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OZET

CRISPR-PE Sisteminin Spinal Muskiiler Atrofi Hastaliginin Tiplerine Gore
In Vitro ve Ex Vivo Etkinliginin Arastirilmasi

SMA hastaligt néron kaybi ve kas atrofisi ile seyreden noromiiskiiler bir
hastaliktir. SMA hastaliginda sorumlu iki gen bdlgesi mevcuttur; SMN1 ve SMN2. SMA
hastaliginin klinik alt tipleri hastaligin baslangi¢c yasina ve SMN2 kopya sayisina
dayanmaktadir. SMNI1 geninde gerceklesen nokta mutasyonlart ve heterozigot
delesyonlar sonucu ekzon 7 katilimi engellenerek fonksiyonel olmayan SMN proteini
iretilmektedir. SMN2 geni iizerinden eksprese edilen kesikli yapidaki SMN proteini
SMNA7 (delta SMN) olarak adlandirilmaktadir. Diisiik miktarda SMN protein
ekspresyonu SMN2 geni iizerinden gerceklestirilmektedir. Her bireyde farkli kopya sayisi
bulunan SMN2 geninin hastalik seyri ve fenotipik siddet ile iliskisine yonelik sonuglar
mevcuttur. Bugiine kadar SMA hastalig1 i¢in FDA onayli; Nusinersen, Zolgensma ve
Risdiplam olmak {izere ii¢ ilag bulunmaktadir. Bu ilaglarin tedaviye yonelik ciddi olumlu
sonuglar1 olsa da tedavilerin maaliyetleri olduk¢a yiiksektir. CRISPR/Cas9 sistemi
genomda meydana gelen gelen degisikliklerin diizeltilmesini miimkiin kilmaktadir.
Kesilen DNA’nin onarimi i¢in meydana gelebilecek iki farkli onarim mekanizmasi
bulunmaktadir; NHEJ ve HDR. CRISPR-PE sisteminin Cas9 aracili HDR yontemine
kiyasla yiiksek verimlilik, daha az indel olusum riski ve ¢ift zincir kirtlimi olusturmama
gibi avantajlar1 bulunmaktadir. Tez hipotezi; CRISPR Prime Editing yonteminin SMA
hastalig1 tedavisi i¢in farkli SMN2 kopya sayilarina sahip alt tiplerde ¢alisarak SMN
ekspresyon profilinin artirilabilecegidir. Tez kapsaminda HDR tabanli yaklasimlara
oranla pek cok avantaja sahip olan CRISPR-PE sistemi tercih edilerek bir terapotik bir
tedavi gelistirilmistir. SMN2 geni iizerinde ¢.859G>C ve c.840C-T tek nokta
mutasyonunun modifiye edilerek stabil SMN protein ekspresyonunun saglanmasi igin
pegRNA ’lar tasarlanmistir. Primer SMA Tip 1, Tip 2 fibroblast, Jurkat, HEK293T, HeLa,
U87 gibi ¢esitli hiicre hatlarinda CRISPR-PE sisteminin etkinligi yaklasik 3 ay siire ile
takip edilmistir. SMN-diisiik Jurkat hiicre hattinda 3 aya kadar SMN ekspresyonunun
stabil sekilde yiiksek kaldig: tespit edilmistir. Primer SMA Tip 2 fibroblast hiicrelerinde
SMA Tip 1 fibroblast hiicrelerine oranla SMN ve GFP ifadesinin uzun déonemde daha
yiiksek ve stabil bir sekilde saglandigi tespit edilmistir. Yapilan deneyler ile CRISPR-PE
sisteminin SMN ekspresyonunu farkli SMN2 kopya sayisina sahip hiicre hatlar1 iizerinde
artirma kapasitesi test edilmistir. DNA iizerinde ¢ift zincir kirilimina sebep olmadan ve
hiicre canlilig1 iizerinde diisiik toksisite gosterdigi tespit edilmistir. SMA hastaliginda
farkli alt tiplere yonelik calisilacak CRISPR-PE sistemi i¢in altyap1 olusturulmustur.

Anahtar Kelimeler: CRISPR-Prime Editing, SMA, SMN2 geni, SMN proteini.



ABSTRACT

Investigation of the In Vitro and Ex Vivo Efficacy of the CRISPR-PE System
According to the Types of Spinal Muscular Atrophy Disease

SMA disease is a neuromuscular disease that progresses with neuron loss and
muscle atrophy. There are two gene regions responsible for SMA disease; SMN1 and
SMNZ2. Clinical subtypes of SMA disease are based on age of disease onset and SMN2
copy number. As a result of point mutations and heterozygous deletions in the SMN1
gene, exon 7 participation is prevented and non-functional SMN protein is produced. The
truncated SMN protein expressed through the SMN2 gene is called SMNA7 (delta SMN).
Low amounts of SMN protein expression is achieved through the SMN2 gene. There are
results regarding the relationship of the SMN2 gene, which has a different copy number
in each individual, with the disease course and phenotypic severity. To date, FDA
approved for SMA disease; There are three drugs: Nusinersen, Zolgensma and Risdiplam.
Although these drugs have serious positive results for treatment, the costs of the
treatments are quite high. The CRISPR/Cas9 system makes it possible to correct changes
in the genome. There are two different repair mechanisms that can occur for the repair of
cut DNA; NHEJ and HDR. The CRISPR-PE system has advantages compared to the
Cas9-mediated HDR method, such as high efficiency, less risk of indel formation, and no
double-strand breakage. Thesis hypothesis; The CRISPR Prime Editing method can
increase the SMN expression profile by working on subtypes with different SMN2 copy
numbers for the treatment of SMA disease. Within the scope of the thesis, a therapeutic
treatment was developed by choosing the CRISPR-PE system, which has many
advantages compared to HDR-based approaches. PegRNAs were designed to ensure
stable SMN protein expression by modifying the ¢.859G>C and ¢.840C-T single point
mutations on the SMN2 gene. The effectiveness of the CRISPR-PE system in various cell
lines such as Primary SMA Type 1, Type 2 fibroblast, Jurkat, HEK293T, HelLa, U87 was
followed for approximately 3 months. It was found that SMN expression remained stably
high for up to 3 months in the SMN-low Jurkat cell line. It has been determined that SMN
and GFP expression is higher and more stable in the long term in primary SMA Type 2
fibroblast cells than in SMA Type 1 fibroblast cells. With the experiments, the capacity
of the CRISPR-PE system to increase SMN expression on cell lines with different SMN2
copy numbers was tested. It has been determined that it does not cause double strand
breaks on DNA and has low toxicity on cell viability. An infrastructure has been created
for the CRISPR-PE system to be used to study different subtypes of SMA disease.

Keywords: CRISPR-Prime Editing, SMA, SMN2 gene, SMN protein.
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1. GIRIS

Spinal muskiiler atrofi (SMA) gen delesyonlar1 gibi mutasyonlar sebebiyle ortaya
¢ikan noron kaybi1 ve kas atrofisi ile seyreden noromiiskiiler bir hastaliktir (Bowerman
vd., 2017). SMA hastaliginin merkezinde sorumlu iki gen bdlgesi mevcuttur; survival
motor neuron 1 ve survival motor neuron 2 (SMN1-SMN2). SMA hastaliginin klinik alt
tipleri bulunmaktadir. Klinik alt tipler, hastaligin baslangi¢ yasina ve SMN2 kopya
sayisina dayanmaktadir (Kolb & Kissel, 2015). SMA hastaligi, 10.000 canli dogumda 1
goriilme sikligna sahiptir (Sugarman vd., 2012). Insidans SMA tiplerine bagl olarak da
degiskenlik gosterebilmektedir (Verhaart vd., 2017).

