C65, sar1 ile renklendirilmistir (Nielsen ve ark 2020).
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TGFBIp, matrikste fibroblast, keratinosit, endotel ve epitel hiicreleri ile Tablo

1.2°de verilen integrinler araciligiyla etkiselim kurar.

Tablo 1.2. Farkli hiicre tiplerinde TGFBIp ile baglant1 kuran integrinler

Integrin Hiicre Tipi

alpl Fibroblast (Ohno ve ark 1999)

aSp1 Trombosit (Kim ve ark 2009)

allbp3 Trombosit (Kim ve ark 2009)

a3p1 Korneal epitel hiicreleri ve keratinositler (Kim ve ark 2000, Bae ve ark 2002)

aVp3 Endotel hiicreleri ve korneal fibroblast (Nam ve ark 2003, Choi ve ark 2015)
aVp5 Skleral fibroblast ve diiz kas hiicreleri (Kim ve ark 2002, Lee ve ark 2006)
a7p1 Iskelet kasi hiicreleri (Ferguson ve ark 2003)

aMp2 Monositler (Kim ve Kim 2008)

Integrin a3B1 igin baglayici motif, FAS1-2 ve FAS1-4 alanlarinda yiiksek
oranda korunmus izolosin ve aspartat rezidileridir. FAS1-2 alanindaki baglayici
motif NKDIL, FAS1-4 alanindaki baglayict motif ise EPDIM rezidisiidiir (Kim ve
ark 2000, Bae ve ark 2002). Integrin aVB3 ve aVPB5 igin baglayici motif ise tirozin,
histidin ve 16sin/izoldsin rezidiileri iceren YH18 rezidisiidiir (Kim ve ark 2002, Lee
ve ark 2006). TGFBIp ve integrin aVB3 arasindaki etkilesim RGD motifine baglidir
(Choi ve ark 2015). RGD motifi iyi bilinen bir integrin baglanma motifidir, fakat
alBl ve aMP2 integrinleri i¢in gozlemlendiginde FAS1 alanlari da baglanma
afinitesine sahip oldugundan dolayi, TGFBIp etkilesimi i¢in her zaman gerekli

degildir (Ohno ve ark 1999, Kim ve Kim 2008).

1.5. Kornea

Kornea goziin 6n ylizeyinde yer alan, 15181 odaklamak ve gozii dis etkenlerden
korumak igin 6zellesmis saydam ve avaskiiler dokudur. Epitel, endotel hiicreler ve
keratositler korneanin hiicresel bilesenleridir. Kolajen ve glikozaminoglikan

(GAG)’lardan olusan matriks ise korneanin hiicresiz bilesenidir (Sridhar 2018).

Diizenlenmis hidrasyon ve korneanin hassas mimarisi objektifin i¢inden
gecen 15181 retinaya iletilmesi i¢in gerekli olan saydamligi saglayarak goriintii

olusumunu desteklemektedir (Klausner ve ark 2007).
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Sekil 1.15. Goziin sematik gosterimi (Torrecilla ve ark 2018).

Kornea; epitel, bowman membrani, stroma, desme membrani ve endotel
olmak {iizere 5 katmandan olusmaktadir (Sekil 1.15). Epitel tabaka yaklasik 50
mikron kalinhiga sahiptir ve 7-10 giinlik bir siire ile rejenere olmaktadir. Epitel
hiicreler IL-1p, IL-6, IL-8 ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinler salgilayarak gozii
mikroorganizma ve toksinlerden korurlar (Eghrari ve ark 2015). Bowman membrani
8-14 mikron kalinhigina sahip hiicre igermeyen, piiriizsiiz ve rejenere olmayan bir
katmandir ve Kolajen liflerin rastgele diizenlenmesiyle olusur. Fizyolojik rolii hala
belirsiz olmasma ragmen subepitelyal sinir pleksusunu korumak igin fiziksel bir
bariyer gorevi oldugu diisiiniilmektedir (Lagali ve ark 2009). Epitel veya endotel
tabakalarda meydana gelen herhangi bir hasar korneal seffafligin kaybi ile
sonuglanmaktadir (Tidu ve ark 2020).

Stroma, kornea kalinliginin %90’ indan fazlasini olusturan tabakadir. Stroma
tabakasi, Kolajen Tip I, 11, 1V, V, VII ve Tip XII ile keratan siilfat, kondroitin siilfat,
dermatan siilfat ve limikan gibi proteoglikanlar ve keratositlerden olusur. Kolajen
fibriller, korneaya ozgii bir organizasyonla, paralel olarak diizenlenerek lamel
yapilarin1 olustururlar ve olusan lameller birbirlerine 90°’lik agiyla baglanirlar. Bu
diizenli dizilim ile korneanin seffaf yapisi saglanir. TGFBIp, hiicre dis1 matriks i¢in
onemli bir bilesen olan kolajenin etkilesim ortagi olarak tanimlanmaktadir. TGFBIp,
birgok hiicre tipinde gesitli matriks bilesenlerini birbirine baglayan ve hiicre-kolajen
etkilesimlerini kolaylastiran baglayici protein olarak iglev goriir (Poulsen ve ark
2018). Hiicre dis1 matriksteki genel dneminin yani sira, TGFBI proteini, korneadaki
0zgiin rolii ile de 6nemli bir yer tutmaktadir. TGFBIp, korneanin stroma tabakasinin

2. en bol bulunan proteinidir ve Tip 1, 11, 1V, VI ve XII kolajenlerle birlikte kornea
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stromasiin mimarisinde yapisal biitiinligiin ve seffafliginin korunmasinda kritik rol
oynamaktadir. Kolajen Tip I, IT ve IV’iin TGFBIp ile kovalent olmayan, kolajen tip
VI'nin ise TGFBIp ile hem kovalent hem de kovalent olmayan etkilesimler
olusturdugu gosterilmistir (Nielsen ve ark 2020). Ancak kolajen-TGFBIp
baglantisinin kornea mimarisi i¢in onemli oldugu bilinmekle birlikte TGFBIp

miktarinin nasil diizenlendigi tam olarak bilinmemektedir.

Ayrica, TGFBIp fibronektin, biglikan ve dekorin gibi hiicre dis1 matriks
bilesenlerine de baglanir. Dekorin ve biglikan gibi proteoglikanlar TGFBIp ile
cekirdek proteinleri araciligiyla baglanirken, fibronektin ve TGFBIp arasindaki
etkilesim fibronektinin kolajen/jelatin baglama alani arasinda olmaktadir (Billings ve

ark 2002, Reinboth ve ark 2006).

Korneal endotelyumun taban zari olan desme membrani ise Kkolajen ve
lamininden olusur. Endotel ise baslica rolii stromal hidrasyonun diizenlenmesi olan 5
mikron kalimliginda bir tabakadir ve rejenerasyon kabiliyeti yoktur. Endotel
hiicrelerinin herhangi bir sekilde zarar gérmesi sonucu stromaya sivi gegisi olur ve

gorme kaybi ile sonuglanir (Klausner ve ark 2007).

1.6. Kornea Distrofileri

Kornea distrofileri 1890 yilinda ilk kez Groenouw (Groenouw 1890)
tarafindan tanimlanmistir. Korneal distrofiler, korneanin farkli katmanlarinda olusan
agregatlardan dolay1 korneal seffafligin kayb1 ve gérme bozuklugu ile sonuglanan,
genetik ve epigenetik nedenlere dayali enflamatuvar olmayan hastalik grubunu igerir.
Cevresel, enflamatuvar veya sistemik faktorler korneal distrofilerin olusumunu
etkilemez iken, distrofilerin ilerleyisini etkileyebilir. Korneal distrofiler

popiilasyonda %0.09 insidans oranina sahiptir (Bourges 2017).

Klinik olarak korneal distrofiler li¢ gruba ayrilir. Bunlar,
e Anterior kornea distrofileri,
e Stromal distrofileri,

o Posterior kornea distrofileridir (Klintworth 2009).

Uluslararas1 Kornea Distrofilerinin Siniflandirilmasi Komitesi (IC3D) kornea
distrofilerini; C1, C2, C3 ve C4 olmak fiizere 4 grupta kategorize etmistir.

Tanimlanmig nedensel genler ve bilinen mutasyonlarla iliskili distrofiler ClI
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kategorisinde olmak {iizere, klinik ve genetik kanitlarin hala belirsiz oldugu distrofiler

C4 kategorisidir (Weiss ve ark 2015).

Farkli kornea distrofilerine CHST6, KRT3, KRT12, PIP5K3, SLC4Al1l,
TACSTDZ2, UBIAD1 ve TGFBI genlerindeki mutasyonlar neden olmaktadir. Kornea
distrofilerinin gogu monogeniktir, otozomal dominant ya da otozomal resesif kalitim

modeli ile aktarilabilmektedir (Salman ve ark 2022).

1.6.1. TGFBI Geni ile Iliskili Kornea Distrofileri

TGFBI geni mutasyonlarina bagli olarak ortaya ¢ikan kornea distrofileri,
korneanin ¢esitli katmanlarini etkiler ve epitelyal-stromal TGFBI kornea distrofileri
olarak bilinir. TGFBI iliskili kornea distrofileri giiglii allelik ve fenotipik heterojenite
sergilerler (Soh ve ark 2020).

TGFBIp baskin olarak kornea epitel hiicrelerinde ifade edilir ve stromal
tabakaya tasmir (Han ve ark 2016). TGFBI genindeki mutasyonlar, yiizeysel
korneada bulanik agregatlar birikmesi sonucu gérme bozuklugu olusan bir dizi
kornea distrofisi ile iliskilendirilmistir. Kornea distrofileri, TGFBI genindeki
mutasyonlarla iligkili bilinen tek patolojik hastaligi temsil eder. Patogenez
mekanizmalart tam bilinmemekle birlikte TGFBI genindeki mutasyonlarin protein
salgilanmasin1 veya katlanmasin1 bozabilece§i ve korneada artan stabiliteye sahip
mutant TGFBIp agregatlarinin birikimi ile sonuglanabilecegi diislintilmektedir
(Kannabiran ve Klintworth 2006). Bu birikintiler korneada yirtilmaya, fotofobiye,
agriya ve sonug olarak gérme kaybina neden olabilmektedir (Han ve ark 2016).

TGFBI geninde bugiine kadar yapilan g¢alismalar ile 74 farkli mutasyon
tanimlanmis ve bu mutasyonlarin farkli tip kornea distrofilerine yol agtig
raporlanmigtir (Nielsen ve ark 2020). Bu mutasyonlar tiim TGFBI genini kapsasa da
sicak nokta mutasyonlar1 (hotspot) olarak bilinenleri ekzon 4 ve 12’de yer alan
R124H, R124C, R124L, R555W, R555Q mutasyonlaridir (Evans ve ark 2016). Bu
hotspot mutasyonlardan R555W Graniiler Kornea Distrofisi Tip 1 (GCD1), R124H
Graniiler Kornea Distrofisi Tip 2 (GCD2), R124C Latis Kornea Distrofisi Tip 1
(LCD1), R124L Reis Buckler Kornea Distrofisi (RBCD), R555Q Thiel-Behnke
Kornea Distrofisi (TBCD) ile iliskilendirilmektedir (Munier ve ark 1997, Okada
ve ark 1998). TGFBIp’nin 124. ve 555. rezidiilerinde meydana gelen bu
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varyasyonlar TGFBI geni Fasl-1 ve Fasl-4 domeynlerini kodlayan gen
bolgelerindedir (Sekil 1.16) (Courtney ve ark 2015).

SP CRD FAS1-1 FAS1-2 FAS1-3 FAS1-4

Sekil 1.16. Kornea distrofilerindeki mutasyonlar1 gosteren TGFBIp sematik gosterimi.

1.6.2. Graniiler Kornea Distrofisi Tip 1

TGFBI geni ekzon 12°de meydana gelen ¢.1663C>T transisyonu, proteinin
555. pozisyonunda Argininin (Arg, R) aminoasidinin Triptofan (Trp, W)
aminoasidine yer degisimi (R555W) ile sonuglanir ve bu mutasyon GCD1 ile
iliskilendirilmistir.

GCD1 otozomal dominant kalitim gosteren bir hastaliktir. Yasamin ilk veya
ikinci on yilinda korneanin stroma tabakasinda coklu, kiiciik, gri-beyaz renkli
graniiler agregatlar gortliir. Hastaligin erken evresinde agregatlar arasindaki stroma
saydam oldugu i¢in gorme genellikle etkilenmez, fakat yasin ilerlemesine bagli
olarak agregatlar daha biiyiik ve yogun hale gelerek gérme kaybina yol agar (Akiya
ve Brown 1970, Weidle ve Lisch 1984). Agregatlar baslangigta orta ve derin
stromada bulunurken, hastalik ilerledik¢e tim stromayi kaplayarak 1g1ga hassasiyete
neden olur. GCD1’e neden olan mutasyonu homozigot veya heterozigot olarak
tastyan hastalarin klinik semptomlarinda ciddi farkliliklar gozlemlenmekle birlikte,
homozigot oldugu durumda hastaligin daha erken yaslarda basladigi ve ¢ok daha
siddetli ilerledigine dair raporlar bulunmaktadir (Okada ve ark 1998).

Sekil 1.17°de gosterildigi gibi GCD1’de TGFBIp agregatlar1 ile olusan
degisken sekilli opasiteler birlikte bulunarak gorme keskinligini farkli derecelerde

etkilemektedirler (Klintworth 2009).
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Sekil 1.17. GCD1 hastalarinda TGFBIp agregatlarin mikroskop ile goriintiilenerek fotograflanmasi
(https://disorders.eyes.arizona.edu/disorders/corneal-dystrophy-granular).

1.7. Kornea Distrofilerinin Tedavisi

TGFBI geni ile iligkili kornea distrofilerinde klinikte uygulanan bazi tedavi

yontemleri mevcuttur. Bunlar;

e Jel ya da merhemler ve terapdtik kontakt lensler,

e Graniiler agregatlarin kornea yiizeyinden 100 mikron derinlige kadar
ulastig1 hastalarda fototerapotik lazer keratektomi (PTK),

e Graniiler agregatlarin kornea yiizeyinden 100 mikrondan daha derin
oldugu hastalarda keratoplasti,

e Kornea transplantasyonudur (Lee ve Kim 2003, Wu ve ark 2021).

Kornea allograft nakli i¢in oldukca basarili bir dokudur. Fakat mevcut kornea
transplantasyon yoOnetiminde; karmasik cerrahi prosediirler, uygun donér kornea
eksikligi, dondr ile iliskili bulasict hastalik riski, cerrahi sonrasi1 komplikasyonlar,

greft reddi ve hastaligin tekrarlamasi gibi ¢esitli zorluklar vardir (Alio ve ark 2021).

Kornea epiteli limbus bolgesinde bulunan limbal kok hiicre kaynakli siirekli
bir rejenerasyon halindedir. Yasam boyu kendini yenileme kapasitesine sahip olan
limbal kok hiicreler korneadaki periferal epitel hiicrelerini iiretme yetenegine

sahiptir. Limbustan korneanin merkezine gog¢ ettikleri, daha sonra hizla ¢ogaldiklar
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ve merkezi kornea epitel hiicrelerine farklilagtiklart diisiiniilmektedir. Bu siireg
normal kornea homeostazisi ve yara iyilesmesi sirasinda gergeklesir. TGFBI geni ile
iliskili kornea distrofileri epitelyal kokenli oldugundan klinik tedavilerde karsilasilan
en Onemli sorun hastaligin tekrarlamasidir. Ciinkii tedaviler kornea epiteli ile
smirliyken hastaligin kaynagi epitel hiicrelerin kdkeni olan limbal kok hiicrelerdir.
Bu durum ise tranplastasyon dahil etkili tiim tedavilerin gecici olmasina neden
olmaktadir (Ljubimov ve Saghizadeh 2015). Su an igin agregatlarin olusmasini
yavaslatan, durduran ya da yok olmasimi saglayan klinik tedaviler Yyetersiz
kalmaktadir. Bu ylizden kok hiicrelere yonelik genetik temelli arastirmalar giin
gectikce Onem kazanmaktadir. Gelecek vaat eden genom diizenleme, miRNA ve kok
hiicre tedavileri gelismektedir. Mevcut verilere gore, son on yilda kornea
hiicrelerinin iyilesmesine iliskin c¢alismalarda ve klinik uygulamalarda 6nemli
ilerlemeler kaydedilmistir (Han ve ark 2016). Ancak GCDI1’e yol acan R555W
mutasyonunu diizeltmeyi esas alan gen tedavisine yonelik ¢aligmalar halen yok

denecek kadar azdir.
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2. GEREC ve YONTEM
2.1. Gereg

2.1.1. EKipmanlar

e -20 Buzdolab1 (Profilo)

e -80 Derin Dondurucu (Haier)

e CO, Inkiibator (Thermo Scientific, 372)

e Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Thermo Scientific, EC 300XL2)
e Elektroforez Tanki (Thermo Scientific)

e Elektroporasyon Kiiveti (Bio-Rad)

e FACS Aria Ill Flow Sitometri (BD, Pharmingen)

e GenePulser Xcell Elektroporasyon Cihazi (Total System, Bio-Rad)
e Hassas Terazi (Sartorius, GE212)

e Inkiibatdr (WiseCube, WIG-50)

e Kar Uretme Cihaz1 (Scotsman)

e Laminar Kabin (Telstar, CytoUIltra Class Il Cabinet)

e Laminer Hava Akim Kabini (MetiSafe, LFH-120)

e Mikrodalga Firin (Argelik, MD 564)

e Mikroskop Dijital Kamera (Olympus, DP72)

e Mini Santrifiij (AOSHENG)

e Nanodrop Cihazi (NanoDrop ™ 2000, Thermo Scientific)
e Otoklav (HMC HIRAYAMA)

e Ph Metre (Mettler Toledo Seven Compact)

e Ph Metre (Mettler Toledo Seven Compact)

e Real-Time PCR (Roche, LightCycler® 480 IT)

e Sogutmali Santrifiij (Thermo MicroCL 17R)

e Su Banyosu (Wisebath, WB22)

e Thermal Cycler PCR Cihaz1 (Bio-Rad, MyCycler)

e Trinokiiler Invert Floresan Mikroskop (Olympus, BX51)
e UV Goriintiileme Cihaz1 (Vilber Lourmat, Quantum-ST4)
e UV/Vis. Spektrofotometre (Boeco, S-22)

e Vortex (Wisd, WiseMix VM-10)



2.1.2. Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

e 1.5 ve 2 ml Ependorf Tiip (Kirgen)

e 10 ml Serolojik Pipet Ucu (Isolab)

e 10 ul Filtreli Pipet Ucu (Kirgen)

e 100 pl Filtreli Pipet Ucu (Kirgen)

e 1000 pl Filtreli Pipet Ucu (Kirgen)

e 15 ml ve 50 ml Steril Falkon Tiip (Kirgen)

e 150 mm petri plaklar1 (Isolab)

e 5 ml Serolojik Pipet Ucu (Isolab)

e 50 ve 100 b¢ DNA Ladder (Hibrigen)

e 6 ve 12 Kuyucuklu Hiicre Kiiltiir Plaklar1 (Sarsted)
e 6X yiikleme boyas1 (Qiagen)

e Agaroz (Sigma, A9539)

e Ampisilin (Gold Biotechnology, A-301-10)

e Bbsl Restriksiyon Kesim Enzimi (NEB, R0539S)
e CaCl.2H,0 (Merck, 10035-04-8)

e DHb5alpha (E.coli) Kimyasal Kompotent Bakteri (NEB, C2992H)
o DNA Marker (Hibrigen)

e dNTP (ThermoScientific, L:4160)

e Drikalski spatiilii (Marienfeld Superior)

e Etidyum Bromiir (AppliChem, A1152)

e FastStart Essential DNA Green Master (Roche, 06402712001)
e FBS (Gibco, 16000044)

e Filtreli mikropipet uglar1 (Kirgen)

e Genomik DNA izolasyon Kiti (Promega, A1120)
e Genomik DNA Izolasyon Kiti (Promega, A2360)
e Gliserol (Sigma, 56-81-5)

e gRNA forward (Sentebiolab)

e gRNA reverse (Sentebiolab)

e HBSS (Gibco, 14175053)

e Jel Izolasyon Kiti (Qiagen, 163045849)

o Jelden DNA ekstraksiyon Kiti (Qiagen, 163045849)
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LB Broth (Sigma, L3522)

LB Broth with Agar (Sigma, L2897)

Lymphopure (BioLegend, 426201)

MgCI2 (ThermoScientific, L:00783322)

Mikropipet Seti (Eppendorf)

Opti-MEM (Gibco, 31985062)

Oze (Isolab)

PBS (Sigma, P4417)

pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA Plazmid Vektor (Addgene, #79145)
PCR Tiipti (Axygen)

Penisilin/streptomisin (Gibco, 15140122)

PHA (Gibco, 10576015)

Plazmid Vektér Izolasyon Kiti (Promega, A1330)
Polimeraz zincir reaksiyonu primerleri (Sentebiolab)
Puromisin (Gibco, A1113803)
pX459V2.0-eSpCas9(1.1) Plazmid Vektdr (Addgene, #108292)
RPMI (Gibco, 21875034)

rSAP enzimi (NEB, M0371S)

SOC medyum (NEB, B9020S)

ssSODN (IDT)

T4 DNA Ligase (NEB, M0202S)

T4 DNA Ligase (Promega, M1801)

T4PNK (NEB, M0201S)

T7 endoniikleaz I enzimi (T7E1) (NEB, M0302S)
TAE Tamponu (Thermo, B49)

Tag DNA polimeraz (Vivantis, PL1202)

TBS (Sigma, T8154)

Thoma Lami (Marienfeld)

Tris-EDTA Buffer (Sigma, 93283)

X-tracta™ Jel Ekstraktor (Promega, A2121)
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2.2. Yontem

Calismamizda GCDI1 tanist almig ve RS555W mutasyonu tasidigi tespit
edilmis bireylerden elde edilen PBMC’lerde CRISPR/Cas9 teknolojisi kullanilarak
R555W mutasyonun diizenlenmesi amaclanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda calisma
plani, hastalarin se¢imi ve ¢alismaya dahil edilmesi, CRISPR/Cas9 bilesenlerinin
tasarlanmasi, eldesi ve uygun plazmid vektorlere klonlanmasi, klonlanan vektorlerin
PBMC hiicrelerine elektroporasyon ile transfeksiyonu, PBMC kiiltiri  ve
siirdiiriilmesi ile hedeflenen genom diizenleme isleminin analiz adimlar1 olacak

sekilde ger¢eklestirilmistir.

2.2.1. Hasta Bireyin Calismaya Dahil Edilmesi

Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi G6z Hastaliklar1 Anabilim Dalinda detayli
oftalmolojik muayenede klinik olarak GCD1 tanis1 alan hasta bireyler ve kornea
distrofisi veya baska herhangi bir goz hastaligi olmayan saglikli bireyler, ¢alisma
hakkinda bilgilendirildikten sonra onamlari alinarak ¢alismaya dahil edildi.
Calismamiz Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu 2021/327 sayili karari ile
gerceklestirildi. Calismamizin tiim deneysel asamalari Selguk Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarinda gergeklestirildi.
Calismamizin  tim  basamaklar1 tam ekipmanli  biyogiivenlik  kabininde

gergeklestirilmistir.

2.2.1.1. DNA Eldesi

Hasta ve saglikli bireylerden EDTA’l1 tiiplere 10 ml periferal kan alindi. 10
dakika oda sicakliginda inkiibe edilen kan ornekleri, 3000 x g’de 10 dk santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi pellet atildi ve dipte kalan kan hiicreleri toplandi. 3 ml soguk
PBS eklenip hiicreler tekrar ¢oziilerek yikandi. Yikama basamag: 3-4 defa tekrar
edildi. Yikama asamasinin sonunda PBS ortamdan uzaklastirilarak hiicrelerden DNA
eldesi ‘Wizard® Genomic DNA Purification System’ kiti ile tretici firmanin
(Promega, ABD; Katalog No: A1120) protokolii takip edilerek yapildi. Elde edilen
DNA’larin  konsantrasyon, Azgo/Azso Ve Agso/Az3 oranlart nanodrop cihazinda

olgtldii.
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2.2.1.2. PCR-Dizi Analizi Yontemi

Calismaya alinan bireylerin  R555W (c.1663C>T) mutasyonu tasiyip
tasimadiklart polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)-dizi analizi ile arastirildi. TGFBI
geni ekzon 12 bolgesinin kodlanan bolgesinin tamami, uygun ileri (Primer F) ve geri
(Primer R) primerler ile ¢alisilarak cogaltild: (Sekil 2.1) (Li ve ark 2012). ileri ve
geri primer dizileri ve baglanma sicakligi (Tm) Tablo 2.1°de gosterilmistir. Primerler

100 pmol/ul konsantrasyonda ticari olarak temin edildi.

