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CCDC13 GENINDEKI MUTASYONUN NOROGELISIMSEL BIiR
HASTALIKTAKI ROLUNUN KNOCKOUT ZEBRA BALIGI MODELI iLE
ARASTIRILMASI

Yiiksek Lisans Tezi

Hatice Eda SUZEK

DOKUZ EYLUL UNIiVERSITESI SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Tibbi Biyoloji Anabilim Dal

OZET

Norogelisimsel hastaliklar, diinya genelinde c¢ocuklarin %3’iinden fazlasin
etkilemektedir. Norogelisimsel bozukluklarin etiyolojisinde nadir varyasyonlar ve de
novo mutasyonlarin belirleyici roller oynadig: bilinmektedir. CCDC13 geninin, mitoz
sirasinda DNA hasarinin artmasini Onleyerek genom stabilitesini korudugu ayrica
PCM1, Cep290 ve pericentrin gibi proteinlerle etkilesime girerek silyum
biyogenezinde gorev alan sentriyolar uydu proteinlerinden birini kodladigi ve
siliyopati proteini BBS4’lin lokalizasyonu i¢in gerekli bir bilesen oldugu
gosterilmigti. CCDCI13 proteini, bircok norogelisimsel hastalik ve siliyopati ile
iligkilendirilen uydu proteinleriyle etkilesim halinde olmasmna ragmen, literatiirde
CCDCI13 genindeki herhangi bir germ hatt1 varyasyonunun norogelisimsel ya da baska
bir hastalikla iligkisini ortaya koyan bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu calismada,
indeks hasta ve literatiir taramalarinda tespit ettigimiz hastalarda CCDC13 geninde de
novo varyasyonlar bildirilmistir. Ancak gendeki varyasyonlarin herhangi bir hastalikla
iliskisini gosteren bir ¢alisma bulunmamaktadir. Arastirmamizda CCDC13 genindeki
nadir mutasyonlarin ndrogelisimsel fenotiplere katkisin1  ortaya koymak
amaglanmistir. CRISPR-Cas9 teknolojisi ile zebra baligi (Danio rerio) embriyolarinda
hedeflenen ccdc13 gen lokusu islevsiz hale getirilmesiyle olugan model ile gendeki

varyasyonlarin genotip-fenotip iliskisi deneysel olarak test edilmistir.
Anahtar Kelimeler: CCDC13, CRISPR-Cas9, Norogelisimsel hastaliklar
Tezin Sayfa Adedi: 77

Tez Damsmani: Prof. Dr. Sultan CINGOZ



INVESTIGATION OF THE ROLE OF THE CCDC13 GENE
MUTATION IN ANEURODEVELOPMENTAL DISORDER USING A
KNOCKOUT ZEBRAFISH MODEL

Yiiksek Lisans Tezi

Hatice Eda SUZEK

DOKUZ EYLUL UNIiVERSITESI SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Tibbi Biyoloji Anabilim Dal

ABSTRACT

Neurodevelopmental disorders affect more than 3% of children worldwide. Rare
variants and de novo mutations are known to play decisive roles in the etiology of
neurodevelopmental disorders. The CCDCI13 gene is known to preserve genomic
stability by preventing increased DNA damage during mitosis and to encode one of
the centriolar satellite proteins involved in ciliogenesis through interactions with
proteins such as PCM1, Cep290, and pericentrin. It is also recognized as an essential
component for the localization of the ciliopathy-associated protein BBS4. Although
the CCDCI13 protein interacts with satellite proteins associated with various
neurodevelopmental disorders and ciliopathies, there are no studies in the literature
demonstrating an association between any germline variant in the CCDC13 gene and
neurodevelopmental or other diseases. In this study, de novo variants in the CCDC13
gene were identified in the index patient and in additional cases found through
literature review. However, no study has established an association between the gene
variants and any disease. The aim of our research is to elucidate the contribution of
rare mutations in the CCDCI13 gene to neurodevelopmental phenotypes. The
genotype-phenotype correlation of the gene variants was experimentally assessed
using a model generated by the functional disruption of the target ccdc13 gene locus

in zebrafish (Danio rerio) embryos via CRISPR-Cas9 technology.
Key Words: CCDC13, CRISPR-Cas9, Neurodevelopmental disorders
Page Number: 77

Advisor: Prof. Dr. Sultan CINGOZ
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1. GIRIS VE AMAC

1.1. Problemin Tanimi ve Onemi

Norogelisimsel hastaliklar, insan beyninin gelisiminde rol oynayan genlerde
ortaya ¢ikan varyasyonlar sonucunda goriilen genis klinik spektruma sahip, bilissel,
davranigsal ve motor gelisimi etkileyen karmasik hastalik gruplaridir(1). Genetik
temellerinin karmasik heterojen yapisi, epigenetik ve ¢evresel faktorlerin etkilesimi bu
bozukluklarin etiyolojisinin halen tam olarak aydinlatilamamasinin sebepleri olarak
kabul edilmektedir(2)(3). Giliniimiize kadar gerceklestirilmis arastirmalar, bir¢ok
norogelisimsel bozuklugun temelinde nadir varyasyonlar ve de novo mutasyonlarin

onemli rol oynadigini ortaya koymustur(4)(5).

CCDC13 geni siliyogenez, mikrotiibiil organizasyonu ve DNA hasar yanit1 gibi
hiicresel siireglerde aktif rol alan bir gen olarak tanimlanmaktadir. Kodladig: “Coiled-
Coil Domain Containing 13” isimli protein, sentrozomal uydulara lokalize olarak diger
uydu proteinleriyle girdigi etkilesimler ile silya olusumunda gorev almaktadir. Ancak,
CCDC13 geninin organizmalardaki fonksiyonel rolii ve ndrogelisimsel gelisim ile
iligkisi heniiz detayl sekilde tanimlanamamaistir. Gliniimiize kadar bildirilen CCDC13
patojenik  varyantlarinin  organizmalardaki  fenotip-genotip  etkilesimleri  ve
norogelisimsel fenotiplere katkilar1 ise heniiz yeterince anlasilamamistir(6)(7).
Silyumun yapisal biitiinliigiinii ve diizenlenmesini saglayan proteinlerin mutasyonlar
sebebi ile ortaya ¢ikan fonksiyonel degisimleri, beyin gelisiminde bozulmalara yol
acarak norogelisimsel hastaliklara ait klinik bulgularin  goriilmesine neden

olmaktadir(8)(9)(10).

Zebra baliklar1, beyin gelisimi ve fonksiyonunun analizindeki faydalar sebebiyle
degerli bir model sistem olarak kabul edilmektedir. Boyutlari, hizli jenerasyon siireleri
ve disiik maliyetinden dolay1 genetik ve molekiiler bir deneysel model olarak
aragtirmalarda kullanilmaktadir. Norogelisimsel siirecler zebra baliginin embriyonik
evrelerinde saydam yapisi sayesinde kolayca izlenebilmektedir. Giinlimiizde bir¢ok
insan hastalig1 zebra baliginda basarryla modellenmistir. Mutasyonlarin zebra baligi

modelinde arastirilmasit CRISPR-Cas9 gibi genetik manipiilasyonlar araciligiyla



kompleks gen diizenleme teknolojilerine kiyasla daha diisiik maliyet ve daha kisa

stirelerde gergeklestirilebilmektedir(11).

Genetik mutasyonlarin fenotip ve genotip ilizerindeki etkilerinin arastirilmasi,
norogelisimsel hastaliklarin molekiiler mekanizmalarinin anlasilmasi agisindan biiyiik
Oonem tagimaktadir. Genotip-fenotip iliskisinin acikliga kavusmasinin, kisiye 6zgii tan1
ve tedavi yaklasimlarmin gelistirilmesine katki saglayacagi ve bu alanda

gergeklestirilecek tanimlayici aragtirmalara zemin hazirlayacagi diistiniilmektedir.

1.2. Arastirmanin Amaci

Arastirmanin amaci Onceliklendirdigimiz nadir patojenik de novo heterozigot
varyasyonlar igeren CCDCI13 genini, zebra balig1 larvalarinda modelleyerek
norogelisimsel fenotipe katkisini arastirmak ve degerlendirmektir. Elde edilecek
bulgular, CCDC13 genindeki nadir patojenik varyasyonlara sahip bireylerde genotip-
fenotip iligkisini ortaya koyarak hastaliklarin ndrobiyolojik mekanizmalarini

belirlemeye yardimci olacaktir.

1.3. Arastirmanin Sorulari

Indeks vakanmn CCDCI13 geninde saptanan varyasyon hastada gdzlemlenen
herhangi bir fenotip ile iliskili midir? CRISPR-Cas9 gen diizenleme teknolojisi
kullanilarak olusturulan ccdc13 knockout GO zebra balig1 hattinda gozlenen fenotipik
degisiklikler nelerdir? Knockout zebra baliklarinda indeks vakadaki fenotiplere benzer

fenotipik 6zellikler gozlemleyebilecek miyiz?



2. GENEL BILGILER

2.1. Norogelisimsel Hastahklar

Norogelisimsel bozukluklar (NGB'ler), yasamin erken doneminde beynin
gelisimsel asamalarindaki aksakliklar sonucunda biligsel ve motor islevlerde gerilik,
gelisimsel evrelerini eksiksiz tamamlayamama gibi klinik bulgular meydana getiren
ve insan popiilasyonunda %3’iinden fazla yenidogani etkileyen heterojen kdkenli
malformasyonlardir. NGB’ler arasinda otizm spektrum bozuklugu (OSB), zihinsel
engellilik (ZE), dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu (DEHB) ve epilepsi yer alir
ve bu hastaliklarin psikomotor gelisimleri gibi ¢esitli becerilerde bozulmalara yol
actig1 bilinmektedir. Bu hastaliklar cogu zaman birbirinden farkli birincil tanilara sahip
olmasina ragmen aralarinda fenotipik oOrtiismeler gostermekte ve belirgin klinik
heterojeniteleri ile dikkat cekmektedir. Genetik ve epigenetik degisikliklerin yani sira,
embriyonik donemde maruz kalinan uygunsuz g¢evresel kosullar da bu hastaliklarin

olusumunda 6nemli rol oynamaktadir(12).

Glinlimiize kadar yapilan calismalar, norogelisimsel bozukluklarin benzer
molekiiler mekanizmalarla iligkili olduklarin1 ve bu nedenle tek bir bireyde birden
fazla hastaligin birlikte ortaya c¢ikabilecegini gostermektedir. Klinik fenotip agisindan
belirgin heterojenlik tani siirecini zorlastirmaktadir. Epilepsili ¢ocuklarin yaklagik
%?20’sinde konjenital beyin malformasyonlarina rastlanmaktadir. Korpus kallozum
anomalisi basta olmak iizere ¢esitli yapisal beyin bozukluklarinin; zihinsel yetersizlik,
otizm, epilepsi, serebral palsi ve sizofreni gibi ndrogelisimsel hastaliklarla birlikte
goriildiigii bildirilmistir. Ayrica, mindr dismorfik bulgular ya da kardiyolojik ve
nefrolojik gibi ¢oklu konjenital anomaliler de bu hastaliklara eslik edebilmektedir. Bu
durum, norogelisimsel hastaliklar ile bazi dogumsal hastaliklar arasinda
epidemiyolojik ve molekiiler diizeyde ortak patogenez mekanizmalarinin varligina
isaret etmektedir. Literatiirde, otizm, zihinsel yetersizlik ve epilepsi gibi farkli
norogelisimsel bozukluklarin ortak genomik degisiklikler ve molekiiler yolaklarla
aciklanabilecegini gosteren ¢aligmalar mevcuttur(12)(13). Bu hastaliklarin ¢ogunlukla
genetik, metabolik, yapisal, enfeksiydz, immiinolojik, toksik ve travmatik etkiler gibi
cesitli nedenlerden kaynaklandigi bilinmektedir. NGB ile ¢ocukluk donemi psikiyatrik

bozukluklar arasinda ortiisen iliskiler mevcuttur bu sebeple tanilar genellikle



davranigsal semptom kiimelerine gore ayristirilarak konulmaktadir(1). Norogelisimsel
bozukluklarin siniflandirilmasinda biiyiik 6l¢iide davranigsal fenotiplere dayanma
durumuna karst bir¢ok iliskili kurulus genetik diizeyde siniflandirmanin 6nemli bir
degisken oldugunu savunmaktadir. Molekiiler biyoloji ve genetik alanindaki
ilerlemeler, vakalarda gen ve varyant temelli gruplandirmalart miimkiin kilmigtir
ancak yiiksek klinik ve genetik heterojeniteden dolay1 kesin genetik tan1i koymak
blyiik bir zorluktur. Karmagik bozukluklar olarak tanimlanan NGB’lerin, ¢oklu
genetik olaylar ve ¢evresel etkilerle ortaya ¢ikmasi fenotip-genotip iliskisinin daha net
kurulabilmesi i¢in yeni yaklagimlarin gelistirilmesinin ~ gerekli  oldugunu

gostermektedir(14).

Norogelisimsel bozukluklarin  genetik yapis1  karmagiktir ve bircogu
kromozomal yeniden diizenlemeler, kopya sayisi varyasyonlari, indeller ve nokta
mutasyonlart gibi degisiklikler ile iliskilidir. Giintimtizdeki veriler yaklasik 900’den
fazla genin NGB’ler ile iliskili oldugunu gostermektedir. Arastirmacilar genetik
varyasyonlar1 anlamlandirabilmek i¢in caligmalara once karyotipleme, FISH ve
kromozomal mikroarray gibi tekniklerle baslayip teknolojik ilerlemelerle birlikte tim
ekzom dizileme (WES) ve tiim genom dizileme (WGS) gibi yontemleri kullanarak
nadir ve de novo mutasyonlart daha ayrintili saptanabilir hale getirmislerdir.
NGB’lerin heterojen etiyolojisi tanty1 zorlasgtirmaktadir ancak yeni nesil dizileme
(NGS) teknolojileri tan1 siiregleri i¢in 6nemli yenilikler saglamistir. Maliyet ve verim
acisindan; yalnizca protein kodlayan bolgeleri hedefleyen tiim ekzom dizileme (WES)
yontemi, ebeveynlerin dahil oldugu analizlerde %40'1n {izerinde tani basarisi
gostermesiyle yiiksek oranda tercih edilmektedir. Bu basarisinin yaninda kodlamayan
bolgelerdeki mutasyonlar ve epigenetik degisiklikler gibi bazi nedenleri tespit
edememektedir. Bu nedenle, mikroarray ve PCR gibi yontemlerin kullanildig1 daha
kapsamli tan1 yaklagimlart gelistirilmistir(13)(15). Gegmiste ileri fenotipleme olarak
isimlendirilen yani fenotipten genotipe dogru yol izleme prensibine sahip yaklagimlar
tercih ediliyordu. Giiniimiizde ise tiim genom ¢apinda genotipleme teknolojileri ile
genetik arastirmalarda biiylik miktarda veri liretmek miimkiin hale geldigi icin
hastaliklarin genetik nedenlerini belirlemede genom capinda tarafsiz taramalar
yapilabilmektedir. Bu incelemelerde, tanimlanmais klinik fenotiplere dayanmak yerine

oncelik olarak genetik veriler degerlendirmeye alinir. Ters fenotipleme olarak



isimlendirilen bu yontemde genetik varyantlar incelenerek, ayni1 genetik belirtecleri
tastyan bireylerin ortak klinik 6zellikleri belirlenmeye ¢alisiimaktadir. Geleneksel tani
koyma secenekleri yerine kullanilan bu yaklasim ile genetik agidan benzer bireylerden
olusan yeni fenotipik gruplar tanimlanmaktadir. Hastaliklarin genetik temelleriyle
daha uyumlu alt gruplar tanimlanabilir ve tan1 ve tedavi siireglerini daha etkili hale

getirecegi diisliniilmektedir(14).

2.1.1. Norogelisimsel Hastaliklarda Nadir Varyasyonlar

Kopya sayis1 varyasyonu (CNV), insan genomunda 1 kilobaz (kb) ve daha
biiyilk DNA segmentlerinin bireyler arasinda farkli sayida kopyaya sahip oldugu bir
varyasyon ¢esididir. CNV’ler delesyon, duplikasyon gibi farkli yapisal degisiklikler
seklinde goriilebilmektedir. Gen ifade diizeylerini etkiledikleri i¢in fenotipik ¢esitlilige
ve hastalik risklerinde artmaya sebep olmaktalardir. Tek niikleotid varyasyonu (SNV),
DNA dizisinde tek bir bazin degismesiyle olusan farkliliktir. CN'V’ler bazi hastaliklara
dogrudan neden olabilir veya risklerini artirir, SNV’ler genellikle bireysel farkliliklar
ve genetik yatkinliklarla iliskilidir(16)(4)(17). Nadir varyant, genetik bir lokustaki
genellikle %]1°in altinda diisiik frekansh alelleri ifade eder ve genom c¢apinda
iliskilendirme ¢aligmalar1 (GWAS) gibi standart genom tarama yOntemleriyle degil,

daha 6zel analizlerle saptanabilen varyantlardir(18).