SMN1 geni lizerinden hayatta kalma motor néron (SMN) proteini eksprese
edilmekte ve bu gen iizerinde meydana gelen mutasyonlar sebebiyle SMN protein iiretimi
etkilenmektedir. Diisik miktarda SMN protein ekspresyonu SMN2 geni iizerinden
gerceklestirilmektedir. Saglikli bireyler de dahil olmak {izere her bireyde farkli kopya
sayisinda bulunan SMN2 geni kopya sayisinin hastalik seyri ve fenotipik siddet ile
iligkisine yonelik sonuglar ortaya konmustur (Lefebvre vd., 1997; Shorrock vd., 2018).
Viicudun her yerinde eksprese edilen SMN proteini en fazla spinal motor néronlarda
eksprese edilmektedir (Tissue expression of SMN1 - Summary - The Human Protein
Atlas, t.y.). SMNI1 geninin her iki aleli lizerinde ger¢eklesen nokta mutasyonlari ve
heterozigot delesyonlar sonucu SMN1 geninde ekzon 7 katilimi gerceklesmemekte ve
fonksiyonel olmayan SMN protein {iretimi ger¢eklesmektedir. SMN2 geninden meydana
gelen mRNA transkriptlerinde diisiik oranda fonksiyonel SMN proteini ekspresyonu
gergeklestirilmektedir. SMN2 geni iizerinden eksprese edilen kesik ve stabil olmayan
yapidaki SMN proteini SMNA7 (delta SMN) olarak adlandirilmaktadir (M. A. Passini
vd., 2011; Ross & Kwon, 2019; Schorling vd., 2020).

Bugiine kadar SMA hastalig1 i¢cin U.S Food and Drug Administration (FDA)
onayli; Biogen Nusinersen (Spinraza®), Novartis Onasemnogene Abeparvovec-Xioi
(Zolgensma®) ve Risdiplam (Evrysdi™) olmak iizere ii¢ ila¢ bulunmaktadir. Bu ilaglarin
tedaviye yonelik ciddi olumlu sonuglart olsa da tedavilerin maaliyetleri oldukca
yiiksektir. Giincel olarak ¢esitli terapdtik yaklasimlar gelistirilmekte olup halen maaliyet
konusunda genel anlamda bir iyilestirilmeye gidilmemektedir (Chong vd., 2021).



Bakteri, arke gibi pek ¢ok prokaryotik canlida dogal olarak bulunan bir savunma
mekanizmasi olan CRISPR/Cas9 sistemi genomda meydana gelen gelen degisikliklerin
diizeltilmesini miimkiin kilmaktadir (Hsu vd., 2014; Jinek vd., 2012). Kesilen DNA’nin
onarimi i¢in meydana gelebilecek iki farklt onarim mekanizmasi1 bulunmaktadir; non-
homolog ug birlesimi (NHEJ) ve homolog rekombinasyon (HDR). NHEJ sisteminde
DNA kirig1 dogrudan onarilmakta ve kirik hizli bir sekilde tamir edilmektedir. Ancak
dezavantaj olarak bu onarim g¢esitinde hatali onarimlar gergeklesebilmekle beraber

istenmeyen genetik degisiklikler meydana gelebilmektedir.

CRISPR-PE sisteminin Cas9 aracili HDR yontemine kiyasla pek ¢ok avantaji
bulunmaktadir. Bunlar arasinda; yliksek verimlilik, daha az indel olusum riski gibi
faktorler yer almaktadir. Nokta mutasyonlart HDR ile de tamir edilebilmekte ancak PE
yontemine oranla hedef dis1 (off target) mutasyon riski daha yiiksek ve verimlilik yiizdesi
daha diisiiktiir. PE yonteminin en onemli avantajlar1 arasinda DNA’da ¢ift zincir kirigi
olusumuna neden olmadan genom {izerinde istenilen diizenlemeleri gergeklestirebilmesi

yer almaktadir (Matsoukas, 2020; Schene vd., 2020).

Yapilan ¢alismalarda ¢.859 G>C doniisiimiiniin SMA fenotipi iizerindeki olumlu
bir modifiye edici oldugu tespit edilmis ve bildirilmistir (Reed & Zanoteli, 2018; Vezain
vd., 2010). SMN proteinin ii¢ boyutlu konformasyonel yapisinda degisime sebep oldugu
varsayilan bu varyantin ekzon 7 katilimini artirdig1 yapilan ¢aligmalarda yer almaktadir.
SMN1 ve SMN2 geni arasindaki en biiyiik fark 840. Niikleotit izerinde meydana gelen
C-T doniisiimiidiir. Meydana gelen bu doniisim sonucunda ekzon 7 katilimi
engellemektedir (Kolb & Kissel, 2015). Tez kapsaminda HDR tabanli yaklasimlara
oranla pek cok avantaja sahip olan CRISPR-PE sistemi tercih edilerek bir terapotik bir
tedavi gelistirilmistir. SMA hastaliginda SMN2 geni {izerinde €.859 G>C (pegRNAL) ve
€.840 C-T (pegRNA2) tek nokta mutasyonunun modifiye edilerek stabil SMN protein
ekspresyonunun saglanmasi hedeflenmistir. Bu amacgla SMN2 geni iizerindeki tek nokta
mutasyonunu hedefleyen pegRNA tasarimlar gerceklestirilmistir. Bu nedenle CRISPR-
PE sisteminin SMN2 kopya sayilarina bagli olarak in vitro ve ex vivo etkinliginin
arastirilmasi1 hedeflenmistir. Primer SMA Tip 1, Tip 2 fibroblast, Jurkat, HEK293T,
HeLa, U87 gibi ¢esitli hiicre hatlarinda CRISPR-PE sisteminin etkinliginin test edilmesi
hedeflenmistir. Tez hipotezi; CRISPR Prime Editing yonteminin SMA hastalig1 tedavisi
icin farkli SMN2 kopya sayilarina sahip alt tiplerde ¢alisarak SMN ekspresyon profilinin

artirilabilecegidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Spinal Muskiiler Atrofi (SMA)

Spinal muskiiler atrofi (SMA) gen delesyonlar1 gibi mutasyonlar sebebiyle ortaya
c¢ikan noron kayb1 ve kas atrofisi ile seyreden néromiiskiiler bir hastaliktir. SMA hastaligi,
iskelet, solunum kaslarinin zay1flig1 ile karakterize olmakla birlikte heterojen ve kalitsal
bir hastaliktir (Bowerman vd., 2017). SMA hastaliginin merkezinde sorumlu iki gen
bolgesi mevceuttur; survival motor neuron 1 ve survival motor neuron 2 (SMN1-SMN2).
SMNL1 geni 5. Kromozom iizerinde 5q13 pozisyonunda yer alan hayati bir sag kalim
proteinidir. SMA hastaliginin ortaya ¢ikmasindaki etkenler ise SMN1 geninin delesyonu

veya bu gende meydana gelen mutasyonlardir.

SMA hastaliginin kalitim1 otozomal resesif, otozomal dominant veya X’e baglh
resesif kalitim olmak iizere li¢ sekilde goriilebilmektedir. Bunlar arasinda en yaygin
olarak goriilen kalitim sekli ise otozomal resesif kalitim seklidir. Otozomal resesif kalitim
goriilen SMA’ya ise proksimal SMA adi da verilmektedir (M. A. Farrar & Kiernan,
2015). SMA hastalarinda oran olarak bakildiginda %96’sindan fazlasinda 5. kromozomda
konumlanan SMN1 geninde mutasyonlar meydana gelmektedir. Proksimal SMA
hastalarinda yaklasik %96.4’lik gibi bir kesiminde SMN1 geni {izerinde homozigot
ekzon 7 ve 8 delesyonlari meydana gelmektedir (Bozorg Qomi vd., 2019; Kolb vd.,
2017).

SMNI1 geni iizerinden hayatta kalma motor néron (SMN) proteini eksprese
edilmekte ve bu gen iizerinde meydana gelen mutasyonlar, delesyonlar sebebiyle SMN
protein iretimi onemli derecede etkilenmektedir. Mutasyonlar sonucu ekspresyonu
azalan SMN proteininin eksikligi ise progresif motor néron 6liimiine neden olmakta ve
bu durum iskelet kasi atrofisini meydana getirmektedir. SMA hastalifinin primer

belirtileri arasinda beyin sap1 defektleri, solunum giicliigli, fel¢ gibi durumlar yer
almaktadir (M. a Passini vd., 2011).