Tablo 2.1. TGFBI geni ekzon 12 bdlgesine 6zgii primerler

Primer Niikleotid Dizisi Tm (°C)
F 5-CATTCCAGTGGCCTGGACTCTACTATC-'3 62.8
R 5-CCCTGGTTGGCCTCATCCTT-"3 62.8
Primer F

[CATTCCAGTGGCCTGGACTCTACTATC
B CTCTTTGTGCATACGGAGGGCATGAAAACCAAGGTGTGTGCATTCCAGTGGCCTGGACTCTACTATC CcE

GAGAAACACGTATGCCTCCCGTACTTTTGGTTCCACACACGTAAGGTCACCGGACCTGAGATGATAGEA
TGFET

T T
136,056, 500 136,056, 550

232atacctGTTGACAGGTGACATTTTCTGTGTGTGTATCTACAGCATGCTGGTAGCTGCCATCCAGTC
ttttatggaCAACTGTCCACTGTAAAAGACACACACATAGATGTCGTACGACCATCGACGGTAGGTCAG
518 520 522 52

T s

[ TGFBI-001 E

TGFBI

T
136,056, 650

CCACAAATGAAGCCTTCCGAGCCCTGCCACCAAGAGAAITGGAGCAGACTCTTGGGTAAAGACCAACTTA
GGTGTTTACTTCGGAAGGCTCGGGACGGTGGTTCTCTTIACCTCGTCTGAGAACCCATTTCTGGTTGAAT
42 544 546 548 550 552 556 558

PoT N EFAEENED AN P

TGFBI-961 Exon 12

_TGFBI

T T
136,056, 750 136,056, 300

agtgggcgggactaaaggaactagcaaaggatgaggccaaccagggactagcaaccctgggaag
tcacccgeccctgatttccttgatcgtttcctacteccggttggtccetgatecgttgggaccette-
TTCCTACTECEETTGGET CC
Primer R
Sekil 2.1. TGFBI geni ekzon 12 dizisi ve spesifik primerlerin sematik gdsterimi. leri ve geri primerler
(F ve R) kutu i¢inde gosterilmektedir. Ekzon 12 R555W mutasyonu koyu alan olarak isaretlenmistir.
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PCR reaksiyonu toplam 10 pl olacak sekilde biyogiivenlik kabini igerisinde
buz iizerinde hazirland1 (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. PCR reaksiyonu igin gerekli bilesen ve miktarlari

Bilesenler Miktar (uL)
ddH,0 (Steril) 6,525 pul
PCR buffer (10x) 1l

dNTP (2 mM) 0,7 pul
MgCl; (25 mM) 1 ul

F primer 0.06 pl

R primer 0.06 pl

Taq DNA polimeraz (Vivantis) 0,055 pl
DNA (50ng) 0,6 ul

PCR tiipleri thermocycler PCR (MyCycler, Bio-Rad) cihazina yerlestirilerek

Sekil 2.2’de verilen basamaklar izlendi ve toplam 35 dongii olacak sekilde

programlandi.

A

Sicaklik

0°C

Sekil 2.2. PCR dongii parametrelerinin sematik gosterimi.

1 déngi 35 dongii .1 déngii 1 dongii
94°C _94°C
Sl _12%C . 72°C.
‘-\ i 30sn T 2dk
\..628°C !
45 sn
__4%¢c ___

o0
Zaman
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Agaroz Jel Elektroforezi

Elde edilen PCR reaksiyon iiriinleri agaroz jel elektroforez yontemi ile

kalitatif olarak degerlendirildi.

%1’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

o Agaroz (Sigma, ABD) .....c.iiiiiiiiei el L T
e 1X Tris-Asetat-EDTA (TAE) tamponu (Sigma, ABD) .......... 100 mL
e Etidyum bromiir (AppliChem) ..o 5l

Agaroz ve 1X TAE tamponu ile olusturulan soliisyon mikrodalga firinda
isitilarak homojen hale getirildi. 40-45°C’ye kadar sogutulan homojen soliisyona
etidyum bromiir eklendi. Soliisyon, icerisinde tarak olan jel tepsisine dokiildii. Jel
olusumunu takiben jel tepsisi elektroforez tankina alindi. Tankin igine 1X TAE

tamponu eklenip tarak ¢ikartilarak kuyular olusturuldu.
Orneklerin Jele Yiiklenmesi
6X yiikleme boyasi (Qiagen, Hollanda) ..................coooiviiiin 2 ul
PCR reaksiyon Grinleri ...........ocoiiiiiiiiiiiii e e 10 pl

6X yiikleme boyasi ile renklendirilen PCR reaksiyon tirtinleri ve 100 b¢ DNA
molekiiler boyut belirteci (Hibrigen) farkli kuyulara yiiklendi.

Orneklerin Jelde Yiiriitiilmesi ve Goriintiilenmesi

90 Volt (V) elektrik potansiyeli 1 saat uygulanarak yiiriitme islemi
tamamlandi. UV goriintilleme cihazi (Quantum Vilber Lourmat) kullanilarak jel

goriintiilendi ve fotograflandi.

Dizi Analizi

TGFBI geni ekzon 12 bolgesi ¢ift yonlii dizi analizi Bmlabosis Biyoteknoloji
firmasi tarafindan Sanger dizileme yontemi ile elde edildi. DNA dizi analizinde
olusabilecek olasi hatali sonuglar1 6nlemek igin ¢ift yonlii dizi analizi yapildi. Elde
edilen dizi sonuglar1 SnapGene programi ile pik seklinde goriintiilendi ve NCBI blast

online uygulamasi ile gen bankasindaki dizilerle eslestirildi. Blast sonuglart ve pik

goriintiileri dikkatli bir bicimde karsilagtirilarak degisiklikler degerlendirildi.
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2.2.2. CRISPR/Cas9 Yapilarimin Olusturulmasi

2.2.2.1. Plazmid Vektor Se¢imi

Calismamizda CRISPR/Cas9 yapilar1 pX459V2.0-eSpCas9(1.1) (Addgene,
#108292) (Kato-Inui ve ark 2018) plazmid vektorii ile olusturuldu. 9174 bg
pX459V2.0-eSpCas9(1.1) plazmid vektorii; bakteriyel replikasyon bolgesi (flori),
transkripsiyon i¢in promotor bolge (U6 promoter), transkripsiyon diizenleyici bolge
(CMV), restriksiyon kesim ve gRNA scaffold bolgesi, B-actin promotor bolge, kozak
sekans bolgesi (translasyonu baglatmak icin gerekli motif), Cas9 endoniikleaz
kodlama bolgesi (eSpCas9), niikleer lokalizasyon sinyal (NLS) dizisi, plazmid
transformasyonu gerceklestirilen bakterilerin  se¢ilimini  saglayan ampisilin
antibiyotik direng¢ (AmpR) bolgesi ve plazmid transfeksiyonu gergeklestirilen
Okaryotik hiicrelerin segilimini saglayan puromisin antibiyotik direng (PuroR) gen
bolgesini icermektedir (Sekil 2.3).

(9169 AfIlNI - Pcil hUE-F (1..21
(9014..9033) pBR3220ri-F [ LKO.15' (172. 191}
N Vo Xbal (428)
Acc65l (434)
[/ - Kpnl (438)

y [/ SnaBl (701)

(8038) Fspl
",

Aarl (1216)

(7912) Pvul ©_ Agel (1238)

- -
U6 promoter |
gRMA scaffaly

(7712 . 7731) Amp-R

W Bom e

(7303 .. 7321) pBRforEco -
(7243 .. 72a65) pGEX 3

(7124 ..7143) pRS-marker —_f

(70100 Psil —
6049 6o70) Florb? PX459V2.0-eSpCas9(1.1)
0174 bp

16729 .. 6758) Flori-R — §

(6575) Sbfl — |\
f~—— pspoMI (2722}
(6430) Notl Apal (2726)
(6215 .. 6232} BGH-rev —

(6155) SexAl *

(6084 .. 6104) Puro-F —
(e062) Bsal
(5919) Stul EcoRV (32200

(5722) BstENl ——
5704) Rsrll —
(5644) BsiWl —
(36300 PFIFI - Tth111l
(5588 .. 5607) Puro-R

(5499) Fsel

Pmill i4158)

(5007) Bsml
(4865) BsaBl * KFIl i4744)

Sekil 2.3. pX459V2.0-eSpCas9(1.1) plazmid vektér yapisiin  sematik  gosterimi
(https://www.addgene.org/108292/).
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Calismamizda ikinci bir vektér olarak pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA
(Addgene, #79145) plazmid vektorii kullanildi. 10243 bg pCAG-eCas9-GFP-U6-
gRNA plazmid vektorii; bakteriyel replikasyon bolgesi (F1 ori), transkripsiyon igin
promotor bolge (U6 promoter), transkripsiyon diizenleyici bolge (CMV), restriksiyon
kesim ve gRNA scaffold bolgesi, kozak sekans bdlgesi (translasyonu baglatmak i¢in
gerekli motif), Cas9 endoniikleaz kodlama bolgesi (eSpCas9), plazmid
transformasyonu gergeklestirilen bakterilerin  secilimini  saglayan ampisilin
antibiyotik direng (AmpR) gen bolgesi igermektedir. Ayrica pCAG-eCas9-GFP-U6-
gRNA  plazmid vektérii  yapisinda  yesil  floresan  protein  (EGFP,
enhanced green fluorescent protein) gen bolgesi bulunmaktadir (Sekil 2.4). EGFP
gen bolgesi ise Okaryotik hiicrelerde GFP kodlar ve GFP floresan/konfakal
mikroskoplar ile incelendiginde goriintiilenebilir. Secilen transfeksiyon yontemi ve
optimizasyonun dogrulanmasi igin floresan/konfokal mikroskopta izlenebilir olan

pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid vektorii ikinci bir vektor olarak kullanilmistir.

(10,238} AfIlI - Pcil hUE-F {1 .21}
(10,083 .. 10,102} pBR322ori-F { LKO.15' (172 .. 191)
\ o ;
\ /

‘SnaBl (802

19127) Fspl

(3081) Pvul

3:__,---' ~ UG promater |

(8781 .. 8800) AMP-R
aRNa Scafr,,

,Cj"rvﬁn e
_BsIWI (1636)
< Aarl (1674)
~_ Mrel - SgrAl (1762}
128372 .. 8390} pBRforEco
(8312 .. 8334) pGEX 3" .

(8193 . 8212) pRS-marker M ’ﬁ % pCAGGS-5 (2048 .. 2070)
/i \ (2077
(2070) Psil M Wr— pCAGF (2132 2151)
(201 39) Flori-F —aff |
(78 7827) Flori-R ———
(7644) Sbfl pcac-ecafo?z-anPp-“-gnm — Bglll (2572
(7499) Notl ——

(7284 .. 7301) BGH-rev |

-\

(7243) BsrGl — )
(7193 .. 7214) EGFP-C ~

16846 .. 6365) EXFP-R 7 N

e \,
(6585 .. 6606) EGFP-N ~ N

(6454) Fsel

S
. Pasl (4001)
1s962) Bsml / EcoRV (4175)
sm / /
(5820) BsaBl * !
(3693) Kfll

|
Pmil (5111)

Sekil 2.4. pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid vektdr yapisimin  sematik  gOsterimi
(https://www.addgene.org/79145/).
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2.2.2.2. sgRNA Tasarim

CRISPR/Cas9 tekniginde tasarlanan sgRNA oligosunun etkinligi ve

Ozgiilliigii baz1 hususlara baghdir. Bunlar;

e Tasarlanan sgRNA oligolarin PAM dizisi bitisiginde olmasi,

e 20-25 nt uzunlugunda olmasi,

e Off-target ve on-target degerleri,

e Diizenleme yapilacak bolge ya da 50-100 nt mesafede DSB

olusturmasidir.

Tim bu hususlar dikkate alinarak, TGFBI geni ekzon 12 bolgesi R555W
mutasyonun diizenlenmesine yonelik SgRNA oligolari https://www.benchling.com/
adresi lizerinden ulasilabilen online uygulamasi kullanilarak tasarlandi. 5-3' (+) ve
3-5' (-) yoniinde DNA zincirlerine spesifik on-target ve off-target degerleri en
yiiksek olan SgRNAlar secildi (Sekil 2.5).

Target Region 136056771 136056790

Start End Annotations Genome Region

136056665 136056795  TGFBI-001 Exon 12 chr5 136.056.665—136.056.795

On-Target Off-Target

@ CutPosion  Strand  Guide Sequence PAM  Scorew  Score
136056716 + ACGGAGACCCTCAACCGGGA AGG 56.0 88.4
136056712 + ACTGACGGAGACCCTCAACC GGG 52.4 86.5
136056697 + CATCCAGTCTGCAGGACTGA CGG 51.9 58.9
136056774 - AGTCTGCTCCATTCTCTTGG TGG 501 54.4
136056719 - AGACTGTGTAGACTCCTTCC CGG 49.0 726
136056689 + GTAGCTGCCATCCAGTCTGC AGG 48.5 735
136056713 - TGTAGACTCCTTCCCGGTTG AGG 472 879
136056689 - TCTCCGTCAGTCCTGCAGAC TGG 458 63.8

Sekil 2.5. Tasarlanan sgRNA oligolarin on-target ve off-target degerleri. Isaretlenmis sgRNA’lar
caligmada kullanilmak tizere segildi.
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TGFBI geni ekzon 12 bolgesi igin tasarlanan SgRNA oligolart,

e SgRNAL: 5-ACGGAGACCCTCAACCGGGA-'3,
e SgRNAZ2: 5'-ACTGACGGAGACCCTCAACC-3,
e SgRNA3: 5-AGTCTGCTCCATTCTCTTGG-'3 dizilimindedir (Sekil 2.6).

ggtatttaaggaaaatacctGTTGACAGGTGACATTTTCTGTGTGTGTATCTACAGCATGCT
ccataaattccttttatggaCAACTGTCCACTGTAAAAGACACACACATAGATGTCGTACGA
518
M L

13 o

71G...2 »
TGFBIL

136,056,620 136,056, 640 136,056,660

ACGGAGACCCTCAACCGGGA
gRNA2
ACTGACGGAGACCCTCAACC

GGTAGCTGCCATCCAGTCTGCAGGACTGACGGAGACCCTCAACCGGGAAGGAGTCTACACAG

CCATCGACGGTAGGTCAGACGTCCTGACTGCCTCTGGGAGTTGGCCCTTCCTCAGATGTGTC
PAM

520 522 524 526 528 530 532 534 536 538
v A AT 0 S A G L T E T L N R E G V Y T
136029056-136063226: Region 12

3 TGFBI-@@1 Exon 12 »$
TGFBI

136,056,680 136,056,700 136,056,720

PAM RSS5W
TCTTTGCTCCCACAAATGAAGCCTTCCGAGCCCTGCCACCAAGAGAATGGAGCAGACTCTTG
AGAAACGAGGGTGTTTACTTCGGAAGGCTCGGGACGGT|GGTTCTCTTACCITCGTCTGAGAAC

GGTTCTCTTACCTCGTCTGA
gRNA3

540 542 544 546 548 550 552 554 556 558
VF A P T N E A F R A L P P R E W S R L L
136029056-136063226: Region 12

3» TGFBI-@01 Exon 12 »
TGFBI

136,056,740 136,056,768 136,056,782
Sekil 2.6. sgRNAI, sgRNA2 ve sgRNA3 oligolarin PAM dizileri, on-target ve off-target degerleri
sirastyla turuncu ve yesil kutucuklar igerisinde gosterilmistir. R555W mutasyonun konumu siyah
kutucuk ile isaretlenmistir.
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Tasarlanan sgRNA oligolarin insan genomu igerisindeki homolojisi blastlama
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) yapilarak kontrol edildi. Blastlama isleminin
organizmaya Ozgii blast sayfasindan yapilmasi, tasarlanan SgRNA oligolarin off-

target etkisi ihtimalinin 6niine ge¢ilmesinde biiyiik 6nem arz etmektedir.

SgRNA dizilerinin ¢alismada kullanilan pX459V2.0-eSpCas9(1.1) ve pCAG-
eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid vektor yapilarina klonlanmasi ve hiicre igerisinde

salinimi i¢in baz1 niikleotid eklentileri yapildi. Bunlar;

e Restriksiyon kesim sonrasi vektorde aciga cikarak yapigskan ug olusturacak
niikleotidlere komplementer dizi eklentileri,

e Vektor yapisinda var olan U6 RNA polimeraz igin baslangic niikleotidi
olarak kabul edilen 5' uglara eklenecek guanin (G) niikleotid eklentisini

icermeleri gerekmektedir.

pX459V2.0-eSpCas9(1.1) ve pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid vektor
yapilari ¢ift zincirli DNA yapisindadir. pX459V2.0-eSpCas9(1.1) ve pCAG-eCas9-
GFP-U6-gRNA plazmid vektorlere klonlanacak herhangi bir dizinin komplementeri
ile oligodubleks haline getirilmesi gerekir. Bundan dolay1 SgRNAL, sgRNA2 ve
SgRNA3 oligolari ileri ve geri sgRNA giftleri olarak liyofilize halde Sentebiolab

firmasindan temin edildi.

Tablo 2.3. CRISPR/Cas9 yapisi igin tasarlanan SgRNA oligolari.

sgRNAL1_F cacCGACGGAGACCCTCAACCGGGA
sgRNA1_R aaaCTCCCGGTTGAGGGTCTCCGTC
sgRNA2_F caccCGACTGACGGAGACCCTCAACC
sgRNAZ_R aaaCGGTTGAGGGTCTCCGTCAGTC
SgRNA3_F CacCGAGTCTGCTCCATTCTCTTGG
SgRNA3_R aaacCCAAGAGAATGGAGCAGACTC

Kirmizi renkte gosterilen diziler tasarlanan sgRNA1, sgRNA2 ve sgRNA3 oligolari ile komplementer
dizilerine aittir, siyah renkte gosterilen diziler ise G niikleotid ve restriksiyon kesimi sonrasi vektdre
ligasyon i¢in yapigkan ug olugturacak (5'cacc...... '3, 3'aaac...... '5) eklentilerdir.

2.2.2.3. DHb5alpha (E.coli) Kimyasal Kompotent Bakterilerin Cogaltilmasi

Calismamizda ticari olarak temin edilen DH5alpha (E.coli) (NEB, ingiltere)
kimyasal kompotent bakterileri kullanildi. Oncelikle kimyasal kompotent bakteri

stok sayist artirildi.
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LB Broth Besiyeri Hazirlama

e LB (Luria Bertani) broth (Sigma), ABD) ..........ccccceevvennnn.... 0,25 gr

Calismalarimizda kullanilan tiim LB broth besiyerleri 25 gr/L olacak sekilde
hazirlandi. 0,25 gr LB broth tartilarak kapakli erlen igerisinde 10 mL ddHO ile

¢ozildi. 121°C 15 dk otoklav uygulamasi ile LB broth besiyeri hazirlandi.

Kimyasal Kompotent Bakteri Hiicrelerinin Cogaltilmasi

50 ul DHb5alpha (E.coli) kimyasal kompotent bakterileri 10 mL LB broth
medyum igerisine transfer edildi. Gece boyu 37°C’de 150 rpm
calkalamali etiivde inkiibe edilerek on kiiltiir olusturuldu.

On kiiltiirden 500 pl alinp 50 mL LB broth besiyerine transfer edilerek
ana kiiltiir olusturuldu.

Ana kiiltiir 37°C’ de 150 rpm galkalamali etiivde inkiibe edildi.

Yaklasik 1-2 saat sonra ODgyo degeri 0,35-0,4 arasina ulastiginda ana
kiiltir 50 mL steril falkon tiipe aktarildi.

6000 rpm’de 4°C’de 8 dk santrifiij yapilarak bakteriler ¢oktiiriildi ve
siipernatant uzaklastirildi.

Bakteriler tizerine 20 mL CaCl.2H,O (50 mM) (Merck, ABD) ¢ozeltisi
ilave edilip 20 dk buzda bekletildi.

6000 rpm’de 4°C’de 8 dk santrifiij yapilarak bakteriler tekrar ¢oktiiriildii
ve slipernatant uzaklastirildi.

Bakteriler tizerine %10 steril gliserol (Sigma, ABD) iceren 2,5 mL CaCl,
eklenerek hafifce pipetaj yapildi.

Steril 2 mL’lik ependorf tiiplerde 100 pl alikotlara ayrilarak hazirlanan
DHb5alpha (E.coli) kimyasal kompotent bakterileri -80°C’de stoklandi.

2.2.2.4. Plazmidlerin Bakterilere Transformasyonu ve Cogaltilmasi

pX459V2.0-eSpCas9(1.1) ve pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid 6rnekleri

1s1-sok transformasyon metodu olarak bilinen asagida verilen adimlar uygulanarak

DHb5alpha (E.coli) kimyasal kompotent bakterilerine aktarildi.
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LB Agar Besiyeri Hazirlama

o LBagar (Sigma, ABD) .....ccooooiiiiiiine e ee . 3,0 OF
O AdH2O .o, 100 mL
e Ampisilin (Gold Biotechnology, ABD) ..........ccce.......... 100 pg/mL

Calismalarimizda kullanilan biitiin LB agar besiyerleri 35 gr/L olacak sekilde
hazirland1. 3,5 gr LB agar tartilarak cam sise i¢erisinde 100 mL ddH,O ile ¢6ziildii.
121°C’de 15 dk otoklav islemine tabi tutuldu. Otoklav islemi sonrasi LB agar sivi
¢ozeltisine 100 pg/mL ampisilin antibiyotik eklendi. Biyogiivenlik kabini igerisinde
beck alevi yakininda LB agar sivi ¢ozeltisi kat1 hale gelmeden steril plaklara yaklasik
20 mL olacak sekilde dagitildi.

e Kimyasal kompotent DH5alpha (E.coli) bakterileri igeren iki adet
ependorf tip -80°C’den almip buz iizerinde ¢oOziinmesi saglandi.
Tiiplere sirasiyla 1-5 pl (100 ng) pX459Vv2.0-eSpCas9(1.1) ve pCAG-
eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid 6rnekleri eklendi.

e Ependorf tiipler sirasi ile buz tizerinde 30 dk, su banyosunda 42°C 30 sn
ve buz tizerinde 5 dk bekletilerek bakterilerin 1si-sok islemine maruz
kalmas1 saglandi.

o Isi-sok islemi sonrasi ependorf tiiplere 950 pul SOC medyum (NEB,
Ingiltere) eklenerek 37°C 250 rpm calkalamali etiivde 60 dk inkiibe
edildi.

e 60 dk inkiibasyon sonrasi ependorf tiiplerden 250 pl numune alinarak
LB-ampisilin plaklarina aktarildi.

e Steril cam 06ze ile yayma ekim yapilarak gece boyu 37°C’de
inkiibasyona birakild1.

e Gece boyu inkiibasyona birakilan LB-ampisilin plaklarinda koloni

olusumu gozlemlendi.

2.2.2.5. Bakterilerden Plazmid Eldesi

LB-ampisilin plaklarinda koloni olusturan DH5alpha (E.coli) bakterilerinden

plazmid eldesi i¢in asagida verilen adimlar sirast ile takip edildi.
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e Transformasyon sonrasi LB-ampisilin plaklarinda olusan bakteri
kolonilerinden steril 6ze ile rastgele secilip icerisinde ampisilin (100
pg/ml) bulunan 10 mL LB broth besiyerleri i¢erisine aktarildi.

e 16 saat 37°C 150 rpm’de ¢alkalamali etiivde inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonras1 LB broth besiyerleri icerisinden 2 mL almarak steril
2 mm’lik ependorf tiiplere aktarildi.

e 10000 g’de 5 dk santrifiij yapildi.

e Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirildi ve bakteriler elde edildi.

DHb5alpha (E.coli) bakterilerinden pX459Vv2.0-eSpCas9(1.1) ve pCAG-
eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid eldeleri ‘Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System’ Kiti ile iretici firmanin (Promega, ABD, Katalog No:A1330)
protokolii takip edilerek yapildi.

Elde edilen pX459Vv2.0-eSpCas9(1.1) ve pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA
plazmid DNA konsantrasyon, Azso/Azso Ve AgsolAzzo oranlart nanodrop cihazinda
(NanoDrop™ 2000, Thermo Scientific) 6lciildii.

2.2.2.6. Plazmidlerin Agaroz Jel Elektroforezi Yonteminde Dogrulanmasi

Elde edilen plazmid DNA ornekleri agaroz jel -elektroforez yontemi

kullanilarak kalitatif olarak degerlendirildi.