Otozomal dominant mutasyonlarda hem hasta birey hem de ebeveyn mutasyonu
tasir. Otozomal resesif mutasyonlarda ise ebeveynler tasiyicidir, hasta ¢ocuk her iki
mutasyonu alarak hastalik belirtilerini tagir. Bu mutasyonlar genellikle gen fonksiyon
kaybina yol acar. Otozomal resesif kalitimin bir alt tipi olan bilesik heterozigotlukta,
ayn1 gende iki farkli mutasyon iki ebeveynden de aktarilir. X'e bagli mutasyonlar
cogunlukla erkek bireylerde etkili olur. De novo mutasyonlar ise kalitsal degildir,
kendiliginden olusurlar; fonksiyon kaybi, fonksiyon kazanimi veya dominant negatif
etkiyle bir hastaliga neden olabilir. Somatik mutasyonlar ise bazi belirli hiicrelerde
bulunur. Bu kalitim tiirleri, hastaliklarin genetik nedenlerinin belirlenmesini
kolaylastirmaktadir(19). Ozellikle sporadik vakalarda gériilen de novo mutasyonlarin,
kalitsal mutasyonlara kiyasla daha zararli oldugu ve otizm, zihinsel yetersizlik,
sizofreni gibi nérogelisimsel hastaliklarin altinda yatan 6nemli etkenlerden biri oldugu

ortaya konmustur(20). De novo mutasyonlar kalitsal mutasyonlara kiyasla daha



zararlidir ¢linkii negatif seleksiyon baskisina ugramadan yeni nesilde ortaya ¢ikarlar.
Bu durum daha yiiksek CADD ve REVEL skorlariyla islevsel olarak daha yikici
olduklarimi gostermektedir. Bu mutasyonlar 6zellikle beyin gelisimi, transkripsiyon
regiilasyonu ve sistem gelisimi gibi hassas biyolojik siirecleri kontrol eden genleri
hedef alirlar bu sebeple otizm, epilepsi, sizofreni gibi norogelisimsel ve psikiyatrik
hastaliklarla sik iligkilendirilmektedirler. Germline mozaiklik mevcutsa yani
ebeveynin sperm veya yumurta hiicrelerinden bir kisminda mutasyon olma ihtimali
varsa tekrar riski artmaktadir. Cogunlukla paternal kokenlilerdir ve baba yasi arttikca
mutasyonlarin  sikliklarinin  artig1  bilinmektedir. Cok sayida farkli gende
goriilebilmeleri genis genetik heterojeniteye neden olmaktadir. Dogal seleksiyon
stizgecinden gegmemeleri, gelisimle ilgili hayati genleri hedef almalari, yasla artan
paternel mutasyon riski, yiiksek penetransli olmalar1 ve genetik cesitliligi artirmalar
gibi nedenler de novo mutasyonlarin hastalilk yapict  potansiyelini
artirmaktadir(21)(22). Trio analizleriyle yapilan WES calismalari, hastaligin kalitsal
degil, gametogenez veya erken embriyonik donemde olusan yeni mutasyonlara bagl
gelistigini gostermektedir. Bu da, nadir varyasyonlarin fenotip iizerindeki giicli
etkisini ve kisisellestirilmis tani stratejilerindeki yerini daha belirgin hale

getirmistir(23)(24).

2.1.2. Nadir Varyasyonlarin Degerlendirilmesi

Genetik kokenli hastaliklarin tarihsel siirecinin baslarinda sadece fenotip veya
semptomlar goz Onilinde bulundurularak tani koymak olduk¢a zordu ancak son
donemde genom dizileme alanindaki yenilikler daha hizli ve molekiiler diizeyde
hassas bir sekilde tanimlama yapilmasinit miimkiin kilmistir. Gen dizileme teknolojileri
tani silirecini kisaltma, hastaliklarin biyolojik mekanizmalarin1 anlama ve olasi tedavi
yaklagimlarini gelistirme konusunda Onemli olanaklar saglamaktalardir(25)(26).
Gecmiste hastanin klinik bulgular1 ile iliskili genetik mutasyonlar1 belirlemek
amaciyla hem yiiksek maliyetli hem de uzun yillar siiren baglant1 haritalama ve aday
gen dizileme yoOntemleri kullaniliyordu. Giinlimiizde ise tani siirecleri, yeni nesil
dizileme (NGS) teknolojilerindeki ilerlemeler sayesinde ¢ok daha hizli ve etkili
sekilde yiriitilmektedir. Bu ilerlemeler 6zellikle tiim ekzom dizileme (WES) ve tiim
genom dizileme (WGS) gibi genetik tan1 alaninda yiiksek kapsamali yaklasimlar

sunarak tan1 oranlarinda biiyiik artis saglamaktadir. Insan Genom Projesi sonrasi tiim



genom dizileme (WGS) maliyetlerinin diismesi sebebiyle aragtirma sayilarinda yiiksek
artiglar olmustur. Patojenik mutasyonlar yaklasik olarak %85 oraninda protein
kodlayan bolgelerde bulundugu i¢in tiim ekzom dizileme (WES) maliyetini minimum
seviyelere indirmistir ve bu sebeple etkin bir secenek olarak 6ne ¢ikarmaktadir. WES,
kodlayan bdlgelerin  disindaki alanlar1  kapsamasa da ¢ogu mutasyonu
saptayabilmektedir. Gilinlimiizde ¢aligmalarin %60’inda yeni hastalik genlerinin
tanimlanmasmi  saglamistir(19). Dizileme teknolojilerindeki bu gelismeler,
varyantlarin ilgilenilen hastalikla iligkili olup olmadiginin degerlendirilmesine olanak

saglamaktadir.

Genom dizilemenin tanida rutinlesmesinin sonucunda hekimlerden Once
hastanin genomik verilerine daha sonra fenotipik belirtiler ve semptomlara dayanarak
tan1 koymasi beklenmektedir ancak ayni genin farkli patojenik varyantlar1 farkl
norogelisimsel hastaliklara neden olabildiginden, bu varyantlarin sonuglar1 ve tedavi
yaklagimlar1 hastaliga gore degismektedir. Bu sebeple her biri ayr1 hastalik olarak ele
alinmalidir(27)(25). Norogelisimsel  hastaliklarin  tan1  asamasinda  sonug
giivenilirligini ve varyantin patojenite acisindan dogru sekilde degerlendirilmesini
saglamak i¢in sirastyla uygulanmasi gereken bes temel adim bulunmaktadir. Tlk olarak,
varyant erisimi agsamasinda, ilgilenilen hastaliklarla iliskili hedef genlerde bildirilen
varyantlar mevcut bilimsel literatiir taramasiyla belirlenir. ikinci adim olan veri
tyilestirme siirecinde, ilgili gen varyantlari, klinik semptomlar, fenotipik o6zellikler,
hasta bilgileri ve varyantlarin genomik konumlar1 dikkate alinarak detayli sekilde
analiz edilir. Ugiincii adim olan uyumlastirma, varyant noktalarinin standart insan
referans genomuyla eslestirilerek optimizasyonunun saglanmast ve olasi
belirsizliklerin giderilmesini igerir. Dordiincii adimda, patojenite siniflandirmasi
yapilir. Her varyant i¢in, ACMG (American College of Medical Genetics)
kilavuzlarina goére patojenik, muhtemelen patojenik, 6nemi belirsiz, muhtemelen iyi
huylu veya iyi huylu seklinde kategorize edilir. Son agama olarak, aciklama adiminda,
varyantlarin  biyolojik  etkileri herkese agik wveri tabanlar1  kullanilarak

degerlendirilir(25).



2.2. CCDC13 Geni

CCDC13 (Coiled-Coil Domain Containing 13) geni, insan genomunda 3.
kromozomun kisa kolu olan 3p22.1 bolgesinde konumlanmis, evrimsel olarak yiiksek
derecede korunmus protein kodlayan bir gendir. CCDCI13 proteini, ozellikle
sentrozom ve primer silyum boélgelerinde lokalize olarak hiicre dongiisiine bagh
sekilde dinamik bir yer degisimi gosterir. CCDC13, PCM1, Cep290, Cepl31 ve
Pericentrin gibi cesitli sentriolar uydu proteinleri ile etkileserek bu kompleksin
stabilitesinin saglanmasinda gdrev almaktadir. Silyogenez siirecinde bazal cisimde
birikerek primer silyum olusumuna katkida bulunur ve silyumla iligkili proteinlerin
tasinmasina dolayl olarak aracilik etmektedir. Genom stabilitesinin korunmasinda
onemli bir rol oynayan CCDCI13’lin eksikliginde silyum uzunlugu ve sayisinda
azalma, sentrozom anormallikleri, kromozom ayrilma kusurlar1 ve DNA hasar

belirteglerinde artig gibi hiicresel bozukluklar gézlenmistir(6).

Mikrotiibiiller, o ve B tiibiilin proteinlerinden olusan dinamik yapilardir; hiicre
dongiisiiniin diizenlenmesi, siliyogenez, hiicre hareketi ve c¢ogalmasi gibi temel
hiicresel olaylarda rol alirlar. Sentrozom, hiicrenin bdliinmesi, farklilasmasi ve
gelisimi gibi biyolojik silireclerde gdrev alan ve mikrotiibiil organizasyon merkezi
(MTOC) olarak kabul edilen bir organeldir. Yapisal olarak birbirlerine dik yerlesmis
iki sentriyol ¢ifti ve ¢evresindeki perisentriyolar matriks (PCM) adi verilen bir fibroz
protein bulutundan olusmaktadir. Memeli hiicrelerindeki sentriyolar uydular adi
verilen, sentrozom c¢evresinde kiimelenmis ve zarla gevrili olmayan 70-100 nm
capindaki kiiciik kiiresel pargaciklar ile sentrozom tanimi genislemistir. Sentriolar
uydular 6zellikle siliyogenez, mikrotiibiil organizasyonu, mitoz ig ipligi kutuplarinin
kontrolii, sentrozom ¢ogalmasi, hiicre iskeletinin diizenlenmesi ve néronal gelisim gibi
stireglerde rol oynayan proteinleri igermektedir. PCM 1 proteini, sentriolar uydular i¢in
yapisal bir alan olusturur ve bir iskelet gorevi goriir bu sebeple proteinin islevi
bozuldugu zaman uydu yapisinin da biitiinliigii bozulur ve dagilir. Bir proteinin
sentriyolar uydu bileseni olarak smiflandirilabilmesi icin PCMI1 proteini ile
lokalizasyon gostermesi ve PCMI1 proteinin kaybinda perisentrozomal alandan
ayrilmas1 gerekmektedir. Bu sebeple PCM1’in tiikenmesi, sentiyolar uydularin
islevlerini arastirmak icin kullanilan Onemli bir ¢alisma alam1 olarak kabul

edilmektedir(28). Yaklasik olarak 100 farkli sentriyolar uydu proteinin varlig



bilinmektedir. Bu proteinlerin temel gorevleri silya biyogenezini saglamak ve
mikrotiibiil organizasyonunu diizenlemektir. Yapilan klinik ¢alismalarda PCM1 ve
diger uydu proteinlerini kodlayan genlerdeki mutasyonlarin Bardet-Biedl sendromu,
Joubert sendromu, Meckel-Gruber sendromu ve Primer mikrosefali (MCPH) gibi

siliyopati iligkili norogelisimsel hastaliklarla iliskili olduklar1 bildirilmistir(29)(30).
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Sekil 1. Sentrozom ve sentriolar uydularin sematik gosterimi(29).

Sentriolar uydular, sentrozom cevresi ve silyali hiicrelerin bazal cismi yakininda
yogunlasirlar. Hiicre dongiisii tamamlanmis hiicrelerde sentrioller bazal cisim haline
gelerek  silyanin  aksonem  mikrotiibiillerinin  olusumunu ve stabilitesini
saglamaktadirlar. Sentriyolar uydular yalnizca interfaz evresinde gozlemlenebilirler;
sentrozom etrafinda kiimelenirler ve sitoplazmada daginik halde bulunurlar ancak
mitoz baglangicinda sentrozoma geri doner ve ¢oziinerek kaybolurlar. Sitokinez
evresinden sonra yeniden olusarak eski konumlarina donerler ve tekrar lokalize
olurlar(30). PCM1 igerdigi sarili sarmal bolgeleri ile kendiliginden oligomer yapisi
olusturarak diger sentriyolar uydu bilesenleri ile etkilesime girer ve aralarindaki
baglantinin kurulumunu saglar. Basta BBS4 ve OFD1 olmak iizere CCDCI1,
CCDC12,CCDCI13, CCDC14, CCDC18, CCDC66, CEP63, CEP72, CEP90, CEP126,
CEP131/AZI1, CEP290, FOR20, HAP1, HTT, KIAA0753, Par6a ve SDCCAGS gibi
bazi proteinler de bu yapimin korunmasinda rol oynar ve ayni zamanda sentrozom ve

primer silya yapilarinda islevsel olarak gorev alirlar. PCM1’in yapisal platform rolii



oynadig1 bu diizende diger bilesenlerin diizenleyici roller oynadig: diistintilmektedir.
Ilgili alanda gergeklestirilen ¢alismalardan elde edilen bilgiler gz 6niine alindiginda
sentriyolar uydu proteinlerinin PCM1’in perisentrozomal dagilimini etkiledigi
bilinmektedir ancak bu etkilesimlerin molekiiler mekanizmalar1 heniiz

netlestirilmemistir(29).

CCDC (Coiled-Coil Domain Containing) proteinleri, a-helikal peptidlerin
birbirine sarilmasiyla olugan ve evrimsel olarak korunmus bir protein motifi olan saril
sarmal (coiled coil) yapisinda proteinlerdir. Sarili sarmal motifler genellikle ayn1
zincire ya da farkli protein zincirlerinden gelen iki ila alt1 heliksin paralel veya
antiparalel dizilmesiyle olusur. Bu yapilar amino asit eklenmesi ile bolgesel sekil
bozulmalarina sebep olabilir bu durum yapisal ¢esitlilige katki saglar. Tiim proteomun
yaklagik %10’unu bu yapilart olusturan dizilerden olugmaktadir. CCDC proteinleri
eskpresyon gosterdigi hiicre ve dokularda farkli bolgelerde konumlanarak
kromozomlarin ayrilmasiin kontrolii, sentriyol yapisi diizenleme, protein iskeleti

olusturma ve vezikiil baglantis1 gibi bir¢ok fizyolojik siirecte gorev alir(7).
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Sekil 2. Sentriolar uydu proteinleri ile etkilesen proteinler arasindaki ongoriilen
protein-protein etkilesimlerinin STRING platformu (siirlim 9.1) kullanilarak
hazirlanmis temsili gosterimi(30).
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CCDC13 (Coiled-Coil Domain Containing 13) geni, insan genomunda 3.
kromozomun kisa kolunda (3p22.1) konumlanmis olan ve protein kodlayan bir gendir.
Kromozom yapisal bakim bolgesi (SMC) bulunduran protein memelilerden zebra
baliklarina kadar birgok canlida evrimsel olarak yiiksek derecede korunmus bir yapiya
sahiptir. CCDC13 proteini hiicrede 6zellikle sentrozom ve primer silyum bolgelerinde
yer alir ve hiicre dongiisiine bagli olarak konumunu degistirir; interfazda perisentriolar
uydularda, mitozda ig ipliklerinin kutuplarinda, telofaz ve sitokinezde ise yeniden
sentriyolar uydu yapisina doner. Dinamik yapis1i sayesinde hiicre iskeletinin
organizasyonu ve hiicre boliinmesi gibi siireclerle dogrudan bir iliskisi oldugu
bilinmektedir. CCDC13, PCM1 proteini basta olmak iizere Pericentrin (PCNT),
Cep290, Cepl31, Cep215, Cep72 ve Cep90 gibi bircok sentriyolar uydu proteiniyle
molekiiler diizeyde etkilesim icindedir ve uydu kompleksinin stabilitesine katki
saglamaktadir. PCM1 ile ortak bir lokalizasyon gdsterdigi i¢in dinein-dinaktin motor
protein kompleksi ile hiicre i¢i hareketini gerceklestirir. Hiicrenin siliyogenez
stirecinde CCDC13 proteini bazal cisimde birikerek primer silyum olusumuna katkida
bulunur. Silyum yapis1 i¢in gerekli bir protein olan BBS4 proteininin PCMI
araciligiyla silyuma tasinmasinda dolayli olarak rol alir. CCDC13 proteinin
eksikliginde silyum sayilarinda ve uzunluklarinda azalma oldugu gézlenmistir. Genom
stabilitesinin korunmasinda 6nemli bir protein oldugu icin islevsiz hale gelmis
CCDC13 proteini bulunduran hiicrelerde, sentrozom sayisinin anormal seviyelerde
artmasi sebebiyle hiicre dongiisiinde aksakliklar ve kromozom ayrilmasinda hatalar
olusmasi, mitoz evrelerinde anafaz kopriileri gibi kusurlar olugmasi, mikroniikleus
olusumlar1 ve YH2AX, pATM, pDNA-PK, 53BP1 olarak isimlendirilen DNA hasar
belirteclerinde artis gibi sonuclar goézlenmistir. Bu farklilagmalara ragmen yapilan
calismalarda CCDCI13 proteinin eksikliginde hiicrelerde yogun bir apoptoz
gbzlenememistir; bu sonuglara sebep olarak homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ)
gibi DNA onarim mekanizmalarimin aktif kaldigi diistiniilmektedir. Bulgular goz
Ontine alindiginda CCDC13 proteinin, genin hem hiicre iskeleti organizasyonu ve
hiicre boliinmesinin diizenlenmesinde hem de genetik biitlinliiglin korunmasi
acisindan kritik bir bilesen oldugu gézlenmektedir. Son zamanlardaki aragtirmalarda

edinilen bulgulara gore CCDC13 geni, genom stabilitesiyle iliskili hastaliklar olan
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norolojik bozukluklar ve kanser icin potansiyel bir terapotik bir hedef olarak

degerlendirilmektedir(6)(31)(32).

2.2.1. CCDCI13 geni ve Siliyopatiler

Siller, protozoalardan primatlara kadar bircok organizmada bulunan evrimsel
olarak korunmus, insan viicudunda neredeyse her hiicre tipinde goriilen karmagik duyu
ve hareket organelleridir. Fizyolojik ve gelisimsel siiregte kilit rollerde gorev
alirlar(33). Silyalar, hareket saglamak ve sinyal iletimine aracilik etmek gibi hiicre
diizeyinde iki temel gérevi bulunmaktadir. Organizmalarin embriyonik gelisimlerinde
sol-sag asimetrinin belirlenmesi, uzuv gelisimi ve beyin yapilarinin olusumu gibi
stiregler igcin 6nemlidir. Yetiskin memelilerde ise koku alma, gérme, solunum temizligi,
tireme hiicresi taginimi ve bobrek yapisinin korunmasi gibi gérevleri bulunmaktadir.
Mikrotiibiillerden olusan bir iskelet sistemiyle desteklenir(34). Silyalar tekil veya
coklu olarak sayisina gore, hareket kabiliyetlerine gore ve silyumlarin i¢ yapisinda
mikrotiibiillerin nasil dizildigini ifade eden aksonemin ultrastriiktiirel diizenlerine gore
olmak iizere ii¢ temel 6zellige gore siniflandirilir. Aksonemin iki temel ultrastriiktiirel
diizeni, hareketli silyumlarda bulunan 9+2 yapisi (9 c¢ift mikrotiibiil dista + 2 tek
mikrotiibiil merkezde) ve hareketsiz (primer) silyumlarda goriilen 9+0 yapis1 (9 ¢ift
mikrotlibiil dista + merkezde mikrotiibiil yok) olarak ayrilmistir. Aksonemin
yapisindaki genetik bozukluklar, siliyopatiler gibi bir¢ok nadir genetik hastaligin

temelini olusturur(35).