2.1.1. SMA insidansi

SMA hastaligi, 10.000 canli dogumda 1 goriilme sikligina sahipken; 40-60
eriskinde 1 tasiyict sikligina sahiptir. SMA, ¢ocukluk doneminde yaygin olarak goriilen
otozomal resesif hastaliklardan ve 6liim nedenlerinden biridir (Sugarman vd., 2012).
National Organization for Rare Disorders (NORD) uluslararasi veri tabaninda
(https://treat-nmd.org/about-the-treat-nmd-network/) kayitli SMA hastalar1 verilerinden
yola ¢ikarak SMA insidansi diinya ¢apinda 8.000 ile 10.000 canli dogumda 1 olarak
tanimlanmaktadir (Sekil 1). Avrupa’da %65,75’lik bir dilimle SMA insidans1 en yiiksek
orana sahiptir. 1028 hasta sayis1 ile %22,71’°lik dilimle en biiylik oran Dogu bolgesine
aittir. Avrupa kitasinda yer alan Izlanda ve Slovakya’da 13,7-17,8/100.000’1ik yiiksek bir
insidans mevcuttur. Bu bulgularda hasta sayis1 ve popiilasyon hakkindaki bilgilerin
eksikliginden dolay1 net bir sey sdylemek oldukga giigtiir. Genel anlamda her hastalikta
oldugu gibi insidans, cografi yapi, etnik koken, yas olmak tizere cesitli genetik ve gevresel
etkenler tarafindan de degisebilmekle beraber SMA tiplerine bagl olarak da degiskenlik
gosterebilmektedir (Verhaart vd., 2017). SMA hastaligi her irk ve cinsiyetten insanlari
etkilemektedir. Yapilan arastirmalarda her 50 Amerikalidan 1’inin SMA tastyicist oldugu
ileri stirtilmektedir (Feng vd., 2017).

SMA alt tiplerinin her biri farkli bir insidansa sahiptir. En siddetli form olan Tip
1 1/11.000 orana sahipken; Tip 2 1/25.000; Tip 3 1/50.000; Tip 4 ise 1/300.000 insidans
oranina sahiptir (Verhaart vd., 2017). Tiim bu bulgularin yaninda insidans calisilan
popiilasyona gore de bu oran degisiklik gosterebilmektedir. Son yillardaki ¢aligmalarda
SMA insidansinin eskiye gore daha fazla olabilecegi diisiiniilmektedir. Baz1 ¢alismalar
1/6.000°e yakin bir orana sahip oldugunu gostermektedir. Buradaki degiskenligin sebebi
ise genetik testlerdeki gelismeler ve hastalik acisindan farkindaligin artmas: ile de

iliskilendirilebilmektedir.
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Sekil 1. SMA hastalarinin TREAT-NMD aracili kiiresel dagilim (Chong vd., 2021)

Afrika kokenli Amerikalilara bakildiginda SMA insidansi diisiik tespit edilmistir.
Bu popiilasyon Kafkaslarla karsilastirildiginda ise Afrikali Amerikalilarin daha diisiik
tagtyict frekansa sahip olmasi ile iligkilendirilebilmektedir. Hastalik insidansindan
bagimsiz olarak SMA hastaliginda hastalarin yasam kalitelerinin minimum etkilenmesi
icin erken teshis ve dogru tedavi ile gelisen komplikasyonlarin azaltilmasi oldukga
kritiktir. SMA, hastalik baslangi¢ yas1 ve motor noron fonksiyon seviyelerine gore 5
klinik alt tipte degerlendirilmektedir (Russman, 2007).

2.1.2. SMN2 Geni ve Kopya Sayisi

SMA’11 hastalarda fonksiyonel SMN1 geni olmadigindan dolay1 hayatta kalmak
icin gerekli SMN protein ekspresyonu gerceklesememekte olsa da diisiik miktarda SMN
protein ekspresyonu SMN1 geninden birkag¢ niikleotitlik farka sahip olan SMN2 geni
tizerinden gerceklestirilmektedir. Saglikli bireyler de dahil olmak tizere her bireyde farkl
kopya sayisinda SMN2 geni mevcuttur. Tip I SMA hastalarmin ¢ogu iki kopya SMN2,
tip 11 SMA hastalarinin ¢ogu ti¢ kopya SMN2 ve tip III SMA hastalar ii¢ veya dort SMN2
kopyasina sahiptir. Bu sebeple her SMA hastasinda en az bir kopya SMN2 geni

bulundugundan dolayi. Tam uzunlukta SMN2 mRNA'sinin ekspresyonunun artirilmasina



yonelik ¢esitli terapotik stratejiler onerilmektedir. Farmakolojik yaklagimlarin bazilari,
SMN transkripsiyonunu artirarak veya splicing asamasinda ekzon 7'nin inkliizyonunu
hedefleyerek tam uzunlukta SMN mRNA miktarin1 artiran sodyum valproat ve
hidroksitire gibi ilaglara dayanmaktadir (Sumner, 2006).

SMA hastalarindaki SMN2 kopya sayisinin hastalik seyri ve fenotipik siddet ile
iliskisine yonelik sonuglar ortaya konmustur (Lefebvre vd., 1997; Shorrock vd., 2018).
SMN?2 kopya sayisinin artisi ile hastaligin fenotipik siddetinin diisiis gosterdigi tespit
edilmistir (Feldkotter vd., 2002; Shorrock vd., 2018). SMN2 kopya sayisinin hastalik
seyrini iyilestirmesinin yani sira yasam siiresini uzattiglr ve fenotipik siddetin azalmasi
tizerindeki etkisi de nem tasimaktadir (Wang vd., 2009). Tiim SMA hastalarinda SMN 1
geninde delesyon veya mutasyon meydana gelerek gen islevsiz hale gelmektedir. Saglikli
ve hasta her bireyde farkli kopya sayisinda da olsa SMN2 geni tarafindan SMN protein
ekspresyonu gerceklestirilmektedir. SMN2 kopya sayisina bagli olarak bu gen iizerinden
eksprese edilen tam uzunlukta (FL) SMN protein miktari, SMA tip 0 yenidoganlar ve
SMA tip 4 yetiskinler de dahil olmak tizere SMA’da hastalik seyrini olumlu ydnde
modiile etmektedir (Sekil 2) (Chen, 2020).

SMN1 delesyonu veya mutasyonlar

SMN2 kopya sayis1 = SMN protein miktar:
SMA Tipleri

l l | | | | |
T

I 1 T T T 1
Letal 0 1 2 3 4 Semptom siddeti

Sekil 2. SMN2 geninin SMA fenotipi iizerindeki etkisinin spektrumu (Chen, 2020)




2.1.3. SMA Alt Tipleri

SMA hastaligmin klinik alt tipleri bulunmaktadir. SMA tip 0, tip 1, tip 2, tip 3 ve
tip 4 olmak tizere 5 alt tipe sahiptir. Klinik alt tipler, hastaligin baslangi¢ yasina ve SMN2

kopya sayisina dayanmaktadir (Tablo 1) (Kolb & Kissel, 2015).

Tablo 1. SMA alt tipleri (Kolb & Kissel, 2015)

Tip Baslangic yasi Yiiksek Dogal 6liim yas1 SMN2 Kopya
fonksiyon sayisi

0 Prenatal Solunum destegi <lay 1

1 0-6 ay Asla oturamaz <2yl 2

2 <18 ay Asla ayakta > 2yl 34

kalamaz

3 >18 ay Kendi basina Yetiskin 34
ayakta kalabilir

4 >21 yil Kendi basina Yetiskin 4-8
ayakta kalabilir

SMA tip 0, fetal donemde kendini gdsteren ve en nadir alt tiptir. En siddetli gegen
SMA tip 0 alt tipinde genellikte bu alt tipte canli dogum goriilmemektedir. Siddetli
zayiflik ve hipotoni, fetal hareketlerde azalma ile karakterizedir. Yenidogan
muayenesinde, tip 0 bebeklerde arefleksi, yliz diplejisi, atriyal septal defektler ve eklem
kontraktiirleri goriilebilmektedir. Solunum yetmezligi ciddi bir sorun olmakla beraber
¢ogu hastanin 6 aydan sonra hayatta kalmasi zorlasmaktadir (Dubowitz, 1999; Macleod
vd., 1999).