%1’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

O AQAIOZ .. 1gr
o IX TAEAMPONU. ...ttt e e e 100 mL
o Etidyum Dromuiir .....cccoeevininiii i 5l

Agaroz ve 1X TAE tamponu ile olusturulan soliisyon mikrodalga firinda
isitilarak homojen hale getirildi. 40-45°C’ye kadar sogutulan homojen soliisyona
etidyum bromiir eklendi. Soliisyon, igerisinde tarak olan jel tepsisine dokiildi. Jel
olusumunu takiben jel tepsisi elektroforez tankina alindi. Tankin igine 1X TAE

tamponu eklenip tarak ¢ikartilarak kuyular olusturuldu.
Orneklerin Jele Yiiklenmesi

o B6X ylUKIeme DOyast ...c.ouvvuieiiii i e 1 ul
o Sirkiiler pX459V2.0-eSpCas9(1.1) ..cccoveevveniniiiiiiineeeeenenn. 3 ud



o Sirkiiler pPCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid ............cccceeuenn. .. 3ul
e DNA molekiiler boyut belirteci ..............coceeeiieiiiiiiii. 3 ul

6X yiikleme boyasi ile renklendirilen pX459V2.0-eSpCas9(1.1), pCAG-
eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid DNA ornekleri ve 1000 b¢ DNA molekiiler boyut
belirteci farkli kuyulara yiiklendi.

Orneklerin Jelde Yiiriitiilmesi ve Goriintiilenmesi

90 V elektrik potansiyeli 1 saat uygulanarak yiiriitme islemi tamamlandi. UV

goriintiileme cihazi kullanilarak jel goriintiilendi ve fotograflandi.

2.2.2.7. Plazmid Kesim ve Defosforilizasyonu

pX459V2.0-eSpCas9(1.1) ve pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA  plazmid
DNA’sm1 gRNA scaffold bélgesinden kesmek igin Bbsl (NEB, Ingiltere) Tip Il
restriksiyon enzimi kullanildi. Bbsl restriksiyon enzimi pX459Vv2.0-eSpCas9(1.1) ve
pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid vektorlerini Sekil 2.7°de gosterildigi gibi
gRNA scaffold bolgelerinde var olan 5'... GAAGAC(N)24...3've3.CTTCT
G (N) 6 1...5' dizilimlerden taniyarak kesmektedir.

phs1 £
5'-cttgtggaaaggacgaaa\%g tette ctpttttagagctagaaatageaas
j-gaacacctttectgetttgtggeacagaagetictictggacaagatctegatetttategttss

U6 promoter 4 <2 Bbs1 aRNA scaffold

Sekil 2.7. Bbsl restriksiyon enziminin pX459Vv2.0-eSpCas9(1.1) ve pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA
plazmid DNA dizileri iizerinde tanima ile kesim bélgelerinin (5'...GAAGA C(N)24...3've 3'...C
TTCTG(N) 6 T...5" kutucuklar igerisinde sematik olarak gosterilmesi.

pX459V2.0-eSpCas9(1.1) ve pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA  plazmid
vektorleri igin PCR tiipleri igerisinde Bbsl restriksiyon enzim reaksiyon kosullar
olusturuldu (Tablo 2.4).
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Tablo 2.4. Bbsl restriksiyon enzim kesim reaksiyon bilesenleri.

Reaksiyon bilesenleri

1 ng pX459Vv2.0-eSpCas9(1.1) veya pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid DNA
2 ul 10x NEBuffer
1 ul BbsI restriksiyon enzim

X ul ddH,0

20 pl toplam hacim

pX459V2.0-eSpCas9(1.1) ve pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid vektor
kesim ve defosforilizasyon islemleri igin iki farkli PCR tiipiinde BbslI restriksiyon
enzim reaksiyonu kuruldu.

PCR tiipleri thermocycler PCR cihazina yerlestirilerek Sekil 2.8’de belirtilen
basamaklar takip edildi.

A
Bbsl Enzim inaktivasyonu
65 °C / 20 dakika

X~

= Bbsl Enzim aktivasyon

8 37°C /2,5 saat

7

0°C >
Zaman

Sekil 2.8. Bbsl restriksiyon enzimi sicaklik dongiisiiniin sematik gosterimi.

Kesilen pX459Vv2.0-eSpCas9(1.1) ve pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid
DNA yapilar1 5' fosfat gruplarinin kaldirilarak stabilizasyonunun saglanmasi igin
defosforilizasyon islemi yapildi. Defosforilizasyon islemi alkalin fosfataz (rSAP)
enzimi kullanilarak yapildi. rfSAP karidesten elde edilmis istya duyarli bir alkalin

fosfatazdir.

PCR tiiplerine 1 pl rSAP (NEB, Ingiltere) enzimi eklendi. Restriksiyon kesim
reaksiyonunda kullanilan enzim buffer, rSAP enzimi iginde gecerli oldugundan

enzim buffer kullanilmadi.

PCR tiipleri thermocycler PCR cihazina yerlestirilerek 37°C’de 30 dk
defosforilizasyon islemi yapildi. Defosforilizasyon islemini takiben PCR cihazinda

65°C’de 20 dk daha inkiibasyon yapilarak rSAP enzim inaktivasyonu gergeklestirildi.
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2.2.2.8. Plazmid Kesiminin Agaroz Jel Elektroforezinde Yiiriitiilmesi
Bbsl restriksiyon tip 2 enzimi ile kesim sonrast;

e Acgiga ¢ikan DNA fragmanlari pX459V2.0-eSpCas9(1.1) ve pCAG-
eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid DNA’larindan uzaklagtirmak,

e Kesilmis sirkiiler pX459V2.0-eSpCas9(1.1) ve pCAG-eCas9-GFP-U6-
gRNA plazmid DNA vyapilarin1 lineer pX459Vv2.0-eSpCas9(1.1) ve
pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid DNA yapilarina doniistiirmek

icin agaroz jel elektroforez yontemi kullanildi.

%1’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

O AGAIOZ .ot e 1or
© IX TAE AMPONU .ottt 100 mL
o Etidyum bromiir .......ccceoviiiiiiiii e Sul

Agaroz ve 1X TAE tamponu ile olusturulan soliisyon mikerodalga firinda
isitilarak homojen hale getirildi. 40-45°C’ye kadar sogutulan homojen soliisyona
etidyum bromiir eklendi. Soliisyon, icerisinde tarak olan jel tepsisine dokiildii. Jel
olusumunu takiben jel tepsisi elektroforez tankina alindi. Tankin igine 1X TAE

tamponu eklenip tarak ¢ikartilarak kuyular olusturuldu.

Jele Yiikleme
o 6X yiikleme boyast ........c.ccoviiiiviiiiiiiiiii e Al
e pX459V2.0-eSpCas9(1.1) plazmid kesim reaksiyonu ................. 21 ul
e pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid kesim reaksiyonu ........... 21 ul

pX459V2.0-eSpCas9(1.1) ve pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid kesim
reaksiyonlar1 6X yiikleme boyasi ile renklendirilerek farkli kuyulara yiiklendi.

Jelde Yiiriitme

70 V elektrik potansiyeli 90 dk uygulanarak yiiriitme islemi tamamlandi. UV
transiliminatdr (Bio-Rad, ABD) yardimiyla jel {izerinde bantlar goriintiilenerek

fotograflandi.
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2.2.2.9. Plazmidlerin Jelden Eldesi

Bant gozlemlenen jel bolgeleri X-tracta™ jel ekstraktor (Promega, ABD) ile
cikartildi. Lineer pX459V2.0-eSpCas9(1.1) ve pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA
plazmid DNA’larin jelden eldesi ‘QIAquick Gel Extraction Kit’ ile tiretici firmanin
(Qiagen, Hollanda; Katalog N0:28704) protokolii takip edilerek yapildi.

Lineer pX459V2.0-eSpCas9(1.1) ve lineer pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA
plazmid DNA konsantrasyon, Azso/Azso Ve AgsolAzzo Oranlart nanodrop cihazinda

slciildii,

2.2.2.10. Restriksiyon Kesim ve Defosforilizasyon islemlerinin Dogrulanmas:

Elde edilen lineer pX459Vv2.0-eSpCas9(1.1), lineer pCAG-eCas9-GFP-U6-
gRNA plazmid yapilarint dogrulamak i¢in sirkiiler pX459V2.0-eSpCas9(1.1),
sirkiiler pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid DNA yapilar1 ve yalnizca su
kullanilan asagida gosterilen 5 farkli 1si-sok transformasyon reaksiyonu

gerceklestirildi.

o Sirkiiler pX459Vv2.0-eSpCas9(1.1) plazmid DNA ........ DH5alpha (E.coli)
e Sirkiiler pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid DNA . DH5alpha (E.coli)

e Lineer pX459Vv2.0-eSpCas9(1.1) plazmid DNA .......... DHb5alpha (E.coli)
e Lineer pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid DNA .... DH5alpha (E.coli)
© ddH20 (e DHb5alpha (E.coli)

3,5 gr LB agar tartilarak cam sise igerisinde 100 mL ddH,0 ile ¢oziildii.
121°C’de 15 dk otoklav islemine tabi tutuldu. Otoklav islemi sonrast LB agar sivi
¢ozeltisine 100 pg/mL ampisilin antibiyotik eklendi. Biyogiivenlik kabini igerisinde
beck alevi yakininda LB agar sivi ¢ozeltisi steril plaklara yaklasik 20 mL olacak

sekilde dagitilarak ampisilin plaklar1 hazirlandi.

Transformasyon iirtinleri 37°C 250 rpm’da calkalamali etiivde 60 dk inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonras1 250 pl transformasyon reaksiyon iiriinleri alinarak LB-
ampisilin plaklarina aktarildi. Steril cam 6ze ile yayma ekim yapilarak gece boyu
37°C’de inkiibasyona birakildi.
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2.2.2.11. sgRNA’larin Oligodubleks Hale Getirilmesi

Ticari olarak Sentebiolab firmasindan liyofilize halde temin edilen SQRNAL,
SgRNA2 ve sgRNAS3 oligolar1 mikrolitrelede 100 pmol/ul olacak sekilde Tris-EDTA
(TE) buffer (Sigma, ABD) ile ¢oziildii.

Coziinen SgRNA1L, sgRNA2 ve sgRNA3 oligolarin 5' uclarma fosfat gruplari
eklemek i¢in T4 Poliniikleotid Kinaz (T4PNK) (NEB, Ingiltere) enzimi kullanildi.
SgRNAL, sgRNA2 ve sgRNA3 oligo ciftleri i¢in farkli PCR tiiplerinde T4PNK
enzim reaksiyonu kuruldu. PCR tiipleri i¢erisinde T4PNK enzim reaksiyon kosullari
olusturuldu (Tablo 2.5).

Tablo 2.5. T4PNK enzim reaksiyon bilesen ve miktarlari

Reaksiyon bilesenleri

300 pmol sgRNA (1,2 veya 3) F

300 pmol sgRNA (1,2 veya 3) R

5 ul T4PNK Buffer 10X (NEB, Ingiltere)
5 ul ATP (10 mM)

1 ul T4PNK

X ul ddH,0

50 pul toplam hacim

PCR tiipleri thermocycler PCR cihazina yerlestirilerek Sekil 2.9°da belirtilen

basamaklar takip edildi.

A
95 °C
5 dk

Sicakhk

37°C
30 dk 25°C

0°C
Zaman >

Sekil 2.9. T4APNK enzim reaksiyon sicaklik dongiisiiniin sematik gosterimi.
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2.2.2.12. Ligasyon

Ligasyon, rekombinant DNA teknolojisinde klonlanacak geni tagiyan DNA
fragmanlar1 ile vektoriin bir enzim aracigiliyla birbirlerine baglanmasi islemine
denilmektedir. Calismada, lineer pX459V2.0-eSpCas9(1.1) plazmid ve lineer pCAG-
eCas9-GFP-U6-gRNA yapisina SgRNAL, sgRNA2 ve sgRNA3 oligodublekslerin
ligasyonu i¢in PCR tiipleri icerisinde Tablo 2.6’da verilen T4 DNA ligaz (Promega,

ABD) enzim reaksiyon kosullar1 olusturuldu.

Tablo 2.6. T4 DNA ligaz enzim reaksiyon bilesen ve miktarlari

Reaksiyon bilesenleri

100 ng lineer pX459V2.0-eSpCas9(1.1) veya pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid
1 ul sgRNA (1,2 veya 3) oligodubleks (1:200 oraninda seyreltilmigtir)
1 ul 10X T4 DNA ligaz buffer (Promega, ABD)

1 ul T4 DNA Ligaz

X ul ddH,0

10 pl toplam hacim

sgRNAL, sgRNA2 ve sgRNA3 oligodublekslerin lineer pX459Vv2.0-
eSpCas9(1.1) plazmid ve lineer pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid vektorlerine
ligasyonlar1 i¢in 6 farkli PCR tiipiinde T4 DNA ligaz enzim reaksiyonu kuruldu.
PCR tiipleri thermocycler PCR cihazina yerlestirilerek Sekil 2.10°da belirtilen

basamaklar takip edildi.

A

=

~

@®

O

%) 16 °C

16 saat
0°C
Zaman

Sekil 2.10. T4 DNA ligaz enzim reaksiyon sicaklik dongiisiiniin sematik gosterimi.
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2.2.2.13 Klonlanan Plazmidlerin Bakterilere Transformasyonu ve Cogaltilmasi

SgRNA1L, sgRNA2 ve sgRNA3 oligodublekslerin klonlandigi pX459V2.0-
eSpCas9(1.1) ve pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid yapilarimi ¢ogaltmak igin
asagida gosterilen transformasyon reaksiyonlari hazirlanarak 1si-sok transformasyon

metodu uygulandi.

e gRNAL, pxX459V2.0-eSpCas9(1.1) ..ccocevvrvrrrrannnnn DHb5alpha (E.coli)
e gRNAZ2, pxX459V2.0-eSpCas9(1.1) ...cccevvvvvrrrrannens DHb5alpha (E.coli)
e gRNAZ3, pxX459V2.0-eSpCas9(1.1) ...ccccvvvvverrrannenn DHb5alpha (E.coli)
o pPCAG-eCas9-GFP-UG-gRNAL ........cccoovviiiiiiiens DH>5alpha (E.coli)
o pPCAG-eCas9-GFP-UG-gRNA2 ..........cccevivveiicnns DH>5alpha (E.coli)
o pPCAG-eCas9-GFP-UG-gRNAS ... DH>5alpha (E.coli)

Transformasyon iirlinleri 37°C 250 rpm’da calkalamali etiivde 60 dk inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi1 250 ul transformasyon reaksiyon iiriinleri almarak LB-
ampisilin plaklarina aktarildi. Steril cam 6ze ile yayma ekim yapilarak gece boyu
37°C’de inkiibasyona birakildi.

2.2.2.14. Bakterilerden Klonlanan Plazmidlerin Eldesi

Uygun kosullarda biyogiivenlik kabini igerisinde LB-ampisilin plaklarinda
olusan kolonilerden rastgele segilerek igerisinde ampisilin bulunan LB-broth sivi
besiyerine transfer edildi. 16-24 saat kadar 37°C 150 rpm ¢alkalamali etiivde
inkiibasyon yapilarak bakteriler cogaltildi.

DHb5alpha (E.coli) bakterilerinden sgRNA1, sgRNA2 ve sgRNA3
oligodublekslerin klonlandigr pX459V2.0-eSpCas9(1.1) ve pCAG-eCas9-GFP-U6-
gRNA plazmid eldeleri ‘Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System” Kiti
ile iiretici firmanin (Promega, ABD; Katalog No: A1330) protokolii takip edilerek
yapild.

Elde edilen pX459Vv2.0-eSpCas9(1.1) ve pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA
plazmidlerin  DNA konsantrasyon, Agso/Azso Ve Agso/Azp oOranlart nanodrop

cihazinda olgiildii.
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2.2.2.15. Dizi Analiz Yoéntemi ile Ligasyonun Dogrulanmasi

pX459V2.0-eSpCas9(1.1) ve pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA  plazmid
DNA’larina SgRNAL, sgRNA2 ve sgRNAS3 oligodublekslerin ligasyonu PCR-dizi

analiz yontemi ile dogrulandi.

pX459V2.0-eSpCas9(1.1) plazmidin gRNA scaffold bolgesinin dahil oldugu
toplamda 674 niikleotid uzunlukta bolgeyi amplifiye edebilecek px459F1 ve
px459R1 primerleri ile ¢alisilmasi planlandi (Sekil 2.11) (Batir ve ark 2019).

px459F1
[TTTGTGATGCTCGTCA GGGG

gacttgagcgt cgatttttgtgat gctcgt caggggggcggagcctat ggaaaaacgcca

ctgaact cgcagctaaaaacact acgagcagtccccccgcct cggat acctttttgcggt

ori 4

cgaaacaccgggtcttcgagaagacctgttttagagctagaaatagcaagttaaaataag
i 1 1 L 1 L

gctttgtggcccagaagctcttctggacaaaatctcgatctttatcgttcaattttattc

gctagtccgttatcaacttgaaaaagt ggcaccgagt cggtgcttttttgttttagagct

cgat caggcaat agttgaactttttcaccgtggct cagccacgaaaaaacaaaat ctcga

aatgggtggagtatttacggtaaactgcccacttggcagtacatcaagtgtatcatatgce
i 1

ttacccacctcataaatgccatttgacgggtgaaccgtcatgtagttcacatagtatacg
CMV enhancer

ACGGTAAACTGCCCACTTGG|
px459R1

Sekil 2.11. pX459V2.0-eSpCas9(1.1) plazmid igin kullanilan primerlerin sematik gosterimi.
px459F1 ve px459R1 primerler icin Tm (°C), dizilim, %GC igerigi kontrol
edildikten sonra Tablo 2.7°de belirtilen dizilim ve degerlerde liyofilize halde

Sentebiolab firmasindan temin edildi.

Tablo 2.7. px459F1 ve px459R1primerlere ait bilgiler (Batir ve ark 2019).

Primer Niikleotid Dizisi Tm (°C)
px459F1 5-TTTGTGATGCTCGTCAGGGG-'3 60 °C
px459R1  5-CCAAGTGGGCAGTTTACCGT-'3 60 °C

gRNA scaffold bolgesinin dahil oldugu toplamda 624 niikleotid uzunlukta
bolgeyi amplifiye edebilecek sekilde pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmidine
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spesifik, ileri primer (F) olarak hU6-F evrensel primeri ve Cmv-R geri primeri
kullanildi. Cmv-R geri primeri http:/frodo.wi.mit.edu/ online uygulamasi
kullanilarak tasarlandi (Sekil 2.12). Tasarlanan primerin plazmid igerisinde farkli
bolgeler ile homolojisi blastlama yapilarak kontrol edildi. Primerlere ait niikleotid
dizisi blastlama sayfasina (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) kopyalandi ve
organizma kismina pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid dizisi yiiklenerek blast
islemi yapildi. Ilgili blge disinda herhangi bir dizi ile homoloji saptanamadi.

HUG-F
|GAGGEGLCTATTTCCCATGATT
gagggcctatttcccatgattccttcatatttgcatatacgatacaaggctgttagagag

I I I I I I
ctcccggataaagggtactaaggaagtataaacgtatatgctatgttccgacaatctctc
6 praormoter

cgaaacaccgggtcttcgagaagacctgttttagagctagaaatagcaagttaaaataag
gctttgtggcccagaagctcttctggacaaaatctcgatctttatcgttcaattttattc
| gRN& scaffold

prDther

gctagtcocgttatcaacttgaaaaagtggcaccgagtcggtgettttttgttttagaget
L L L L 1

cgatcaggcaatagttgaactttttcaccgtggctcageccacgaaaaaacaaaatctcga
gRMA scaffold T

tgttcccatagtaacgccaatagggactttccattgacgtcaatgggtggagtatttacg

acaagggtatcattQCQgttatC'Cctgaaaggtaactgcagttacccacctcataaatgc
CMY enhancer

TCCCATAGTAACGCCALAT AGG|
Cmv-R

Sekil 2.12. pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid i¢in tasarlanan primerlerin sematik gdsterimi.

Evrensel hU6-F ve tasarlanan Cmv-R primerler i¢in Tm (°C), dizilim, %GC
icerigi kontrol edildikten sonra Tablo 2.8”de belirtilen dizilim ve degerlerde liyofilize
halde Sentebiolab firmasindan temin edildi.

Tablo 2.8. hU6-F ve Cmv-R primerlere ait bilgiler

Primer Niikleotid Dizisi Tm (°C)
hU6-F 5-GAGGGCCTATTTCCCATGATT-'3 52,40°C
Cmv-R 5-GGATAACCGCAATGATACCCT-'3 52,40°C

PCR tiipleri igerisinde Tablo 2.9’da verilen Tag DNA polimeraz enzim

reaksiyon kosullari olusturuldu.
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Tablo 2.9. PCR bilesen miktar ve konsantrasyonlari

Bilesenler Son Konsantrasyon Miktar (uL)
ddH,0 (Steril) - 20,7 ul
PCR Buffer (10x) 1X 3pul
dNTP (10 mM) 200 pM 0,6 ul
MgCl; (50 mM) 2,0mM 1,4 ul
hU6-F primer 0,25 uM 1ul
Cmv-R primer 0,25 uM 1l
Tag DNA Polimeraz 0.05U 0,3 ul
Plazmid DNA (50 ng) 100 ng 2 ul

30 pl Toplam Hacim

sgRNA1, sgRNA2 ve sgRNA3 oligodublekslerin klonlandigi pX459V2.0-
eSpCas9(1.1) ve pCAG-eCas9-GFP-U6 plazmid DNA o6rnekleri igin toplamda 6
farkli PCR reaksiyonu kuruldu.

PCR tiipleri thermocycler PCR cihazina yerlestirilerek Sekil 2.13’de belirtilen

parametreler takip edildi.

A
I1 dongii . 33 dongu - 1 déngu , ; 1 dongii
95°C__95°C_ .
= sdk  1dk 1\, 72°C __72°C__
S N.524°C 1dk  5dk  \
= 1 dk
n \\
b3
\
\
\\ "
\___.32¢_ ___.
0°C oo >
Zaman

Sekil 2.13. PCR dongii parametrelerinin sematik gosterimi.

sgRNA1L, sgRNA2 ve sgRNA3 oligodublekslerin klonlandigi pX459V2.0-
eSpCas9(1.1) ve pCAG-eCas9-GFP-U6 plazmid DNA orneklerinden amplifiye
edilen DNA bolgelerinin dizi analizi Letgen Biyoteknoloji firmasi tarafindan Sanger
dizileme yontemi ile elde edildi. Elde edilen dizi sonuglari FinchTV programu ile pik

seklinde goriintiilenerek degerlendirildi.

2.2.3. Tek Zincirli Oligoniikleotid Donér Dizilerin Tasarim

TGFBI geni ekzon 12 bolgesi R555W mutasyonunun diizenlenmesine

spesifik tek zincirli oligoniikleotid (SSODN) dondr dizilerin tasarimlari asagida
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belirtilen hususlar dikkate alinarak https://www.benchling.com/ adresi lizerinden

ulagilabilen online uygulamasi kullanilarak yapildi. Bu hususlar SSODN sablonlarin;

e Enaz 200 niikleotid tek zincir DNA yapisinda olmast,

e Hedeflenen bolgede degisimi hedeflenen niikleotid dizisini igermesi,
e (Cas9 aktivitesinden etkilenmemek igin Sessiz mutasyon i¢ermesidir.
Tasarlanan ssODN dizileri Tablo 2.10°da gosterilmistir.