9+2 « = 940

; % Dis Mikrottibiil Ciftleri @
éﬁ\ _— Di1s Dinein Kolu 8 8
\ i¢ Dinein Kolu Q> 8

Merkezi Mikrotiibiil Gifti QO ®
Radyal Cubuk

Merkezi Kilif

Sekil 3. Aksonemal diizende silyum yapisinin genel goriiniimii(36)
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Hem hareketsiz hem de embriyonik nod bolgesindeki hareketli silyumlarin
olusturdugu primer silyumlar, Hedgehog (Hh), Wingless (WNT), trombosit kaynakli
bliytime faktorii-o (PDGF-a)) ve fibroblast biiyiime faktérii (FGF) gibi sinyal iletim
yollarinin diizenlenmesinde gorev alirlar. Hiicre i¢i kalsiyum dengesinde 6nemli bir

rolii olan primer silyumlar ayn1 zamanda duyusal organel islevi goriir(37).

Primer silyumlar, ¢cevresel sinyallerin algilanmas1 ve Hedgehog (Hh) sinyal yolu
basta olmak iizere gelisimsel sinyal yollarinin iletiminde kritik rol oynamaktadir. Hh
sinyal molekiilleri silyum iizerinde lokalize olur ve bu yolak, sinir sistemi geligimi,
uzuv olusumu, hiicre proliferasyonu ve farklilasmasi gibi temel embriyolojik siirecleri
diizenler. Wnt gibi diger sinyal yollar1 da primer silyumla iliskilidir, ancak bu etkilesim
Hh yolu kadar ayrintili olarak tanimlanmamuistir. Primer silyum dairesel diizende
dokuz mikrotiibiil ¢ifti igerir ve temel islevi sinyal iletimidir. Silyum olusumunun
baslangi¢ noktasi olan bazal cisim, bir ge¢it kontrol islevi gorerek silyer proteinlerin
giris ¢ikisini diizenleyen gegis bolgesi ve Primer silyumun seklini belirleyen aksonem

olmak tizere yapisal olarak ii¢ boliime ayrilmaktadir(38).

Primer Silyum (9+0) =

/ © 5]
Silyum —+ g / @)l s
b [ ) e =
Membram = .. - Ciftli - 1
> \ Mikrotibiill )
( $ SRS ‘ ° N 4\ 7
Sinyal —{== N @ I
Reseptori . e rg
~ 1 Aksonem Hareketli Silyum (9+2) - T
L +4 +=—= Dinein Kollan ‘
==5 L Gegis B Merkez & ‘ —
' L J Bolgesi Gift | ’
l' o — Radyal l '
Bazal Baglant
= Cisim

Sekil 4. Primer ve hareketli silyum yapilarinin gosterimi(39)

Siliyopati terimi, embriyonik nod iizerinde bulunan 9+0 yapili hareketli
silyumlar hari¢ tutularak, hareketsiz 9+0 yapidaki primer silyuma ait klinik
bozukluklar i¢in kullanilmaktadir. Hareketli 9+2 silya yapisina bagli klinik
bozukluklar Primer Siliyer Diskinezi (PCD) olarak adlandirilir(35). Yalnizca hareketli
silyumlarin bulundugu organlari etkileyen PCD hastalig1 tekrarlayan solunum yolu

enfeksiyonlari, viicut yonelim (laterality) kusurlar1 ve kisirlikla iliskilidir(40). 9+0
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yapisindaki bozukluklar ise Joubert sendromu, Meckel-Gruber sendromu gibi klinik
bozukluklara yol agar(35)(41). Siliyopatiler genetik agidan heterojen bir hastalik
grubudur ve simdiye kadar bilinen hepsi otozomal veya X'e bagli olmak iizere resesif
bir kalittm modeli ile aktarilmaktadir. Her bir siliyopatiye ait fenotiplerin ortaya
cikmasi icin hasta bireyde bir genin iki alelinde mutasyon bulunmasi gerektigi
anlamina gelmektedir. Ayrica ayni gendeki mutasyon birden fazla hastaliga yol acarak
farkli siliyopatik tablolarin gelisimine neden olabilir. Bunun sonucunda olusan yiiksek
genetik cesitlilik ve fenotipik degiskenlik nedeniyle, hastalarda klinik gidisati
ongdrmek giiclesmektedir. Bu kosullar dolayisiyla gilinlimiize kadar ¢ok az sayida

genotip-fenotip iliskisi tanimlanabilmistir(38)(8).

Son yillarda yapilan aragtirmalar ile silyalarin gelisimsel siireclerdeki
diizenleyici rolleri ve norolojik dokulardaki islevleri temel alinarak siliyopatilerin
cesitli norogelisimsel bozukluklara yol acgabilecegini kanitlayan veriler ortaya
cikmistir. Primer silyalar, embriyonun beyin gelisiminde 6nemli rolleri olan Wnt,
Hedgehog ve Notch sinyal yollarin1 diizenleyerek hiicre ¢ogalmasi, hiicre gocli ve
hiicre farklilagmasi siireglerini kontrol etmektedirler. Silyalardaki islev bozulmalar
serebral korteks gelisimi, ndron gogii ve sinaptik baglantilarda sorunlara yol acar ve
mikrosefali, biligsel gerilik, otizm spektrum bozuklugu ve epilepsi gibi nérogelisimsel
bozukluklara neden olur. Joubert sendromu, Bardet-Biedl sendromu, Meckel-Gruber
sendromu gibi bazi sendromik siliyopatilerde nordgelisimsel semptomlar siklikla
gozlenmektedir. Siliyopati genleri genellikle silyanin bazal cisim ve gegis bolgeleriyle
iligkilidir. Bu boélgelerde olusan mutasyonlar beyin dokusundaki sinyal iletimini
bozabilir. Silyalarda meydana gelen bozukluklar ayrica hipokampus ve kortekste
noronal gelisimi etkiler ve iyon kanal regiilasyonu, sinaptik denge ve glia
etkilesimlerini bozulabilir bu durum epilepsi olusumuna zemin hazirlar(10)(42).
CCDCI13 proteini, primer silyumun olusumunda gorevli bazal cisimde birikerek
silyogenez siirecine dogrudan katkida bulunmaktadir. Ozellikle BBS4 gibi
siliyopatiyle dogrudan iliskili proteinlerin PCM1 araciligiyla silyuma taginmasinda
dolayli olarak rol oynamasi, CCDCI13"%in bu hastalik grubu ile baglantisini
gostermektedir. CCDC13 eksikliginde gozlenen silyum sayisi ve uzunlugunda azalma,
siliyopatilerin temel patofizyolojik mekanizmalarindan biri olan primer silyum

disfonksiyonunu yansitmaktadir. Ayrica CCDC13’iin, PCM1, Cep290, Pericentrin gibi
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silyum yapis1 ve fonksiyonlariyla iligkili proteinlerle molekiiler diizeyde etkilesim
icinde olmasi silyum kompleksinin stabilitesini korumasindaki roliinii gdstermektedir.
Bu bulgular, CCDC13’{in primer silyum disfonksiyonuna yol agarak siliyopatilerin
etiyolojisinde rol oynayabilecegini gostermektedir(6)(35).

2.3. Genom Diizenleme Teknolojileri

DNA’nin kesfinden itibaren, genom {izerinde hedefe 0Ozgii diizenlemeler
yapabilmenin olasiliklar1 diistintilmiistiir. Bakteri ve maya gibi organizmalarda dogal
DNA onarim yollar1 ve DNA rekombinasyon mekanizmalar1 {izerine yapilan
calismalardan elde edilen sonuglar, hiicrelerin 6limciil ¢ift sarmalli DNA kiriklarini
(DSB'ler) onarmak i¢in kullandig1 endojen mekanizmalar1 oldugunu kanitlamistir(43).
Son yillarda ortaya c¢ikan ii¢ biiyiilk genom miihendisligi teknolojisi ile farkli tiir
organizmalara ait genlerin hedeflenen bolgelerine etkili bir sekilde diizenleme

yapilmas1 miimkiin hale gelmistir(44).

Cinko Parmak Niikleaz (ZFN), Transkripsiyon Aktivatorii Benzeri Efektor
Niikleaz (TALEN) ve Kiimelenmis Diizenli Aralikli Kisa Palindromik Tekrarlar
(CRISPR)/CRISPR iliskili Cas9 stratejilerine dayanan g¢esitli genom diizenleme
yaklasimlari, belirli gen manipiilasyonlarini hassas bir sekilde gerceklestirmek i¢in ek
yetenekler saglamistir. Bu stratejiler, genomun hedeflenen bolgesinde ¢ift sarmalli
kirik (DSB) olusturmak i¢in farkli mekanizmalar kullanir. ZFN ve TALEN dizi
spesifikligini saglamak icin protein-DNA etkilesimlerini, CRISPR ise RNA/DNA
hedeflemesini igermektedir. Her ii¢ metodoloji de daha sonra etkili ve kalict mutajenik

sonuclar elde etmek i¢in ortak dogal onarim siire¢lerini devreye sokar(44)(45).

15



= —r—
5’ ATGCTGCCATATCGGAGCTAACTAGCATGCATCCGGAATCGATAGCTAGAG 3’7
3 ' TACGACGGTATAGCCTCGATTGATCGTACGTAGGCCTTAGCTATCGATCTC 5’

CIHIN ) <

W KO MG WY O MO NI NG NI

5’7 ATGCTGCCATATCGGAGCTAACTAGCATGCATCCGGAATCGATAGCTAGAG 3’
3 TACGACGGTATAGCCTCGATTGATCGTACGTAGGCCTTAGCTATCGATCTC 5

WO MO NG NG NI WM MO NG NI MG WO W

<> (NN >

B

Cas9

<CGGAGCTAACTAGCATGCATCCG
5’ ATGCTGCCAT™ G \CUAGCAUGCAI GAATCGATAGCTAGAG 3’
3’ TACGACGGTATAGCCTCGATTGATCGTACGTAGGCCTTAGCTATCGATCTC 5°

Sekil 5. ZFN, TALEN ve CRISPR teknolojilerine ait genom hedefleme sistemlerinin
gosterimi; A) ZFN’ler (Cinko Parmak Niikleazlari) ile hedefleme, B)TALENler ile
hedefleme, C) CRISPR/Cas9 ile hedefleme (45)

2.3.1. Cinko Parmak Niikleazlar (ZFN'ler)

ZFN'ler, dogal transkripsiyon faktorlerinden elde edilen DNA baglayict
modiillerin, Tip IIS restriksiyon enzimi FokI’nin niikleaz bdlgesiyle birlestirilmesiyle
olusur. Cinko parmak proteinleri, ¢inko parmak DNA baglayic1 alanlarmi FokI
endoniikleazinin kesme alamiyla birlestirir. Fokl, DNA'y1r kesmek i¢in dimerize
olmalidir. Bu sebeple tek bir alan1 hedeflemek i¢in iki ZFN molekiiliine ihtiyac
vardir(46). Iki ¢inko parmak proteini, yakin zt iplikli DNA dizilerini baglayarak
islevsel bir dimer olusturur(47). ZFN’ler etkili genom diizenleme ajanlar1 olsalar da
belirli bir DNA dizisini hedeflemek i¢in bu tir proteinlerin tasarlanmasindaki

zorluklar yontemin genis ¢capta kabul gérmemesine sebep olmustur(43).

2.3.2. Transkripsiyon Aktivator Benzeri Efektor Niikleazlar (TALEN ler)

TALEN'ler, TALE olarak bilinen transkripsiyon aktivatorii benzeri efektorlerden

elde edilen DNA baglanma domaini ile Fokl endoniikleazlarinin katalitik bolgesinin
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birlestirilmesinden olusturulmustur(47). TAL efektér niikleazlar1 (TALEN'ler)
tiretmek ZFN’lere gore daha kolaydir ancak, proteini tasarlama, sentezleme ve
dogrulamadaki zorluklar bu genom diizenleme stratejisinin de ZFN gibi niikleazlarin

rutin kullanimai i¢in kabul gérmesine engel olmustur(43).

Bu yontemlerin her ikisi de bir proteinin hedeflenmis bir DNA dizisi ile
etkilesime girme yetenegine dayanmaktadir. Bu sebeple arastirmacilar ilgilenilen
DNA dizilerine baglanabilmeyi kolaylastiran yeni strateji arayislarina devam
etmislerdir. ZFN ve TALEN gibi gen diizeltme teknolojilerine kiyasla; CRISPR Cas9,
kullanim kolayligi, basit tasarimi, diisiik maliyeti ve yiliksek verimliligi ile One

cikmaktadir(43)(48).

2.3.3. CRISPR-Cas9 Teknolojisi

CRISPR-Cas9 sistemi, bakterilerin viriislere karsi gelistirdigi dogal bagisiklik
mekanizmasindan tiiretilmis bir gen diizenleme teknolojisidir. 1980°1i yillarda
arastirmacilar bakterilerin genomlarinda tekrar eden kisa DNA dizileri tespit
etmislerdir. 2000’11 yillarda devam eden farkli ¢alismalar ile islevi bilinmeyen bu
dizilerin, bakterilerin daha Once karsilastigi virtislerden edindigi DNA parcalarin
icerdigi ve bir bagisiklik hafizasi olusturdugu kesfedilmistir. 2012 yilinda Jennifer
Doudna ve Emmanuelle Charpentier, Streptococcus pyogenes bakterisinden elde
ettikleri Cas9 (SpyCas9) proteini ile bu sistemi laboratuvar ortaminda hedef DNA’y1
kesebilecek sekilde yeniden yapilandirmislardir. CRISPR sistemleri alt1 tipe ayrilir;
Bunlarindan Tip II sisteminde hedef DNA'nin kesilmesi i¢in yalnizca Cas9 proteini
yeterli olmaktadir. CRISPR/Cas9 sistemi crRNA ve tracrRNA birlesimi olan bir rehber
RNA (gRNA) ve Cas9 isimli bir endoniikleaz ile iki bilesenden olusmaktadir. crRNA,
hedef DNA dizisini taniyan 6zel bir diziye sahiptir, tractRNA ise Cas9 proteiniyle
etkilesime girerek CRISPR/Cas9 sistemini aktive etmekle gorevlidir. Laboratuvar
kosullarinda bu iki RNA birlestirilerek sgRNA’y1 (single guide RNA) olusturur.
Uretilen sgRNA, hedef DNA dizisini tanir ardindan PAM dizisinin (NGG gibi)
varligina bagh olarak gRNA hedef DNA ile eslesir ve sonucunda bir R-loop olusturur.
Cas9 proteini diziye baglanir, aktivasyonunu saglamak i¢in sekil degistirir ve HNH ve
RuvC niikleaz bolgeleri araciligiyla PAM dizisinin {i¢ baz ¢ifti yukarisindan iki zinciri

de keser ve ¢ift zincirli kirik olusturur(49).
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Kesim islemi gerceklestikten sonra hiicre, bu kirig1 yiliksek hata riski olan
homolog olmayan ug birlestirme yontemi (NHEJ) ya da bir kalip dizi kullanarak

homoloji yonlendirmeli onarim (HDR) mekanizmas1 yolu ile tamir eder(47)(50).

2.3.3.1. Tamir Mekanizmalari

Cift zincirli DNA kiriklar1 birbirinden farkli birka¢ onarim mekanizmasiyla
giderilebilmektedir. CRISPR-Cas9 teknolojisiyle olusturulan DNA kiriklar1 igin
homolog olmayan ug birlestirme veya homoloji yonlendirmeli onarim mekanizmalari
kullanilmaktadir. NHEJ, disaridan kalip olarak kullanmak iizere homolog DNA
gerektirmeden kirik DNA parcalarini enzimatik islemlerle birlestiren ve rastgele indel
mutasyonlara sebep olan yiiksek hata oranli bir tamir yoludur. Cerceve kaymasi
mutasyonlart veya erken durma kodonu olusumu gibi sonuglar dogurur bu yiizden
genin iglevini kaybetmesiyle sonuclanabilir. Hataya ¢ok yiiksek egilim gostermesine

ragmen biitiin hiicre dongiislinde gorev almaktadir(51).

HDR, eklenen homolog DNA kaliplar1 ile diizenlemek istenen bolgedeki genetik
degisikliklerin yiiksek hassasiyet ile hedefe eklenmesini saglar. Hiicre dongiisiinde S
fazinin geg evreleri ve G2 fazinda yiiksek aktiflik gostermektedir. Laboratuvar
ortaminda genomik knockout olusturulmast icin yapilan c¢alismalarda tamir
mekanizmasi olarak NHEJ onarim yolu kullanilmaktadir. Bu mekanizma ile onarilan
DNA kirig1 bolgesinde insersiyon ve delesyonlar (INDEL) olusur ve bu durum hedef

genin inaktivasyonuna sebep olmaktadir(45)(52).
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Sekil 6. CRISPR-Cas9 teknolojisi ile olusturulmus ¢ift zincir kiriklarinin (DSB)
homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ) ve homoloji yonlendirmeli onarim (HDR)
tamir mekanizmalari ile onarimina ait gésterim (53)

CRISPR-Cas9  teknolojisini  diger genom  diizenleme teknolojileri ile
karsilagtirdigimizda hedef DNA’y1 protein yapilarla degil, RNA rehberligiyle
tantyabilmektedir. Bu avantaj sistemi hizli, kolay ve diisiik maliyetli bir hale getirir.
Genlerin fonksiyonel o6zelliklerini anlamak i¢in yapilan arastirmalar, kalitsal
hastaliklarin tedavisi, kanser terapileri ve tarim gibi alanlarinda kullanilabilir
olmasiyla 6ne c¢ikar ancak off-target etkiler, immiin yanit ve toksik etki gibi

sinirlamalar bulundurmaktadir(54)(55).