SMA tip 1, Werdnig-Hoffman hastalig1 olarak da bilinmekte olan en sik goriilen
alt tiptir. Dogum sonrasi birkag ay i¢inde ortaya ¢ikmakta ve genel olarak yasamlarinin
ilk yillarinda solunum kas1 yetmezliginden hayatlarini kaybetmektedir. Bu alt tipe sahip
SMA’l1 bebeklerde hipotoni, zayif bas kontrolii ve 6 aydan once tendon reflekslerinde
azalma gorlilmektedir. Sekil 3’te goriildiigii gibi yardimsiz oturma kabiliyetine sahip
degillerdir (Sekil 3) (Kolb & Kissel, 2015). SMA Tip 1 bebeklerde dil ve yutkunma
zayifligr gelismektedir. SMA Tip 1 bebeklerde genellikle 2 yas 6ncesinde solunum
yetmezligi goriilmektedir (Finkel vd., 2014). Tip 1 hasta bireylerin genomlarinda bir veya
iki SMN2 kopyasi bulunmaktadir (Kolb vd., 2017).



Sekil 3: Spinal Muskiiler Atrofi Tip 1 (Kolb & Kissel, 2015)

SMA tip 2, 6-12 aylik ¢ocuklarda kas zayifligiyla seyretmekte ve bu hastalar
bagimsiz  olarak  oturabilmekte ancak bagimsiz  yiiriime fonksiyonlarim
gerceklestirememektedirler (Sekil 4). Bu alt tipe sahip hastalarda eklem kontraktiirleri,
siddetli skolyoz ve yetiskinlikten 6nce non-invaziv ventilasyonun kullanimini gerektiren
solunum tutulumu gibi ortopedik komplikasyonlar goriilmektedir. Tip 2’li hastalarda
kollarda zayiflik ve ilerleyen proksimal bacak zayifliklar da ortaya ¢ikmaktadir. Hasta
bireyler genomlarinda genel olarak 3 SMN2 kopyasi igermektedir. SMA 1 ve II hastalari
¢ogu zaman hiperkalorik ve hiperproteik oral takviyelerin kullanimina ve gastrostomi gibi
daha invaziv miidahaleler ile beslenme destegine ihtiyag duymaktadir. Bu alt tipteki
komorbiditelerin ¢ogu kas =zayifligi, kemik ve eklem gelisiminde ortopedik
komplikasyonlar ile iliskilendirilmistir. Bu hastalar, gerekli solunum, ortopedik ve

beslenme bakiminin saglanmasi igin multidisipliner bir ekip gerektirmektedir (von

Gontard vd., 2002).



Sekil 4: Spinal Muskiiler Atrofi Tip 2 (Kolb & Kissel, 2015)

SMA tip 3, Kugelberg-Welander hastalig1 olarak da bilinmektedir. Bu hastalar
hayat boyu belirli bir zaman araliginda yardimsiz yiiriiyebilmektedir (Sekil 5). 18 ay ve
sonrasindaki donemde ortaya ¢ikmaktadir. Koldan daha fazla bacaklarda ilerleyen
proksimal gii¢siizliik ile karakterizedir. Bacaklardaki zayifliktan kaynakli olarak ileriki
donemlerde tekerlekli sandalyeye ihtiya¢ duyulabilmektedir. Tip 2 SMA’I hastalardan
farki ise bu bireyler genel olarak skolyoz komorbiditelerden kurtulmalarinin yani
solunum kas zayifliklar1 ¢ok azdir. Hasta bireyler genomlarinda 3 veya 4 SMN kopyasi
icermektedir (Zerres & Davies, 1999).

SMA tip 4, alt tiplerin en hafif sinifidir. SMA tip 4 ise proksimal yetiskin tip olarak
smiflandirilmakta ve vakalarin %5’inden az bir kesimini temsil etmektedir. Hastalik
baslangici ve seyri yavas ilerlemektedir. SMA tip 3 ile benzerlik gostermektedir. Hastalik
baslangici yetigkinlik doneminde ortalama 30 yas ve iizerinde kendini gostermektedir.
Ancak geng yaslarda da ortaya ¢ikabilmektedir. SMA Tip 3 ve 4 hastalar1 bagimsiz olarak
yuriiyebilmekte ve genellikle yetiskinlik oncesi hayati faktdrler olmaksizin degisken
Klinik seyir gostermektedir (Messina, 2018).



Sekil 5: Spinal Muskiiler Atrofi Tip 3 (Kolb & Kissel, 2015)

2.1.4. SMA Molekiiler Mekanizmasi

SMA hastaligi, SMN proteininin fonksiyonel olmayan ekspresyonu ile meydana
gelen genetik bir hastaliktir. Hastaligin molekiiler mekanizmasinda telomerik SMN1 ve
sentromerik SMN2 genleri sorumludur (Aguti vd., 2018; Arnold & Fischbeck, 2018).
SMN proteini eksikliginde motor néron hiicre kayb1 ger¢eklesmektedir. SMN proteini
sitoplazma, niikleoplazma ve niikleer Cajal cisimciklerinde eksprese edilmektedir. RNA
metabolizmasinin gesitli asamalarinda gorev alan protein viicutta neredeyse her yerde
eksprese edilmektedir. SMN proteini, spliceozomal kiigiik niikleer riboniikleoproteinler
(snRNP'ler) ve mRNA metabolizmasinda kritik bir géreve sahip SMN kompleksinin
temel bilesenidir (Franco-Espin vd., 2022). Hem sitoplazmada hem de niikleusta eksprese
edilen SMN proteini Sekil 6’da gosterildigi gibi neredeyse viicudun her yerinde
ekspresyonu gergeklestirilmektedir (Tissue expression of SMN1 - Summary - The Human

Protein Atlas, t.y.).
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Sekil 6. SMN proteinin eksprese oldugu dokularin gosterimi (Tissue expression of SMN1 - Summary
- The Human Protein Atlas, t.y.)

Viicudun her yerinde ekspresyon profiline sahip olan SMN proteini en fazla spinal
motor noronlarda eksprese edilmektedir. SMN proteini 38kDa biiyiikliigiinde polipeptit
yapidadir. SMN proteininin fonksiyonel olarak islevi halen arastirllmakta ve heniiz
detaylica aydinlatilamamis olsa da RNA baglayic1 proteinler ile etkilesime girdigi,
mRNA’larin ve kodlamayan RNA’larin olgunlagmasinda gorevli olan splicosome
kompleksinin olusumunda molekiiler agidan olduk¢a dnemli oldugu bilinmektedir (R0Ss
& Kwon, 2019; Schorling vd., 2020). SMN proteini bunlarin yan1 sira SNRNP biyogenezi,
translasyon, transkripsiyon, hiicresel stres graniillerinin olusumu ve hiicresel
makromolekiillerin iletimi gibi pek ¢ok hiicresel hayati asamada rol oynamaktadir (Singh
ve ark., 2017). SMN proteininin eksprese edilememesi sonucunda, alt motor néronlarda
on boynuz hiicrelerinde ve omurilikte beyin sap1 ¢ekirdeginde geri doniisii olmayan kayip
meydana gelmekte ve bu durum daha fazla kas atrofisine neden olmaktadir (Prior vd.,
2009).

SMN1 geninin her iki aleli iizerinde gerceklesen nokta mutasyonlari ve
heterozigot delesyonlar SMA hastalariin yaklasik %5°lik; homozigot delesyonlar ise
hastalarin yaklasik olarak %95’lik yiiksek oranda bir kismini kapsamaktadir. SMN1
geninde ekzon 7 katilimi gergeklesememesi sonucunda fonksiyonel olmayan, kesikli
yapida SMN protein tiretimi gergeklesmektedir. SMN1 geninden meydana gelen mRNA
transkriptlerinden  tam  uzunlukta fonksiyonel SMN  protein  ekspresyonu
gerceklestirilmekte; SMN2 geninden meydana gelen mRNA transkriptlerinde diisiik
oranda fonksiyonel SMN proteini ekspresyonu gerceklestirilmektedir. SMN2 geni
tizerinden eksprese edilen kesik ve stabil olmayan yapidaki SMN proteini SMNA7 (delta
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SMN) olarak adlandirilmaktadir. SMN proteinin fonksiyonelligini kaybetmesinin sebebi
ise ekzon 7’nin MRNA islenmesi asamasinda katilamamasi ile iligkilidir (M. A. Passini
vd., 2011; Ross & Kwon, 2019; Schorling vd., 2020). Ekzon 7 tarafindan kodlanan 16
amino asitlik bir bélge SMN proteinin oligomerizasyonu ve stabilitesi i¢in kritik rol
oynamaktadir. Bu bolge sayesinde SMN proteinin katlanmasi gercekleserek islevsel

0zellik kazanmaktadir (Lorson ve ark., 1999).