Tablo 2.10. Tasarlanan ssODN dizilerine ait bilgiler

5-CATCCAGTCTGCAGGACTGACGGAGACCCTC
AATAGGGAAGGAGTCTACACAGTCTTTGCTCCC

ssODN1 ACAAATGAAGCCTTCCGAGCCCTGCCACCAAG
AGAACGGAGCAGACTCTTGGGTAAAGACCAAC
TTAAGTACACGTCTCCATTTTTCTAAAGTAGTG
ATCCCTCAGGGCCCCAGCAGCAAACAGTTGGC
ACATCAA-3

5-CATCCAGTCTGCAGGACTGACGGAGACCCTC
AACCGCGAAGGAGTCTACACAGTCTTTGCTCCC

ssODN2 ACAAATGAAGCCTTCCGAGCCCTGCCACCAAG
AGAACGGAGCAGACTCTTGGGTAAAGACCAAC
TTAAGTACACGTCTCCATTTTTCTAAAGTAGTG
ATCCCTCAGGGCCCCAGCAGCAAACAGTTGGC
ACATCAA-3

5-CATCCAGTCTGCAGGACTGACGGAGACCCTC
AACCGGGAAGGAGTCTACACAGTCTTTGCTCCC

ssODN3 ACAAATGAAGCCTTCCGAGCCCTGCCACCAAG
GGAACGGAGCAGGCTCTTGGGTAAAGACCAAC
TTAAGTACACGTCTCCATTTTTCTAAAGTAGTG
ATCCCTCAGGGCCCCAGCAGCAAACAGTTGGC
ACATCAA-3

Siyah renkli niikleotidler ssODN dizilerine ait yabanil tip sekans bilgileridir,
kirmizi renkli niikleotidler sessiz mutasyon olusumunu saglayacak niikleotid
degisimleri ve mavi renkli niikleotidler ise R555W mutasyonun hasta hiicre

hatlarinda diizenlenmesini saglayacak niikleotid degisimleridir

Ticari olarak liyofilize halde temin edilen ssSODN1, ssODN2 ve ssODN3
dizileri (Integrated DNA Technologies; IDT, ABD) TE buffer (Sigma, ABD) ile

¢Ozildii.
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2.2.4. Periferal Kan Mononiikleer Hiicre izolasyonu

Periferal kan mononiikleer hiicre (PBMC) eldesi lymphopure (Biolegend)

araciligiyla tiretici firmanin asagida belirttigi adimlar izlenilerek yapildi.

R555W mutasyonu tasidigi PCR dizi analizi yontemi ile belirlenen GCDI1
hastas1 bireyden EDTA’l1 tiipe 10 mL periferal kan alindu.

EDTA’1 tiip igerisindeki periferal kan falkon tiipe aktarilarak 1:1 oraninda
seyreltilecek sekilde iizerine fosfat tamponlu tuz (PBS) (Sigma, ABD)
eklendi.

Seyreltilmis periferal kanin toplam hacminin yaris1 kadar lymphopure
farkli bir falkon tiipe eklendi.

Icerisinde lymphopure bulunan falkon tiipe seyreltilmis periferal kan
eklendi.

Oda sicakliginda 800 g’de 20 dk santrifiij yapildi.

Santrifiij sonrasi falkon tiip icerisinde PBMC’ler bulutsu sekilde bir ara faz
olusturdu. Steril bir pastor pipeti yardimiyla ara fazi olusturan PBMC’ler
toplanip farkli bir falkon tiipe aktarildi.

Hiicre yikama igslemi PBS veya Hank’in dengeli tuz soliisyonu (HBSS) ile

yapildi. PBS ile yikama islemi sonrasi1 330 g’de 7 dk santrifiij edildi ve hiicreler
coktiiriilerek PBS ortamdan uzaklastirildi. Yaklasik 1 mL RPMI (Gibco, ABD) ile

hiicreler yeniden ¢oziildii. Hiicrelerin sayimi igin igerisinde 15 pl tripan mavisi

soliisyonii (TBS) (Sigma, ABD) bulunan 0,2 mL’lik tiipe 15 pl ¢éziinmiis hiicre

aktarilip hafif¢e pipetaj yapildi. Oda sicakliginda yaklasik 5 dk bekletildikten sonra

hiicre ve TBS karisimdan yaklasik 10 ul alinarak thoma lamina (Marienfeld)

aktarildi. Invert mikroskopta (Olympus) hiicre sayimi yapildi. Toplam, canli ve &lii

hiicre sayis1 agagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

1 ml’de hiicre sayis1 = A x SF x 10*

A: Karede sayilan hiicre adedi

SF: Seyreltme faktorii

10*0,1 mm®deki sayim sonucunu 1 mL’deki sayiya doniistirmek ve standart

sonug elde etmek i¢in kullanilan bir degismez.
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2.2.5. Transfeksiyon

Transfeksiyon icin elektroporasyon teknigi kullanildi. Transfeksiyonun
gorlintiilenmesi amaciyla ilk olarak hiicrelere aktarildiginda GFP salinimi yapabilen
SgRNA1, sgRNA2, sgRNA3 oligolarin klonlandigi pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA
plazmidler ve ssODN1, ssODN2, ssODN3 sablonlarin PBMC’lere transfeksiyonu
asagida belirtildigi gibi 6 grupta gerceklestirildi.

o PCAG-eCas9-GFP-UB-gRNAIL .........cccoiiiiiiieiieiieereeseeee PBMC
o PCAG-eCas9-GFP-UB-gRNAZ ..o PBMC
o PCAG-eCas9-GFP-UB-gRNAS ... PBMC
e pPCAG-eCas9-GFP-U6-gRNAL, SSODNI ......cccccccvviiiiieniiie e PBMC
e pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA2, SSODN2Z ........cccovvrviiieiiiienieene PBMC
o pPCAG-eCas9-GFP-UB-gRNAS3, SSODNSI ........coociiiiieiiiiieeieeie PBMC

Opti-MEM (Sigma, ABD) igerisinde siispanse edilmis 1 x 10° PBMC ve 2 pg
plazmid DNA:1 ug ssODN olacak sekilde 2:1 oranda plazmid:ssODN karigiminin
0,2 cm’lik elektroporasyon kiivetine (Bio-Rad, ABD) eklendi (Sekil 2.14). PBMC ve
oligolarin eklendigi kiivetler buz tizerinde 5 dk bekletildi. Kiivetler elektroporasyon
cihazina (GenePulser Xcell, Bio-Rad) yerlestirilerek 150V, 5 ms, 1 atis ve 200V, 5
ms, 1 atis olacak sekilde iki farkli voltajda elektroporasyon islemleri uygulandi.
Elektroporasyon sonrasi transfeksiyonu gergeklestirilen PBMC’ler elektroporasyon

kiiveti icerisinde 5 dk 24°C’de bekletildi.

] 1 .‘,lg ‘ %9

“ssODN g;::o
I"&’\ v &

2ug

Q‘ Gene Pulser Xcell

Sekil 2.14. Elektroporasyon isleminin sematik gosterimi.
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Okaryotik hiicrelerde selektif antibiyotik segilimi icin yapisinda puromisin
diren¢ (PuroR) geni bulunduran sgRNA1, sgRNA2, sgRNA3 oligolarin klonlandigi
pX459V2.0-eSpCas9(1.1) plazmidler ve ssODN1, ssODN2, ssODN3 sablonlarin
PBMC’lere transfeksiyonu asagida gosterildigi sekilde 6 grupta gergeklestirildi.

e gRNA1/pX459Vv2.0-eSpCas9(1.1) plazmid ........cccevvevvivivireirenene PBMC
e gRNA2/pX459V2.0-eSpCas9(1.1) plazmid .........ccceovriiiiiiiinnnns PBMC
e gRNA3/pX459V2.0-eSpCas9(1.1) plazmid .........ccceovreiiiiniinnnns PBMC
e gRNA1/pX459V2.0-eSpCas9(1.1) plazmid, SSODNL1 .................... PBMC
e gRNA2/pX459Vv2.0-eSpCas9(1.1) plazmid, sSODN2 .................... PBMC
e gRNA3/pX459Vv2.0-eSpCas9(1.1) plazmid, sSODN3 ................... PBMC

Opti-MEM igerisinde siispanse edilmis 1 x 10° PBMC ve 2 pg plazmid DNA,
1 pg ssODN olacak sekilde 2:1 oranda plazmid:ssODN karisimimin 0,2 cm’lik
elektroporasyon kiivetine eklendi (Sekil 2.15). PBMC ve oligolarin eklendigi
kiivetler buz tizerinde 5 dk bekletildi. Kiivetler elektroporasyon cihazina
yerlestirilerek, daha once yapilan optimizasyon calismasindan elde edilen hiicre sag
kaliminin ve transfeksiyon veriminin en yiliksek oldugu elektroporasyon
standartlarinda (200V elektrik akimi, 5 ms ve 1 atista) transfeksiyon islemleri
gerceklestirildi. Elektroporasyon islemi sonrasi transfeksiyonu gergeklestirilen

PBMC’ler elektroporasyon kiiveti igerisinde 5 dk 24°C’de bekletildi.

g
ﬂ“ S0
LU I P

““ssODN g;:;a
I"&’\ IV 4

2ug

Sekil 2.15. Elektroporasyon igleminin sematik gosterimi.
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2.2.6. PBMC Kiiltiirii ve Secilim

Transfeksiyonu gergeklestirilen PBMC’leri yasatmak ig¢in uygun medyum
hazirlandi (Tablo 2.11). 6’1 hiicre kiiltiir plaklarinin her bir bdlmesinde, 1x10°
PBMC/mL medyum olacak sekilde hiicreler dagitildi. Transfeksiyon sonrasi
hiicrelerde plazmid ifadesinin saglanmasi igin 37°C %5 CO3’li etiivde 24 saat
inkiibasyona birakildi. 24 saat sonra PBMC’lerin ¢ogalmasini indiiklemek igin

medyum ortamina fitohemaglutinin (PHA, Invitrogen) eklemesi yapildi.

Tablo 2.11. Hiicre kiiltiir medyum bilesen ve konsanstrasyonlari

Bilesenler Yiizdelik Oran Miktar (ml)
RPMI (Gibco, ABD) %89 8,9 mL
FBS (Fetal Bovine Serum) (Gibco, ABD) %10 1mL

Penisilin/Streptomisin (Gibco, ABD) %1 01mL

Toplam hacim 10mL

2.2.6.1. GFP+ Hiicrelerin Goriintiilenmesi

Elektroporasyon sonrasi 24 saat inkiibe edilen SgRNAL, sgRNA2 ve sgRNA3
oligodublekslerinin ~ klonlandigt  pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA  plazmidlerin
transfekte edildigi PBMC’leri igeren medyumlar 330 g’de 7 dk boyunca santrifiij
edildi. Santrifiij sonrast medyumlar ortamdan uzaklastirildi. Lizinli lam iizerinde 10
ul PBMC pelleti ile hazirlanan preparat Olympus BX51 trinokiiler floresan
mikroskopta incelendi ve Olympus DP72 kamera ile gesitli objektif biiyiitmelerinde

dijital olarak goriintiilendi.

2.2.6.2. Flow (Akis) Sitometri ile GFP+ Hiicrelerin Seg¢ilimi

sgRNAL, sgRNA2 ve sgRNA3 oligodublekslerin klonlandigi pCAG-eCas9-
GFP-U6-gRNA plazmidlerinin transfekte edildigi PBMC pelletleri 300 pl 1X HBSS
(Gibco, ABD) igerisinde ¢oziildii ve akis sitometri tiiplerine (BD Pharmingen, ABD)
alinarak 250 g’de 5 dk santrifiij edildi. PBMC pelletleri 200 pl %2 FBS/HBSS
igerisinde ¢oziildii. Bu hazirlik isleminin ardindan GFP+ hiicreler hiicre saflastirma
Ozellikli akim sitometri cihazi (FACS Aria Ill — BD Pharmingen, ABD) ile FL1
kanalindan okutularak kapilandi ve iginde taze besiyeri bulunan akim sitometri
tiipiine saflagtirildi. GFP+ PBMC’ler saflastirma isleminden sonra icerisinde yaklasik
1 mL medyum bulunduran 6’11 hiicre kiiltiir plaklarina ekilerek 37°C, %5 CO;’li
etlivde 72 saat inkiibasyona birakildi.
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2.2.6.3. Puromisin Secilimi

Elektroporasyon sonrasi 24 saat inkiibe edilen SgRNAL, SgRNA2 ve sgRNA3
oligodublekslerin klonlandigi pX459V2.0-eSpCas9(1.1) plazmidlerin transfekte
edildigi PBMC’leri igeren medyum ortamina igerisinde 2 pg/mL puroR (Gibco,
ABD) bulunan medyum ilavesi yapildi. Hiicrelere puromisin uygulamasi 24 saat

araliklarla toplamda 72 saat siirecek sekilde uygulandi.

2.2.7. Genom Diizenleme Analizi

Erime egrisi analizi, gergek zamanli PCR (real time PCR)’in kullanima
girmesi ile 1997°de gelistirilen bir yontemdir (Ririe ve ark 1997). Erime egrisi analizi
farkli sicakliklarda ¢ift sarmalli DNA miktarini 6lgerek belirli bir PCR {iriiniiniin
erime egrisini ortaya ¢ikaran floresans bazli bir tekniktir ve standart PCR bilesenleri
ile ¢ift zincirli DNA’nin varliginda floresan sinyal veren boyalara ihtiyag
duymaktadir. Floresan boyalar ile DNA denatiirasyonu takip edilir. PCR islemi
sirasinda artan sicaklikta ¢ift zincirli DNA’nin tek zincirli DNA’ya doniismesi ile
floresan sinyal siddetinde azalma meydana gelir. Floresan sinyal siddetinde meydana

gelen degisimlerin goriintiilenerek hesaplanmasi ile analiz edilmektedir.

Calismamizda niikleotid degisimlerinin  hizlh  ve etkili bir sekilde
tanimlanmasi i¢in erime egrisi analizi uygulandi. Genom diizenleme etkinligini
degerlendirmek i¢in yapilan tiim analizlerde CRISPR/Cas9 uygulanmig ve
CRISPR/Cas9 uygulanmamis hasta bireye ait PBMC’ler ile ¢aligildi.

2.2.7.1. DNA Eldesi

Kiiltir ortamindan alinan PBMC’ler 1,5 mL’lik ependorf tiipe aktarildi.
PBMC’ler toplandiktan sonra 13.000-16.000 g araliginda 10 sn santrifiijlenerek
medyum ortamdan uzaklastirildi. Elde edilen PBMC’ler PBS ile yikandi. PBS’i
ortamdan uzaklagtirmak i¢in 13.000-16.000 g aralifinda 10 sn santrifiij yapild.
PBMC’lerden DNA eldesi kimyasal temelli ‘Wizard® Genomic DNA Purification
System’ kiti ile {iretici firmanin (Promega, ABD; Katalog No A1120) protokolii takip
edilerek yapildi.

Elde edilen DNA’larin konsantrasyon, Agso/Azso Ve Aggo/Azz oranlari

nanodrop cihazinda 6l¢iildii.
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2.2.7.2. Erime Egrisi Analizi

TGFBI geni ekzon 12 bolgesi R555W bolgesinin dahil oldugu toplamda 177
nt bolge amplifiye edildi (Tablo 2.12).

Tablo 2.12. Erime egrisi analizi i¢in tasarlanan primerlere ait bilgiler

Primer Niikleotid Dizisi Tm (°C)
Primer F 5’-CAACCGGGAAGGAGTCTACA-3 52,40°C
PrimerR  5-GCCCTGAGGGATCACTACTTT-3 52,40°C

FastStart Essential DNA Green Master (Roche, Isvigre) kullanilarak PCR
tiipleri (Axygen, ABD) igerisinde toplam 20 pl olacak sekilde reaksiyon kosullari
olusturuldu (Tablo 2.13).

Tablo 2.13. Real Time PCR Reaksiyonu i¢in gerekli bilesen ve miktarlari

Bilesenler Miktar (uL)
ddH,0, PCR Grade 3pul
Master Mix (2x) 10 pl
Ileri primer (10x) 1 ul
Geri primer (10x) 1ul
DNA (50 ng) S5ul

PCR tiipleri The LightCycler® 96 Real-Time PCR (Roche, Isvigre) cihazina
yerlestirilerek Sekil 2.16’da verilen basamaklar takip edildi.

1 Dongl 45 Dongu 1 D6ngl
Pre-inkiibasyon Amplifikasyon Melting Curve
% ; 1t i F
= . o 0 97°C
© 95 °C 95 °C 95 °C 97
8 \ /1sn
B 10 dk 10 sn 72°c/10 sn\ ]
\ ° i
g2.8°c /30 " \—g-sal-f--’
45 sn
Zaman

Sekil 2.16. Erime egrisi analizi reaksiyon kosullariin sematik gosterimi.
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2.2.7.3. T7 Endoniikleaz I Kesimi

T7 endoniikleaz I enzimi (T7E1); ¢ift iplikli DNA {izerinde yanlis baz
eslesmelerini tespit eder ve bu bdlgelerde kesim yapar. Bu o6zelliginden dolayi

calismamizin  etkisinin degerlendirilmesinde T7E1 (NEB, Ingiltere) enzimi

kullanildi.

Tablo 2.12°de gosterilen primer ¢ifti kullanilarak PCR tiipleri igerisinde
toplam 50 pl olacak sekilde reaksiyon kosullar1 olusturuldu (Tablo 2.2). PCR tiipleri
PCR cihazina yerlestirilerek Sekil 2.2.’de verilen basamaklar takip edildi.

PCR ile hedef bolgenin ¢ogaltimindan sonra farkli DNA o6rneklerinin her biri
icin PCR tiipleri igerisinde toplam 19 pul olacak sekilde reaksiyon kosullari
olusturuldu (Tablo 2.14). PCR tiipleri yerlestirilen 1s1 dongii cihazi 95°C’de 5 dakika,
95°C’den 85°C’ye saniyede 2°C, 85°C’den +4°C’ye saniyede 0,1°C azalacak sekilde

programlandi.

Tablo 2.14. T7 endoniikleaz 1 enzim reaksiyon bilesen ve miktarlari.

Reaksiyon bilesenleri

200 ng PCR trini DNA
2 ul 10X NEBuffer 2

X pl ddH20

19 ul toplam hacim

Islem sonunda PCR tiiplerine 1 pul T7E1 enzimi eklenerek 1s1 dongii cihazinda
37 °C’de 15 dakika olacak sekilde yeniden programlandi. 2 pl 0,25 M EDTA

eklenerek reaksiyon sonlandirildi ve elektroforetik analiz ile degerlendirildi.
Gen modifikasyon orani asagidaki formdil ile belirlenir:
% gen modifikasyonu=100x(1 — (1 — kesilen amplikon orani)1/2).

Kesilen amplikon orani ise kesime ugramayan hedef bdlgenin jel iizerindeki
tek bant yogunluk degerinin, kesime ugrayan hedef bolgenin jel lizerindeki iki bant

yogunluguna boliinmesi ile elde edilir.
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2.2.8. Deney Sonuclarinin Istatiksel Degerlendirilmesi

Bu tez kapsaminda calisilan TGFBI geni ekzon 12 bolgesinin erime
egrilerinin gosterildigi real-time PCR sonuglarinin CRISPR uygulanmamis ve
CRISPR uygulanmis hiicre gruplar1 arasindaki farklarin istatistiki onemi ikili

karsilastirma testi olarak bilinen Unpaired t test analizi ile karsilastirildi.

pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA1 plazmid ve ssODNI sablon, pCAG-eCas9-
GFP-U6-gRNA2 plazmid ve ssODN2 sablon, pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA3
plazmid ve ssODN3 sablonun birlikte transfekte edildigi hiicrelerden elde edilen
erime egrisi analizleri sonucunda, erime egrisi altinda kalan alanlar ImageJ/Fiji
programi kullanilarak hesaplandi. Her bir o6rnek icin triplicate olarak yapilan
analizlerde, kantitatif oransal degisim belirlendi. CRISPR uygulama Oncesi ve
sonrast alan degisimleri SPSS yazilimi, stirtiim 21 (IBM SPSS Corp.; Armonk, NY,
ABD) kullanilarak istatistiki degerlendirmeye tabi tutuldu. p<0.05 degeri istatistiksel

olarak anlamli1 kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. TGFBI Geni Ekzon 12 Bélgesinin Dizi Analiz Bulgular:

Detayli oftalmolojik incelemede klinik olarak GCDI tanist almis hasta ve
saglikli bireyleri ¢alismaya dahil etmek tizere PCR-Dizi analizi yapildi. Elde edilen
analiz sonuglart SnapGene programinda pik seklinde goriintiilendi. TGFBI geni
ekzon 12 bolgesinin Sekil 3.1.a’da gosterilen dizi analiz sonuglarma gére GCD1
tanis1 almis hasta bireylerin R555W sicak nokta mutasyona neden olan ¢.1663C>T
degisimini heterozigot olarak tasidiklar1 tespit edildi. Sekil 3.1.b’de gosterilen dizi

analiz sonuglarina gore saglikli bireylerin mutasyonu tasimadigi dogrulandi.

a)
A G A G A A © G G A G C A
T
, Il‘l \\_
200
b)
A G A G A A Cc G A G C A C

200
Sekil 3.1. TGFBI geni ekzon 12 bolgesinde R555W mutasyona neden olan 1663C—T degisimine ait
dizi analizi sonuglari. a) Hasta bir bireye ait C/T heterozigot genotipinin elektroferogram goriintiisii,
b) Saglikl1 bir bireye ait C/C homozigot genotipinin elektroferogram goriintiisii.

3.2. CRISPR/Cas9 Yapilarmmin Analiz Bulgular:

3.2.1. Plazmidlerin Saflik ve Konsantrasyon Tayini Bulgular:

DHb5alpha (E.coli) kimyasal kompotent bakterilerinden elde edilen pCAG-
eCas9-GFP-U6-gRNA  ve  pX459Vv2.0-eSpCas9(1.1)  plazmidlerin  DNA
konsantrasyon, Azso/ Azso ve Azso/ A2z Oranlari nanodrop olgiim sonuglart Tablo 3.1°de

gosterilmistir.
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Tablo 3.1. Plazmid DNA’larin nanodrop 6l¢iim sonuglari.

Plazmid Konsantrasyon | Az | Azso Aol Azsgo | Azsol Azzo
pCAG-eCas9-GFP- 750,58 ng/ul 15,01 | 8,16 1,84 1,86
U6-gRNA

pX459V2.0- 634,9 ng/ul 8,909 | 4,856 |1,83 1,89
eSpCas9(1.1)

Elde edilen plazmidler ve 1kb’lik marker (M) agaroz jel elektroforez

yonteminde yiiriitiilerek UV goriintiileme cihazinda goriintiilendi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Plazmid DNA’larin agaroz jel elektroforez isleminden sonra goriintiilenmesi. 1 numaralt
kuyucukta pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid, 2 numarali kuyucukta pX459V2.0-eSpCas9(1.1)
plazmid ve 3 numarali kuyucukta 1 kb’lik marker gosterilmistir.

3.2.2. Bbsl Restriksiyon Enzim Kesim Uriinii Plazmidlerin Agaroz Jel

Elektroforez Yontemi ile Analiz Bulgular:

Bbsl restriksiyon tip 2 enzim kesim iiriinii plazmidler, herhangi bir kesim
enzimi ile miidahale edilmemis plazmid ve 1 kb boyutunda marker birlikte agaroz jel
elektroforez yonteminde yiiriitiilerek UV goriintiileme cihazinda goriintiilendi (Sekil
3.3). pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA ve pX459V2.0-eSpCas9(1.1) plazmid DNA
yapilarinin Bbsl restriksiyon enzimi ile kesilerek sirkiiler formdan lineer forma

dontistiirildiigii gézlendi.
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CCC

Sekil 3.3. Bbsl restriksiyon endoniikleaz enzim kesim reaksiyonun agaroz jel elektroforez igleminden
sonra goruntillenmesi. Bbsl kesim reaksiyonu igerisindeki pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA ve
pX459V2.0-eSpCas9(1.1) plazmidler pozitif (+) kuyucuklar ve herhangi bir kesim enzimi ile
miidahale edilmemis plazmid ise negatif (-) kuyucuk olarak gosterilmistir. M (Marker); 1 Kb, L; lineer
plazmid, CCC; kapali kovalent sirkiiler (Covalently Closed Circular) plazmid.

3.2.3. Bbsl Restriksiyon Enzim Kesim Uriinii Plazmidlerin Transformasyon ile

Analiz Bulgular:

LB-ampisilin plaklarinda gece boyu inkiibasyona birakilan kesilmis pCAG-
eCas9-GFP-U6-gRNA ve pX459Vv2.0-eSpCas9(1.1) plazmidlerin  aktarildig:
bakterilerde koloni gelisimi gézlenmezken herhangi bir kesim enzimi ile miidahale
edilmemis pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA ve pX459Vv2.0-eSpCas9(1.1) plazmidlerin
aktarildig: bakterilerde koloni gelisimi gozlendi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. a) Jelden geri kazanilan kesim reaksiyonu iiriinii pPCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmidin
transforme edildigi bakterilerin 1 gece bekletildikten sonraki gorintiisii, b) pCAG-eCas9-GFP-U6-
gRNA plazmidin transforme edildigi bakterilerin 1 gece bekletildikten sonraki goriintiisii, ¢) Jelden
geri kazanilan kesim reaksiyonu iriinii pX459V2.0-eSpCas9(1.1) plazmidin transforme edildigi
bakterilerin 1 gece bekletildikten sonraki goriintiisi, d) pX459V2.0-eSpCas9(1.1) plazmidin
transforme edildigi bakterilerin 1 gece bekletildikten sonraki goriintiisii.