CRISPR teknolojisindeki ilerlemeler, zebra baliginda bir¢cok geni ayni anda
hedef alarak mozaik ya da kalict mutant zebra balig1 hatlarinin tiretilmesini miimkiin
kilmistir(55). Mikroenjeksiyon gibi yoOntemlerin fenotip iizerinde yapay etki
olusturabilecegi g6z oOniinde bulundurularak, kullanilan CRISPR yontemlerinin
dikkatli bir sekilde analiz edilmesi gerekmektedir(56)(57). Basarili bir gen nakavtim
fenotip ve genotipte dogru bir sekilde inceleyebilmek i¢cin Cas9 proteininin hedef
bolgeye 0Ozgii bir kesim yapmasi, hedef dis1 etkilerin azaltilmasi ve kiigiik
mutasyonlarin dogru tespit edilmesi gerekmektedir. Dizileme yontemleri veya
dogrulama analizleri i¢in kullanilan laboratuvar yontemleri bu ama¢ dogrultusunda

kullanilabilmektedir(58). Ayrica gRNA’nin kesim veriminin tahmini ve hedef dis1
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bolgelerin saptanmasi i¢in tasarlanmis veri tabanlari ile biyoinformatik analizler

gerceklestirilebilmektedir(59).

2.4. Zebra Baligr’nin Model Organizma Olarak Kullanilmasi

Zebra balig1 (Danio rerio), Cyprinidae familyasina ait kii¢lik ve kemikli bir balik
tiiridiir, boylar1 2,5 ila 4 santimetre uzunluguna ulasir. Bu canlilar agirlikli olarak
boceklerden ve zooplanktonlardan olusan hepgil bir beslenme diizenine sahiptirler.
Normal sartlarda esas olarak Giiney Asya’nin Himalaya bolgesinde yayilim gosterirler
ve genellikle tatli su habitatlarini tercih ettikleri bilinmektedir. Laboratuvar ortami gibi
kosullarin optimize edildigi durumlarda ortalama yasam siireleri yaklasik 42 aydir.
Zebra baliklarini ilk kez 19. yilizyilda Francis Hamilton tanimlamistir fakat model
organizma olarak bilimsel alanda yaygin kullanimlart 1960’11 yillardan sonra

baslamistir(60).
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Sekil 7. Fertilizasyondan 120 saat sonra zebra balig1 larvalarinin morfolojisi
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Zebra baliklar1, beyin gelisimi ve fonksiyonunun analizindeki faydalar sebebiyle
degerli bir model sistem olarak kabul edilmektedir. Basit omurgalilar olarak
filogenetik agacta insanlar ile nematodlar (Caenorhabditis elegans) veya meyve
sineklerinden (Drosophila melanogaster) daha yakindirlar. Di1s ortamda gelisen ¢ok
sayida embriyo elde edilmesi ve hizli jenerasyon siireleri bu canliy1 cazip bir genetik
ve molekiiler deneysel model haline getirmistir. Kiigiik boyutu ve diisilk bakim
maliyeti, bliyiilk kolonilerin yetistirilmesini kolaylastirir. Bu avantajlar sayesinde

bircok insan hastalig1 zebra baliginda basariyla modellenmistir(61).

Dollenmeyi takiben 72 saat siiren embriyonik gelisim evreleri zigot, bdliinme,
blastula, gastrula, segmentasyon, faringula ve kulugka donemleri olarak
siiflandirilmaktadir. Embriyonik gelisim evreleri sonrasinda genclik ve yetiskinlik
donemleri olarak gelisim agamalari devam etmektedir. Dollenmeden sonraki 72. saat
baliklarin neredeyse serbest ylizmeye basladigi larva doneminin baslangicidir ve 27
giin boyunca bu siire¢ devam etmektedir. Gelismekte olan zebra balig1 larvasi seffaftir,
bu ozellik goriintiileme kosullarini iyilestirir ve analizleri kolaylastirir. Larval beyin,
5. giinde telensefalik organizasyon belirtileri gosterir. Larval beyninde eriskin zebra
baliklarina 6zgii tim ana yapilar bulunur ve optik tektum kortikal tabakalagma

gosterir(62)(38).
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Zebra baligi genomu yaklasik 1.412 gigabaz (Gb) biiylikliigiindedir ve 25
kromozom tizerinde dagilmistir. Teleosta 6zgii genom ¢ogalmasi olay1 nedeniyle zebra
balig1 genomu, insandan daha fazla sayida gen igerir. Bu genlerden 26.206 tanesini
protein kodlayan genler olusturmaktadir. Yaklasik 20.500 insan protein kodlayan
geninden %71’inin zebra baliginda bir ortologu vardir yani bir kopyasini tagir. Bu
durum hastalik modellemeleri agisindan biiyiik bir avantaj saglamaktadir. Insanlarda

hastalik olusturan genlerin ise %82’si zebra baliginda bir ortologa sahiptir(11).

Zebra baligi siliyopati mutantlar1 genetik taramalarda bir avantaj olarak
genellikle kivrilmis bir viicut ekseni gibi kolay fark edilen fenotiplere sahiptir. Zebra
baliklar1 embriyonik gelisim dis ortamda gercgeklestigi icin bu durum erken gelisimin
kolay incelenmesini ve karakterize edilmesini miimkiin kilar. Zebra baliginda ¢ok
sayida insan hastaliklarina sebep olan ¢ok sayida mutasyonun modellenmesindeki en
onemli sebeplerden biri kolay tanimlanmasi, incelenmesi ve diisilk maliyetle
arastirmalarin siirdiiriilebiliyor olmasidir. Bu avantajlar sayesinde genis bir mutant
koleksiyonu mevcuttur(34)(64). Zebra baligt genomunu diizenlemek amaciyla
TALEN ve CRISPR/Cas9 gibi teknolojilerinin kullanilmasi da insanlardaki gen
mutasyonlariin zebra baliginda modellenmesini onemli olgiide

kolaylastirmistir(65)(59).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Arastirmanin Tipi

Aragtirmanin tipi deneysel niteliktedir.

3.2. Arastirmanin Yeri, Zamani ve Plani

Arastirma Dokuz Eyliil Universitesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Laboratuvari’nda, Nisan 2023 - Haziran 2025 tarihleri arasinda gerceklestirilmistir.

Tablo 1. Aragtirma plani

Tarih Arastirma Plam

Konu se¢imi

Kasim 2022 - Mart 2023 Literatiir arastirmasi
Mart 2023 Etik kurul onay1
Nisan 2023 Tez Onerisi sunumu ve kabulii
Mayis - Eyliil 2023 Malzeme alimlarinin gergeklestirilmesi
Ekim 2023 - Kasim 2024 Deneysel asamalarin gerceklestirilmesi
Kasim 2024 - Mart 2025 Deneysel verilerin analizi
Mart 2025 - Mayis 2025 Tez yazim asamast

3.3. Arastirmanmin Evreni ve Orneklemi/Cahsma Gruplar:

Indeks hastanin CCDC13 geninde tiim ekzom dizileme sonuglari ile
onceliklendirdigimiz heterozigot missense de novo varyasyonu ve hastanin klinik
fenotipindeki bulgular g6z onilinde bulundurularak CRISPR-Cas9 gen diizenleme
teknolojisi ile ccdcl3 knockout zebra baligi larvalarinda modellenmis ve deneysel

olarak arastirilmigtir.

3.4. Calisma Materyali

Deneylerde, AB susu, yabanil tip (wild type) zebra baligi embriyolar

kullanilmastir.
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3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Calismada tanimlanabilen bagimli, bagimsiz ve kontrol degiskenler mevcut

degildir.

3.6. Veri Toplama Araclari

3.6.1. Akis Semasi

Norogelisimsel hastaha sahip indeks vakamn
CCDC13 geninde p.Glyl275er varyasyonunun
Saptanmasl

CCDC13 Geni ile iliskili patojenik varyantlann
veri tabanlannda taranma=1

.

Zebra bah@ codel3 gen lokusunun detayh analizi

|
v

GRCz11 zebra bah@ genom dizisini hedeflemek
iizere gRNA'mn tasanm ve sentezi

Hazirlanan Cas8/sgRINA riboniikleoprotein komplekslerinin
tek hiicre asamasinda mikroenjeksiyon ile zebra bahg
embriyolanna aktanlmas:

4

l

Mutant Gzebra bali: larvalanmn molekiiler ve
in silico analizleri
|
v
Kurtarma deneyleri
:
Molekiiler ve in silico analizler sonrasinda
patojenik varyantlan ve fenotip iizerindeki
etkilerinin degerlendirilmesi

Sekil 9. Arastirmanin akis semasi
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3.6.2. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Tablo 2. Arastirmalar Sirasinda Kullanilan Cihazlar

Cihaz Adx
Thermal Cycler
Mikrosantrifiij
Vorteks
Mikroplaka
Spektrofotometresi
Derin dondurucu (-20°C)
Jel elektroforez sistemi
Jel goriintiileme cihazi
Gli¢ kaynagi
Mikrodalga firin
Hassas terazi

Mikroenjeksiyon

Mikropipet ¢ekici

qPCR Cihaz1

Stereo Microscope

Tablo 3. Arastirmalar Sirasinda Kullanilan Malzemeler

Malzeme

Ad1

Q5 DNA polimeraz

Cas9
Phusion DNA polimeraz

Taq DNA Polimeraz

Primer

dNTP mix (10mM)
10X Buffer

Cihaz Markas
Bio-rad
Thermo Scientific
IKA

Thermo Scientific

Bosch
Thermo Scientific
Vilber
Bio-rad
Beko
Precisa
World

Precision

Instruments

P-97
Flaming/Brown
Applied
Biosystems

ZEISS

Cihaz Modeli
M1J Mini
Espresso Personal
MS3 Basic
Multiskan Go

GSD26N13NE
Easycast B2
E-box CX5
PowerPac Basic
MD1510

205A SCS
PV820/PV830
Pnomatik
Picopomp
MicroCL17

Sutter Instrument

7500 Fast Real-
Time PCR System
Stemi 305

Malzeme Katalog
Markasi Numarasi
New England BioLabs  MO0491S
ThermoScientific A36496
New England BioLabs = M0530
Thermo Scientific EP0602
Bioligo
New England BioLabs = N044
New England BioLabs

Kullanim Amaci
PCR reaksiyonlarinin kurulmasi
Spin-down agamasi
PCR reaksiyon karigimi

Niikleik asitlerin konsantrasyon 6l¢tiimii

Omneklerin saklanmasi

Uriinlerin agaroz jelde yiiriitiilmesi
Jeldeki iirtinlerin goriintiilenme
Uriinlerin jelde yiiriitiilmesi

Jel Hazirlanmasi

Tartma

Hiicrelerin igerisine s1vi enjekte edilmesi

Mikropipet ¢ekici

qPCR calismalarinin gergeklestirilmesi

Zebra baliklarinin fenotip analizleri

Kullanim

Amaci

mRNA sentezinde in vitro transkripsiyon

icin kalip olarak kullanilacak dizinin PCR

yontemi ile ¢ogaltilmasi

CRISPR ¢alismalarinda kullanilan enzim

gRNA sentezi i¢in kalip DNA dizisinin

birlestirilmesi

PCR reaksiyonu igin gerekli enzim

gRNA tasarimi ve Mutasyon bolgesine

spesifik baglanma
Reaksiyon igin gerekli INTP karigimi

Reaksiyon i¢in gerekli tampon
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Niikleaz-free water

PCR tiipleri (0.2 ml)

PCR tiipleri (0.5 ml)

1.5 ml mikrosantrifiij tiipi
1000 pl’lik Pipet Ucu

100 ul’lik Pipet Ucu

20 pl’lik Pipet Ucu
10 pl’lik Pipet Ucu
Agaroz

Etidyum bromiir
100 bp DNA marker

Jel Yiikleme Boyasi

Parafilm
T7 RNA Sentez Kiti
PCR Uriinii Temizleme Kiti

RNA Temizleme Kiti
Go taq qPCR Master Mix

Tricaine Methanesulfonate

Qiazol
RNeasy Micro Kit

Proteinase K

PFA
Tween 20
DIG-RNA
Karigimi

Anti-DIG AP Antikor

EDTA

I[sopropanol

Sodium Acetate

96 Well Light Cycler

Etiketleme

Thermo Scientific
Isolab

Isolab

Greiner

Thermo

Neptune

Greiner
Greiner

Invitrogen

Invitrogen

New England BioLabs
New England BioLabs
Brand

New England BioLabs
Macherey-Nagel
Zymo Research
Promega

Sigma-Aldrich

Qiagen
Qiagen

Thermo Scientific

Thermo Scientific

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Roche

Amresco

Sigma-Aldrich

Merck
Roche

10977015
123.01.002
123.01.005
616201
94052410
BT100

773363
771288
16500-100

15585-011
N32318

B70218

BR701650
E2040S
REF
740609.50
R1017
A6002
886-86-2

79306
74004

25530015
416780030

P9416

11277073910

11093274910

0105
1.09634.2511

127-09-3
04729692001

Kontaminasyona engel olmak i¢in
Reaksiyonlarin kurulacag tiip
Sarf Malzeme

Sarf Malzeme

Sarf Malzeme

Sarf Malzeme

Sarf Malzeme
Sarf Malzeme

Agaroz jel olugturmak i¢in

DNA ¢ift ipligi arasinda 151ma yapma

DNA’nin boyutunun belirlenmesi

Jele 6rnek yiiklerken goriintiilenmesi

Sarf malzeme
In vitro transkripsiyon i¢in gerekli kit

PCR iiriinlerinin saflagtirilmasi

IVT sentezlenen RNA’larin saflagtirilmasi
Gen ekspresyon analizi
Baliklarda anestezi ve Otenazi igin
kullanilan kimyasal madde

RNA izolasyonu igin lizis reaktifi

RNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in proteaz enzimi
Doku fiksasyonu i¢in gerekli

Whole mount in situ hibridizasyon
yontemi i¢in gerekli

RNA probu olusturmak igin

DIG etiketli RNA problarmi tantyan
antikor

Niikleik asit izolasyonu igin

Niikleik asit izolasyonu igin

Niikleik asit izolasyonu igin

QPCR igin kullanilacak

27



EtOH Merck 100983 Saflastirma  kitleri ve  niikleikasit
izolasyonlart i¢in gerekli
T7 RNA Polimeraz Thermo Scientific EPO111 DIG etiketli RNA Probu sentezinde

kullanilacak

3.6.3. Veri Tabanlarimin Incelenmesi

Indeks hastaya ait CCDC13 genindeki nadir patojenik varyant1 degerlendirmek
ve daha Once veri tabanlarinda bildirilen vakalarla karsilastirmak amaciyla, arastirma

surecinde ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), DECIPHER

(https://www.deciphergenomics.org/),  GeneMatcher  (https://genematcher.org/),

Varsome (https://varsome.com/) ve MyGene (https://mygene.info/) gibi veri tabanlari

tarandi. Elde edilen bilgiler dahilinde nadir patojenik varyasyonlari zebra balig
larvalarinda modellemek amactyla uygun varyasyonlar dnceliklendirildi ve yontemler

belirlendi.

3.6.4. sgRNA Tasarimi

Zebra balig1 ccdcl3 geninde islev kaybi mutasyonu olusturmak amaciyla,
protein sentezinin baglama bolgesine yakin bir alanda delesyon olusturup bir ¢erceve
kaymast mutasyonu gergeklestirmek icin 55 niikleotidlik sgRNA Benchling
(https://benchling.com) platformu araciligiyla dizayn edildi. ccdcl3 geninin 4.

ekzonundaki 129. amino asidi hedefleyen en yliksek skora sahip gRNA secildi. Hedef
genom olarak zebra baligmna ait GRCzll referans dizisi kullanildi. in vitro
transkripsiyonu artirmak amaciyla 20 niikleotidlik hedefe 6zgii dizinin 5 ucuna

Guanin niikleotidi eklendi. Kullanilan diziler Tablo 4’te listelenmistir.
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TGCTGGTCTGGCAGGAGATG
CGCTAAGGTACTGCTGGTCTGGCAGGAGATGCGGCTGCAACCAAAATTGTGGAGCTGTCAAAAAAGACTCGAGATTTAGCT TCTGAAGTAGAACGAG
GCGATTCCATGACGACCAGACCGTCCTCTACGCCGACGT TGGTTT TAACACCTCGACAGTTTTTTCTGAGCTCTAAATCGAAGACTTCATCTTGCTC

122 124 126 128 1380 132 134 136 138 1486 142 144 146 148 150

[ A TP AJPD A A ASBK I V E L SBK KRNBR D L JAFBE V E R

2184B12-2287070: Region 3

ccdc13-282 Exon 4
ccdcl3

T I T I T I T I T
2,181,228 2,191,230 2,191,248 2,191,256 2,181,26@ 2,191,278 2,181,288 2,191,290 2,1971,3e@

Sekil 10. Hedef bolgenin ve gRNA dizisinin genomik DNA iizerinde gdsterimi

Tablo 4. sgRNA sentezi i¢in gerekli primer dizileri

sgRNA Oligoniikleotit dizisi (5’-3’)
CCDC13 | TTCTAATACGACTCACTATAGTGCTGGTCTGGCAGGAGATGGTTTTAGAGCTAGA

Universal aaaagcaccgactcggtgccactttttcaagttgataacggactagccttattttaacttgctatttctagctctaaaac

primer

Ileri gRNA primer dizisinin 5’ ucuna T7 promotdr tanima bdlgesi, 3* ucuna ise
ortiisen bir dizi eklendi. gRNA, gene 6zgii diziyi iceren kisim ve rekombinant Cas9
proteinine baglanan gRNA iskeletini (scaffold) saglayan kisim olmak iizere bir
biitiiniin iki parcas1 seklinde tasarlandi. Her iki dizi de BIOLIGO Arastirma ve
Gelistirme A.S. (Ankara)’den siparis edildi. Liyofilize formda teslim alindi. Once 100
UM sonra ¢aligmalarda kullanilmak iizere 10 uM olacak sekilde niikleaz icermeyen su

ile sulandirildi.
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3.6.5. sgRNA Sentezi

sgRNA sentezi i¢in kalip DNA dizisi, ileri primerin T7 promotorii ve hedeflenen
gRNA dizisini, geri primerin ise standart kimerik sgRNA iskeletini birlestiren PCR
tabanli bir yontemle iiretildi. Dizinin 3° ucu, Cas9 baglanma dizisinin 5’ ucuna
komplementer olacak sekilde tasarlandi. Bu sekilde iki dizi tek bir ¢ift sarmalli
DNA'ya (dsDNA) kolayca doniistiiriilebildi. Bu islem, standart PCR ydnteminden
farkli olarak, herhangi bir kalip olarak kullanilacak DNA dizisi eklenmeden
gerceklestirildi. Diziler, Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (New England
Biolabs) kullanilarak daha o©nceden optimize edilmis olan protokol izlenerek

birlestirildi.