2.1.5. SMN1-SMN2 Gen Bolgeleri

SMN protein iiretiminden sorumlu ve SMA hastaligi ile iliskili SMN1 ve SMN2
olmak iizere iki gen bolgesi mevcuttur. Sekil 7°de de gosterildigi gibi her iki gen bolgesi
de kromozomun 5q kolunda yer almakta; SMN1 geni 5911.2; SMN2 geni 5913.3
pozisyonunda yer almaktadir (Rao vd., 2018). Biyolojik olarak aktif olmayan analog
SMN2 geni SMN1 geninden yalnizca 11 niikleotit farkliliga sahiptir (Lorson vd., 1999).
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Sekil 7: SMN1 ve SMN2 genlerinin kromozom iizerindeki lokasyonlarinin gosterimi (Rao vd., 2018)
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SMNI1 genine neredeyse identik sayllan SMN2 geninin en biiyiik farki ise 840.
Niikleotit lizerinde meydana gelen C-T doniisiimiidiir. Meydana gelen bu donilisiim
sonucunda ekzon 7 katilimi engellenmektedir. Ekzon 7 katilimimin engellenmesi
sonucunda ise ekzon 7 iizerinde islevsel exon splicing enhancer (ESE) bir exon splicing
silencer’a (ESS) doniismektedir. Bu dontisiim ile splicing asamasinda gorev alan
elemanlarin baglanma bolgelerine baglanmasi engellenmekle beraber fonksiyonel SMN
protein ekspresyonu saglanamamaktadir. Bu siire¢ sonunda ise kesikli ve stabil olmayan
yapida, islevsiz SMN proteini eksprese edilmektedir (M. Farrar vd., 2009; Valetdinova
vd., 2019). Sekil 8’de gosterildigi gibi 840. niikleottite meydana gelen C-T doniisiimii ile
SMN?2 geninde ekzon 7 katilamamasi sonucunda %80-95 oraninda fonksiyonel olmayan
SMN proteini iiretilmektedir. Uretilen transkriptlerde %10-15 oraninda fonksiyonel SMN
protein ekspresyonu gerceklesmektedir (Cartegni vd., 2006).

T SMNZ2 SMNT ¢
1
<= o e =p
Sentromerik kopya Telomerik kopya

~ %15 ekzon7 .
katilim
/\D_ﬁ\\ A AN /\ /\ A /\ X

8 7 6 5 4 3 2b 22 1 1 2 2b 3 4 5 6 7 8

~ %385 ekzon7

katilim
~85% ~15% 100%

Fonksiyonel Kesikli SMIN

olmayan Proteini Fonksiyonel

Sekil 8. SMN1 ve SMN2 genlerinin mRNA transkriptlerinin sematik gosterimi (Kolb & Kissel, 2015)
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2.1.6. SMN2 Geni ve Hastahiga Etkisi

Yapilan ¢aligmalardan birinde genotip-fenotip analizleri sonucunda SMN2 kopya
sayisi ile hafif fenotip arasinda bir iliski oldugu tespit edilmistir (Mailman vd., 2002).
SMN2 her ne kadar SMA hastaliginin siddeti ile iliskili olsa da tek fenotipik belirleyici
de olmadigi bilinmelidir. 2009 yilinda Prior ve arkadaslart hafif 3b fenotipinde ve 2
SMN?2 kopya sayisina sahip 3 yetiskin hasta ile bir ¢alisma yapmistir (Prior vd., 2009).
Bu c¢alismada tam uzunlukta SMN proteinin artis1 ile hastaligin hafif seyri ve fenotipi
arasinda bir korelasyon bulunmustur. Bu korelasyonun ise ekzon 7 tizerinde bir ESE
olusumunu indiikleyen ¢.859 G>C doniisiimii sonucu artan tam uzunlukta SMN protein
ekspresyonu ile gergeklestigi belirlenmistir (Wirth vd., 2006). ¢.859 G>C doniisiimiiniin
(p.Gly287Arg varyanti) fenotip lizerinde olumlu bir modifiye edici etkiye sahip oldugu
tespit edilmistir (Reed & Zanoteli, 2018; Vezain vd., 2010). 859. Niikleotitteki G>C
doniistimii sonucu arjinin amino asitinin glisin amino asitine déniismektedir. Bu amino
asit degisikligi amino asit yapisi i¢cin dnem arz etmekte ve SMN proteininin ii¢ boyutlu
konformasyonunun degisimine sebep olmaktadir. Yapilan calismalarda c.859G>C
varyantinin ekzon 7 katilimini artirarak SMA klinik seyrini iyilestirdigine yonelik kanitlar
yer almaktadir. Bu varyantin tespiti, SMA hastaliginin klinik siddetini etkileyebilecek
genetik varyasyonlarin anlasilmasindaki oneme dikkat ¢ekmektedir. Hem potansiyel
hedeflemede hem de teshis asamalarinda bu iliskiler olduk¢a &nemlidir. SMA’daki
genotip-fenotip korelasyonlara ait degerli bilgiler saglamakla birlikte hastaligin
molekiiler mekanizmasinin da anlagilmasina 1s1k tutmaktadir (Vezain vd., 2010). Hastalik
fenotipi ve SMN2 kopya sayisinin iligkisine dair ihtimalin en diisiik olacagi hasta
popiilasyonu SMA tip 1 hastalaridir. Bu hastalarda yalnizca iki SMN2 kopyasi oldugu
icin hastaligin hafif seyretme ihtimali diisiik bir olasiliga sahiptir (Feldkdtter vd., 2002).

Ekzonlarin splicing mekanizmasi dogru ¢alisabilmesi igin c¢oklu intronik ve
ekzonik cis etkili regiilator elementlere ihtiyag duymaktadir (Cartegni vd., 2002; Pagani,
2003). Ekzonik splicing diizenleyici elemanlar trans-etkili faktorler tarafindan
taninmaktadir. Genel olarak ESE ve ESS olarak isimlendirilmektedir. ESE’ler splicing
mekanizmasini uyaran ve intron ¢ikarilmasi i¢in gerekli elemanlarken; ESS’ler genel
olarak splicing mekanizmasinin inhibe edilmesinde rol oynayan elemanlardir. Cogu ESE,
splicing faktorlerinden olan serin/arjinin amino asitleri agisindan zengin olan SR
proteinleri i¢in baglanma bdlgesi konumundadir. Cesitli temel spliceosomal bilesenleri

toplayarak splicing mekanizmasini desteklemektedir. Splicing agsamasinda gorevli her bir
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SR proteini farkli fonksiyonel dizi motiflerini tanimaktadir. Prior vd. yaptig1 ¢alismada
dogal tip ve ¢.859 G>C doniistimii olan ekzon 7 bolgelerinde SR proteinleri i¢in dort
farkli motif matrisi (SF2/ASF, SC35, SRp40 ve SRp55) incelenmistir. Sonug olarak ¢.859
G>C dontistimiiniin yeni ve yiiksek puanli giliclii bir SF2/ASF motifi olusturdugunu
kesfetmislerdir (Prior vd., 2009).