3.2.4. Transformasyon Bulgulari

Lineerize edilerek jelden geri kazanilan pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA
plazmid DNA’lar1 ve oligodubleks haline getirilen SgRNAL, sgRNA2 ve sgRNA3 ile
gerceklestirilen ligasyon iriinii sirkiiler pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmidler
kimyasal kompotent DH5alpha (E.coli) bakterilerine 1si-sok transformasyon metodu
ile aktarildi. LB-ampisilin plaklarinda 37°C’de gece boyu inkiibasyona birakilan
bakterilerde koloni gelisimi gozlendi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Inkiibasyon sonrasi gelisen bakteri kolonileri. a) sgRNAL oligodubleksin klonlandig
pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA1 plazmidin transforme edildigi bakteriler, b) sgRNA2 oligodubleksin
klonlandigi pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA2 plazmidin transforme edildigi bakteriler, ¢) SgRNA3
oligodubleksin klonlandigi pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA3 plazmidin transforme edildigi bakteriler.

Yukarida bahsedilen islemler pX459V2.0-eSpCas9(1.1) plazmidleri igin de
uygulandi. Ligasyonu gerceklestirilen pX459V2.0-eSpCas9(1.1) plazmid yapilari
kimyasal kompotent DH5alpha (E.coli) bakterilerine isi-sok transformasyon metodu
ile aktarildi. LB-ampisilin plaklarinda 37°C’de gece boyu inkiibasyona birakilan
bakterilerde koloni gelisimi gozlendi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Inkiibasyon sonrasi gelisen bakteri kolonileri. a) gRNAI oligodubleksin klonlandigi
pX459V2.0-eSpCas9(1.1) plazmidin transforme edildigi bakteriler, b) gRNA2 oligodubleksin
klonlandig1 pX459V2.0-eSpCas9(1.1) plazmidin transforme edildigi bakteriler, c) gRNA3
oligodubleksin klonlandig1 pX459Vv2.0-eSpCas9(1.1) plazmidin transforme edildigi bakteriler.

3.2.5. Rekombinant Plazmidlerin PCR Dizi Analizi Bulgular

Inkiibasyon sonras1 LB-ampisilin plaklarmda gelisen bakteri kolonilerinden
rastgele segilerek LB-ampisilin sivi besiyerinde ¢ogaltma islemi yapildi. Klonlama
isleminin dogrulanmasi i¢in LB-ampisilin sivi besiyerinde g¢ogalan bakterilerden
pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA ve pX459V2.0-eSpCas9(1.1) plazmidler elde edildi.
sgRNA’larin plazmid yapisina dahil oldugu gRNA scaffold bolgesini kapsayacak
sekilde amplifiye edecek primer cifti ile PCR yapildi. PCR fiiriinleri agaroz jel
elektroforezinde kantitatif olarak analiz edildi. Agaroz jel elektroforez yonteminde,
PCR firiinleri yiiriitiilerek UV goriintiileme cihazinda goriintiilendi. pCAG-eCas9-
GFP-U6-gRNA plazmid DNA’lar1 ile yapilan PCR isleminde 674 bg bant araliginda
hedef bolgelerin gogalmis oldugu gozlendi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez isleminden
sonra goriintiilenmesi. 1 ve 2 numarali kuyucukta sgRNAT1 oligodubleksinin klonlandig1 plazmid, 3 ve
4 numarali kuyucukta sgRNA2 oligodubleksinin klonlandigi plazmid, 5 ve 6 numarali kuyucukta
sgRNAZ3 oligodubleksinin klonlandig1 plazmid gériinmektedir. M (Marker); 100 bg.

3.2.5.1. pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmidlerin PCR Dizi Analiz Bulgular:
sgRNA1 oligodubleksin dizisi 5-ACGGAGACCCTCAACCGGGA-3'

seklinde olup analiz sonuglarinda ilgili dizinin pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA

plazmide gRNA scaldfold bolgesinden dahil oldugu goriilmektedir (Sekil 3.8).

a
I
A

a1

£
| I
G A

Go 1o Base No.
I I I ' 1 1
A N e N O c

Sekil 3.8. odubleksin klonlandigi pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmide ait ileri yonlii

dizi analiz sonucu elektroferogram goriintiisi.

70



Sonug olarak CRISPR/Cas9 yapisi olarak rekombinant pCAG-eCas9-GFP-
U6-gRNAL plazmid yapis1 basariyla olusturuldu.

sgRNA2 oligodubleksin  dizisi 5-ACTGACGGAGACCCTCAACC-3'
seklinde olup analiz sonuglarinda ilgili dizinin pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA
plazmide gRNA scaldfold bolgesinden dahil oldugu goriilmektedir (Sekil 3.9).

Go to Base No. Find Sequence ACTGACGGAGACCCTCAAC

c T e A=—c [ [ A G A ¢ c c T c A S c
20 2%

AT

Sekil 3.. égRNAZ 6IigodUbIek$in klonlandig1 pCAG-eCas9‘-‘GFP-’U6-gRNA p-lazmide ait ileri/yéﬁ‘l{i
dizi analiz sonucu elektroferogram goriintiisi.

Sonug olarak CRISPR/Cas9 yapisi olarak rekombinant pCAG-eCas9-GFP-

U6-gRNAZ2 plazmid yapis1 basariyla olusturuldu.

sgRNAS3 oligodubleksin dizisi 5-AGTCTGCTCCATTCTCTTGG-3' seklinde
olup analiz sonuglarinda ilgili dizinin pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmide gRNA
scaldfold bolgesinden dahil oldugunu gostermektedir (Sekil 3.10).
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Go to Base No. Find Sequence AGTCTGCTCCATTCTCTTG

ALSl

T c T [ c T c A T

Sekil 3.10. SgRNA3 0||godub|ek51n klonlandlgl pCAG eCasQ GF U6 gRNA plazmlde ait 1ler1 yonlu

dizi analiz sonucu elektroferogram goriintiisi.
Sonu¢ olarak CRISPR/Cas9 yapisi olarak rekombinant pCAG-eCas9-GFP-
U6-gRNAS3 plazmid yapis1 basariyla olusturuldu.

3.2.5.2. pX459V2.0-eSpCas9(1.1) plazmidlerin PCR Dizi Analiz Bulgular

pX459V2.0-eSpCas9(1.1) plazmid DNA’larindan elde edilen PCR
iriinlerinde ileri ve geri yonlii olmak iizere ¢ift yonlii dizileme yapildi. Elde edilen
analiz sonuglar1 SnapGene programinda pik seklinde goriintiilendi. SQRNAI,
sgRNA2 ve sgRNA3 oligodublekslerin klonlandigi pX459V2.0-eSpCas9(1.1)
plazmide ait dizi analiz sonuglar1 ile klonlamalarin basarili oldugu gosterildi (Sekil
3.11). Sonug olarak CRISPR/Cas9 yapist olarak sgRNA1, sgRNA2 ve sgRNA3’iin
klonlandig1 rekombinant pX459Vv2.0-eSpCas9(1.1) plazmid yapilari elde edildi.
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G GAAAGGACGAAACACCGACGG AG ACCCTCAACCGGSG AGTTTTAGAGTE CTAGE

o g o A AAAMSAMARA v

% Find DNA sequence: @ CaccGACGGAGACCCTCAACCGGGA B 1match

G GAAAGGACGAAACACCG ACTG ACGGAG ACCCTCAACTCGTTTTAGAGCTAG

Find DNA sequence: s CaccGACTGACGGAGACCCTCAACC «  1match

G G AAA A AJCEARCRECRGEARGENECERRNCICERINECRCEATSIENCIICINNINGIGY 6 T T T T A G A G C T A G

i MWWWWMWW\W{MWM\/\W

X Find DNA sequence: @ CaccGAGTCTGCTCCATTCTCTTGG © 1match

Sekil 3.11. pX459V2.0-eSpCas9(1.1) plazmide ait ileri yonlii elektroferogram goriintiisii. a) ileri
yonlii  sgRNA1  (5-caccGACGGAGACCCTCAACCGGGA-3) diziliminin  elektroferogram
gbriintiisii, b) Ileri yonlii sgRNA2 (5-caccGACTGACGGAGACCCTCAACC-'3) diziliminin
elektroferogram goriintiisii, c) ileri yonli sgRNA3 (5'-caccGAGTCTGCTCCATTCTCTTGG-'3)
diziliminin elektroferogram goriintiisi.

3.3. Hiicresel Bulgular

3.3.1. GFP+ PBMC’lerin Floresan Mikroskop ile incelenme Bulgular

PBMC’lere elektroporasyon ile transfeksiyonu optimize etmek amaciyla
farkli voltajlarda atislar ile pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmidleri PBMC’lere
transfekte edildi. Elektroporasyona maruz birakilmamig hiicreler GFP+ sinyali
vermezken 150V ve 200V atislar ile pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid
transfekte edilen hiicreler elektroporasyon isleminden 24 saat sonra incelendiginde
GFP+ sinyali verdi. En yiiksek transfeksiyon etkinliginin ise 200V ile yapilan
elektroporasyon isleminden alindigi belirlendi (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. GFP saliniminin immunfloresans goriintiileri. A) Transfeksiyon yapilmayan hiicrelerin

gortintiilenmesi, B) 150V elektrik akimu ile elektroporasyon uygulanmis hiicrelerin goriintiileri, C)
200V elektrik akimi ile elektroporasyon uygulanmig hiicrelerin gorintiileri. Sol panel: DAPI

goriintiileri, Sag panel: GFP salinim goriintiileri. Biiylitme X10.

3.3.2. PBMC’lerin invert Mikroskop ile incelenme Bulgular

sgRNAL, sgRNA2, sgRNAS3 oligodublekslerin klonlandigi pCAG-eCas9-
GFP-U6-gRNA plazmidler ve ssODN1, ssODN2, ssODN3 sablonlarin birlikte
transfekte edildigi PBMC’lerin mitotik indeksleri dikkate alinarak %90 RPMI, %10
FBS ig¢eren medyum ortaminda 37°C’de %5 CO2’li etiivde kiiltire edildi.
Transfeksiyondan 24 saat sonra medyum ortamina %1 penisilin/streptomisin ve 20

mg/ml PHA eklendi. Transfeksiyondan 72 saat sonra hiicreler inverted mikroskop ile
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farkli objektif biiylitmelerinde incelendi. Sonug¢ olarak PBMC’ler elektroporasyon
sonrast basaril1 bir sekilde yasatildi (Sekil 3.13).

Sekil 3.13. PBMC’lerin invert mikroskop goriintiileri.

Yukarida bahsedildigi gibi SgRNAL, sgRNA2, sgRNA3 oligodublekslerin
klonlandigr pX459V2.0-eSpCas9(1.1) plazmidler ve ssODN1, ssODN2, ssODN3
sablonlarin birlikte transfekte edildigi PBMC’lerin mitotik indeksleri dikkate
alinarak %90 RPMI, %10 FBS igeren kiiltiir vasatinda 37°C’de %5 CO2’li etiivde

kiiltire  edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra kiiltiir vasatina %1
penisilin/streptomisin, 20 mg/ml PHA ve 2 pg/mL puromisin eklendi. Puromisin
eklemesi 24 saat arayla 2 defa yapildi. Transfeksiyondan 72 saat sonra hiicreler
inverted mikroskop ile farkli objektif biiyiitmelerinde incelendi. Sonug¢ olarak
PBMC’lerin sag kalimi saglanamadi (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. PBMC’lerin invert mikroskop goriintiileri.
3.3.3. Flow (Akis) Sitometri Bulgular:

sgRNA1, sgRNA2, sgRNA3 oligodublekslerin klonlandigi pX459V2.0-
eSpCas9(1.1) plazmidler ve ssODN1, ssODNZ2, ssODN3 sablonlarin birlikte
transfekte edildigi PBMC’ler ile yapilan flow sitometri bulgular1 Tablo 3.2.°de

gosterilmistir.

Tablo 3.2. Akis sitometri ile GFP+ 1g51ma veren PBMC’lerin orantisal olarak gosterimi.

Transfeksiyon Grubu Hiicreler GFP- GFP+
pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA1 plazmid %98,3 %1,7
pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNAZ2 plazmid %98,4 %1,6
pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNAS3 plazmid %98,6 %1,4
pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA1 plazmid + ssODN1 %96,3 %3,7
pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA2 plazmid + ssODN2 %97,3 %2,7
pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNAS plazmid + ssSODN3 %97,7 %2,4
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GFP+ hiicreler, GFP+ sinyal vermeyen hiicrelerden FACS cihazi ile FITC
kanalindan okunarak ayiklandi. Referans olarak transfeksiyon yapilmayan PBMC’ler

kullanild1 (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. Akis sitometri ile referans grubu hiicrelerin graniilite ve FITC kanali okuma sonucu
grafiksel gosterimi.
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pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNAL plazmid transfekte edildigi PBMC’lerde %1,7
oraninda GFP+ sinyal veren hiicre tespit edilerek ayiklandi (Sekil 3.16).

gRNA1
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Sekil 3.16. Akis sitometri ile pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNAL plazmid transfekte edilen GFP+ 1s1ma
veren hiicrelerin graniilite ve FITC kanali okuma sonucu grafiksel gosterimi.
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pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA2 plazmid transfekte edildigi PBMC’lerde %1,6
oraninda GFP+ sinyal veren hiicre tespit edilerek ayikland1 (Sekil 3.17).
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Sekil 3.17. Akis sitometri ile pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA2 plazmid transfekte edilen GFP+ 1s1ma
veren hiicrelerin graniilite ve FITC kanali okuma sonucu grafiksel gosterimi.
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pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA3 plazmid transfekte edildigi PBMC’lerde %1,4
oraninda GFP+ sinyal veren hiicre tespit edilerek ayikland1 (Sekil 3.18).
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Sekil 3.18. Akis sitometri ile pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA3 plazmid transfekte edilen GFP+ 1s1ma
veren hiicrelerin graniilite ve FITC kanali okuma sonucu grafiksel gosterimi.
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pPCAG-eCas9-GFP-U6-gRNAL1 plazmid ve ssODN1 sablonun birlikte
transfekte edildigi PBMC’lerde %3,7 oraninda GFP+ sinyal veren hiicre tespit
edilerek ayiklandi (Sekil 3.19).
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Sekil 3.19. Akis sitometri ile pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA1 plazmid ve sSODN1 sablonun birlikte
aktarildig1 GFP+ 1s1ma veren hiicrelerin graniilite ve FITC kanali okuma sonucu grafiksel gosterimi.
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pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA2 plazmid ve ssODN2 sablonun birlikte
transfekte edildigi PBMC’lerde %2,7 oraninda GFP+ sinyal veren hiicre tespit
edilerek ayiklandi (Sekil 3.20).
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Sekil 3.20. Akis sitometri ile pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA2 plazmid ve sSODN2 sablonun birlikte
aktarildigi1 GFP+ 1s1ma veren hiicrelerin graniilite ve FITC kanali okuma sonucu grafiksel gosterimi.
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pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA3 plazmid ve ssODN3 sablonun birlikte
transfekte edildigi PBMC’lerde %2,4 oraninda GFP+ sinyal veren hiicre tespit
edilerek ayiklandi (Sekil 3.21).
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Sekil 3.21. Akis sitometri ile pPCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA3 plazmid ve sSODN3 sablonun birlikte
aktarildigi1 GFP+ 1s1ma veren hiicrelerin graniilite ve FITC kanali okuma sonucu grafiksel gosterimi.
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3.4. Genom Diizenleme Bulgular
3.4.1. Erime Egrisi Analiz Bulgular:

Akis sitometrisinde GFP+ sinyal veren ayiklanmis hiicrelerden elde edilen
DNA’lar ile R555W mutasyon bolgesini amplifiye edecek primerler kullanilarak
erime egrisi analizi yapildi. Verilerin yorumlanmasimi kolaylastirmak igin, erime
egrisi profili negatif tiirev (—dF/dT) olarak sunulmakta ve bdylece PCR iiriinii igin
erime zirvesi hesaplanmaktadir. Erime egrisinin negatif birinci tiirevinin grafigi (-
dF/dT), amplifikasyon reaksiyonundaki floresan seviyesinin degisim oranini temsil
etmekte ve olusan tepecikler kullanilarak Tm belirlenmektedir.

CRISPR uygulanmamis R555W mutasyonunu heterozigot olarak tasiyan
hiicrelere ait erime egrisi analizinde ikiden fazla dalgalanmis egri elde edildi (Sekil
3.22.a). pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNAL plazmid ve ssODN1 sablonun birlikte
transfekte edilerek CRISPR uygulanan R555W mutasyonu heterozigot tasiyan
PBMC’lerde heterozigot piklerdeki dalgalanmanin azaldigi dolayisiyla mutasyonun
diizeltilerek daha kararli bir erime egrisinin elde edildigi gézlemlendi (Sekil 3.22.b).
Yapilan kantitatif analizler sonucunda, pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNAL plazmid ve
ssODNI1 sablonun birlikte transfekte edildigi PBMC’lerde ~%5,64 oraninda degigim

saptandi.

© a)

“ b)

Sekil 3.22. Erime egrisi analizi sonucu elde edilen pikler. a) CRISPR uygulanmamis hasta grubu

erime egrisi, b) CRISPR uygulanmis hasta grubu erime egrisi.

84



pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA2 plazmid ve ssODN2 sablonun birlikte
transfekte edildigi yani CRISPR uygulanan R555W mutasyonu heterozigot tasiyan
PBMC’lerde heterozigot piklerdeki dalgalanmanin azaldig1 dolayisiyla mutasyonun
diizeltilerek daha kararli bir erime egrisi elde edildigi gozlemlendi (Sekil 3.23).
Yapilan kantitatif analizler sonucunda, pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA2 plazmid ve
ssODN2 sablonun birlikte transfekte edildigi PBMC’lerde ~%15,77 oraninda
degisim saptanda.
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Sekil 3.23. Erime egrisi analizi sonucu elde edllen plkler a) CRISPR uygulanmamis hasta grubu
erime egrisi, b) CRISPR uygulanmig hasta grubu erime egrisi.

PCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA3 plazmid ve ssODN3 sablonun birlikte
transfekte edildigi, CRISPR uygulanan R555W mutasyonu heterozigot tasiyan
PBMC’lerde heterozigot piklerdeki dalgalanmanin azaldigi dolayisiyla mutasyonun
diizeltilerek daha kararli bir erime egrisi elde edildigi gozlemlendi (Sekil 3.24.b).
Yapilan kantitatif analizler sonucunda, pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA3 plazmid ve
sSODN3 sablonun birlikte transfekte edildigi PBMC’lerde ~%?20,78 oraninda
degisim saptandu.
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Sekil 3.24. Erime egrisi analizi sonucu elde edilen pikler. a) CRISPR uygulanmamus hasta grubu
erime egrisi, b) CRISPR uygulanmig hasta grubu erime egrisi.

3.4.2. T7 Endoniikleaz | Analiz Bulgulari

pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA3 plazmid ve ssODN3 sablonun birlikte
transfekte edildigi, CRISPR uygulanan R555W mutasyonu heterozigot tasiyan
PBMC’lerden elde edilen DNA’lar ile yapilan T7EL analiz deneyi sonrasi elde
edilen jel goriintiisii incelendi ve kontrol grubuna kiyasla CRISPR uygulanan grupta
bir degisim saptanmadi (Sekil 3.25).

Sekil 3.25. T7E1 enzim kesim analizinin elektroforez ortaminda gésterimi. M: Markir; K: Kontrol
grubu, 1: sgRNAS3 transfekte edilen PBMC grubu, 2: sgRNA3+ssODNS3 transfekte edilen PBMC
grubu
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3.5. Istatiksel Bulgular

pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNAL plazmid ve ssODN1, pCAG-eCas9-GFP-U6-
gRNAZ2 plazmid ve ssODN2, pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA3 plazmid ve ssSODN3
transfekte edildikten sonra akis sitometri ile ayiklanan PBMC’ler ile yapilan erime
egrisi analizleri sonucunda pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA3 plazmid ve sSODN3
sablonun birlikte transfekte edildigi PBMC’lerde, CRISPR &ncesi ve sonrasindaki
degisimin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p<0.05). pCAG-eCas9-GFP-
U6-gRNAZ2 plazmid ve ssODN2 sablonun birlikte transfekte edildigi PBMC’lerde ki
degisim ise marjinal olarak anlamlidir (p<0.05). pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA1
plazmid ve ssODNL1 sablonun birlikte transfekte edildigi PBMC’lerde ki degisim ise
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05) (Sekil 3.26).

CRISPR uygulanmamis B CRISPR uygulanmig
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Sekil 3.26. Erime egrilerinin CRISPR uygulama 6ncesi ve sonrasi istatiksel analizi (*p < 0.05)
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4. TARTISMA

Calismamiz, goziin kornea tabakasinda bulanik agregatlar olusumuyla
karakterize olan, zamanla gorme kayb1 ve kornea nakline kadar ilerleyebilen graniiler
kornea distrofisi tip 1 tanist almis hastalarin periferal kan monontikleer hiicrelerinde,
hastaliga neden olan TGFBI geni R555W mutasyonunun CRISPR/Cas9 genom
diizenleme teknolojisiyle diizeltilmesi amaciyla gergeklestirilmistir. R555W
mutasyonunu heterozigot olarak tasiyan hasta bireylerin PBMC’lerinde yapilan bu in
vitro calismada; SgRNA1+ssODNL1 birlikte transfeksiyonu ile %5,64 oraninda,
SgRNA2+ssODNZ2 birlikte transfeksiyonu ile %15,77 oraninda ve sgRNA3+ssODN3
birlikte transfeksiyonu ile %20.78 oraninda mutasyon diizeltme basarisi saglanmuistir.
Bu calisma ile ilk kez GCDI1 hastalarinin PBMC’lerinde hastaliga neden olan
R555W mutasyonunun CRISPR/Cas9 teknolojisi ile diizeltilmesi gerceklestirilmis ve

daha sonra yapilacak in vitro, in vivo ve ex vivo galismalara zemin hazirlanmistir.

Kornea distrofileri, korneada degisik sekilli graniiler agregatlarin birikmesi
sonucu gorme kaybina kadar ilerleyen gérme bozukluklari ile karakterize bir
hastalik grubudur (Weidle ve Lisch 1984). Kornea distrofilerinden en yaygin
goriinen formu olan GCD1’de ¢ocuklukta baslayan bu agregatlar, yas ilerledikg¢e
artarak gormeyi etkilemekte, 1s18a hassasiyet, fotofobi ve daha ileri yaslarda
gorme kaybi1 ile sonuglanabilmektedir. GCD1, otozomal dominant kalitim
kalibiyla gecis gosterdigi i¢in mutasyonun taginmasi durumunda dahi hastalik
ortaya ¢cikmaktadir. TGFBI geni biiyiik oranda kornea epitel hiicreleri tarafindan
kismen de stromal keratositler tarafindan ifade edilerek kornea matriksine
salgilanmaktadir. TGFBI genindeki mutasyonlarin protein katlanmasmi ya da
protein sekresyonunu bozabilecegi, mutant proteinin degrede edilemediginden
birikimle sonuglanabilecegi Ongoriilmektedir (Clout ve Hohenester 2003,
Kannabiran ve Klintworth 2006).

Kornea distrofilerinin mevcut tedavi yaklasimlari, biriken agregatlarin
temizlenmesine yoneliktir, ancak korneanin siirekli rejenere olmasi nedeniyle
lyilesme gegici olup bir siire sonra agregatlar yeniden olusmaktadir. Gérme kaybinin
yiiksek oldugu durumlarda kornea nakli yapilmakla birlikte, kornea epitelinin siirekli
yenilenmesi ve kornea epitel hiicrelerinin kornea periferinde yer alan ve nakil
sirasinda korunan, hastanin kendi limbal kok hiicrelerinden kdken almasi nedeniyle

bir siire sonra opasiteler olusmaya baslamaktadir. GCD1 hastaliginin tedavisinde,
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agregatlarin olugmasini yavaslatan, durduran ya da yok olmasini saglayan klinik
yaklasimlarin olmamasi nedeniyle kalict genetik nedenlerin onarilmasini esas alan

gen tedavi yaklasimlar:t 6nem kazanmaktadir.