Tablo 5. dsDNA olusturmak i¢in kullanilan bilesenlerin konsantrasyonlari

Bilesenler Son Konsantrasyon | 1 X (50pul)
5X Tampon 1X 10

10 mM dNTPs 0,2 mM 1
Primer karigimi 0.6 pmol/ul 5
Phusion DNA polimeraz 1 U/50 pl 0.5
Niikleaz igermeyen su 335
Toplam 50

Tablo 6. ccdc13 oligoniikleotitleri ile kurulan 1s1 profili.

Basamaklar Sicaklik (°C) Siire

Baslangi¢ Denatiirasyonu 98 30 saniye

Denatiirasyon 98 10 saniye

Primer Baglanmast 60 30 saniye

Zincir Uzamasi 72 15 saniye

Son Déngiide Zincir Uzamast 72 10 dakika
Dongii Sayisi 35

Sentez, MJ Mini Gradient Thermal Cycler (Bio-Rad) cihazinda yukaridaki kosullarda
gerceklestirildi. Uriin, %2 agaroz jel elektroforezi ile dogru boyut ve dogruluk

acisindan analiz edildi. Elde edilen ¢ift sarmalli oligoniikleotidler, NucleoSpin Gel and

PCR Clean-up Kit (MACHEREY-NAGEL) spin-kolon protokoliine gore saflastirildi
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ve saf suda geri eldesi saglandi. Elde edilen ¢ift sarmalli oligoniikleotidler, son
konsantrasyonlart 500 ng olacak sekilde sgRNA sentezi i¢in kalip olarak olarak
kullanildi ve HiScribe™ T7 Quick High Yield RNA Synthesis Kit’i (New England

Biolabs) ile in vitro transkripsiyon yontemi gergeklestirildi.

Tablo 7. sgRNA i¢in hazirlanan karigim bilesenlerinin konsantrasyonlari

Bilesenler 1 X @30ul)
NTP Tamponu 10
T7 RNA polimeraz 2
Kalip 2
Niikleaz icermeyen su 16
Toplam 30

16 saat 37°C’de inkiibe edildi. Bu siirenin ardindan her bir tiipe 20 pl niikleaz
icermeyen su ve 2 ul DNaz I eklendi. 20 dakika 37°C’de inkiibe edildi.

Sentezlenen RNA’lar, RNA Clean and Concentrator-25 Kit (Zymo Research)
kullanilarak {iretici firmanin talimatlarina gore saflagtirildi. gRNA'lar %2 agaroz jel

elektroforezi ile dogrulanmustir.

3.6.6. mRNA Sentezi

Zebra balig1 larvasinda islevsiz hale getirilmesi hedeflenen Ccdc13 proteininin
hiicre icerisinde sentezlenmeye devam etmesini saglamak i¢in in vitro kosullarda
mRNA sentezi yapildi. In vitro transkripsiyon i¢in kalip DNA olarak kullanilacak dizi
PCR yontemi ile ¢ogaltildi.

ZFIN (https://zfin.org/) kullanilarak zebra balig1 genomunda segilen transkript

dizisi 1le biitiin ccdc13 mRNA dizisini kapsayabilecek aralikta ileri ve geri primer
dizayn1 yapildi. PCR igin yetiskin zebra baligindan elde edilen cDNA kalip olarak
kullanildi. Reaksiyon Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs) ile
MJ Mini Gradient Thermal Cycler (Bio-Rad) cihazinda asagidaki kosullarda
gergeklestirildi.
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Tablo 8. mRNA sentezi i¢in PCR karisimindaki bilesenlerin konsantrasyonlari

Bilesenler Son 1 X (nD)
Konsantrasyon

5X Reaksiyon Tamponu 1X 6

10 mM dNTPs 0,2 mM 0,6

Primer Karigim1 10pM 0.6 pmol/ul 3

(Forward/Reverse)

Q5 High Fidelity DNA 0.02 U/ul 0.3

Polimeraz

Niikleaz igermeyen su 19,1

Kalip DNA 500 ng 1

Toplam 30

Tablo 9. mRNA sentezi PCR 1s1 profili

Basamaklar Sicaklik (°C) Siire
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95 5 dakika
Denatiirasyon 95 30 saniye
Primer Baglanmasi 60 30 saniye
Zincir Uzamasi 72 2 dakika
Son Déngiide Zincir Uzamast 72 7 dakika
Dongii Sayisi 35

PCR iirlinti, NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit (MACHEREY-NAGEL)

spin-kolon protokoliine gore saflastirildi ve saf suda geri eldesi saglandi.

mRNA sentezi icin PCR {riinii kalip olarak kullanildi ve Invitrogen
MMESSAGE mMACHINE™ T7 Transcription Kit (Thermo Scientific) ile in vitro
transkripsiyon adimlar1 gergeklestirildi. 37°C’de 3 saat inkiibe edildi. Bu siirenin
ardindan her bir tiipe 20 pl niikleaz icermeyen su ve 2 pul DNaz I eklendi. 20 dakika
37°C’de inkibe edildi. Sentezlenen ccdc13 mRNA, Clean and Concentrator-25 Kit

(Zymo Research) kullanilarak iiretici firmanin talimatlarina gore saflastirildi.
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Tablo 10. In vitro transkripsiyon i¢in kullanilan bilesenlerin konsantrasyonlari

Bilesenler Son 1X (20ul)
Konsantrasyon
2X NTP/CAP 1X 10
Enzim Karigimi - 2
Kalip DNA 200 ng 2
10X Reaksiyon Buffer 1X 2
Niikleaz icermeyen su 4
Toplam 20

3.6.7. Cas9/gRNA Kompleks Hazirligi

Enjeksiyon i¢in Rekombinant Cas9 proteini (ThermoScientific) ve sentezlenen
gRNA karistirilarak Cas9/sgRNA riboniikleoprotein (RNP) kompleksleri olusturuldu.
Karigima enjeksiyon kontroliinii saglamak ve takibini kolaylastirmak amaciyla %0.05

oraninda fenol kirmizisi (Sigma-Aldrich) eklendi.

3.6.8. Mikroenjeksiyon

Enjeksiyon karigimlari, sadece Cas9/gRNA riboniikleoproteinini (RNP) igeren
Knockout Grubu, karistirilmig (Scrambled) RNA ve Cas9 iceren Negatif Kontrol
Grubu, islevsiz hale getirilen proteinin sentezlenmeye devam etmesini saglamak i¢in
gRNA, mRNA ve Cas9 ile olusturulan Kurtarma Grubu ve son olarak gRNA
yoklugunda mRNA’nin islevini incelemek ic¢in hazirlanan sadece mRNA ve Cas9
igceren mRNA Kontrol Grubu olarak dort farkli deney grubu seklinde isimlendirildi.
Yine her gruba enjeksiyon kontroliinii saglamak amaciyla %0.05 oraninda fenol

kirmizisi (Sigma-Aldrich) eklendi.

Hazirlanan karigimlar Flaming/Brown Mikropipet Cekici (Sutter Instrument)
ile borosilikat kapiler ignelere (World Precision Instruments) Microloader uclar
(Eppendorf) kullanilarak yiiklendi. Deney tiipleri enjeksiyon siiresi boyunca buz

uzerinde tutuldu.
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Mikroenjeksiyon islemi, bir hiicreli evredeki zebra baligi embriyolarina
karisimdan her birine yaklasik 0.5—-1 nL Cas9/sgRNA kompleksi enjekte edilerek
gerceklestirildi. Islem icin PV820/PV830 Pnomatik Picopomp MicroCL17 (World

Precision Instruments) cihazi kullanildi.

3.6.9. Genomik DNA Izolasyonu ve Sanger Dizileme

3.6.9.1. Genomik DNA Izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu, fertilizasyondan sonra 5. giindeki (dpf) zebra balig1
larvalarindan gerceklestirildi. Secilen larvalarin her biri 1.5 mL’lik Eppendorf
tiiplerine yerlestirildi ve tizerlerine 50 pL DNA ekstraksiyon tamponu (10 mM Tris-
HCI pH 8.0, 50 mM KCl, %0.3 Tween-20, 1 mM EDTA) eklendi. 98°C’de 10 dakika
inkiibe edildi. Her tiipe 3 pL Proteinaz K (5 mg/mL)(Sigma-Aldrich) eklendi ve
ornekler 55 °C’de gece boyunca inkiibasyona birakildi. Enzimi inaktive etmek igin
tiipler tekrar 98 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. Ardindan 6rnekler 14.000 rpm’de 8

dakika santrifiij edilerek slipernatanlar yeni tiiplere aktarildi.

Her tiip i¢in 50 pL ddH-0, 10 pL Sodyum Asetat ve 180 pL Izopropanol eklendi
ve vorteks ile homojen hale gelene kadar karistirildi. Karigimlar buz iizerinde 10
dakika bekletildi. Sonrasinda +4°C’de 14.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.
Stipernatantlar atildi, olusan pellet %70 soguk etanol ile yikandi1 ve 15 dakika oda
sicakliginda kurutuldu. Elde edilen DNA'lar 10 pL niikleaz igermeyen su igerisinde
¢ozildi. Genomik DNA’larin konsantrasyonu, NanoDrop™ (ThermoScientific)

cthaz ile 6lciildii.

3.6.9.2. Sanger Dizileme
CRISPR-Cas9 enjeksiyonlarinin sonucunda olusan mutasyonlar1 tam olarak
belirlemek amactyla hedeflenen CCDC13 gen lokusu, Sanger Dizileme i¢in PCR ile
cogaltildi. Izole edilen genomik DNA, kalip olarak kullamildi. Primerler mutasyon

bolgesini icerecek sekilde tasarlandi.
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Tablo 11. Mutasyon bdlgesini ¢gogaltmak i¢in tasarlanan PCR primerleri

cedel3 PCR Primerleri Uriin Boyutu

Forward (5’ - 3”) TGGCAGCAACTGGTTAATCA
454 bp

Reverse (3°-57) TGTCGTCTTTCCGGGATTTA

Tablo 12. ccdc13 mutasyon bolgesi PCR bilesenlerinin konsantrasyonlari

Bilesenler Son 1X
Konsantrasyon [y
Reaksiyon Tamponu 1X 3
25 mM MgCl2 2,5 mM 3
10 mM dNTPs 0,2 mM 0,6
Primer Karigimi 10pM 0.5 pmol/ul 3
(Forward/Reverse)
Taq Polimeraz 1.25 U/ul 0.3
Kalip DNA 25 ng/ pl 2
Niikleaz icermeyen su 18,1
Toplam 30

PCR, MJ Mini Gradient Thermal Cycler (Bio-Rad) cihazinda asagidaki kosullarda
gergeklestirildi.

Tablo 13. ccdc13 mutasyon bolgesi PCR 1s1 profili

Basamaklar Sicaklik (°C) Siire
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95 5 dakika
Denatiirasyon 95 30 saniye
Primer Baglanmasi 55 30 saniye
Zincir Uzamasi 72 30 saniye
Son Déngiide Zincir Uzamast 72 5 dakika
Dongii Sayist 35
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PCR iiriinlerinin boyutlar1 ve dogruluklar1 %2 agaroz jel elektroforezi ile kontrol
edildi. Ornekler sekanslama i¢in Macrogen Europe Amsterdam subesine gonderildi.
Her 6rnek i¢in firmadan saflastirma hizmeti yapilmasi istendi. Mutasyon bolgelerinin
taninmasi i¢in ilk olarak Forward primer ile tek yonlii okuma yapildi. Sonuglar
elektronik posta ile tarafimiza ulagtirildi. Kromatogram sonuglar1 abl, pdf ve metin

dosyasi formatlarinda gonderildi.

3.6.10. RNA Izolasyonu ve cDNA Sentezi

3.6.10.1. Larvalarin Toplanmasi, Fiksasyonu ve Saklanmast

Déllenmeden sonraki 5. giin biitiin deney gruplarindan qPCR igin her tiipe 20
larva WMISH i¢in ise her tiipe 30 larva olacak sekilde 1,5 mL’lik mikrosantrifiij
tiiplerine yerlestirildi. Toplanan larvalar, yiiksek dozda Tricaine (50 mg/mL) ile Gtenazi
edildi. Fiksasyon icin PBS igerisinde %4 paraformaldehit (PFA) ile gece boyunca
bekletildi. Fiksasyon sonrasinda larvalar sirasiyla %25, %50 ve %75 metanol iceren
PBS serilerinden gegirilerek dehidrate edildi ve sonraki kullanima kadar -20°C’de

%100 metanolde saklanda.

3.6.10.2. RNA Izolasyonu

CCDC13 geninin kodlama dizisini elde etmek i¢in yapilan RNA izolasyonunda,
daha dnce toplanip deney gruplarina gore tiiplere ayrilmis ve 6tenazi edilmis larvalar
kullanildi. RNA ekstraksiyonu i¢in, larvalar RNaz igcermeyen tek kullanimlik eziciler
ve Vorteks cihazi yardimi ile QIAzol lizis reaktifi (Qiagen) icinde homojenize edildi.
Organik ve inorganik fazi birbirinden ayirmak i¢in QIAzol hacminin %20’si (500 pl
QIAzol i¢in 100 pl Kloroform) kadar Kloroform karisimin igine eklendi. Tiip birkag
dakika elde calkalandiktan sonra oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra +4°C’de 10.000 x g ile 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki sulu
faz, alttaki bulanik tabakaya dokunulmadan dikkatlice ¢ekildi ve yeni bir tiipe
aktarildi. Ardindan RNA’nin silika membran iizerinden alkol ile yikanmasi esasina
dayanan. RNeasy® Micro Kit (Qiagen) kullanilarak iiretici firmanin talimatlarina gore
adimlar gerceklestirildi. Toplam RNA konsantrasyonu, NanoDrop™ 2000/C

spektrofotometresi ile 6l¢iildii (Thermo Fisher Scientific).
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3.6.10.3. cDNA Sentezi

Izole edilen RNA fiiriiniinden 1 pg kullanilarak, RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific) ile birinci iplik (first strand) cDNA sentezi
gerceklestirildi. Reaksiyon, MJ Mini Gradient Thermal Cycler (Bio-Rad) cihazinda,
42°C’de 60 dakika ve ardindan 70°C’de 5 dakika olacak sekilde gerceklestirilmistir.
Elde edilen cDNA 1:10 oraninda seyreltilerek, daha sonraki ¢alismalarda kullanildi.

Tablo 14. cDNA sentezinde kullanilan bilesenlerin miktar1

Bilesenler 1X (20 pl)
Kalip RNA 2 ul
5X Reaksiyon Tamponu 4 ul

10 mM dNTP Karigimi 2 ul
RiboLock RNase Inhibit6rii 1l
Reverse Transkriptaz (200 U/ul) 1 ul
Oligo(dT) 1l
Niikleaz icermeyen Su 8 ul
Toplam 20

3.6.11. Kantitatif PCR (QPCR)

Her iki dizi de BIOLIGO Arastirma ve Gelistirme A.S. (Ankara) siparis edildi.
Liyofilize formda teslim alindi. Once 100 uM sonra ¢alismalarda kullanilmak iizere

10 uM olacak sekilde niikleaz icermeyen su ile sulandirildi.

Kantitatif PCR reaksiyonu i¢in GoTaq® qPCR Master Mix (Promega, A6002)
kullanildi. Kullanilan qPCR primer dizileri Tablo 15°te belirtilmistir. qPCR
reaksiyonlarii gergeklestirmek icin Applied Biosystem 7500 Fast Real-Time PCR
cihaz1 kullanildi. Gen ekspresyonlarindaki degisim, karsilagtirmali Ct metodu ile
hesaplandi. Sonuglarin kargilagtirllmasinda normalizasyon saglamak i¢in kontrol

grubu olarak RPL13a geni (housekeeping gen) kullanilmistir.
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Tablo 15. ccdc13 qPCR primerleri

Ccdc13 qPCR Primerleri Uriin Boyutu
Forward (5’ - 3’) CCGGAGAGACTGGAGGGATT 111 baz Qlftl

Reverse (3°-5”) | CGTTTTCTTCGAGCTGCAGTG

Tablo 16. qPCR karisim bilesenlerinin konsantrasyonlari

Bilesenler Son 1X
Konsantrasyon (20ul)
10uM qPCR f{leri Primer 0.1 pmol/ul 1
10uM gqPCR Geri Primer 0.1 pmol/pul 1
2X QPCR Enzim Karigimi1 1X 10
Kalip cDNA 25 ng/ pl 4
Niikleaz igermeyen su 4
Toplam 20

Tablo 17. qPCR 1s1 profili

Basamaklar Sicaklik (°C) Siire Dongii
Enzim aktivasyonu 95 2 dakika 1
Denatiirasyon 95 15 saniye

Primer Baglanmasi ve Uzama 60 1 dakika 40

3.6.12. Whole Mount In Situ Hibridizasyon

3.6.12.1. DIG-etiketli RNA Prob Sentezi

Hedef genin antisens RNA probunu olusturmak amaciyla, primerler ccdcl3
genindeki mutasyon olusturulmasi hedeflenen bolgeyi icerisine alacak aralikta
secilerek tasarlandi. Kalip olarak yetiskin zebra baligindan elde edilen cDNA
kullanildig: i¢in hedef dizinin 3’ ucunda konumlanacak sekilde geri primere (antisens
problar i¢in geri primer, sens problar i¢in ileri primer) T7 RNA Polimeraz promotorii
dahil edildi. Her iki dizi de BIOLIGO Arastirma ve Gelistirme A.S. (Ankara)’den

siparis edildi. Liyofilize formda teslim alindi. Once 100 pM sonra ¢alismalarda
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kullanilmak {izere 10 uM olacak sekilde niikleaz icermeyen su ile sulandirildi. PCR
yontemi Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs) ile
gergeklestirildi. Elde edilen PCR iirlinii, NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit
(MACHEREY-NAGEL) spin-kolon protokoliine gore saflastirildi ve saf suda geri

eldesi saglandi.