SMN?2 geninde ekzon 7°de meydana gelen G>C doniisiimii bir SF2/ASF-ESE’yi
bozmakta veya bir hnRNP A1-ESS olusumuna neden olarak SMN ekspresyonu
engellenmektedir (Cartegni vd., 2006; Kashima, Rao, David, vd., 2007; Kashima, Rao,
& Manley, 2007; Vezain vd., 2010). Sekil 9°da gosterildigi gibi dogal tipe kiyasla 859.
niikleotitte meydana gelen G>C donlisimiiniin tam uzunlukta SMN proteini
ekspresyonunu ~%20 oraninda artirdigi ve ekzon 7 katilimini 6nemli derecede geri
kazandirabildigi tespit edilmistir. Mutant dizi tarafindan olusturulan yeni ve giiclii
SF2/ASF motifi sayesinde tam uzunlukta SMN protein ekspresyonunun artisa gegtigi ve
daha hafif hastalik fenotipi ile seyrettigi tespit edilmistir. Bunu da bir ESE olusturarak

veya ESS’yi bozarak yapabilecegi one siiriillmektedir.
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Sekil 9: SMN2 minigen ¢.859G>C, dogal tip SMN2 minigene kiyasla pre-mRNA splicing
asamasinda ekzon 7 katiliminin gésterilmesi (Prior vd., 2009)
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2.1.7. SMA’da Genetik Tedavi Cahsmalar:

SMN1 geninde meydana gelen delesyonlar veya mutasyonlar sebebiyle ortaya
¢ikan, kas kayb1 ve motor noron kaybi ile karakterize 6liimciil bir hastalik olan SMA
hastalig1 i¢in birkag farkli alanda gen ¢alismalar1 yapilmis ve halen yapilmaktadir. Adeno
Miskili Viriis (AAV) tabanli SMN1 geninin aktarimima dayali gen terapi stratejileri ile
SMA’nin bir SMA fare modelinde ve klinik ¢alismalarda sonuglart sonucunda olumlu

bulgular elde edilmistir (Duque vd., 2009; Foust vd., 2009).

Biyolojik olarak aktif olmayan, analog SMN2 geni ekzon 7 silencer (susturucu)
bolgesinde tek bir baz ¢ifti degisikligine sahiptir. Silencer bolgesinde meydana gelen bu
degisiklik protein ifadesinde kayba sebep olmaktadir (Faravelli vd., 2015). SMN2
geninde meydana gelen susturucunun SMNI1 genindeki diziye g¢evrilmesinin SMA
hastalik fenotipinin iyilestirildigine isaret etmektedir. DiMatteo ve ark yaptiklar
caligmada oligoniikleotitler kullanarak homolog rekombinasyon ile SMN2 geninin
sekansini SMNI1 sekansina dontistiirmiistiir (Sekil 10a) (Nelson vd., 2017). Bir diger
calismada ise motor noronlara farklilagtirilan hastadan tiiretilen iPSC’lerin SMA fare

modelinde yasam dongiisiinii ve fenotipi iyilestirdigi gosterilmistir (Corti vd., 2012).

Antisens oligontikleotitler ve morfolinolarin kullanildig1 bir baska caligmada
mRNA seviyesinde SMN2 inkliizyonunun saglanarak farelerin CNS’de (Central nervous
system) SMN proteininin artisi saglanmistir (Sekil 10b) (M. A. Passini vd., 2011;
Porensky vd., 2012).

16



Hasta Genotipi Genetik Diizenlenen
| SMN2 geninin SMN1 genine déniistiiriilmesi |
SMN1-like 5 CIGIGITIT[T[EIAIGIA[C[AA[A[A[T] 3'
SMNZ 5 G GIGITITITHNAIGAIC/AIAAAIT 3 3'[CIC[CAARIGITICITIGTITITIT Al 5
CICICAAABITICITIGITTITITAl 5
) :ﬂbdtdb:
[ e A l C
l - Homolog
T G T T o o T
TR -

== )

| Antisens oligoniikleotit ekzon 7 inkliizyonunu artirir

T
. A A A
SMN2 Antkens svn: [ e I Em
1 oligoniikleotit 1 -
O O - —
56 s

Sekil 10. SMA icin genom miihendisligi. a| SMIN2 geninin oligoniikleotit aracili rekombinasyon ile
SMNI1 genine doniisiimii ile sag kalimin artisi. b| Splicing asamasinda SMN2 ekzon 7
inkliizyonunun indiiksiyonu i¢in antisens oligoniikleotitlerin kullamim (Nelson vd., 2017)

Bugiine kadar SMA hastalig1 i¢in U.S Food and Drug Administration (FDA)
onayli; Biogen Nusinersen (Spinraza®), Novartis Onasemnogene Abeparvovec-Xioi
(Zolgensma®) ve Risdiplam (Evrysdi™) olmak iizere ii¢ ilag bulunmaktadir. Bu ilaglarin
tedaviye yonelik ciddi olumlu sonuglart olsa da tedavilerin maaliyetleri oldukca
yiiksektir. Bunun yani sira uzun vadeli etki ve yan etkileri konusunda net bir kaniya
vartlamamistir. Tiim bu bilinmezlikler ve yiliksek maaliyet sebebi ile SMA tedavisine
ithtiyac duyan hastalarin tedavi basarilar1 olumsuz yonde etkilenmektedir. Yiiksek tedavi
maaliyetinin yaninda skolyoz veya omurga deformasyonuna sahip hastalar i¢in ilag
uygulamalar1 daha gii¢ ve profesyonel bir ¢alisma ekibi gerektirmektedir. Skolyoz SMA
hastalarinda genel bir semptom oldugu i¢in ¢ogu hastada tedaviler yiiksek verimde
olmamaktadir. Giincel olarak cesitli terapotik yaklasimlar gelistirilmekte olup halen
maaliyet konusunda genel anlamda bir iyilestirilmeye gidilmemektedir (Chong vd.,
2021).
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Genel anlamda bakildiginda SMA hastaliginda mevcut olan terapoétik stratejiler
SMN-bagimli terapiler ve SMN-bagimsiz terapiler olmak iizere ki kategoriye ayrilmakta
ve bu kategoriler daha sonra sekiz farkli dala ayrilmaktadir (Sekil 11).
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Sekil 11. SMA hastaliginda terapotik yaklasimlar (Chen, 2020).

Hasta genotipinde meydana gelen SMN1 delesyon veya mutasyonu sonucu SMN2
geni iizerinden tiretilen SMN protein ekspresyonu saglanmaktadir. Bu baglamda SMA
tedavisinde genel olarak yaklasimlara bakildiginda SMN2 geni terapdtik bir hedef haline
gelmektedir (Feldkotter vd., 2002). Bunun yani sira yapilan ¢alismalar ile SMN protein
eksikliginin motor noronlar, merkezi sinir sistemi igerisinde yer alan hiicreler, pek ¢ok
sayida periferik organ ve ndronal olmayan dokular1 da kapsayacak boyutta patojenik
etkilere sahip oldugu tespit edilmistir. Bununla iliskili olarak klinik Oncesi
modellemelerde ve hastalik siirecindeki  patolojik  degisimlere  bakildiginda
kardiyovaskiiler sistem, bagisiklik sistemi ve gastrointestinal sistem gibi pek ¢ok sisteme
degisiklikler tespit edilmistir. SMA’da klinik 6ncesi ve klinik ¢aligmalardaki potansiyel
terapotik ajanlar 6zetlendigi bir sekilde gosterilmektedir (Sekil 11). SMA’da terapdtik
yollarin gelistirilmesinde, hastaligin altinda yer alan SMN-bagimli ve SMN-bagimsiz
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yolaklarin karakterizasyonu ve agiga cikarilmasi kritik rol oynamaktadir. Tiim bu
terapotik yaklasimlar arasinda, viral vektorler tarafindan splicing veya replacing (yer
degistirme) modiile edilerek fonksiyonel ekzojen FL SMN2 geninin upregiile edilmesinin
gerceklestirilmesi en umut verici klinik verilere sahip strateji olarak yer almaktadir
(Mendell vd., 2017). SMN-bagimli terapilerin yaninda ndroprotektif ajanlar, miyostatin
inhibitdrleri, iskelet kasi troponin aktivatorleri ve kok hiicre tedavisi gibi tedaviler de bu
kategoride yer almaktadir (Wadman vd., 2020). SMA hastaligindaki gelistirilen tedaviler,

diger benzer siniftaki genetik motor noron hastaliklar i¢in de altyap1 olusturmaktadir.

SMN-bagimli terapétik yaklagimlara bakildigi zaman SMNI1 hedef alan strateji
SMN2 hedef alan diger tig stratejiden ayrilmaktadir. SMN2 geni terapotik stratejiler i¢in
oldukca iyi bir hedef konumundadir. SMN2 hedef alan terapétik stratejiler; promotdr
aktivasyonu ile SMN2 transkripsiyonunun artirilmasi, ekzon 7 katilimi, SMN protein
translasyonunun modiile edilmesi ve SMN protein degredasyonunun engellenmesi gibi
yaklasimlar1 igerirken SMN1 genini hedef alan stratejiler ise SMNI1 geninin viral

vektorler ile aktarimini icermektedir (Tablo 2).