Gen tedavisi, kalitsal hastaliklarin iyilestirilmesinde kullanilmak tizere
gelistirilen yontemler icin kullanilan genel bir ifadedir ve 3 farkli stratejiden olusur.
Bunlar; gen takviyesi (replesman), gen susturma ve hedef hiicrelerde genom
diizenlemedir. Gen replesman; fonksiyonel yabanil tip genin hedef hiicrelere
iletimini kapsayan yaklasim seklidir. Gen susturma; hastalik patojenitesinde yer alan
genin islevselliginin etkisiz hale getirilmesidir. Genom diizenleme ise gen dizilerinde
hedeflenen degisiklikleri miimkiin kilan bir molekiiler sistemin saglanmasini igerir
(Kaufmann ve ark 2013). Geleneksel olarak, gen replesman yaklasimi kusurlu genin
islevsel bir kopyasinin hastaligi iyilestirmek ig¢in sunuldugu gen tedavisi stratejilerine
atifta bulunmaktadir (Moore ve ark 2018). Bu yaklasim, otozomal resesif retina
distrofi tedavi yaklasimi olarak uygulanmistir (DiCarlo ve ark 2018). Ancak gen
replesman yaklasimi, mevcut mutant allelden mutant proteinin siirekli tretimi
nedeniyle TGFBI iliskili kornea distrofileri gibi otozomal dominant hastaliklarin
tedavisi i¢in uygun olmamaktadir. Aksine, mutant alleli susturmay1 amaclayan gen
susturma ve mutant alleli diizenlemeyi amaglayan gen diizenleme yaklagimlarinin
otozomal dominant hastaliklar i¢in uygulanabilir bir tedavi stratejisi sunabilecegi
ongoriillmiistiir. Gen replesman yaklagiminda gene 6zgii cDNA tasiyan vektorler
kullanilirken, gen susturma isleminde antisens RNA, Kkiiciikk engelleyici RNA

(siRNA) ve mikroRNA (miRNA)’lar kullanilmaktadir (Gaj ve ark 2013).

Insan genomunda en sik rastlanan gen degisimleri nokta mutasyonlaridir ve
mutasyonlarin %50’sinden fazlasini olusturmaktadir (Kim ve ark 2024). Homoloji
yonlendirmeli tamir (HDR)’e dayali genom diizenleme teknolojileri, ozellikle
hastaliklara neden olan nokta mutasyonlarini onarmak i¢in kullanilmaktadir (Zhang
2021). Yakin zamanda gelistirilen CRISPR/Cas9 yeni nesil genom diizenleme
teknolojisi, etkili bir mutasyon diizeltme teknigi olarak o6ne ¢ikmaktadir.
CRISPR/Cas9 sistemi, hedef DNA dizisinde DSB olusumunun indiiklemesini
takiben DSB’nin ekzojen dondr DNA varliginda HDR araciligiyla tamir edilmesi
esasina dayanmaktadir (Torrecilla ve ark 2018).

Son yillarda, nokta mutasyonlarin yol ag¢tifi kornea distrofilerinde,

CRISPR/Cas9 mekanizmasi yoluyla in vitro ve in vivo olarak nedensel mutasyonun
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diizeltilmesini hedeflemeye yonelik calismalar gergeklestirilmistir. Ancak bu
calismalarin yakin gecmiste baglamasi nedeniyle CRISPR/Cas9 genom diizenleme
sistemi ile TGFBI geninde meydana gelen mutasyonlarin diizenlendigi ¢alismalar

heniiz simirh diizeydedir.

Taketani ve arkadaslar tarafindan 2017 yilinda GCD2 hastasina ait kornea
dokusundan elde edilen primer kornea keratositlerinde ex vivo yapilan galismada
CRISPR/Cas9 aracili gen diizenlemenin basarili oldugu gosterilmistir. TGFBI geni
ekzon 4 bolgesinde yer alan R124H mutasyonunun neden oldugu GCD2 hastalarinin
primer kornea keratosit hiicrelerine, CRISPR plazmidi ve ssODN in vitro olarak
kimyasal yontem ile transfekte edilmis ve kornea keratosit hiicrelerinin DNA onarim
yeteneginin yiiksek olmasi nedeniyle HDR’nin %60’1in iizerinde allel onarimi
sagladig1 rapor edilmistir. Herhangi bir off-target etkinin saptanmadiginin rapor
edildigi bu ¢aligma, CRISPR/Cas9 ve HDR kullanilarak primer kornea hiicrelerinde
TGFBI geni R124H mutasyonun in vitro diizenlenmesini gosteren ilk c¢alismadir
(Taketani ve ark 2017).

HDR onarimi ¢ogu hiicre tipinde nispeten nadir goriilen bir mekanizma
olarak kabul edilirken, NHEJ onarimi daha sik gézlenmektedir (Richardson ve ark
2018). Bir genin kodlama bolgesinde meydana gelecek NHEJ aracili indel
mutasyonlar translasyonun erken sonlanarak mRNA’nin bozulmasina yol agan, hedef
genin  kalict  olarak  susturuldugu  cerceve  kaymasi  mutasyonlartyla
sonuglanabilmektedir. TGFBI geni iliskili kornea distrofilerinde, TGFBI geninin
haplo-yeterli olusundan Otiiri mutant allel susturulmasinin saglhikli alleli
etkilemeksizin hastalik fenotipini giderek azalttigi bildirilmistir (Christie ve ark
2017). Kim ve arkadaglari tarafindan 2019 yilinda yapilan ¢alismada saglikli kornea
dokularindan elde edilen limbal epitel kok hiicrelerde (Limbal Epithelial Stem Cells;
LESC) CRISPR/Cas9 genom diizenleme sistemi ile TGFBI geni hedeflenmistir.
Yapilan genomik analizlerde, TGFBI geni ekzon 4 bolgesinde NHEJ aracili
diizenlenen delesyonlar sonucu olusan ¢erceve kaymasi mutasyonlar1 ile stop
kodonlar1 olusturuldugu ve mutant TGFBI geninin nakavt edildigi bildirilmistir.
Western blot analizi ile nakavt LESC klonlarinda mutant TGFBIp ifadesinin
olmadigi dogrulanmistir. Calismadan elde edilen bulgular, CRISPR/Cas9

teknolojisinin bir uygulamasi olarak, allel spesifik NHEJ aracili gen susturulmasiyla
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otozomal dominant hastaliklarin tedavi edilebilecegi fikrini ortaya cikarmaktadir

(Kim ve ark 2019).

TGFBI iliskili kornea distrofileri gibi ¢ok sayida mutasyonun belirli bir
hastalikla iliskili oldugu durumlarda, her mutasyon igin farkli bir hedefleme
potansiyeli yiiksek, SgRNA tasarlamay1 gerektiren CRISPR/Cas9 teknolojisi
mimkiin olamamaktadir. Fakat otozomal dominant kalitilan TGFBI geni iligkili
kornea distrofileri bir model olarak kullanilarak, mutasyondan bagimsiz allel spesifik
CRISPR diizenleme bir hedefleme yaklasimi olarak onerilmistir. Otozomal dominant
hastaliklar ¢ogunlukla tek niikleotid mutasyon (SNP)’larindan kaynaklanmaktadir.
Bu yilizden mutant allelin CRISPR sistemi ile NHEJ aracili susturulmasi igin,
Cas9’un yalnizca tek niikleotid degisikligiyle farklilik gosteren saglikli ve mutant
alleller arasinda iyi ayrim yapabilmesi gerekmektedir. CRISPR/Cas9 araciligiyla
mutasyonlarin allele spesifik diizenlenmesi, mutasyonun tasarlanan sgRNA dizisinde
bulundugu kilavuz spesifik bir yaklasim veya mutasyonun yeni bir PAM iirettigi
PAM-spesifik bir yaklasim kullanilarak gerceklestirilebilir. Kilavuz spesifik
yaklagimin basarili bir sekilde uygulanmasi ig¢in hedeflenen mutasyonun yakin
mesafesinde kullanilabilir bir PAM dizisine sahip olmasi1 gerekmektedir ve
hedeflenen mutasyon, PAM dizisinden ne kadar uzaktaysa o kadar az allel
ayrimeciligt gézlemlenecegi i¢in bu durumun yaklasimi sinirladigi bilinmektedir.
Benzer sekilde, yeni bir PAM dizisinin kullanilmasinin ise allel 6zgiilliigii sagladig
gosterilmis olsa da, mutasyonlarin yalnizca bir kismi yeni bir PAM iiretecektir. Her
iki yaklagim da belirli mutasyonlar baglaminda verimli bir sekilde kullanilabilirken,

her ikisi de mutasyon bagimli bir yaklagimin sinirlamalarini vurgulamaktadir.

Sonug olarak, hedefleme yaklasiminin arttk mutasyonun yeri ile sirh
olmayip, ortak varyantlarin kullanilmasi ile belirli bir popiilasyondaki etkilenen
bireylerin ¢ogunu tedavi etmek igin kullanilabilecegi Ongiiriilmistiir. Bu anlamda
Christie ve arkadaglar1 2020 yilinda yaptiklar1 caligmada, mutasyondan bagimsiz bir
stratejinin uygulanabilirligi arastirmak i¢in NHEJ aracili CRISPR/Cas9 genom
diizenleme sistemini kullanarak basarili sonuglar elde etmislerdir. Arastirmacilar ilk
olarak TGFBI lokusundaki varyantlar1 belirlemek i¢in 1000 Genom Projesi faz 3
kohortundaki bireyleri mindr allel frekansi (MAF)>0,1 olacak sekilde taramislar ve
bu kriterlere uyan 24 SNP belirlemislerdir. Belirledikleri SNP’lerin baglanti

dengesizligi (linkage disequilibrium; LD) blogunda yer almalari durumunda allel
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ayrimi i¢in yararliligi azalacagindan, bu SNP’lerin uygun olup olmadigini
incelemisglerdir. TGFBI geni R124H mutasyonu i¢in sadece mutant allel iizerinde
bulunan PAM dizisini hedefleyecek sekilde tasarlanan gRNA yonlendirmeli Cas9
riboniikleoprotein kompleksi GCD2 hastasindan elde edilen PBMC’lere kimyasal
transfeksiyon ile aktarilarak allele 6zgii CRISPR/Cas9 genom diizenleme sistemi
basarili bir sekilde uygulanmistir. Elde edilen bulgular ile allele 6zgii CRISPR/Cas9
genom diizenleme sistemi otozomal dominant hastaliklarin tedavisi igin kalic1 bir

yaklasim olarak Onerilmistir (Christie ve ark 2020).

Yeni terapotik yaklasimlarin aragtirllmasina olanak saglayacak kornea
distrofisi modellemesine yonelik CRISPR/Cas9 genom diizenleme c¢alismalari da
literatiirde mevcuttur. Bunlarin basarili bir 6rnegi 2020 yilinda yapilan bir ¢alisma ile
bildirilmistir. Kitamoto ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada, farelerde HDR
aracilt CRISPR/Cas9 genom diizenleme sistemi ile LCDI ile iliskilendirilen Tgfbi
geni ekzon 4 bolgesinde yer alan R124C mutasyon modeli olusturuldugu
bildirilmigtir. LCD1 hastalik patogenezinin arastirilmasi i¢in modellenen farelerde,
insan TGFBI iligkili kornea distrofilerinde gézlemlenen benzer kornea opakligi gibi
klinik belirtiler gozlemlenmistir. Bu g¢alisma, CRISPR/Cas9 yoluyla Tgfbi genine
uygulanan niikleotid degisiminin kornea distrofisi gelisimini tetikleyebilecegini

gosteren ilk caligmadir (Kitamoto ve ark 2020).

Wang ve arkadaglar1 2022 yilinda fareler itizerinde HDR aracili CRISPR/Cas9
genom diizenleme sistemi ile Thiel-Behnke kornea distrofisi (TBCD) ile
iligkilendirilen TGFBI geni ekzon 12 bolgesinde yer alan R555Q mutasyonunu
olusturarak hastalik modelleme ¢aligmalarini gerceklestirmislerdir. Yaptiklar
genomik ve klinik analizler ile korneasinda TBCD hastalarina benzer birikintileri
olan Tgfbi geni p.Gly623 Tyr626del mutasyonuna sahip fare modelleri
olusturuldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alisma ile Tgfbi gen mutasyonlarinin patojenik
mekanizmalar1 hakkinda da yeni bilgiler literatiire kazandirilmistir. Modellenen
mutasyonun bozulmus otofaji ve lizozomal disfonksiyon esliginde mutant TGFBIp

birikimine yol agtig1 gdzlemlenmistir (Wang ve ark 2022).

Yaylacioglu ve arkadaslari ise 2024 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda, TALEN
ve CRISPR/Cas9 genom diizenleme sistemleri ile, Avelino olarak da bilinen GCD2
ile iliskilendirilen, TGFBI geni R124H mutasyon modelinin zebra baliklarinda
basarili bir sekilde gerceklestirildigini bildirmislerdir. R124H mutasyonuna spesifik
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tasarlanan TALEN ve CRISPR bilesenleri zebra baligi kornealarma in vivo olarak
transfer edilmistir. Elde edilen genomik analizlere goére TALEN bilesenlerinin
herhangi bir degisime neden olmadigi, CRISPR bilesenlerinin ise hedef bolgede
p.Serl15 Argll7delinsLeu varyasyonuna neden oldugu rapor edilmistir. Bu
durumun, genom diizenleme teknigi olarak CRISPR’1in TALEN’e kiyasla daha etkin
oldugunun bir gostergesi oldugunu belirtmislerdir. CRISPR/Cas9 ile modellenen 3
aylik ve 1 yillik zebra balig1 kornealarinda yapilan histopatolojik degerlendirmelerde
ise herhangi bir birikime rastlanilmamis, fakat ilerleyen yaslarda birikintiler
goriilebilecegi Dbildirilmistir. Calisma zebra baliklarinda TGFBI geni R124H
mutasyonun in vivo modellendigi ilk ¢aligma olarak literatiire ge¢cmistir (Yaylacioglu
Tuncay ve ark 2024).

TGFBI geni ile iliskili olmayan kornea distrofilerine yonelik cesitli CRISPR
tabanli gen tedavi calismalari da literatiirde yer almaktadir. Kornea epitelinin
rejenerasyon siiresi ortalama 2 haftalik bir siiregtir (HANNA ve ark 1961). Limbus
olarak bilinen konjonktiva ile kornea sinirinda yer alan LESC’ler, kornea epitelinin
yenilenmesinden sorumludur (Schermer ve ark 1986). Limbal kok hiicre eksikligi
(limbal stem cell deficiency; LSCD), limbus bolgesinin hasar gérmesi nedeniyle
korneanin rejeneratif yetenegini kismen veya tamamen kaybettigi bir patolojidir
(Barut Selver ve ark 2017). Otolog limbal kok hiicre eksplantlarinin LSCD
hastalarma transplantasyonu ilk olarak 1997°de rapor edilmistir ve ciddi sekilde
hasar gormiis kornealarda epitelyal fonksiyon ve goriisiin onarilmasinda dikkate
deger sonuglar elde edilmistir (Pellegrini ve ark 1999, Rama ve ark 2010). Courtney
ve arkadaslar1 ise 2014 yilinda yaptiklari c¢aligmada, CRISPR/Cas9 kullanarak
epidermal kok hiicreleri genetik olarak degistirmek ic¢in bu teknigi uyarlamaya
odaklanmislardir. Calismalarinda Meesmann epitelyal kornea distrofisi (MECD)
hastasindan alman limbal biyopsiden LESC’leri kiiltiire etmisler ve mutasyonun
allele spesifik susturulmasimi basarmislardir. Bu c¢alisma, kiiltiir ortaminda
LESC’lerin genetik olarak manipiile edilmesine yonelik konseptin bir kanitidir ve
kok hiicre nakil tedavisi oncesinde CRISPR/Cas9 mutant LESC’leri kalic1 olarak
diizeltmek i¢in benzer sekilde uygulanabilir (Courtney ve ark 2014).

Kornea epitel hiicrelerinin ara filamanlar1 olan KRT3 ve KRT12 proteinlerini
kodlayan K3 ve K12 genlerinde goriilen mutasyonlar ile iligskilendirilen MECD’de

hiicre iskeletinin iglev bozuklugu, epitel kirilganligt ve agregat olusumu
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gozlenmektedir (Irvine ve ark 1997). Courtney ve arkadaslari tarafindan yapilan
calisgmada mutant K12 gen ifadesini ve agregat olusumunu azaltmak icin farkli
stratejiler uygulanmistir. Bunlardan ilki; insan MECD hiicre hatlarinda allel spesifik
siRNA’larin kullanilarak mutant K12 gen ifadesinin basariyla baskilanmasidir
(Courtney ve ark 2014). Digeri ise K12 geni Losin132Prolin (L132P) (c. 395 T>C)
mutasyonunu hedef alan kornea distrofilerinde ilk CRISPR/Cas9 gen diizenleme
calismasidir. Arastirmacilar bu c¢alismada insanlastirilmis fare modellerine
instrastromal enjeksiyon ile spesifik CRISPR/Cas9 bilesenleri uygulayarak mutant
allel lizerinde bir stop kodonu olusturmuslar ve protein seviyesinde 6nemli bir azalig
gozlemlemislerdir. Calismalarinda herhangi bir off-target etki gozlenmedigini de
rapor etmislerdir. In vitro ve in vivo olarak yapilan ¢alismalarda, siRNA yontemi ile
gecici mutant K12 gen ifadesi baskilanmasi saglanirken, CRISPR/Cas9 gen
diizenleme yontemi ile kalict mutant K12 gen ifadesi baskilanmasinin saglandigi
rapor edilmistir. Mutant protein ifadesinin siRNA tarafindan baskilanmasi gecici
oldugundan ve goze siirekli uygulama/enjeksiyon gerektireceginden, CRISPR/Cas9
gen diizenleme yontemi ile kalic1 baskilanma saglanmasi dikkat c¢ekici bir alternatif

strateji olusturmaktadir (Courtney ve ark 2016).

Korneanin endotel tabakasinda agregatlarin birikimiyle karakterize olan
kornea endotel distrofilerinde de etkin bir tedavi mevcut degildir. Chang ve
arkadaglart (2018), proliferatif kapasite agisindan smirli olan kornea endotel
hiicrelerinin rejenerasyonunun, spesifik genlerin ifadesinin diizenlenmesi yoluyla
indiiklenebilecegi diisiincesinden yola ¢ikarak yaptiklar1 ¢alismada, CRISPR/dCas9
aktivasyon sistemi ile SOX2 olarak bilinen transkripsiyon faktoriiniin ifadesini
artirarak kornea endotel hiicrelerinin proliferatif kapasitesini arastirmislardir. Elde
ettikleri verilere gore, diizenlenmis SOX2 agir1 ifadesinin hem in vitro hem de sigcan
modelinde korneada yara iyilesmesini ve kornea endotel hiicre proliferasyonunu
indiikledigini bildirmiglerdir (Chang ve ark 2018). Benzer sckilde Joo ve
arkadaglarinin 2020 yilinda CRISPR/dCas9 aktivasyon sistemini kullanarak
SIRTL’in kornea endotel hiicrelerinin proliferatif kapasite {iizerine etkisini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda, SIRT1a’nin in vivo transfeksiyonun korneal endotel
hiicre proliferasyonunu indiikledigini gostermislerdir. Calisma sonuclarindan yola

cikarak SIRT1a’y1 kullanan gen islev aktivasyon terapisinin, insan korneal endotel
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hastaliklar1 i¢in yeni bir tedavi stratejisi olabilecegini Onermislerdir (Joo ve ark
2020).

Katarakt, glokom, keratopati, limbal kok hiicre yetmezligi ve foveal hipoplazi
gibi gesitli klinik fenotipler ile seyreden konjenital aniridia otozomal dominant bir
oftalmolojik hastalikdir. Hastaliga PAX6 genindeki heterozigot mutasyonlarin yol
actigr bilinmektedir. Genellikle yasamin ilk on yilinda baslayan ve tekrarlayan
kornea erozyonlari, subepitelyal fibrozis ve kornea opaklasmasiyla sonuglanan bu
hastalik i¢in etkili bir tedavi mevcut degildir. Roux ve arkadaglar1 2018 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada, CRISPR/Cas9 genom diizenleme teknolojisini kullanarak
limbal epitelyal kok hiicrelerde heterozigot bir PAX6 gen mutasyonu tasiyan in vitro
aniridia hastalik modeli olusturduklarini bildirmislerdir. Dizileme sonuglarina gore
herhangi bir off-target mutasyon olmadan, %3,7’ye karsilik gelen bir basari orani ile
PAX6 geninde heterozigot p.E109X mutasyon modeli olusturulmustur. Boylece
CRISPR/Cas9 genom diizenlemenin, yeni terapdtik yaklasimlarin uygulamasini
bliylik o0lctide kolaylastiracak ilgili okiiler hastalik hiicresel modellerinin

olusturulmasina olanak sagladigi gosterilmistir (Roux ve ark 2018).

Mirjalili Mohanna ve arkadaglari ise 2020 yilinda yaptiklari caligmada;
konjenital aniridia i¢in diger terapotik yaklasimlarin yani sira CRISPR tabanli genom
diizenlemeyi fare modeli lizerinde test etmislerdir. CRISPR/Cas9 sistemi kullanarak
yaptiklar1 germ hatt1 gen diizenlemesi ile mutant alleli %25 oranda diizenlemislerdir.
Sonu¢ olarak Pax6 gen ifadesinin arttigi ve gen diizenlenmesi yapilmis fare
modellerinde hastalik belirtisi okiiler fenotipin ortadan kalktigi gézlemlenmistir
(Mirjalili Mohanna ve ark 2020).

Hafford ve arkadaslari tarafindan 2019 yilinda yapilan calismada, Fuchs
endotelyal korneal distrofi (Fuchs’ endothelial corneal dystrophy; FECD) ile iliskili
intronik TCF4 geni {gli tekrarin (CTG18.1) molekiiler teshisi icin CRISPR/Cas9
destekli tek molekiil gergek zamanli (Single-Molecule Sequencing in Real Time;
SMRT) dizileme analizi yapilmasi amaglanmistir. Aragtirmacilar tarafindan SMRT
kisaca; genomik DNA’nin restriksiyon enzimleri ile kesimi, gRNA rehberli Cas9
enziminin kesilmis DNA fragmentlerinde spesifik bolgelerde DSB indiiklemesi, DSB
indiiklenen fragmentlere spesifik adaptorler baglanmasi ve adaptorlerin ¢esitli
baglanmalar ile analiz edilmesi prensibine dayanan bir yontem olarak kullanilmistir.

Sonug olarak, bir FECD kohortu i¢indeki CTG18.1 uzunluk seviyelerine iligkin yeni
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bilgiler saglanmis ve CRISPR bir molekiiler tan1 yontemi olarak kullanilmistir

(Hafford-Tear ve ark 2019).

Uchara ve arkadaslar1 2021 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, Col8a2 geninde
Q455K ve L450W mutasyonlar1 tasiyan FECD fare modelinde, CRISPR/Cas9
tabanli genom diizenleme ¢alismasi gerceklestirmislerdir. Bu ¢alismada Cas9 geni ve
gRNA’y1 kodlayan bir adenoviriisin (Ad-Cas9-Col8a2gRNA) kornea endotel
hiicrelerine intraokiiler enjeksiyonu sonrasi, mutant Col8a2 gen ifadesinin etkili bir
sekilde baskilandig1 ve endotel hiicre kaybinin 6nlendigi raporlanmistir. Bu ¢alisma
proliferatif kapasitesi diisiik hiicre temelli hastaliklarin  tedavisinde dahi
CRISPR/Cas9’un etkili bir sekilde kullanilabilecegini gostermis olmasi bakimindan
dikkat ¢ekicidir (Uehara ve ark 2021).

Konjenital kalitsal endotelyal distrofi (CHED), otozomal resesif kalitilan
monogenik bir kornea hastaligidir. Genellikle bebeklik doneminde baslayan, iki
tarafli, simetrik ilerleyici kornea bulanikligiyla karakterize edilen bir fonksiyon
bozuklugudur. CHED vakalarmin tedavisi, uygun cerrahi yontem se¢imi
konusundaki ikilem ve diger konservatif yaklagimlarin eksikligi nedeniyle zorlayici
olmaktadir. Uygulanan tedaviler arasinda; kornea transplantasyonu, penetran
keratoplasti (PK), rotasyonel otokeratoplasti (RAK), derin anterior lamellar
keratoplasti (DALK), Desme soymali otomatize endotelyal keratoplasti (DSAEK) ve
Desme membran endotelyal keratoplastisi (DMEK) yer almaktadir. Ancak bu tedavi
uygulamalarinda, uygun dondr kornea eksikligi, donér ile iligkili bulasici hastalik
riski, karmagik cerrahi prosediirler, ebeveynlerin ¢ocuklarin1 ufak yasta ameliyat
ettirmeme istegi ve en 6nemlisi akut ve kronik evrelerde olusabilecek greft reddi gibi
sorunlarla kars1 karsiya kalinmaktadir. Bu nedenle SLC4A11 geninde meydana gelen
mutasyondan kaynaklanan CHED tedavisinde, CRISPR/Cas9 teknolojisi kullanilarak
mutasyonun in vivo olarak diizenlenmesinin saglanabilecegi onerilmektedir (Mehta

ve Ramappa 2023).