Tablo 18. ccdc13 RNA Probu icin PCR Primer dizileri

CCDC13 Prob PCR Primerleri Uriin
Boyutu
Forward
(57-3) GGGCTCCAAAGCCAGGAATA 822
Reverse baz ¢ifti
(3°-5%) AAAGTAATACGACTCACTATAGGGCTGCAGTGCCAGCCTTACT

Tablo 19. ccdc13 RNA Probu PCR karisimi bilesenlerinin konsantrasyonlari

Bilesenler Son 1X
Konsantrasyon (nb)
Reaksiyon Tamponu 1X 3
25 mM MgCl2 2,5 mM 3
10 mM dNTPs 0,2 mM 0,6
10uM Prob Primer Karigimi 0.5 pmol/ul 3
(Forward/Reverse)
Taq Polimeraz 1.25 U/ul 0.3
Kalip DNA 25 ng/ pl 2
Niikleaz icermeyen su 18,1
Toplam 30

PCR firiinii saflagtirildiktan sonra transkripsiyon i¢in kalip ¢ift sarmalli dizi olarak
kullanildi. DIG-etiketli antisens RNA probu sentezlemek iizere T7 RNA Polimeraz
(Thermo Scientific) ve DIG RNA Etiketleme Karigimi (Sigma-Aldrich) kullanilarak

in vitro transkripsiyon adimlar1 gergeklestirildi.
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Tablo 20. ccdc13 RNA Prob sentezi bilesenlerinin konsantrasyonlari

Bilesenler Son 1X
Konsantrasyon (20ul)
5X Reaksiyon Tamponu 1X 4
T7 RNA polimeraz 20 U/ul 1
Kalip DNA 500 ng 5
RiboLock RNase Inhibitorii 20 U/ul 1
10X DIG Etiketleme Karigimi 1X 2
Niikleaz icermeyen su 7
Toplam 20

Tiip icerisinde hazirlanan karisim 37°C’de 3 saat inkiibe edildi. Sentezlenen antisense
DIG-etiketli RNA Problari, RNA Clean and Concentrator-25 Kit (Zymo Research)

kullanilarak tiretici firmanin talimatlarina gore saflastirildi.

3.6.12.2. Hibridizasyon

Fiksasyon sonras1 -20°C’de muhafaza edilen larvalarin yeniden hidrasyonu i¢in
bu bu sefer %75, %50, %25 metanol iceren PBS serilerinden gegirildi. 20 dakika
Proteinaz K (10 pg/mL) ile inkiibe edildi sonrasinda 2 kere PBT (1X PBS, %0.1
Tween20) ile yikama yakildi. Sindirimi durdurmak ve porlar agildiktan sonra tekrar
fiksasyon gerceklestirmek i¢cin PBS igerisinde %4 PFA ile 20 dakika inkiibe edildi.
Kalan paraformaldehiti gidermek icin 1X PBT ile 5 kez, her seferinde 5 dakika siireyle
yikandi. Larvalar, 67°C’de 3 saat boyunca 1 mL Hibridizasyon Karigimi (%50
deiyonize formamid, 5X SSC, %0.1 Tween 20, %0.1 Heparin ve 0.1M Sitrik asit)
igerisinde bekletilerek hibridizasyon i¢in hazir hale getirildi. Hibridizasyon asamasi
i¢in larvalar, Hibridizasyon Karigimi i¢inde hazirlanan 1 ng/uL antisense DIG-labeled
ccdc13 RNA probu ile gece boyunca inkiibe edildi. Tuz konsantrasyonunu diisiirmek
icin larvalar 67°C’de Hibridizasyon Karisimi 1 kere 20 dakika, %50 formamid ve %50
SSCT ile 3 kez 20 dakika, 2X SSCT ile 2 kez 20 dakika, 0.2X SSCT ile 4 kez 30 dakika
ve son olarak oda sicakliginda PBST ile 5 dakika yikanda.
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PBT i¢inde %5 Koyun Serumu ve 10 mg/mL BSA ile bloklama soliisyonu
hazirlandi. Ornekler bloklama soliisyonu ile 2 saat inkiibe edildi. Bloklama sonunda
antikor inkiibasyonu i¢in anti-DIG AP antiserumu PBST i¢inde 2 mg/mL BSA
kullanilarak 1:4000 oraninda seyreltilerek hazirlandi. +4°C’de gece boyunca inkiibe
edildi. Sonraki giin antikor soliisyonu uzaklastirildi ve larvalar PBST ile 2 kez
durulandi ve ardindan 4 kere 30 dakika tekrar PBST ile yikandi. Yikamalardan sonra
taze NTMT Tamponu (100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCI, 50 mM MgCl. ve %1 Tween
20) hazirlandi ve larvalar bu tamponla 3 kez yikandi. Son adim olarak, larvalar %0.35
NBT ve BCIP reaktifi ile inkiibe edildi ve 37°C’de bekletildi. NTMT Tamponunu
uzaklastirmak i¢in 2 kere PBST yikamasi yapildi. Goriintiileme i¢in %80 PBS
icerisinde gliserol karisimi eklendi. Larvalar ¢ozelti icinde spot plakasina yerlestirildi

ve listten aydinlatilan bir stereo mikroskop kullanilarak reaksiyon izlendi.

3.6.13. Zebra Balig1 Bakimu ve Yetistirilmesi

Zebra baliklari, Izmir Biyotip ve Genom Merkezi (IBG) yonergelerine uygun
olarak, standart kosullarda, 12 saat aydinlik/12 saat karanlik dongiisiinde, 28°C
sicaklikta, 360 tank kapasiteli bir akvaryum sisteminde yetistirilmistir. Bu sistem, IBG
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (IBG-HADYEK) tarafindan tanimlanan kurallara
gore yiiriitiilmektedir. Baliklar rotifer, taze artemia kiiltiirli ve pul yem iceren standart

bir diyetle beslenmektedir

Deneylerde, AB susu, yabanil tip (wild type) zebra baligi kullanilmistir.
Mikroenjeksiyonlar, tek hiicre evresindeki embriyolara, birden fazla yumurtlamadan
elde edilen embriyolar kullanilarak gercgeklestirilmistir. Deneyler i¢in kullanilan
embriyolar ve larvalar 5 giinliik gelisim siirecine kadar E3 ortam1 iginde ve 28°C'lik

inkiibatorlerde tutuldu.

3.7. Arastirmanin Sinirhhiklar:

Veri tabanlarindan elde edilen bulgularla ilgili, ccdc13 Knockout zebra baligi

larvalarinda iliskilendirilebilecek bir niikleotit degisikliginin bulunamamasi.
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3.8. Etik Kurul Onay1

Arastirma i¢in Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik
Kurulu’ndan 30.04.2025 tarihinde 9772-GOA protokol numarasi ve 2025/14-22 karar

numarasi ile etik kurul onay1 alinmistir. Etik Kurul Onaylar1 Ekler’de verilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Veri Tabanlarmin Incelenmesi

4.1.1. Insan CCDCI3 Genindeki Varyasyonlarin Klinik Fenotip

Karsilastirmalar:

Veri tabanlari, insan CCDC13 genindeki nadir patojenik de novo varyasyonlarin
klinik etkisini degerlendirmek benzer varyasyonlari tasiyan yeni vakalari belirlemek
ve varyasyonlarin daha Once bildirilen genotip-fenotip iliskileriyle uyumunu
incelemek i¢in detayli bir sekilde tarandi. Hastamiza ait tiim ekzom dizileme sonuglari
ile onceliklendirdigimiz CCDC13 geninde bulunan de novo, heterozigot missense

varyasyonun, GnomAD  (https://gnomad.broadinstitute.org/) veri  tabaninda

gerceklestirdigimiz incelemeler sonucunda saglikli toplumdaki alel frekansinin
122/1.614.070 (0.00007559) oran1 gibi diisiik bir degerde olduguna ulasilmistir. Ayrica
Combined Annotation Dependent Depletion (CADD)” skorunun ise 23 oldugu tespit
edilmistir. ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) veri tabaninda ise gendeki
ayni varyasyona ait sadece bir vaka (NM 144719.4(CCDC13):c.379G>A
(p.Gly127Ser)) bildirilmistir ve klinik 6nemi belirsiz varyant (VUS) olarak
siiflandirlmistir. ¢.379G>A (p.G127S) degisikligi, CCDCI13 geninin 4. ekzonunda

yer almaktadir. Bu degisiklik, 379. niikleotid pozisyonundaki Guanin bazinin Adenin

bazina doniismesiyle olusur ve sonucunda 127. amino asitte yer alan glisin yerine serin

gelir.
p-Gly127Ser
482 541
Coiled Coil Coiled Coil Coiled Coil Coiled Coil
| Disordered Disordered
116 65 105 134 458 554 608 653 683 715

Sekil 11. Hastaya ait mutasyon bolgesinin insan CCDC13 protein domainleri
tizerinde gosterimi

Veri tabanlari, CCDC13 genindeki benzer varyasyonlar1 tasiyan yeni vakalari
belirlemek, vaka sayisin1 artirmak ve gen ile fenotip arasindaki iligkiyi gii¢clendirmek
amaciyla kullanilmistir. incelemeler sonucunda dnceliklendirilen genin eksikliginde

norogelisimsel fenotip tiizerindeki potansiyel etkileri daha kapsamli bir sekilde
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degerlendirebilmek i¢in zebra balig1 larvalarinda knockout modeli ile ¢alismaya karar

verilmistir.

CCDCI13 geninde de novo, heterozigot missense varyasyonu bulunan indeks
hastaya ait bulgular epilepsi ve gelisimsel gerilik olarak bildirilmistir. Deneyler ile elde
edilen zebra balig1 larvalarina ait fenotipik bulgular hastaya ait klinik bulgular goz

Oniine alinarak degerlendirilecektir.

4.1.2. Insanve Zebra Baligi CCDC13 Protein Dizilerinin Karsilastirilmasi

Zebra balig1 Cedel3 proteini ile insan CCDC13 proteini dizi benzerligi analizine

tabi tutuldu. Protein dizilerinin hizalama islemi Ensemble veri tabanindan alinan

FASTA dizileri kullamlarak Clustal Omega ile gergeklestirildi. Insan CCDC13 proteini

yaklasik 715 amino asitten olusurken zebra baligi Ccdcl3 proteini 664 amino asit
igerir.

1 60 260 3!‘}0 460 560 5450 760
2 sequences

[ala]
HOMO_SAPTENS
DANIO_RERIO

Sekil 12. Clustal Omega ile insan CCDC13 ve zebra balig1 Ccdc13 protein
dizilerinin hizalamasi. 1) Homo sapiens CCDC13 ENSP00000309836, 2) Danio rerio
Ccdc13: ENSDARP00000124394

Ayni hizalama islemi NCBI Protein Blast ile gerceklestirildi. Ortolog
proteinlerin dizi hizalamast sonucunda %42.51 oraninda dizilim benzerligi
gostermistir. Bu durum, protein yapisinin evrimsel olarak orta diizeyde korundugunu

gostermektedir.

4.2. CCDC13 Geninin, Zebra Bahgi Larva Doneminde Ekspresyonu

Zebra baliginda ccdc13 geninin ekspresyonlarini motifini incelemek i¢cin ZFIN

(https://zfin.org/) ve Daniocell (https://daniocell.nichd.nih.gov/) veri tabanlar

kullanild1. Gergeklestirilen taramalarda ccdcl3 geni ekspresyonunun erken larva
doneminde basladig1 ve giderek arttig1 bulgularina ulastik. Genin eksprese oldugu

dokularin gelisim siirecleri tamamlanirken zebra balig1 larvalarimi 5 giine kadar
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biiyliterek ekspresyon desenini incelemek amaciyla Whole Mount In Situ

Hibridizasyon (WMISH) yontemi gerceklestirildi.

WMISH sonuglari, CCDC13 gen ekspresyonunun erken donemde basladigini ve
fertilizasyondan 5 giin sonra goérmeyi hedefledigimiz dokularda net bir ekspresyon
deseni gostermis oldu. En belirgin ve beklenen ekspresyon, Spinal kord, Olfaktor

bulbus ve beyin ventrikiilii gibi bolgelerde gozlendi.

500 pm

Sekil 13. 5 giinliik larvalarda CCDC13 ekspresyonunun Whole Mount In Situ
Hidridizasyon ile gdsterimi

4.3. CRISPR-Cas9 Teknolojisi Aracihigiyla ccdel3 Knock-Out Larvalarin

Olusturulmasi

Caligmamizda zebra balig1 ccde13 geninin fenotipteki roliinii daha iyi anlamak
lizere delesyon ve cergeve kaymasi mutasyonlar1 olusturarak islevsel olmayan bir
proteinin sentezlenmesine yol agmak ve ccdc13 ekspresyonu olmayan knockout zebra
balig1 larvalar1 (GO) tliretmek istedik. Bu hedefe ulagmak i¢cin CRISPR/Cas9 genom

diizenleme teknolojisinden yararlandik ve Benchling platformunu kullanarak 5.

45



ekzonu hedefleyen bir gRNA tasarladik. Tasarlanan gRNA, Cas9 ile Cas9/sgRNA
riboniikleoprotein (RNP) kompleksi olusturarak tek hiicre evresindeki zebra baligi
embriyolarina mikroenjeksiyon yontemi ile enjekte edildi. Negatif Kontrol Grubu

karistirilmis RNA ve Cas9 ile olusturuldu.

gRNA ve Cas9 igeren knockout deney grubu, karistirllmig RNA ve Cas9 igeren
negatif kontrol deney grubu ve gelisim asamalarin1 incelemek, fenotipleri
kiyaslayabilmek i¢in rehber olarak izlenecek hi¢ enjeksiyona maruz kalmamis
embriyolarin olusturdugu kontrol deney grubu seklinde 3 grup olusturuldu. Asagidaki
tabloda verilen konsantrasyonlarda hazirlanan karigimlar mikroenjeksiyon yontemi ile
tek hiicre asamasindaki zebra baligi embriyolarinin hiicre icerisine verildi. Cas9

proteini ile gRNA oran1 2:1 (500ng/ul:250ng/ul) olarak optimize edildi.

Tablo 21. Enjeksiyonda kullanilan bilesenlerin konsantrasyonlari

Bilesenler Son Konsantrasyon
Cas9 500 ng/ul
gRNA 250 ng/pl
Karigtirilmig RNA 250 ng/pl

Zebra balig1 embriyolar1 gelisim siirecleri boyunca izlendi. Fenotipler hem klinik
bulgular hem de enjeksiyona ugramamis grup fenotipleri géz onilinde bulundurularak
analiz edildi. Hedefledigimiz ccdc13 geni erken evrelerde ekspresyon gostermeye
basladigi i¢in zebra balig1 larvalar fertilizasyondan sonraki 24, 48, 72 saatin sonunda

mikroskop altinda incelendi.
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Sekil 14. 24 saatin sonunda larvalarin mikroskop altindaki goriintiileri
a)Kontrol deney grubu b)Knockout deney grubu

Sekil 15. 48 saatin sonunda larvalarin mikroskop altindaki goriintiileri
a)Kontrol deney grubu b)Knockout deney grubu

Sekil 16. 72 saatin sonunda larvalarin mikroskop altindaki goriintiileri
a)Kontrol deney grubu b)Knockout deney grubu
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72 saatin sonunda zebra baligi gelisim evrelerine gore bulunmasi gereken
evrenin gerisinde kalmis ve morfolojik olarak anormal fenotip bulgularina
rastladigimiz larvalar se¢ildi ve farkl tiiplere yerlestirildi. Biitiin larvalar i¢in 6tenazi
islemi gergeklestirildi. Secilen her larva icin farklh tiiplerde (Gere¢ ve Yontemler

boliimiinde anlatildig: sekilde) ayri ayr1 genomik DNA izolasyonu ger¢eklestirildi.

Sectigimiz larvalardaki fenotip bulgularinin  hedefledigimiz  bdlgedeki
mutasyonlarin etkisinden dolayr mi1 kaynaklandigini belirlemek amaciyla hedeflenen
gen lokusu, mutasyon bolgesini igerecek sekilde tasarlanan primerler ile Sanger

Dizileme igin PCR ile cogaltildi. izole edilen genomik DNA kalip olarak kullanild.