19



Tablo 2. Spinal muskiiler atrofide yeni terapotik yaklasimlar: giincel klinik ve preklinik denemeler

Deneme Durumlari

Terapotik
Yéntemler Patolojik Terapotik Hedefler Terapotik Ajanlar (Tamamlanms veya
devam eden) /Sonuglar
SMNZ mutasyonu SMNZ1 degisimi Zolgensma (AVXS-101) FDA-Approved
Nusinersen Nusinersen: FDA-onayli
SMN2 mRNAsmin Ekzon 7 inkliizyonunun (S_plqraza) Risdiplam: devam eden faz
Risdiplam 2/3 placebo-kontrolli;
alternatif splicingi indiiklenmesi (RG7916) yaklagan FDA-onay1
Branaplam Branaplam: devam eden
(LM1070) faz 1/2 agik etiketli
PBA: placebo-kontrol
tamamlandi; negatif
_ VPA: placebo-kontrol
§ HDACIs, e.g., PBA, tamamlandu;; negatif
on VPA, Hydroxyurea: placebo-
= Tam uzunlukta . . Non-HDACIs: kontrol tamamland;
% SMN2 transkriptlerinin Hydroxyurea negatif
s SMN mRNA . Celecoxib Celecoxib: devam eden
5 arfisy upregiilasyonu Quinazoline fazv2 agik etiketli
§ (RG3039) Quinazoline: askiya alindi
Albuterol Albuterol: tamamland1
Prolactin open-label; pozitif ama
kontrollii deneme datalar:
eksik
Prolactin: preklinik
s Aminoglycoside
SMN protein . 4 ;
P SMN protein stabilize Bortezomib N
r , BBrmo02 Hepsi preklinik agamada
degredasyonu edilmesi Indoprofen
polyphenols
SRK-015: devam eden faz
2 open-label
SRK-015 .
Anabolik . r " : Reldesemtiv: Faz 2
Kas giiclendirici ajan Reldzei;r;'fo\’7§CK tamamland: placebo-
abnormaliteler Miyoaktivatorler kontrollii; askida
N (Miy ) BIIBL10 .(AL.G g BI1B110: devam eden faz
E Follistatin 1a
»50 Follistatin: preklinik
g Néromuskiiler o Pyridostigmine: placebo-
| . . . Pyridostigmine kontrollii deneme
< baglanti Norotransmitterlerin (Mestinon) tamamlands; askida
> . gelistirilmesi 4-aminopyridine (4- 4-aminopyridine:
n defektleri AP) completed placebo-
kontrollii deneme; askida
. Riluzole Riluzole: agik-etiketli
Motor ndron Gabanentin tamamlands; negatif
Norokoruma pet Gabapentin: placebo-
kavybi Olesoxime - . .
y (TRO19622) kontrollii deneme; negatif

Olesoxime: askida

Son dénemlerde FDA onayli ASO Nusinersen, onasemnogene abeparvovec

(ZOLGENSMA) ve oral

yolla almman Risdiplam

ilaglar1

SMA tedavisinde

kullanilmaktadir (Sekil 12). Faz II ve III klinik ¢aligmalardaki verilere bakildiginda umut

verici sonuglar elde edilmektedir. Bu baglamda diger terap6tik yaklagimlarin da klinik

uygulamalarda onii agilmaktadir (Messina & Sframeli, 2020).
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Onasemnogene Nusinersen

Risdiplam

l |

| SMN1 gen aktarimi |

SMN?2 pre-mRNA diizenlenmesi
ile FL SMN proteininin artis

|

Olesoxime
Nérokoruma

| 4 Fonksiyonel SMN
protein artig1

|
X SMA+ kiiciik molelsiil
|

&
ol Lo
Goa GGG &
L

Forksiyonel SMN protein artigs

Reldesemtiv- iskelet troponin aktivitatori

SRK-105-miyostatin inhibitori

Sekil 12. Ana terapotik yaklasim ve mekanizmalar1 (Messina & Sframeli, 2020)

SMA icin FDA onayl ilk ila¢ olan Nusinersen, ekzon 7 katilimini saglayan bir
cesit Antisens Oligoniikleotittir (ASO). SMN2 intron 7 bolgesinde bir intronik ekleme
susturucusu N1 (ISS-N1) dizisi yer almaktadir. Nusinersen ISS-N1’e baglanarak bu
motifi inhibe etmekte ve ekzon 7’nin SMN2-mRNAsina katilimini desteklemektedir. Bu
katilim ile farkl1 deney modellerinde SMA fenotiplerinin de iyilestirildigi, sagkalim ve
patolojide tedavinin ileri gittigi sonuglar tespit edilmistir. Bunun yaninda fonksiyonel
SMN protein translasyonunun da gergeklestirildigi sonuglar arasinda yer almaktadir
(Porensky vd., 2012). Nusinersen faz 1 denemesi SMA hastalarinin beyin omurilik sivisi
(BOS) bosluguna verilerek 2011°de gergeklestirilmistir (Chiriboga vd., 2016). Faz 3
caligmasi ise plasebo kontrollii olarak yapilmis (ENDEAR) ve tip 1 SMA bebeklerde
motor fonksiyonlar, sagkalimda énemli bir ilerleme kaydedilmistir (Finkel vd., 2017).
ASO’lar kan beyin bariyeri (KBB) gegemeyen molekiillerdir. Bu nedenle de tiim klinik

caligmalarda nusinersen, ilk ylikleme periyodunda (initial loading period) iki ayda dort
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kez, devam periyodunda (maintenance period) ise dort ayda bir intratekal olarak
uygulama yapilmigtir. Bugiine kadar diinya ¢apinda pek ¢ok SMA hastasi nusinersen
tedavisi gormiistiir. Ancak 750.000$ gibi yiiksek bir fiyata sahip olmasi ve uzun vadede
etkinliginin belirsizligi gibi limitasyonlar mevcuttur. Bunun yaninda nusinersen omiir

boyu tekrarlayan intratekal uygulamalar1 gerektiren siireklilik isteyen bir tedavidir.

SMN2’nin hedeflendigi yaklasimlarin aksine, SMN1 geninin noral hiicrelere
aktarilmasini kapsayan bir terapi yaklasimi da mevcuttur. ilk AAV9-SMN1 gen terapisi
olan Zolgensma (AVXS-101 veya onasemnogene abeparvovec), dogal tip SMN1 geninin
motor noron hiicrelerine adeno-ilisgkili viriis (scAAV9) araciligi ile aktarimina dayanan
SMNL1 gen replasman terapisidir. SMN1 komplementer rekombinant DNA’si tasiyan
AAV9 wvektori, KBB’ni gecebilmekte ve motor ndronlarin  %60’m1 enfekte
edebilmektedir. Bunlarin yaninda bu yaklasimin tek seferlik enjeksiyon gerektirmesi ve
bunun sistemik SMN protein ekspresyonunu saglamasi gibi avantajlari da mevcuttur. In
vivo calismalarda SMN protein ekspresyonunun siirekli olarak devam ettigi ve tedavi
edilen SMA’l1 farelerin sagkalim siirelerinin de bu oranda artig gosterdigi tespit edilmistir
(Le vd., 2011). Tim bu avantajlarin ve olumlu bulgularin yaninda insan SMN proteinini
eksprese eden AAV vektorlerinin yiiksek dozda intravendz olarak uygulanmasinda
primat ve domuz yavrularinda akut hepatoksisite ve duyusal néron toksisitesi gibi
bulgular bildirilmistir. Zolgensma uygulamalar1 i¢in giivenlik ve tolere edilebilirlik
oldukga kontrollii bir sekilde takip edilmelidir (Hinderer vd., 2018). Uygulama sonrasi
olusan ve gozlemlenen toksisitenin bir diger nedeninin ise SMA popiilasyonunda 6nceden
sahip olunan AAV9 antikorunun varligindan kaynaklanacagi da g¢aligmalarda yer
almaktadir (Sproule vd., 2017). FDA son dénemdeki giivenlik sorunlari sebebiyle 2-5 yas
arasindaki SMA hastalarinda intratekal Zolgensma uygulamalarint kismi olarak
durdurmustur. AAV9 tabanli gen tedavisinde bir diger sorun ise SMN protein
ekspresyonunun her yerde eksprese edilmesi sonucunda, RNA-protein ve protein-protein
etkilesimleri ile esansiyel RNA ve protein yapilarinin spesifik olmayan sekilde
ayrilmasidir. Viral partikiillerin viicutta yetersiz aktarimi ve olusabilecek immdiin yanittan
kaynakli olarak SMNI gen replasman terapisi konusunda endiseler halen devam

etmektedir (Colella vd., 2018).