Bir diger distrofi olan, Bietti kristalin korneoretinal distrofi (BCD)’sinde,
Meng ve arkadaslarinin 2024 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda hastalikla
iligkilendirilen CYP4V2 genindeki mutasyon hedeflenmis ve CRISPR/Cas9 genom
diizenleme teknolojisi HEK293T hiicre hattina, BCD’li hastalardan elde edilen
indiiklenmis pluripotent kok hiicrelere (induced pluripotent stem cell; IPSC) ve

Cyp4va3 fare modeline (h-Cyp4v3mut/mut) uygulanmistir. sgRNA yonelimli Cas9 ile
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donér dizinin birlikte aktarimi IPSC’lere kimyasal transfeksiyon, farelere ise
subretinal enjeksiyon ile gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gore CYP4V2
geni ekzon 7 ile 11’de stop kodonu olusturuldugu bildirilmistir. Sonug olarak
CRISPR/Cas9 tabanli gen diizenlemenin, BCD hastalar1 i¢in umut verici yeni bir
terapotik strateji  olabilecegini ve tek bir enjeksiyonun yasam boyu etkinlik

saglayabilecegi bildirilmistir (Meng ve ark 2024).

TGFBIp’nin fizyolojik rolii hakkinda daha fazla bilgi sahibi olmak ig¢in
yapilan genom diizenleme g¢alismalar1 kornea ile sinirli degildir. Bunun bir 6rnegi
olarak Allaman-Pillet ve arkadaslari 2015 yilinda yaptiklar1 g¢alismada, retina
pigment epitel hiicrelerinde Tgfbi geni knock-out edilmis fare modeli olusturduklarini
rapor etmislerdir. Cre-loxP sistemi kullanilarak Tgfbi geni knock-out edilen farelerde
belirgin bir fenotipik degisiklik gozlenmedigi, canliligimin ve fertilitesinin
etkilenmedigi belirtilmistir. Bunun yani sira knock-out isleminin TGFBIp’nin en ¢ok
bulundugu korneada dahi herhangi bir gelisimsel bozulma ya da anormal fenotipe yol
acmadigi gozlenmistir. Tgfbi gen ifadesi farkli hayvan tiirleri ve insan korneasinda
tanimlanmis olmasina ragmen, retinadaki ifadesi bu c¢alisma ile arastirilmis ve retina
pigment epitel hiicrelerinde Tgfbi gen ifadesinin gozlemlendigi bildirilmistir
(Allaman-Pillet ve ark 2015). Calisma ile genomu diizenlenmis otolog hiicrelerin
naklinin, retina distrofileri i¢in de gecerli bir tedavi segenegi olabilecegi

gosterilmistir.

Calismamizda CRISPR/Cas9 teknigi kullanilarak TGFBI geni ekzon 12
bolgesinde yer alan R555W mutasyonun diizeltilmesi amaglandi. Oncelikle
mutasyonun diizenlenmesi i¢in DSB indiiklemesi yapacak en etkin sgRNA’nin
belirlenmesi hedeflendi. Bunun i¢in R555W mutasyonuna neden olan 1663.T
niikleotid bolgesi dahilinde veya yakininda DSB indiiklemesi yapabilecek 3 adet
sgRNA tasarlandi. Tasarlanan sgRNAI1, sgRNA2 ve sgRNA3 oligolarina ait on-
target ve off-target skorlar yiiksek giivene dayali Benchling online programi
kullanilarak belirlendi. Programin sundugu alternatifler arasindan en ideal off-target
ve on-target skorlara sahip sgRNA oligolar ile calisildi. Tasarlanan sgRNA’larin
hedeflenen gen bdlgesi haricinde bir homoloji gdstermemesi, genom igerisinde
herhangi bir off-target mutasyon ihtimalinin en aza indirgenmesi anlamina geldigi
icin, blastlama islemi ile dogrulama yapildi. Blastlama sonucunda organizma (homo

sapiens) igerisinde hedeflenen gen bdlgesi haricinde bir homoloji saptanmadi.
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Elde ettigimiz bulgulardan yola ¢ikarak yaptigimiz istatistiksel analizlerde, en
yiiksek genom diizenleme etkinligini SQRNA3 yonlendirmeli Cas9 ve ssODN3 dondr
sablonun birlikte transfekte edildigi hiicrelerde go6zlemlendi. Bunun nedeninin
sgRNA1 ve sgRNA2’ye gore sgRNA3 yonlendirmeli Cas9’un R555W mutasyon
bolgesine daha yakin noktada DSB indiikleyebilmesi oldugu ongoériildi. Calisma
bulgularimiz, sgRNA’nin hedef mutasyon dahilinde veya yakininda DSB
indiiklenmesinin genom diizenleme etkinligini artirdigini bildiren literatiir bulgularin
destekler yondeydi. Ayrica hedeflenen bolge disinda herhangi bir dizi ile homoloji
gostermeyen yani Off-target skoru en ideal olan sgRNA oligolarin kullaniminin

(Xiao ve ark 2014) 6nemi ¢alismamizda da ortaya konulmus oldu.

HDR aracili CRISPR/Cas9 genom diizenleme etkinliginin bir¢ok faktor
tarafindan etkilendigi ve en onemlisinin homolog onarim sablonu olarak eksojen
donér DNA kullanimi1 oldugu kabul edilmektedir (Li ve ark 2014). Song ve
arkadaglar1 tarafindan 2017 yilinda yapilan c¢alismada HDR etkinliginin
artirllmasinda homoloji kolunun uzunlugunun 6nemli bir rol oynadigr ve homoloji
kollarin uzunlugu arttikca genom diizenleme etkinliginin de arttig1 bildirilmistir
(Song ve Stieger 2017). Bir diger faktor ise konak genomuna entegrasyonu
engellemek icin ¢ift zincirli donér DNA (dsODN) yerine tek zincirli donér DNA
(ssODN) kullanimidir. ssODN, genlerin kodlama bdlgesi i¢indeki tek bir niikleotid
degisimi veya onarimini yonlendirmek icin gen diizenleme islemlerinde sablon
olarak kullanilmaktadir (Rivera-Torres ve Kmiec 2016). Tim bu hususlar dikkate
alinarak, ¢alismamizda homolog onarim sablonu olarak 200 nt uzunlugunda 3 adet
sSODN tasarlanmigtir. HDR ile genom diizenleme etkinligini degerlendirmek igin
calismada sgRNA1 DSB indiiklemesi sonrasi onarim sablonu olarak ssODNI,
SgRNAZ icin sSSODN2 ve sgRNAS i¢in ssODN3 tasarimi gergeklestirildi. ssODNI,
ssODN2 ve ssODN3 onarim sablonlar1 mutant tabana gore diizenlenmesi istenilen
degisimleri icermekteydi. Bu degisimler ssODN’lerin; TGFBI geni ekzon 12
bolgesinde R555W mutasyonuna neden olan 1663. pozisyonda T niikleotid yerine C
icermesi ve onarim gerceklestikten sonra diizenleme bdlgesinde Cas9 niikleazin
tekrar baglanamamasi i¢in mutant tabanda var olan PAM dizisinde meydana

getirilecek sessiz mutasyon olusturacak dizi degisiklikleri idi.

Gen tedavi alanindaki en 6nemli zorluklardan birisi gen bazli terapotiklerin

hiicreye iletimi olarak bilinmektedir. Herhangi bir hastaligin tedavisi i¢in gen
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tedavisinin basarisi, terapotik transgenin hedef hiicre tipine iletilebilme verimliligine
baglidir. Niikleik asitlerin biiylik boyutlari, stabiliteleri ve negatif yiikleri hiicrelere
iletimini verimsiz hale getirmektedir. Niikleik asitlerin hedef hiicrelere iletim
etkinligini artirmak igin viral ya da viral olmayan vektorler kullanilmaktadir (Deyle
ve Russell 2009). Gen tedavisi i¢in ideal bir vektoriin kolay, basit ve ucuz bir
yontemle iiretilerek gerekli tiim CRISPR/Cas9 bilesenlerini tasiyabilecek bir kargo
kapasitesine, spesifik hiicre popiilasyonu i¢in hiicre tropizmine, minimal
genotoksisite ve konak hiicrede ihmal edilebilir bir bagisiklik tepkisine sahip olmasi
istenmektedir. Vektoriin hedef dokuya etkili bir sekilde iletilmesi, konak organizma
bagisiklik sistemi tarafindan tespit edilmekten kaginabilmesi, herhangi bir off-target
etkiye neden olabilecek kadar uzun siire etkisinin olmamasi, fakat en azindan

terapotik bir etki ortaya ¢ikaracak tepki siiresine sahip olmasi beklenmektedir.

Gen tedavilerinde kullanilan viral vektorler; adenoviriisler, adeno-iliskili
viriisler (AAV), retroviriisler ve lentiviriislerdir. Biiytik bir kargo kapasitesine sahip
olan adenoviriislerin ciddi bagisiklik tepkisi baglatabildigi bilinmektedir (Borras ve
ark 2001). AAV’ler ise minimum bagisiklik tepkisi ile etkili transdiiksiyon saglarken
sinirh paketleme kapasitesi olmasi nedeniyle kullanim alanlart dardir (Sharma ve ark
2010). Biiyiik bir kargo kapasitesine sahip olmalar1 nedeniyle tercih edilen
lentiviriisler ise genomda istenmeyen entegrasyonlara neden olabilmektedir
(Athanasopoulos ve ark 2017). Bugiine kadar terapotik genlerin korneaya in vitro, ex
Vivo ve in vivo olarak aktarilmasi igin farkli viral ve viral olmayan vektorler test
edilmistir. AAV, o6zellikle okiiler gen tedavisinde, yiiksek basar1 orani nedeniyle
tercih edilen viral vektor olmustur. AAV nin yanisira retroviriisler ve lentiviriisler de
kornea transdiiksiyonunda kullanim agisindan kapsamli bir sekilde test edilmis,
ancak vektorlerden higbirinin arzu edilen kriterlerin tamamini  sunmadig

goriilmiistiir (Mohan ve ark 2012).

Viral vektorlerin immiinojenite ve onkojeniteyi indiikleyebilme ve biiyiik
boyutlu niikleik asitleri paketleyememe gibi dezavantajlari, alternatif olarak daha
giivenilir ancak etkinligi daha disiik olan viral olmayan vektdrlerin gen tedavisinde
kullanimina yol agmistir. Viral olmayan plazmid vektorler daha az verimli olmasina
ragmen, biliyilk boyutlu niikleik asitleri tasiyabilme ve daha giivenli olmalar

nedeniyle tercih edilmektedirler (Moore ve ark 2018).
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Yin ve arkadaslan tarafindan 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada, CRISPR
bilesenlerini kapsiillemek i¢in viral olmayan lipit nanopartikiillerinin kullanildig1 ve
intravenoz enjeksiyon sonrasi fare karacigerinde Pcsk9 geninin %80’den fazlasinin
diizenlendigi bildirilmistir. Bu dikkat ¢ekici sonug ile goz i¢in gen diizenlemede viral
olmayan vektorler kullaniminin viral vektorlere alternatif sundugu gosterilmistir (Yin

ve ark 2017).

Calismamizda tasarlanan SgRNA1, sgRNA2, sgRNA3 oligolarinin hedef
hiicrelere tasinimi ve sgRNA rehberli Cas9 salinimi i¢in pX459V2.0-eSpCas9(1.1)
ve pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA CRISPR/Cas9 plazmid vektorleri kullanilmustir.
Literatiirde pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA ve pX459Vv2.0-eSpCas9(1.1) plazmid
vektorlerin kullanildigi ve basarili sonuglarin elde edildigi CRISPR/Cas9 genom
diizenleme c¢alismalar1 bulunmaktadir. Batir ve arkadaslar1 tarafindan 2019 yilinda
yapilan ¢alismada, insan prostat kanseri hiicre hattt1 PC-3’iin TP53 geninde bulunan
414delC (p.K139fs*31) mutasyonunun HDR aracili CRISPR/Cas9 ile diizenlenmesi
icin pX459V2.0-eSpCas9(1.1) plazmid vektorii ve ssODN’ler kullanilmistir. TP53
414delC pozisyonunda 9%19,95 ve %26,0 oranlarinda diizenleme yapildig1
bildirilmigtir (Batir ve ark 2019). Johnston ve arkadaslari tarafindan yapilan
CRISPR/Cas9 genom diizenleme c¢alismasinda ise lenfoblastoid hiicre hatlarinda
(lymphoblastoid cell line; LCL) DSB indiiklemesi i¢in pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA
plazmid vektorii kullanilmigtir. Daha 6nce birgok hiicre tipinde yapilan ¢aligmalarda
HDR aracili diizenleme verimliligin %5-10 oranlar1 arasinda oldugunu, kendi
calismalarinda ise %20 gibi yiiksek bir diizenleme etkinliginin elde edildigini
raporlamiglardir (Johnston ve ark 2019). pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid
vektoriiniin kullanildigr bir diger CRISPR/Cas9 ¢alismasi ise Boestler ve arkadaslari
tarafindan 2020 yilinda yapilan insan embriyonik kok hiicrelerinde (Human
Embryonic Stem Cells; hESC) Coffin-Siris sendromu (CSS)’nun modellemesidir.
Elde edilen verilere gore, ARID1B geninin ekzon 5 ve 6 bolgelerinde olusturduklari
delesyonlar ile ARID1B+/- hESC'lerin modellemesini basardiklarini bildirmislerdir
(Boerstler ve ark 2020). Daha oOnceki yapilan calismalart destekler sekilde
caligmamiz pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA ve pX459V2.0-eSpCas9(1.1)
plazmidlerinin, CRISPR/Cas9 genom diizenleme teknolojisi i¢in ideal birer vektor

aday1 oldugunu gostermektedir.
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In vitro ¢alismalarda CRISPR/Cas9 etkinligini degistiren bir diger 6nemli
husus, calisilan hiicrelerin primer ya da sekonder hiicre hatlari olmast durumudur.
Bireyden elde edilen primer periferal kan mononiikleer hiicrelerine CRISPR/Cas9
bilesenlerinin iletimi, diisiik transfeksiyon etkinlikleri nedeniyle sinirlidir (Mandal ve
ark 2014). Bu yiizden PBMC c¢alismalarinda gozlemlenebilecek CRISPR/Cas9
aktivite eksikligi, plazmid DNA aktarim yetersizligi ve 6zellikle lenfositlerin yabanci
niikleik asitlere kars1 dogustan gelen bagisiklik tepkisi gibi bir dizi faktore baglidir
(Monroe ve ark 2014). Ancak 6zellikle hasta bireylerden yapilan ¢alismalarda kolay
erigilebilir olmas1 ve bir girisime ihtiya¢ olmamasi nedeniyle periferik kandan elde
edilen hiicreler kullanim avantaji saglamaktadir. Bu nedenle elektroporasyon
yontemi kullanilarak, CRISPR/Cas9 plazmid bilesenlerinin PBMC’lere gegici olarak
aktarilmasi ile bu zorlugun istesinden gelinebilmektedir (Schumann ve ark 2015).
Calisgmamizda elektroporasyon teknigi kullanilarak CRISPR/Cas9 bilesenleri ve

ssODN oligolarinin PBMC’lere gegici transfeksiyonunun gergeklestirilmesi saglandi.

Calismamizda, PBMC’ler elektroporasyondan oOnceki ii¢c giin boyunca,
transfeksiyon verimini artirdigi bilinen PHA ile uyarilarak kiiltiire edildi. Ayrica,
transfekte edilecek plazmid konsantrasyonu, iletilecek hiicre sayisi, uygulanacak
elektrik alan kuvveti gibi bir dizi parametrenin transfeksiyon verimi ve islem sonrasi
hiicre canliligin devami i¢in 6nemli oldugu bilindiginden (Zhang ve ark 2018)
elektroporasyon iglem verimini artirmak i¢in elektrik alan kuvveti goz oniine alarak
pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid vektorleri ile optimizasyon calismasi
gerceklestirildi. Plazmidin yapisinda bulunan GFP gen bolgesi yesil floresan proteini
ifade ettiginden plazmidin basarili bir sekilde hiicre icerisine transfer edildigini
gostermede kullanildi. Calismamizda, GenePulser Xcell cihazi ‘square wave’
programinda 150V ve 200V olacak sekilde farkli elektrik alan kuvvetleri ile
transfeksiyon islemi gergeklestirildi. Elektroporasyon islemi sonrasi 24. saatte
floresan mikroskop altinda GFP+ hiicre canliigi gézlemlendi. Transfeksiyon
isleminin etkinligi, PBMC’lerin canliligi ve sirdiiriilebilirligi i¢in optimal
elektroporasyon kosullar1 olarak cihazin ‘square wave’ programinda 200V, 3ms
dalga siiresince 1 atig olarak belirlendi. PBMC’lere transfeksiyon igin optimize
ettigimiz calismamiz elektroporasyon degerleri daha onceki yillarda Wong ve
arkadaglar tarafindan yapilan optimizasyon ¢aligmasindan elde edilen degerler ile

benzerlik gosterdi (Wong ve ark 2020).
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Elektroporasyon isleminden 24 saat sonra, akis sitometri cihazinda pCAG-
eCas9-GFP-U6-gRNA1 ve ssODN1’in birlikte transfekte edildigi hiicrelerde %3,7,
pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA?2 ve ssODN2’nin birlikte transfekte edildigi hiicrelerde
%2,7 ve pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA3 ve ssODN3’iin birlikte transfekte edildigi
hiicrelerde %2,4 oraninda GFP+ sinyal veren hiicre tespit edilerek GFP- hiicrelerden
ayiklandi. Ayiklanan hiicreler invert floresan mikroskop ile inceleyerek GFP+
1simas1  gortintiilendi. Calismamizin akis sitometri bulgular1 ile Johnston ve
arkadaglarinin ~ pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA  plazmid  vektorii  kullanarak
lenfositlerde yaptigi CRISPR/Cas9 calismasina ait akig sitometri bulgulart uyum
gostermektedir (Johnston ve ark 2019).

Calismamizda, sgRNA1, sgRNA2 ve sgRNA3 oligodublekslerin klonlandig:
pX459V2.0-eSpCas9(1.1) plazmidler ve ssODN1, ssODN2, ssODN3 sablonlarin
birlikte transfekte edildigi PBMC’lerde transfekte olan hiicrelerin seciliminde ise
plazmidin puromisin direnglilik geni tagimasindan dolayr antibiyotik secilimi
uygulandi.  Elektroporasyon sonrasi 24 saat inkiibe edilen PBMC’lerin besiyeri
ortamina, igerisinde 2 ug/mL puromisin bulunan besiyeri ilavesi yapildi. Puromisin
antibiyotik igeren besiyeri ilavesinden 24 saat sonra PBMC’lerde ¢ogalmanin
durdugu ve apoptoza girerek hiicre kayiplarin basladigi goriintiilendi. Ilerleyen
sliregte hiicre kaybinin artmasi ile pX459V2.0-eSpCas9(1.1) plazmid vektori
transfekte edilen PBMC’ler kaybedildi. Bu durumun nedeni olarak uygulanan
puromisin miktarinin fazla oldugu Ongoriildi. Bu yilizden calismamiz genom
diizenleme analizlerinde pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNAL ve ssODN1, pCAG-eCas9-
GFP-U6-gRNA2 ve ssODN2, pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA3 ve ssODN3’iin birlikte

transfekte edildigi hiicreler kullanild.

CRISPR/Cas9 ile R555W mutasyonun diizenleme etkinligini belirlemek igin
pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNAL1 ve ssODN1, pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA2 ve
sSODN2, pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA3 ve ssODN3’iin birlikte transfekte edildigi
PBMC’lerden elde edilen DNA’lar kullanilarak, farkli sicakliklarda cift sarmalli
DNA miktarim1 6lgerek belirli bir PCR {iriinii i¢in erime egrisini ortaya cikaran
floresans bazli bir teknik olan erime egrisi analizi gergeklestirildi. Niikleotid
degisimlerinin hizli ve etkili bir sekilde test edildigi bu analiz, homozigot 6rnekten
elde edilen bir homodubleks iiriiniin belirli bir erime egrisine sahip iken, heterozigot

ornekten elde edilen bir heterodubleks {irliniin ek bir erime egrisine sahip olmasi
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esasina dayanmaktadir (Thomas ve ark 2014). Tek niikleotid polimorfizmlerin
tespitinde rutin olarak kullanilan bir teknik olan erime egrisi analizi son zamanlarda
CRISPR/Cas9 sistemi ile diizenlenen niikleotid degisimlerinin analiz edilmesi
amaciyla da siklikla kullanilmaktadir. Wang ve arkadaslar1 tarafindan 2015 yilinda
yapilan c¢alismada, insan 293T hiicre hatlarinin IL2RG ve EMX1 genlerini
CRISPR/Cas9 yontemi ile diizenlenerek, erime egrisi analizi ve ¢ogaltilmis parca
uzunluk polimorfizmi (Amplified Fragment Length Polymorphism; AFLP)
yontemleri ile analiz edilmistir. Elde edilen sonuglara gore; zaman alic1 ve zahmetli
AFLP yontemine kiyasla daha basit ve kisa bir silire uygulama gerektiren erime egrisi
analizin sonug¢larinin daha kesin ve yiiksek hassasiyet igerdigi bildirilmistir (Wang ve
ark 2015).

Denbow ve arkadaglar1 tarafindan 2017 yilinda yapilan ¢alismada
CRISPR/Cas9 aracili bir mutasyon tasiyan Arabidopsis mutantlarinin erime egrisi
analizi kullanilarak basarili bir sekilde tespit edildigi bildirilmistir (Denbow ve ark
2017). Kojin ve arkadaslar1 tarafindan 2021 yilinda yapilan ¢alismada ise Sarthumma
sivrisineklerinde  (Aedes aegypti) CRISPR/Cas9 aracili diizenledikleri indel
mutasyonlarin tespitinde ve mutant hatlarin kurulmasinda erime egrisi analizinin

basarili bir sekilde kullanildig: bildirilmistir (Kojin ve ark 2021).

PCR iiriiniiniin niikleotid sayis1 erime egrisi analiz duyarliligin1 etkileyen en
onemli faktorlerden birisidir. Kuzpinar tarafindan 2007 yilinda yapilan g¢alismada
amplikon boyutunun erime egrisi analiz duyarlilig1 lizerine olan etkisi arastirilmis ve
amplikon boyutunun 300 niikleotid altinda oldugu durumlarda erime egrisi analiz
duyarliginin arttig1 raporlanmistir (Kuzpinar 2007). Thomas ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan calismada ise erime egrisi analiz duyarliligin1 artirmak i¢in amplikon
boyutunun olabildigince azaltilmasi gerektigi vurgulanmistir (Thomas ve ark 2014).
Daha 6nceki yapilan ¢alismalar dikkate alinarak, ¢alismamizda erime egrisi analiz
duyarlhiligin1 artirmak i¢in 170 niikleotid amplikon iiretecek sekilde tasarladigimiz

primerler kullanildi.

CRISPR uygulanmamig R555W mutasyonu heterozigot tasiyan hiicre
DNA’lart ile yapilan erime egrisi analizinde birden fazla dalgalanmis egri elde
edilirken, CRISPR wuygulanan R555W mutasyonu heterozigot tasiyan hiicre
DNA’lart ile yapilan erime egrisi analizinde daha kararli bir tek egri elde edildi. Bu

dikkat ¢ekici degisikligin nedeni olarak, erime egrisi analizlerinin akis sitometresinde
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GFP+ olarak ayiklanan hiicrelerden elde edilen DNA’lar ile yapilmasindan
kaynaklandigi ongoriilmektedir.