YABANIL YABANIL 3 BP
TiP1 TiP2 KONTROL1 KONTROL2 KNOCKOUT! KNOCKOUT2 KNOCKOUT3 KNOCKOUT4 KNOCKOUTS KNOCKOUT6 MARKER

Sekil 17. Secilen larvalardan izole edilen genomik DNA’lar ile gerceklestirilen PCR
iirlinlerinin jel goriintiisii (Yabanil Tip grubu; hi¢ enjeksiyona maruz kalmamis
larvalar, Kontrol grubu; Cas9 niikleazinin karigtirilmig RNA’lar ile embriyolara
verildigi larvalar, Knockout grubu; Cas9 niikleazi ve gRNA’nin birlikte embriyolara
verildigi larvalar)
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Lo .oy 1300 o o 135 140 0, Lo N T |- KO
Gly Thr Ala Gly Leu Ala Gly Asp Ala Ala Ala Thr Lys Ile Val Glu Leu Ser Lys Lys Thr Arg Asp Leu Ala Ser Glu Val Glu Arg Glu Lys Thr Lys Thr
......... [ e e e e

tccgetaaggtactgctggtetggcaggagatgeggetgcaaccaaaattgtggagetgtcaaaaaagactcgagatttagettctgaagtagaacgagagaaaaccaaaa cci

TCCGCTAAGGTACTGCTG6TCTGGCAGGAGCT GCACTEOCACCAAAATTGTGGAARAAARRAAAAATACT CTTTATTTATICTTAAGAAAANAAACCAGARACTACCAAAC e/

A
m“lﬂhhl“mhm dn\w A Ul b

180 230 240 250 260 270

GCTAAGGTACTGCTGGTCTGGCAGGAGATG@CTGCCAAAATTGTGGAGCTGTCAAAAAAGACTCGAGATTTAGCTTCTGAAGT}@AACGAGAGAAAACCAAAA CcC/

umJmmmummmt.muu S

180 200 220 230 260

TCCGCTAAGGTACTGCTGGTCT@@GGAA@AAAATT@GGTCAAAAAA@ACTCGHCTGA@T@A@AA;@:AAAAAW

D

170 180 190

Sekil 18. ccdc13 knockout zebra balig hattinda fenotiplerine gore segilen larvalarin
Sanger Dizileme sonuglari. Segilen larvalara ait diziler A, B, C ve D olarak
isimlendirilmistir.

Agaroz jel goriintiisii ve sanger dizileme sonuglarina ait gérsellerde A; knockout6, B;

knockout3, C; knockout2, D; knockoutl isimli larvalara karsilik gelmektedir.

Dizileme verilerine gére, CRISPR kesim noktasinin, kodlayan bdlgede hedeflenmesi
nedeniyle indel mutasyonlarin okuma g¢ergevesini kaydirarak (¢erceve kaymasi
mutasyonu) protein sentezinde erken bir durdurma kodonu olugsmasina yol acabilecegi
sOylenebilmektedir. A ve B Orneklerinde dizileme kalitesi farkliliklarindan dolay1

delesyonlar gdzlemlenememistir.

C ve D orneklerinde ortak olarak goriilen biiyiikk bir delesyon (C-G-C-G-G-A-C
dizisinin kaybi1) bu iki 6rnegin benzer yapisal mutasyonlar tagiyan larvalar oldugunu

gostermektedir. Bu mutasyonlarin, genin kodlayan bolgesinde yer aldig1 i¢in ¢erceve
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kaymasina veya amino asit degisimlerine yol acarak proteinin yapisini ve islevini ciddi

sekilde etkiledigi diisiiniilebilmektedir.

4.4. Knockout Zebra Balhig1 Larvalarinin Doku ve Hiicrelerinde ccdc13 Gen

Ifadesinin Incelenmesi

Sanger Dizileme sonuglarimin incelenmesinden sonra mutant larvalarda
karsilastigimiz fenotipik bulgularin dizileme sonuglarinda gRNA ile hedeflenen
bolgedeki mutasyonlardan kaynaklandigi sonucuna varildi. Genin islev kaybinin kesin
olarak teyidi i¢in gen ekspresyonu analizleri gibi destekleyici calismalar
gerceklestirilmek ilizere mutant zebra baligi hatlarinin tekrar olusturulmasina karar
verildi. Knockout deneylerinin karisim konsantrasyonlar1 dnceki deney bilesenlerinin
konsantrasyonlartyla ayni olacak sekilde tekrar tasarlandi. Hazirlanan karigimlar
mikroenjeksiyon yontemi ile tek hiicre asamasindaki zebra baligi embriyolarina

verildi.

Tablo 22. Enjeksiyonda kullanilan bilesenlerin konsantrasyonlari

Bilesenler Son Konsantrasyon
Cas9 500 ng/ul
gRNA 250 ng/ul
Karigtirilmig RNA 250 ng/pl

Zebra balig1 larvalan tekrar fertilizasyondan sonraki 48, 72 ve 120 saatin

sonunda mikroskop altinda incelendi.
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Asagida verilen sekildeki larvalarin 48. saatin sonunda heniiz koryonlarindan

cikmadiklart goriildii. Morfolojilerinde anormallik gézlemlenmedi.

Sekil 19. Fertilizasyondan 48 saat sonra larvalarin mikroskop altinda goriintiisii
a) Negatif Kontrol Grubu b)Knockout Grubu
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Fertilizasyondan 72 saat sonra larvalar mikroskop altinda tekrar gozlemlendi ve

gelisimlerinde gerilik veya anormal bir fenotip gozlemlenmedi.

b)

Sekil 20. Fertilizasyondan 72 saat sonra larvalarin mikroskop altinda goriintiisii
a) Negatif Kontrol Grubu b) Knockout gurubu

Fertilizasyondan sonraki 120. saatin sonunda, 6tenazi islemi gergeklestirilmeden
once zebra balig1 larvalar1 mikroskop altinda incelendi. Gozlemlenen fenotipler zebra
baliklarinin literatiirdeki gelisim evreleri ile karsilastirildi ve gelisim geriligi
olmadigina karar verildi. Ilk incelemelerde epilepsi benzeri fenotip gézlemlenemedi
ayrica zebra baligi ccdcl3 geninin yogun olarak eksprese oldugu olfaktdr bulbus,
beyin ventrikiilii ve spinal kord bolgeleri incelendi fakat yabani tip zebra baligi
larvalarindan farkli bir gériintiim tekrar gézlemlenemedi. Daha detayli incelemeler igin

larvalara fiksasyon islemi uygulanda.
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Sekil 21. Fertilizasyondan 120 saat sonra larvalarin mikroskop altinda gdriintiisii
a) Negatif Kontrol Grubu b) Knockout Grubu

GO zebra balig1 embriyolar1 gelisim siireci boyunca izlendi ve fenotipler indeks
hastaya ait klinik bulgular goéz oniinde bulundurularak analiz edildi. 120 saatin
sonunda zebra balig1 larvalar1 6tenazi islemine tabi tutuldu ve fikse edildi. Gelisim
evreleri 5 giine kadar izlenen larvalarin fenotiplerinde ve davranis durumlarinda
bekledigimiz bulgular gézlemlenemedi ancak gen ekspresyonu diizeylerini incelemek
lizere larvalar toplandiktan sonra her deney grubu i¢in Kantitatif PCR (QPCR)
gerceklestirildi. Her deney grubu i¢in ayr izole edilen RNA’lardan sentezlenen

cDNA’lar Kantitatif PCR i¢in kalip dizi olarak kullanildi.
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Sekil 22. Deney gruplarina gore ayrilan larvalarda, ccdc13 geninin ekspresyon
analizi i¢in gergeklestirilen qPCR dogrulamalarinin istatistiksel sonucu. Kontrol
grubu karistirtlmis RNA ve Cas9 igeren deney grubunu, Knockout grubu gRNA ve
Cas9 igeren deney grubunu ifade etmektedir. Yabani tip zebra balig1 larvalarindan
olusan grupta hi¢ enjeksiyon gergeklestirilmemistir. rpl13 geni evrensel
(housekeeping) kontrol geni olarak kullanilmistir. Tlim istatistiksel analizler One-
way ANOVA kullanilarak yapildi. Ortalama =+ standart sapma (n = 3) gosterildi.

Kantitatif PCR ile elde edilen sonuglarda anlamli bir sonu¢ gézlemlenemedigi
i¢cin genin ifade edilmeye devam ettigi sonucuna ulasildi. RNA diizeylerinde degisim
olmasa bile knockout larvalarin hedef bolgelerindeki mutasyonlar sebebiyle proteinin
sentezlenemeyebilir oldugu diisiiniildii. Bu sebeple Ccdc13 proteinin eksprese oldugu
dokularda gergeklesen farklilagmalar1 gézlemlemek amaciyla Whole Mount In Situ
Hibridizasyon yonteminin uygulanmasina karar verildi. Bu yontem ile fenotipte
belirgin farklilar goriilmese bile eger CRISPR/Cas9 diizenlemesi basarili olduysa
mutant zebra baligi larvalarmin Cedcl3 proteinleri islevsiz bir protein olarak
sentezlenecegi ve genin eksprese oldugu dokularda daha once ekspresyon motifini
gostermis oldugumuz sonuglara gore farklilik gosterecegi diisiildii. Bu amagla her
deney grubu daha 6nceden hazirlamis oldugumuz DIG-etiketli ccdc13 RNA probu ile
hibridizasyon iglemine tabi tutuldu. Ayrica yine ccdc13 geninin ekspresyon gosterdigi

dokularda ortak ekspresyon gosteren genler ile hazirlanmis DIG-etiketli RNA problari
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da kullanildi. Bu sayede daha fazla doku lizerinde gézlem yapmaya elverisli bir ortam

hazirladik.

Tablo 23. Kullanilan RNA problari ve hedefledikleri dokularin isimleri

RNA PROB iSMi HEDEF DOKU

Olfaktor bulbus (koku sogancifi), Pronefroz
cedel3 (silli hiicreler), Otik/Yan Cizgi (otic-liiminal
boélge), Omurilik (Spinal Kord), Glia hiicreleri

Beyincik, Kranial Ganglion, Arka Beyin, Noron,
Optik Tektum, Periferal Olfaktér Organi,
calb2a Farengeal Yay 3-7, Retina, Retina I¢ Niikleer
Tabakasi, Spinal Kord, Tegmentum, Beyin,

Merkezi Sinir Sistemi, Duyusal Néron

Oligodendrositler, Beyincik, Beyin
olig2 Oligodendrositleri
cedel3 calb2a olig2

B' ' — c.

Sekil 23. Dokular1 gézlemlemek i¢in WMISH y6ntemi gergeklestirilen larvalarin
goriintiileri; A) ccdc13 RNA probu ile hi¢ enjeksiyon yapilmamuis larvalar, B) calb2a
RNA Probu ile hi¢ enjeksiyon yapilmamis larvalar, C) olig2 RNA Probu ile hi¢
enjeksiyon yapilmamis larvalar, A’) ccde13 RNA probu ve karistirilmis RNA
kullanilan negatif kontrol deney grubu, B’) calb2a RNA probu ve karistirilmis RNA
kullanilan negatif kontrol deney grubu C’) olig2 RNA probu ve karigtiritlmis RNA
kullanilan negatif kontrol deney grubu A’’) ccde13 RNA probu ile Knockout grubu
B”) calb2a RNA probu ile Knockout grubu C”) olig2 RNA probu ile Knockout grubu
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Bu yontem ile inceledigimiz dokularda ekspresyon diizeyinde biiyiik bir farklilik
goremedigimiz i¢in Ccdcl3 proteininin hala sentezleniyor oldugu sonucuna varildi.
Bu sebeple mikroenjeksiyon ile hiicre igerisine verilen karisimin bilesenleri
konsantrasyonlar1 degistirilerek tekrar hazirland1 ve ccdc13 mRNA enjeksiyonu ile

gerceklestirilecek olan kurtarma deneyleri i¢in kullanildu.

4.5. mRNA’nin Asir1 Ekspresyonu ile Fonksiyonel Kurtarma Deneyleri

Sanger dizileme ile elde ettigimiz sonuglarda fenotiplerine gore segilen ccdc13
knockout larvalarin mutasyon bolgeleri gosterilmisti ancak karsilastigimiz fenotiplerin
indeller sonucunda olusan ¢erceve kaymasit mutasyonu sebebi ile islevini kaybeden
Ccedcl3 proteininden mi kaynaklaniyor oldugu yoksa olusan heniiz varyantlari
tanimlayamadigimiz farkli genlerin ekspresyonlarindaki degisimlerin etkisiyle mi
ortaya ¢iktigini kanitlamak amaciyla yabani tip zebra baligi ccdc13 mRNAs1 in vitro

olarak sentezlenerek enjeksiyon gruplarina dahil edildi.

Burada amacimiz, gRNA ile hedeflenen boélgenin kesilmesiyle olusacak
mutasyonlar sonucunda iglevsiz hale gelen Ccdcl3 proteininin, hiicre igine
embriyonun tek hiicre asamasinda mikroenjeksiyon yontemi ile verilmis ccdcl3
mRNAs1 ile dogru bir sekilde sentezlenmeye devam etmesini saglamaktir. Yabani tip
mRNA hiicre igerisine verildiginde embriyo gelisimi sirasinda eksik olan protein
gecici olarak yerine konmus olur. CRISPR/Cas9 ile olusturmayi hedefledigimiz
ccdel3 gen mutasyonlariin etkilerini degerlendirmek icin kullanilan bu kurtarma
deneyi, knockout gruplarinda gozlemlenen fenotiplerin spesifik olarak hedeflenen
genin fonksiyon kaybindan kaynaklandigin1i dogrulamak amaciyla kullanilan bir
yontemdir. Enjekte edilen mRNA’nin mutant fenotipleri diizelterek, mutasyonlarin

spesifik etkilerini dogrulamasi beklenir.

Bu asamada, bir oOnceki knockout gruplarinda bekledigimiz sonuglara
ulasamamamizdaki sebebinin konsantrasyonlardan kaynaklaniyor olabilecegi
diistintildii. Bu sebeple biitiin bilesenler ayn1 konsantrasyonda olacak sekilde tekrar

diizenlendi.
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Tablo 24. Kurtarma deneyleri i¢in hazirlanan karigim bilesenlerinin
konsantrasyonlari

Bilesenler Son Konsantrasyon
Cas9 500 ng/ul
gRNA 500 ng/ul
Karistirilmis RNA 500 ng/ul
ccdcl3 mRNA 500 ng/ul

Zebra balig1 larvalar fertilizasyondan sonraki 48, 72 ve 120 saatin sonunda
mikroskop altinda incelendi. Asagida deney gruplarina gore siniflandirilmis larvalarin
belirlenen giinlere ait gelisim asamalar1 mikroskop yardimiyla gosterilmistir. Yapilan
incelemeler ve karsilastirmalara gore 120. saatin sonunda knockout deney grubundan
iki larva haric (sekil 23.) gozle goriiliir davranigsal veya gelisimsel olarak anormal bir

bulgu gozlemlenemedi.

Sekil 24. Knockout deney grubuna ait anormal fenotip gozlemlenen larvalar

Knockout grubuna ait morfolojilerinde farklilik gézlemlenen 2 larva i¢in gelecek

caligmalara yonelik sanger dizileme analizi yapilmasina karar verildi.
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Sekil 25. Karistirilmis RNA kullanilan negatif kontrol deney grubunun mikroskop
altinda goriintiileri; A) 48 saat sonunda B) 72 saat sonunda C) 120 saat sonunda

B)

Sekil 26. Knockout deney grubunun mikroskop altinda goriintiileri;
A) 48 saat sonunda B) 72 saat sonunda C) 120 saat sonunda

Y e

Sekil 27. gRNA ve mRNA kullanilan kurtarma deney grubunun mikroskop altinda
goriintiileri; A) 48 saat sonunda B) 72 saat sonunda C) 120 saat sonunda
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Sekil 28. Sadece mRNA kullanilan mRNA kontrol deney grubunun mikroskop
altinda goriintiileri; A) 48 saat sonunda B) 72 saat sonunda C) 120 saat sonunda

mRNA enjeksiyonu i¢eren deney gruplarina ait larvalarin gelisimsel siireclerinde ve

morfolojilerinde yiiksek seviyelerde anormal fenotip bulgular1 gézlemlendi.

4.6. ccdc13 mRNA Asini Ifadesinin Gelisim Asamasindaki Larvalara EtKisi

Kurtarma deneyleri ile olusturdugumuz 4 zebra baligi hatti 120 saate kadar
gelisim  siiregleri boyunca mikroskop yardimi ile gozlemlendi. Knockout ve
Karigtirllmis RNA kullanilan negatif kontrol gruplarinin fenotiplerinde gelisim
geriligi, epilepsi veya ccdcl3 geninin yiiksek seviyelerde ifade edildigi dokularin

fenotiplerinde bir farklilik gézlemlenmedi.

Kurtarma grubu ve mRNA i¢in kontrol grubu olan deney grubundaki larvalarin
davranigsal durumlarinda ve fizyolojilerinde ise yiiksek seviyelerde gozle goriiliir
anormallikler gozlemlendi. Bu sonuglara sebep olarak mRNA igeren enjeksiyon
karisimlarinda konsantrasyonun ¢ok yiiksek oldugu ve toksik etki yarattig diistintildii.
Yiiksek dozda mRNA enjeksiyonunun toksik etki gosterdigi ve hiicreler arasinda

dengesiz protein seviyelerinin gelisimsel bozukluklara yol a¢tigina karar verildi.

Sanger Dizileme analizlerini gergeklestirmek amaciyla deney gruplarindan

secilen her bir larva i¢in genomik DNA izolasyonu gerceklestirildi.
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5. TARTISMA

CCDC13, siliyogenez, mikrotiibiil organizasyonu ve DNA hasar yaniti gibi
hiicresel siireglerde gorev alan islevsel bir proteini kodlayan gendir. CCDC13 proteini
hiicrede 6zellikle sentrozom ve primer silyum bolgelerinde konumlanir ve diger uydu
proteinleriyle baglantili bir sekilde silya olusumunda goérev almaktadir. CCDCI13
proteinin eksikliginde silyalarin sayilarinda ve boyutlarinda azalma oldugu
gbzlenmistir. Islevsiz hale gelmis CCDC13 proteini bulunduran hiicrelerde, hiicre
dongiisii ve kromozom ayrilmasinda hatalar olusmasi ayrica DNA hasar belirteclerinde
artis oldugu bildirilmistir CCDC13 geni, genom stabilitesiyle iliskili hastaliklar i¢in
potansiyel bir hedef gen olarak degerlendirilmektedir(6)

Bu calismada, indeks hastanin CCDC13 geninde, veri tabanlarinda da bildirilen
de novo missense varyasyonun norogelisimsel siireclerdeki etkileri deneysel olarak
aragtirtlmistir. Bu kapsamda, ccdc13 knockout zebra baligi modeli gelistirilerek genin
noronal gelisim siiregleri lizerinde potansiyel etkileri ve organizmadaki biyolojik rolii
analiz edilmistir(66). CCDCI13 geninin, bir¢ok ndrogelisimsel hastaligin da dahil
oldugu, siliyopati ile iligkili genler ile birlikte calismasi ve etkilesim i¢cinde olmasi,
hastamizdaki fenotipik 6zelliklerin bu gendeki degisiklikten kaynaklanabiliyor oldugu
hipotezini gliclendirmistir(67)(68).