Sonug olarak, c¢alismamizda elde edilen veriler CRISPR uygulanmig
hiicrelerde HDR ile TGFBI geni R555W mutasyon diizenlemesinin basar1 ile
gerceklestigine dair giiclii kanit olabilecek niteliktedir. Calismamizda pCAG-eCas9-
GFP-U6-gRNAL1 ve ssODN1, pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA2 ve ssODN2, pCAG-
eCas9-GFP-U6-gRNA3 ve ssODN3’iin PBMC’lere birlikte transfeksiyonlarinin
TGFBI geni R555W mutasyonunu farkli oranlarda diizenledigi gozlemlendi. pCAG-
eCas9-GFP-U6-gRNA1 ve ssODNL1 icin %5,64, pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA2 ve
sSODN2 igin %15,77, pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA3 ve ssODN3 i¢in ise %20,78
oraninda TGFBI geni R555W mutasyonunu diizenlenmis PBMC analiz edildi.
Calismamizda analiz edilen diizenleme oranlarindaki bu farkligin nedeni olarak,
tasarlanan sgRNA’larin, hedeflenen R555W mutasyon bodlgesinden farkli niikleotid
uzakliklarda DSB olusumunu indiiklemesine bagli oldugu disiliniilmektedir.
Hedeflenen R555W mutasyonu i¢in sgRNA1 68 niikleotid, sgRNA2 64 niikleotid,
sgRNA3 ise 6 niikleotid uzaklikta DSB olusumunu indiikleyecek sekilde tasarlandig:
icin, sgRNA3 yonlendirmeli Cas9 genom diizenlemenin digerlerine gore daha etkin
olacag1 beklenmekteydi. CRISPR/Cas9 tarafindan olusturulan DSB’ler, hedef
niikleotidin 50 niikleotid dahilinde olmasi1 durumunda gen diizenleme verimliliginin
maksimuma ¢iktigi, DSB bolgesinin hedef niikleotid bolgesinden uzaklagmasi
durumunda ise diizenleme sikliginin azaldigi raporlanmistir (Briggs ve ark 2012,
Yang ve ark 2013, Rivera-Torres ve ark 2014). Daha onceki yapilan ¢alismalar ile

ortaya konan bu durum g¢alisma bulgularimiz ile de dogrulanmistir.

In vitro c¢aligmalarin yan1 sira genomu diizenlenmis otolog hiicrelerin
transplantasyonu ile preklinik ve klinik denemelerde etkili sonuclar elde edilmistir
(Klausner ve ark 2007). Bu denemeler, kornea ile sinirli olmayip genetik
hastaliklarin tibbi tedavisinde yeni bir ¢ag agmig ve kalitsal hastaliklarin tedavisinde
CRISPR/Cas9 teknolojisinin kullanilabilecegini gostermistir. Hoban ve arkadaslari
tarafindan 2016 yilinda yapilan calismada orak hiicre hastaligina (Sickle Cell
Disease; SCD) neden olan nokta mutasyonunun CD34+ hiicrelerinde diizeltilmesi
icin CRISPR/Cas9 teknolojisinden basarili bir sekilde yararlanilmistir (Hoban ve ark
2016). Marangi ve arkadaslar1 ise 2018 yilinda yaptiklar1 ¢alismada kistik fibroz

(CF) hastaligina neden olan mutasyonu onarmak icin CRISPR/Cas9 sistemi
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kullandiklarini, doku ve hayvan modellerinde basarili sonuglar elde ettiklerini
raporlamiglardir (Marangi ve Pistritto 2018). Stephens ve arkadaslar1 da 2019 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada Hemofili B (HB) hastaligina neden olan mutasyonlarin hayvan
modellerinde CRISPR/Cas9 sistemi ile onarilabilecegini gostererek, gen tedavileri

anlaminda umut verici sonuglar ortaya koymustur (Stephens ve ark 2019).

Bazi monogenik hastaliklara yonelik CRISPR/Cas9 tabanli gen diizenleme
terapisi ile yapilan ¢alismalar klinik deneme safhasina ulasmustir. Frangoul ve
arkadaslar1 tarafindan 2021 yilinda baglatilan calismada, transfiizyona bagh -
talasemi ve orak hiicre hastaligin1 tedavi etmek igin CRISPR/Cas9 tabanli in vitro
gen diizenleme ¢alismasinin basariyla tamamlanmasindan 2 yil sonra faz III klinik
denemesi de tamamlanmistir. Tedavi sonrasi hastalarin biiyiikk kisminda gen
diizenleme terapisinin ciddi bir sekilde faydasi gozlemlenmistir. Denemelerde
bildirilen yan etkiler diger otolog kok hiicre nakli islemlerine benzer sekilde mide
bulantisi, yorgunluk, ates ve yiiksek enfeksiyon riskleri oldugu goriilmiis olmakla
birlikte ciddi yan etkiler bildirilmemistir (Frangoul ve ark 2021).

Insan genetik hastaliklarmi terapdtik olarak diizeltmek igin CRISPR/Cas9
sisteminin kullanilmasina yonelik birgok ¢aba sarf edilmektedir ve genetik problemin
dogasina bagli olarak farkli yaklasimlar benimsenmistir. Leber konjenital amorozisi
(Leber Congenital Amaurosis; LCA), kalitsal retina distrofilerinin bir kismin
olusturan ve erken ¢ocukluk doneminde korliige sebep olabilen bir hastalik grubudur.
Klinik CRISPR ¢alismalarinda, AAV vektorleri kullanilarak LCA’ya neden olan
patojenik mutasyonlarin diizenlenmesi ile gen fonksiyonunda bir kazan¢ oldugu

gosterilmistir (Clinical trial.gov NCT03872479).

Izole edilmis T hiicrelerinin CRISPR ile diizenlemesi, iizerinde kimerik
antijen reseptorii (chimeric antigen receptor; CAR) bulunan tasarlanmis T
hiicrelerinin gelistirilmesine yol agmistir. Diizenlenmis CAR-T hiicreleri, kanser
hiicrelerinde bulunan antijene spesifiktir ve kanserli hiicreye kars1 “canli bir ilag”
gorevi gormektedir. CAR-T hiicreleri kullanilarak yapilan klinik ¢alismalarda birgok
kanser tlirli hedef alinmaktadir (ClinicalTrial.gov NCT04035434, NCT04502446,
NCTO04438083).

CRISPR ile diizenlenmis kok hiicreler ise baska bir yaklagimdir. Son
zamanlarda, Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag Idaresi (FDA), orak hiicre
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hastaligt (SCD) tedavisi i¢in kirmizi kan hiicrelerinde yiiksek diizeyde fetal
hemoglobin {iiretebilen CRISPR/Cas9 ile diizenlenmis hematopoietik kok hiicreleri
bagislamaktadir (ClinicalTrials.gov NCT03655678).

Klinikte yiiriitilen bazi ¢alismalar olmasina ragmen CRISPR teknolojisi
heniiz aragtirma asamasindadir ve ¢6ziilmesi gereken bazi kisitlamalar vardir. Bunlar,
off-target etki, indel jenerasyonlari, toksisite, diisiik gen diizenleme etkinligi ve
vektore karsi konak¢i bagisiklik tepkisidir. CRISPR teknolojisi i¢in kornea
hastaligina 6zgili baska kisitlamalar da vardir. Bunlardan en 6nemlisi ise yaslanmaya
bagli olarak korneanin tek katmanli endotel tabakasinin hiicre yogunlugunun
azalmast ve CRISPR gen diizenleme calismalari igin siurli hiicre kaynagi
olusturmasidir. CRISPR/Cas9 genom diizenleme klinik deneylere dogru ilerlerken
dikkate alinmasi1 gereken bir kisitlama ise vektore karsi konake1 bagisiklik tepkisidir.
Cas9’un en yaygin kullanilan ortologlar1 Staphylococcus aureus ve Streptococcus
pyogenes kokenlidir. Bu iki bakteri tliriiniin insan popiilasyonunu yiiksek siklikla
enfekte ettigini gdz online alarak Charlesworth ve arkadaslar1 tarafindan 2019 yilinda
yapilan ¢alismada, SaCas9 (S. aureus) ve SpCas9 (S. pyogenes) tiiretilen Cas9
ortologlarina karsi daha Onceden var olabilecek herhangi bir adaptif bagisiklik
tepkileri arastirllmistir. Aragtirmacilar tarafindan ELISA testi ile anti-Cas9
antikorlarinin varligi agisindan insan donorlerin serumunu incelemis ve sirasiyla %78
ve %58’inde hem SaCas9 hem de SpCas9’a kars1 antikorlar tespit edilmistir. Ve yine
donorlerin %78’inde anti-SaCas9 T hiicreleri ve %67 sinde anti-SpCas9 T hiicreleri
tespit edilmis ve Cas9’a 6zgii bir sitokin tepkisi gostererek bu T hiicrelerinin Cas9’a
0zgii oldugu dogrulanmustir. Elde edilen veriler ile insanlarda Cas9’a kars1 6nceden
var olan humoral ve adaptif bagisiklik tepkilerinin oldugunu goézlemlenmistir
(Charlesworth ve ark 2019). Bu anlamda, CRISPR/Cas9 bilesenlerini tasiyici
vektoriin - hedef hiicrelere ulagmasini engelleyecek ve torapotik —etkinligini
azaltabilecek antikorlar olusabilir; ancak diger dokulara oranla kornea bagisiklik
acisindan avantajli konumu ile bu riski asgariye indirerek CRISPR/Cas9 ¢aligmalari

icin ideal bir aday haline gelmektedir.

Diger taraftan CRISPR/Cas9 aracili genom diizenleme teknolojisinde HDR
yonelimli genom diizenlemenin sinirli olusu, hiicrelerin NHEJ yolunu 6ncelikli tercih
etmesi teknigin etkinligini zayiflatmaktadir (Wang ve ark 2013). NHEJ’in hata

egilimli onarim yolu oldugu g6z 6niine alindiginda, HDR aracili genom diizenleme

106



lehine NHEJ'i inhibe etmek igin bazi stratejiler gelistirilmeye ¢alisilmaktadir.
Arastirmacilardan bazilart NHEJ yolunu inaktive ederek ya da HDR aktivasyonunu
artirarak bu durumun iistesinden gelmeye ¢alismislardir. Ornegin, Maruyama ve
arkadaslar1 farelerde yaptiklar1 ¢alismada, NHEJ onarimimin temel bilesenlerinden
DNA Ligaz IV’iin inhibitorii olan Scr7’nin in vitro ve in vivo HDR onarimini
artirdigin1 gostermislerdir (Maruyama ve ark 2016). Chu ve arkadaslar1 ise benzer
sekilde DNA ligaz IV'iQi ve NHEJ onariminin baslamasi i¢in gerekli olan KUG0
proteini hedef alan kisa sa¢ tokast RNA (short hairpin RNA; shRNA)’lar1 kullanarak
NHEJ onarimini baskilamaya ¢aligmislardir (Chu ve ark 2015). Song ve arkadaslari
ise yaptiklari ¢alismada HDR indiikleyici RS-1’in in vitro HDR onariminda lokusa
bagli olarak yaklagik 5 kat artisa, in vivo HDR onariminda ise %14’ten %33’e kadar
artisa neden oldugunu gostermislerdir (Song ve ark 2016). HDR aracili onarim
alanindaki bu gelismeler, HDR aracili genom diizenleme teknigini terapotik fayda

elde etmek i¢in daha genis ¢apta uygulanabilir hale getirmistir.

Yukarida  bahsedilen tiim  gelismeler 1s18inda  gelinen  nokta
degerlendirildiginde, okiiler bozukluklardaki genetik degisiklikleri diizenlemek ve
normal gérme fonksiyonunu yeniden saglamak i¢in gelenekselin disinda yeni bir
terapotik potansiyelin varhi§i ve bu yaklasimlarin goziin farkli tabakalarinda
uygulanabilirligi ngériilmektedir. Ozellikle gdziin yiizeysel ve kolay erisilebilir bir
organ olmasi, gen tedavi yaklasimlarindaki en 6nemli sorunlarin basinda gelen
tedavinin hedefe ulasma probleminin {istesinden gelinmesinde 6nemli kolaylik
saglamaktadir. Goziin kornea tabakasinin avaskiiler seffaf yapisi, bagisiklik
ayricalikli  olusu, kokli cerrahi tekniklere uygun olmasi, harici olarak
konumlandirilmasi, erigim kolayligi, saklanmasi igin 6zel gz bankalarina ve
gelismisg goriintillenme tekniklerine sahip olmasi, korneayr in vivo ve ex vivo gen

tedavi caligmalari i¢in ideal bir aday haline getirmistir (Klausner ve ark 2007).

Ancak gen terapi uygulamalarinda kornea her ne kadar bazi avantajlara sahip
olsa da gen terapi bilesenlerinin farkli kornea katmanlarna iletilmesinde bazi
sorunlarin iistesinden gelinmesi gerekmektedir. Go6ziin en dis ylizeyi olan kornea,
gen terapisi ajaninin girisini engelleyen, gozyas: filmi gibi, koruyucu adaptasyonlara
da sahiptir (de la Fuente ve ark 2010). Goézyasi filmi ise gozii nemlendiren,
temizleyen, kayganlastiran ve géze yabanci madde girisine karsi ilk bariyer gorevi

goren kisimdir (Le Bourlais ve ark 1998). Yabanci maddelerin karsilastigi bir sonraki
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bariyer ise hiicrelerin siki baglantilarla baglandigi kornea epiteli olmaktadir
(Hédmaildinen ve ark 1997). Bu durum terapotik ajanlarin yalnizca goziin arka
boliimiine degil, ayn1 zamanda kornea katmanlarinin her birine transkorneal girigini
ciddi sekilde smirlamaktadir. Mevcut biyolojik engellere ek olarak DNA’nin
hiicrelere girisi de zordur. Boyutunun biiyiik, hidrofilik ve negatif yiiklii olmasindan
dolayr, DNA’nin hiicre zarindan niifuz etmesi zordur (Oliveira ve ark 2017).
Maddeler epitelden tasiyicilar ile transseliiler yol veya hiicreler arasi matriksten
paraseliiler yol araciligiyla gegebilmektedir. Hidrofobik molekiiller paraseliiler yol
araciligi ile daha kolay gecerken DNA molekiilleri kornea epitelinin son derece siki

olan baglant1 noktalarinda gezinmek zorunda kalabilirler (Romanelli ve ark 1994).

Yukarida bahsedilen biyolojik bariyerler nedeniyle terapétik ajanlarin topikal
uygulamasi verimsiz kornea penetrasyonuna neden oldugu i¢in uygun bir aktarim
sekli olmaktan ¢ikmaktadir. Fakat baslangictaki biyolojik engelleri ortadan kaldiran
kornea epitel debridmanini takiben yapilan topikal uygulamanin viral vektdrlerin
gecisine izin verebilecegi gosterilmistir (Spencer ve ark 2000). DNA, siRNA veya
AAV gibi gen terapi ajanlarinin intrastromal veya intrakameral enjeksiyon yoluyla
lokal uygulanmasi ile biyolojik bariyer sorununun ortadan kalkacagi
diistintilmektedir. Fakat fare goziinde yapilan enjeksiyon sirasinda olusan basing
DNA’y1 hiicrelere aktarmak i¢in etkili olmasina ragmen, insan goziine
Olgeklendirildiginde olusacak diisiik basing nedeniyle aktarma isleminin ¢ok etkili

olmayabilecegi diistiniilmiiktedir (Matthaei ve ark 2012).

Etkili bir klinik sonug i¢in kornea distrofilerinde bu yaklasimlarin genis ¢apta
incelenmesi gerekmektedir. Genel olarak, CRISPR/Cas sisteminin gelistirilmesi ve
uygulanmasi i¢in arastirmalar halen devam etmektedir. Yapilan ¢aligmalar ise GCD

tedavisi i¢in yeni arastirma perspektifleri sunmaktadir.

Daha yiiksek genom diizenleme etkinliginin optimizasyonu ve klinik dncesi
caligmalarda hedef dis1 ve olasi sitotoksik etkilerin ortadan kaldirilmasiyla CRISPR
ile basarili bir terapotik uygulama elde edilebilir. CRISPR genom miihendisliginin
basarisi, kornea distrofileri i¢in kisisellestirilmis tibbin ilerlemesini saglayacaktir.
Genom diizenleme artitk genom bilimi tarihinde daha once hi¢ olmadig kadar
ulagilabilir hale geldiginden, CRISPR tabanli tekniklerin hastalara kars1 veya
biyoterorizm seklinde kotiiye kullanilmasini 6nlemeye yonelik diizenleyici adimlarda

her zaman dikkatli olunmalidir.
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5. SONUC ve ONERILER

Kornea distrofilerinde uygulanan mevcut tedavilerin sinirli olmasi ve tedavi
sonrasinda hastalifin tekrarlamasi nedeniyle kalic1 ve etkili tedavi yaklagimlarina
ihtiya¢ duyulmaktadir. Kalic1 genetik nedenleri siirekli olarak ele alan bir yaklagim
olan CRISPR/Cas9 genom diizenleme sistemi yeni ve gelecek vaat eden bir
teknolojidir.

Calismamizda yapilan tiim analizlerin sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde,
GCD1 hastalarindan elde edilen PBMC’lerde CRISPR/Cas9 aracili-HDR ile TGFBI
geni ekzon 12 R555W mutasyonun diizenlendigine dair giiglii kanitlar elde
edilmistir. Planlanan R555W mutasyon diizenleme isleminin in vitro adimlart bu
arastirma kapsaminda gergeklestirilmistir. Calismamiz, GCD1 hastalarindan elde
edilen primer hiicrelerde R555W mutasyonun CRISPR/Cas9 sistemi ile
diizenlenmesini igeren literatiirdeki ilk ¢calismadir ve elde ettigimiz sonuglar kornea
distrofisi tedavilerinde gen terapisi yaklasimlarina 6nemli katkilar sunmaktadir.
Calismamizin preklinik ve klinik arastirmalar yapilmasina Onciiliikk edecegi

ongorilmektedir.

CRISPR/Cas9 ozellikle korneal distrofilerin tedavisi i¢in umut vaat eden bir
yaklasim olmasina ragmen genom diizenleme etkinligi ve analizi i¢in daha kapsamli

caligmalar yapilmasina ihtiya¢ vardir. Bunlar;

e HDR sablonu olarak 200 niikleotidden daha uzun ssODN donér dizilerin
kullanimi,

e Siirekli ifadenin saglanmasi i¢in HDR sablonu olarak dsODN dondr dizi
tasarlanip tastyici bir vektor ile transfer edilmesi,

e HDR onarim mekanizmasint aktive edecek ya da NHEJ onarim
mekanizmasini baskilayabilecek bilesenlerin uygulanmasi,

e Primer hiicre hattinda yapilan genom diizenleme islemlerinin hayvan ve hiicre
modellerinde denenmesi,

e Hedeflenen gen bolgesinde yeni nesil sekanslama (next generation sequencing;
NGS) islemi ile genom diizenleme isleminin dogrulanmast,

e Genom diizenleme isleminde Cas niikleazin off-target aktivitesinden dolay1
meydana gelebilecek muhtemel dezavantajlarin tiim genom sekanslama veya

tim ekzon sekanslama ile kapsamli olarak arastirilmasi 6nerilebilir.
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ARASTIRMANIN ADI: Graniiler Korneal Distrofi Tip 1 hastalarindan elde edilen
lenfositlerde TGFBI (Transforme edici biiyiime faktorii beta ile indiiklenen) genindeki
R555W mutasyonunun CRISPR/Cas9 (diizenli araliklarla boliinmiis kisa palindromik tekrar

kiimeleri/CRISPR-iliskili niikleaz-9) ile indiiklenmis homoloji yonelimli onarim yoluyla

diizenlenmesi

Bu calisma, bir bilimsel arastrmadir. Calismaya, katilmak isteyip istemediginize karar
vermeden Once arastirmanin neden yapildiginy, bilgilerinizin nasil kullanilacagim, ¢alismanin
neleri igerdigini ve olas1 yararlan ile risklerini dogru anlamaniz 6nemlidir. Liitfen asagidaki
bilgileri dikkatlice okumak igin zaman ayiriniz.

CALISMANIN AMACI NEDIiR?

Kalitsal bir hastalik olan Graniiler Kornea Distrofisi Tip 1 (GCD1)’in sorumlusu olarak
gosterilen TGFBI genindeki mufasyonun yeni nesil genom diizenleme sistemi olarak
gelistirilen CRISPR/Cas9 teknolojisi ile diizenlenmesi amaglanmistir

ALISMADA UYGULANACAK TEDAVILER/ISLEMLER NELERDIR? (CALL MANIN
YONTEMI NEDIR?

Calisma Tibbi Biyoloji laboratuarinda gergeklesecektir. Bunun igin éncelikle klinik muayene
degerlendirmelerine gore GCD1 tanisi almis ve molekiiler genetik analizlerle TGFBI geninde
R555W mutasyonu tagidigy tespit edilmis goniillii hastalardan 5-6 cc periferik kan Grnegi
alacaktir. Kandan lenfosit hiicreleri elde edilerek hiicre kiiltiirii yapilacaktir. Hiicre kiiltiirii
ile cogaltilan lenfosit hiicrelerinde CRISPR/Cas9 teknolojisi kullanilarak mutasyonun
diizeltilmesi saglanacaktir.

CALISMANIN KAPSAMI NEDIR?

Kesin tedavisi olmayan kornea distrofilerinde hiicresel ve gen tedavi calismalari son yillarda
baslamistir. Bu amag dogrultusunda, daha 6nce klinik degerlendirme ve molekiiler analiz
yapilarak GCD1 tanis almis goniillii hastalardan lenfosit hiicresi eldesi, lenfosit hiicrelerinin
kiiltiire edilerek gogaltilmast ve bu hiicrelerde CRISPR/Cas9 teknolojisi TGFBI genindeki
mutasyonun diizeltilmesi ¢alismanin kapsamidur.

CALISMA SURESI NE KADARDIR?

24 ay

CALISMAYA KATILMASI BEKLENEN TAHMINI GONULLTU SAYISI NEDIiR?

Calismaya saglik giivencesi olan goniillii 3-5 birey alinmas: planlamnaktadxf.

CALISMADA BENIM NE YAPMAM GEREKiYOR?

Calismaya katilmay: géniilliiliik icerisinde kabul ettiginiz taktirde periferik kandan lenfosit
hiicrelerinin elde edilmesi ve bu hiicrelerin kiiltiire edilerek degerlendirilmesine izin vermeniz
ve bu formu okuyup imzalamaniz gerekmektedir.

BU CALISMAYA KATILMAK ZORUNDA MIYIM?:

Calismaya katilip katilmamak tamamen sizin serbest iradenize birakilmstur. Eger calismaya

' katilmaya karar verirseniz imzalanmaniz igin size bu “Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu”

verilecektir. Katilmaya karar verirseniz, calismadan hethangi bir zamanda ayrilmakta
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The transforming growth factor beta-induced (TGFBI) gene encodes the transforming growth factor
beta-induced protein (TGFBIp), which consists of 683 amino acid residues. TGFBIp, which is a major
component of the extracellular matrix especially in the cornea, plays an important role in maintaining
the structural integrity and transparency of the cornea by interacting with different types of collagens
and integrins. Mutations in the TGFBI gene, especially R124H, R124C, R124L, R555W, R555Q in the
exons 4 and 12 lead to different types of granular corneal dystrophies (GCD), characterized by
abnormal folding and accumulation of TGFBIp in the cornea. This causes severe visual impairment and
loss. The R555W hot spot mutation has been shown to cause granular corneal dystrophy type 1 (GCD1).
In this sense, this study aims to edit R555W mutation using CRISPR/Cas9 technique in peripheral blood
mononuclear cells (PBMC). In this study, the PBMC was obtained from patients with GCD1 carried
R555W mutation determined by PCR-sequence analysis.

Guide RNA (gRNA) and donor DNA (ssODN) were designed to edit R555W mutation in the
TGFBI gene, using the https://www.benchling.com/ online software program and received
commercially. Designed gRNA was also cloned into the plasmid vector (79145, Addgene). Following
the cloning step, vectors were transformed into DH5alpha bacteria, an E.coli variant, and then PCR
and sequence analysis were performed for confirmation. According to the sequence analysis results,
successfully cloned gRNA and also ssODN were transfected by electroporation into PBMCs obtained
from GCD1 patients. After transfection, PBMCs were cultured in growth medium supplemented with
phytohemoglutinin. 24 hours later from the transfection, PBMCs were observed with a fluorescent
microscope and sorted from the FITC channel with the FACS instrument to exclude GFP+ signalling cells
from non-GFP+ signaling cells. Real-time PCR reaction was carried out thereby using primers designed
specifically for the exon 12 region of the TGFB! gene and finally melting curve analysis was performed.
The analytic findings of the study have revealed that there were important differences between the
CRISPR-applied and non-applied PBMCs to edit the R555W mutation in the TGFBI gene using the
CRISPR/Cas9 technology, which is a new and promising technology.

Permanent and effective treatment approaches are needed because of very limited treatment
of corneal dystrophies and the recurrence of opacities after current treatments or corneal transplants.

In conclusion, our study results presents a considerable contribution to gene therapy approaches
incorneal dystrophies.
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