Gendeki de novo varyasyonun saglikli toplumdaki alel frekansinin diigiik olmas1
(%0.00007559) (122/1.614.070 alel, GnomAD v4.0) ve zamanla se¢ilime ugramasi,
de novo ve varyasyonun protein diizeyinde tiirler aras1 korunmug olmasi, Combined
Annotation Dependent Depletion (CADD)” skorunun 23 olmasi, genin simdiye kadar
herhangi bir norolojik fenotip ile iligkilendirilmemis olmasi1 gibi kriterler temel

alinarak, genle ilgili fonksiyonel ¢caligmalar hedeflenmistir.

Staples ve ark. (2014) HeLa ve HEK293 insan hiicre hatlarinda gerceklestirdigi
calismada siRNA aracilifiyla CCDCI13 gen ekspresyonunun baskilanmasini
saglayarak mikrotiibiil organizasyonunda bozulma ve DNA hasar belirteclerinde artis
gibi fonksiyonel 6zellikler saptamislardir(6). Knockout fare modelleri ile yapilan diger
iki caligmada ise, bu genin merkezi sinir sistemi gelisimi ve gorsel sistem sagligi
acisindan kritik bir rol oynadig1 ortaya konmustur. Wu ve ark. (2024) tarafindan

yapilan ¢alismada, Ccdc13 knockout farelerde dogumdan itibaren baslayan konjenital
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hidrosefali, ventrikiiler sistemde asir1 beyin omurilik sivisi birikimi ve silya hareket
bozuklugu ile iliskilendirilmistir. Bu s1v1 birikimi, 6zellikle optik sinir glial yapilarinda
incelmeye neden olmustur. Norofilament ve mikrotiiblil parcalanmasi gibi aksonal
dejenerasyon meydana geldigi tespit edilmistir(69). 2024 yilinda, kongre 6zeti olarak
yayinlanan baska bir Ccdc13 knockout fare modelleri ile gergeklestirilen ¢caligmada ise
hidrosefalinin sadece mekanik bir basing sonucu olmadigi, genetik ve molekiiler

temelli bir siirecle gelistigi belirtilmistir.

Wu ve ark. (2025) tarafindan Drosophila ve fare modelleri kullanilarak
gerceklestirilen bir calismada, Ccdcl3 geninin genetik olarak islevsiz hale
getirilmesiyle genin fonksiyonu detayli olarak incelenmistir. Her iki model
organizmada gergeklestirilen Ccdcl13 knockout deneyleri ile Cedc13 geninin hareketli
silyalarin merkezi ¢ift mikrotiibiil olusumunda temel bir rol oynadig1 gdsterilmistir.
Ccdc13 knockout farelerde, 6zellikle ependimal hiicrelerin silyalarinda merkezi ¢ift
mikrotliblil yapilarimin kayboldugu gozlemlenmistir. Bu durum silya hareket
bozukluguna ve sonug¢ olarak konjenital hidrosefaliye neden olmustur. Sperm
flagellumunda, Ccdc13 proteinin eksikligi sperm hareket bozuklugu ve erkek bireyin
kisirligr ile sonuglanmistir. Drosophila modelinde ayni sekilde Cecdcl3 knockout
bireylerde merkezi c¢ift yapist kaybolmus ve spermlerin hareket seviyeleri
bozulmustur. (70). Calismamizda zebra baligi model organizmasi kullanilarak
olusturulan ccdc13 knockout bireylerde gozlemlenen fenotipler, yabani tip larvalarla
fenotipik ve molekiiler diizeyde karsilastirilmisti. Bu ¢alismalarin  kapsadigi
yontemlerden biri olan Whole Mount In Situ Hibridizasyon ile zebra baligi ccdcl3
genine 0zgli RNA problari kullanilarak genin ekspresyon gosterdigi dokular yabani tip
ve knockout larva gruplarinda gosterilmistir. Arastirmaya ait elde edilen bulgular
literatiirde daha once ccdcl3 knockout zebra baligi modelinde ¢alisiimamis
olmasindan dolayr genin zebra baligindaki ekspresyon motifini ve fonksiyonunu
anlamamiz acisindan Onemlidir. Drosophila ve fare modellerinden elde edilen
bulgularla uyumlu sekilde, CCDC13 geninin islevini kaybetmesinin embriyonik
gelisim  siirecini  dogrudan etkiledigi  diisiiniilmektedir. Ozellikle mRNA
enjeksiyonuyla gerceklestirilen kurtarma deneylerinde doz bagimli olarak gelisimsel
anormalliklerin ortaya ¢ikmasi, genin ekspresyon seviyesine duyarli oldugunu ve

hiicresel homeostaz i¢in kritik bir regiilator oldugunu diistindiirmektedir.
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CRISPR-Cas9 teknolojisi ile yapilan gen knockout deneylerini takiben ayni
genin gRNA ve hedef genin mRNA'sim1 birlikte igeren bir kurtarma grubu
olusturulur(72). Bu yontemin kullanim1 deney gruplarinin fenotiplerinde gdzlemlenen
gelisimsel bozukluklarin CRISPR sisteminin rastgele bir yan etkisinden degil,
dogrudan hedeflenilen genin fonksiyonunu kaybetmesinden kaynaklandigini
kanitlamaktadir. mRNA enjeksiyonu sonrasi fenotipin diizelmesi, mutasyon sonucu
ortaya ¢ikan bozukluklarin ger¢ekten hedeflenen genin eksikliginden kaynaklandigini
gosterir(73)(74). Zebra baligi embriyolarinda tek hiicre evresinde gergeklestirilen
mRNA enjeksiyonu, hedef genin erken ve translasyonel diizeyde asir1 ekspresyonunu
saglar. Bu yontem, gen fonksiyonlarini gelisimin erken evrelerden itibaren
degerlendirmek acisindan olduk¢a dnemli bir yontemdir. Tek hiicre asamasindaki
zebra baligi embriyolarina yapilan mRNA enjeksiyonu ile mRNA her hiicre
boliinmesinde esit dagilir(59). Bu sebeple genin asir1 ifadesi viicudun her dokusunda
gerceklesebilir. Ancak literatiirde, bu yontemde kullanilan ayn1 gene ait mRNA ytiksek
doz enjeksiyonlarinin, genetik eksikligi telafi etmekten ¢ok, doz kaynakli toksik etkiler
yarattig1 gosterilmistir. Hedef proteinin fizyolojik sinirlarin {izerinde sentezlenmesiyle
ozellikle erken embriyogenez doneminde dozaj hassasiyeti yiiksek olan Hedgehog,
Wnt, Notch, BMP gibi gelisimsel yolaklarda hiicresel sinyallesme dengesinin
bozulmasina ve sonu¢ olarak doku morfogenezi, embriyo ekseni olusumu gibi
stireclerin aksamasina neden olabilmektedir(75). Asir1 ekspresyona bagl toksisite
endoplazmik retikulum stresi, protein katlanma bozukluklari, proteostatik yiliklenme
ve hatal1 hiicre sinyal iletimi gibi mekanizmalar tizerinden gelisimsel bozukluklara
neden oldugu ve sonucunda morfolojik anomalilere ve spesifik olmayan fenotiplere
yol actig1 diisiiniilmektedir(57). Arastirma konumuz olan CCDC13 geni, dogrudan
spesifik bir sinyal yolagiyla iliskilendirilmemistir. Ancak, DNA hasar yaniti, primer
silyum olusumu ve sentrozomal organizasyon gibi siireclerde gorev alir. Bu hiicresel
mekanizmalar, cesitli sinyal yolaklariyla dolayli baglantilar kurarak, hiicre
farklilagmasi, boliinmesi ve gelisimi gibi olaylara katki sunar. Dolayisityla CCDC13'lin
yiiksek dozda eksprese edilmesi, dogrudan bir yolaktan ¢ok, hiicresel biitiinliigii
bozarak dolayli yoldan gelisimsel anomalilere yol agabilir. Sonug olarak, zebra baligi
embriyolarinda yapilan mRNA enjeksiyonlarinda gézlenen fenotiplerin toksik etkiler

mi yoksa gen fonksiyonuna m1 bagli oldugunun ayirt edilmesi i¢in doz optimizasyonu
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sarttir. mRNA asir1 ekspresyonuyla kurtarma deneyleri sonucunda, kurtarma grubu ve
mRNA kontrol deney gruplarina ait fenotip bulgularimin, mRNA enjeksiyonunda
konsantrasyonun yliksek olmasi sebebiyle doz kaynakli toksik etkiler sonucu meydana

geldigine karar verilmistir.

CCDC13 geni yalnizca hareketli silyalarin organizasyonunda degil, ayni
zamanda primer silyum olusumu, sentrozomal dinamiklerin diizenlenmesi ve hiicresel
polaritenin korunmasinda da gorev almaktadir. CCDC13 proteini, PCM1, Cep290,
Cepl131, Cep72 ve Pericentrin gibi ¢ok sayida sentriyolar uydu proteinine baglanarak
hem silyum biyogenezinin koordinasyonuna katki saglamakta hem de DNA hasar
yaniti ve mitotik ilerleme gibi temel hiicresel siireclerde dolayli etkiler
olusturmaktadir(32)(71). ilerleyen calismalarda, CCDC13’iin etkilesimde bulundugu
proteinlerin ko-regiilasyon diizeyinde analiz edilmesi ve sinyal iletim yollar
tizerindeki etkilerinin ¢cok katmanli sistem biyolojisi yaklasimlariyla aydinlatilmasi
gerekmektedir. Bu veriler ilgilendigimiz CCDCI13 geninin silyalarin yapisal
biitiinltigli, hem de hiicresel organizasyon ve genetik kararlilik agisindan kritik bir rolii
oldugunu ve genin mutasyonlarinin norogelisimsel hastaliklarin patofizyolojisinde

belirleyici bir konumda olabilecegini gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

CCDC13 geni, mitoz sirasinda DNA hasarinin artmasii Onler ve genom
stabilitesini korur ayrica PCM1, Cep290 ve pericentrin gibi proteinlerle etkilesime
girerek silyum biyogenezinde gorev alan sentriyolar uydu proteinlerinden birini
kodlamaktadir. Siliyopati proteinlerinden biri olan BBS4’iin lokalizasyonu i¢in gerekli
bir bilesen oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada CCDC13 geninde saptanan nadir ve
patojenik oldugu Ongoériilen de novo bir varyasyonun norogelisimsel fenotiplerle
iligkisi CRISPR-Cas9 teknolojisi kullanilarak olusturulan zebra baligi knockout
modeli araciligiyla deneysel olarak arastirilmistir. CCDC13 geninde varyasyonu olan
ve belirgin norogelisimsel semptomlar sergileyen bir indeks vakanin klinik bulgular
ile ccdc13 knockout zebra baligr hatti olusturulan larvalarin gosterdigi fenotipler

karsilastirilmistir.

Literatiirde, CCDC13 proteinin eksikliginde silyum sayisinda ve uzunlugunda
azalma, hiicre dongiisiinde aksaklik, sentrozom sayisinda anormallikler ve DNA hasar
belirteclerinde artis gozlemlendigi bildirir. Bu bulgular hem genom stabilitesinin
korunmasinda hem de noronal gelisimin diizenlenmesinde CCDC13{in kritik 6neme

sahip bir gen oldugunu diistindiirmektedir.

Gergeklestirilen deneysel ¢alismalarda zebra baligi embriyolarinda hedeflenen
ccdcl3 geninde, CRISPR-Cas9 teknolojisiyle knockout deneyleri gerceklestirilerek
genin islevini kaybetmesi hedeflenmistir. Elde edilen GO larvalarin fenotiplerinin
incelenmesinin ardindan molekiiler ve genotipik analizler ger¢eklestirilmistir. Sanger
dizileme ile dogrulanan mutasyonlar, genin hedef bolgesinde okuma cergevesi

kaymasina ve fonksiyonel kayba neden olmustur.

Knockout zebra baligi larvalarinin ccdcl3 gen ekspresyon diizeylerini ve
proteinin ekspresyon gosterdigi dokularda gerceklesen farklilasmalari gézlemlemek
tizere tekrarlanan deneylerinin sonucunda knockout gurubundaki larvalardan 2 tanesi
hari¢ diger larvalarda belirgin morfolojik ya da davranigsal bir fenotip
gbzlemlenmemistir. Ancak yabani tip ccdcl3 mRNA’sinin  mikroenjeksiyon
yontemiyle tek hiicre asamasindaki zebra baligi embriyolarina verildigi kurtarma
deneylerinde, yliksek doz mRNA uygulamasi larvalarda toksik etkiler olusturmus ve

morfolojik deformiteler gozlenmistir. Bu durum, ccdcl3 geninin hiicre i¢i doz
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dengesinin oldukg¢a hassas oldugunu, eksikliginde ve asir1 ekspresyonunda gelisimsel

stirecleri bozabilecegini gostermektedir.

Genomda olusturulan hedefli islev kaybi, belirli bir genin biyolojik rollerini,
gelisimsel siireglerdeki katkisini ve hastalik patogenezindeki yerini anlamada giiclii bir
aractir. Bu calismada elde edilen knockout zebra baligi modeli, CCDCI13 geninin
norogelisimsel fenotiplere etkisinin deneysel olarak arastirilmasi ve analiz edilmesini
miimkiin kilmistir. CRISPR-Cas9 teknolojisinin bu sekilde kullanimi, genetik
varyasyonlarin dogrudan model organizmalar iizerinde fonksiyonel dogrulamasini
yapabilme agisindan translasyonel aragtirmalarda biiylik bir yenilik olarak One

cikmaktadir.

Caligmadan elde edilen bulgular, CCDC13 geninin ndrogelisimsel bozukluklarin
etiyolojisinde potansiyel bir aday oldugunu diisiindiirmektedir. Ancak mevcut veriler,
bu iliskinin daha fazla destekleyici kanitla giiclendirilmesini gerektirmektedir. Bu
dogrultuda, genin proteom diizeyindeki ifadesinin immiinohistokimya ya da Western
blot gibi yontemlerle dogrulanmasi, ayrica genin hedef oldugu hiicresel yolaklarin
transkriptomik analizlerle aydinlatilmasi &nerilmektedir. Ozellikle RNA-Seq gibi
genis Olcekli ekspresyon analizleri, CCDC13’iin regiile ettigi gen aglarini ortaya
cikararak fonksiyonel baglamda yeni bilgiler sunabilir. Ayrica, CCDCI13 geni i¢in
gelistirilen knockout zebrafish modelinin ileri nesillere aktarilmasi ve kalict mutasyon
hattt1 olusturulmasi, uzun donemli gelisimsel ve noroanatomik etkilerin
degerlendirilmesine olanak saglayacaktir. Kurtarma deneylerinde gozlemlenen doz
bagimli toksik etkiler g6z Oniinde bulundurularak, mRNA doz optimizasyonu
yapilmali  ve  fizyolojik  siirlar1  asmayan  diizeylerde  enjeksiyonlar
gerceklestirilmelidir. Ek olarak, memeli model sistemlerinde yapilacak benzer genetik
inaktivasyon c¢aligmalari, genin insan norogelisimi lizerindeki etkilerini daha iyi ortaya

koyacaktir.
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Yitksek Lisans, Tezli Program, DOKUZ EYLUL ONMERSITES], TURKIYE
SAGLIK BILIMLER] ENSTITOSU, TIBBI BivOLOJI YE GEMETIK {¥L] (TEZLE
Agirhkh Gensl Mot Ortalamase 3.67 /4.0
12 Agustos 2016 - 10 Temmuz 2020 (3 wil 11 ay)
Lisans, Anadal/MNormal Ogretim, AFYOM KOCATEPE ONIVERSITES], TURKIYE
FEN-EDEBIYAT FAKULTESI, MOLEKULER BiYOLOJI VE GENETIK PR.
Diploma Mumaras;: 0121-000083
Agirhkh Gengl Mot Orkalamase 2.7 £ 4.0

Yabanoi Dil Bilgileri INGILIZCE [Okuma: byi, Yazma: iyi, Konusma: iyi)

ALMAMNCA {Dkuma: Oria, Yazma: Orta, Honusma: Ortal

Bilimsel Teknolojik Faaliyet Alanlar

Bilimsel Teknolojik Faaliyet Alam Bilgileri Temel Bilimler -- Yasam Bilimleri -- Molekiiler Biyoloji ve Genetik -- Sitogenetik
Saghk Bilimleri -- Tip -- Dahili Tip Bilimleri -- Tibbi Genetik
Teme| Bilimler -- Yasam Bilimleri -- Biyokimya -- Proteomiks

Temel Bilimler -- Yasam Bilimlen -- Molekiiler Biyoloji ve Genetik -- Genetik
Bozukluklanin Molekiler Biyolojisi

Temel Bilimler -- Yasam Bilimleri -- Molekiiler Biyoloji ve Genetik -- Genomiks
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TUBITAK Burs ve Destekleri

Panelistlil/izleyicilik/Raportorlik Sayis:
Gorev

Hakemlik/Panelistlik/Dig Damsmanhk Sayis
Moderatorlik Sayis

izleyiciliks Darmismanhk Sayisi

Rapartoriak Sayis

Katilmadg) Panelistlik/Dig Daregmanhk Sans

ARDEE BIDEB
o [u]
o [u]
o [u]
o [u]
o [u]

BiLIM TOPLUM

=T ~ T ~ R ]

Lioe

= T = R = T = |

TEYDEB
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Toplam

4]

Q
Q
Q
Q
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