Kiiciik yapili molekiil bir ajan olan RG7800 yani Risdiplam, oral yolla alinan ilk
SMA ilacidir. Eski adlar1 ile RO703406 ve RG7916, SMN2 pre-mRNA molekiiliindeki

intron 7 5° splice site ve ekzon 7’nin ESE-2 olan iki bolgesine spesifik olarak
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baglanmaktadir. Kiigiik yapidaki bu molekiil SMN2 splicing mekanizmasina etki ederek
SMN protein liretiminde artis meydana getirmektedir. Risdiplam mekanizmasinda iki
bolgeye baglanma ile hedef dis1 etkiler azaltilarak spesifiklik artirilmaktadir. Bu sayede
tam uzunlukta SMN mRNA ve protein ekspresyon seviyeleri ile devam etmektedir.
Yapilan in vivo ¢aligmalarda risdiplamimn MSS ve periferik organlara ulastigi ve SMA
fare modellerinde sagkalimi artirarak SMN protein artisin1  gerceklestirebildigi
gosterilmistir (Ratni vd., 2018). Tiim bunlarin aksine maymunlar ile yapilan ¢alismalarda
hedef dis1 retinal etkiler sebebi ile dozlama calismalar1 durdurulmustur. Bir diger
calismada ise in vivo, in vitro ve insan farmakokinetik verilerinde benzer sekilde hedef

dis1 etkiler gosterdigi tespit edilmistir (Kletzl vd., 2019; Ratni vd., 2018).

SMN-bagimli terapotik yaklasimlarda ii¢ ana tedaviye ek olarak; branaplam,
celecoxib, quinazoline gibi ajanlar ve aminoglikozid antibiyotikler, BBrm2, bortezomib
gibi SMN protein stabilizatorleri de yer almaktadir (Chen, 2020). SMN-bagimli terapotik
yaklasimlarin paralelinde SMN protein ifadesini artirtlmasina yonelik SMN-bagimsiz
terapotik yaklagimlar da calisilmaktadir. SMN-bagimli terapotik yaklasimlar kronik tip 3
ve tip 4 SMA hastalar icin zorluklara sahiptir. Ozellikle motor noron kayb1 olan kronik
SMA formlarindaki hastalarda SMN protein ifadesinin down regiilasyonu s6z konusu
oldugunda SMN-bagimsiz terapétik yaklagimlar 6nem kazanmaktadir. SMN-bagimsiz
terapotik yaklasimlarda; noéroprotektif ajanlar, miyostatin inhibitorleri, iskelet kasi
troponin aktivatorii olan Reldesemtiv, noéromiiskiiler junction, sinaps veya
norotransmiterleri hedefleyen ajanlar ve kok hiicre tedavisi gibi ¢esitli yaklasimlar yer
almaktadir. Sistemik bir hastalik olan SMA icin hem SMN-bagimli hem de SMN-

bagimsiz yaklasimlar 6nem arz etmektedir (Chen, 2020).

Geleneksel gen terapileri, kistik fibroz ve miskiiler distrofi gibi ¢ok ¢esitli kalitsal
hastaliklar1 tedavi etme potansiyeline sahip olmakla birlikte hatali genlerin dogru
versiyonlari ile degistirerek veya bir vektor yardimi ile fonksiyonel proteinler iiretilmesini
saglamaktadir (Colella vd., 2018). Ancak gen ekspresyon sisteminin bir boyut siniri
olmasindan dolay1 tiim gen cesitleri vektorlere sigamamakta ve biiyiik genlerin paketlenip
hiicrelere iletiminde limitasyonlar bulunmaktadir (Niibori vd., 2020). Gen terapilerinde
terapotik etkinligi stirdiiriilmesi i¢in devamli tekrar dozlarmin gerekliligi s6z konusudur.
Bu durumda CRISPR tarafindan olusturulan gen diizenlemelerine ihtiya¢ duyulmaktadir
(Sekil 13). Gen terapileri kaynakli bildirilen 6liimler bu yontemin giivenligi konusunda

siiphelere sebep olmustur. Ornegin, iki hasta, X'e bagl miyotiibiiler miyopati igin gen
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terapisi saglayan yiiksek dozda AAV aldiktan sonra iki hastada karaciger fonksiyon
bozuklugu goriilmesinin ardindan hastalar hayatlarini kaybetmistir. (“High-Dose AAV
Gene Therapy Deaths”, 2020). Ornitin transkarbamilaz eksikligi igin tasarlanmis bir gen
terapisinin arter i¢i dozunun verilmesinden 4 giin sonra 18 yasindaki bir hasta vefat
etmistir. Oliim nedeninin ise geni tasiyan AAV vektdriine kars: gelisen siddetli immiin

reaksiyon oldugu olarak raporlanmistir (Sibbald, 2001).

A Geleneksel Gen Terapisi

Normal

M S ¥4
} S ) B
& W =

Viral Nukleus
vektor

B CRISPR-Gen Diizenleme

R o
R A

Mutant Diizenlenen gen Fonksiyonel
gen protein

Sekil 13. Geleneksel Gen Terapisi ve CRISPR tabanh gen diizenleme sisteminin semasal gésterimi

Genel anlamda SMA hastaliginin tedavisine yonelik yaklasimlara bakildiginda
hedef dis1 etkilerin varlig1 oldukga yaygin goriilmektedir. Tiim bu tedavilerin igerisinde
kalic1 ve stabil bir tedavi heniiz yoktur. Mevcut uygulanan ve FDA onayli Zolgensma
ilacinda yer alan AAV bazli stratejide AAV genoma entegre olmadigi igin kalic1 bir tedavi
olmamakla birlikte uzun yillar siiren stabil bir etkiye de sahip degildir. Tiim bunlar goz
oniinde bulunduruldugunda ise hem spesifik hem de genome entegre olmadan kalic1 ve

stabil bir tedavi siirecini igeren CRISPR gen diizenleme sistemi 6n plana ¢ikmaktadir.
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2.2. CRISPR Gen Diizenleme Teknolojisi

CRISPR sistemi gesitli hiicre ve organizmalarda tek veya coklu hedef genlerin
diizenlenmesi igin kullanilmaktadir (Gupta & Musunuru, 2014). Diinyada pek ¢ok genetik
hastaligin temelinde genomda meydana gelen delesyon, insersiyon ve baz degisimleri yer
almaktadir. Son donemlerde yaygin olarak tercih edilen ve iizerine fazlaca arastirma
yapilan yeni bir gen diizenleme teknolojisi "Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats" (Diizenli Araliklarla Kiimelenmis Kisa Ters Palindromik
Tekrarlar) ve "CRISPR-associated protein 9" (CRISPR ile Iliskili Protein 9)
birlesiminden gelen CRISPR/Cas9 sistemi genomda meydana gelen gelen degisikliklerin
diizeltilmesini miimkiin kilmaktadir (Hsu vd., 2014; Jinek vd., 2012). Bakteri, arke gibi
pek c¢ok prokaryotik canli bakteriyofaj enfeksiyonuna ve plazmit transferine karsi
CRISPR lokuslar1 ve CRISPR iligkili (cas) genleri tarafinca kodlanan RNA -aracili adaptif
bagisiklik sistemleri gelistirmistir. CRISPR/Cas sistemi ilk olarak bakteri ve arkelerdeki
adaptif bagisiklik sistemi olarak ortaya c¢ikan prokaryotik bir sistemin pargasidir. Bu
sistem C,G-T,A ve A, T-G,C transisyonlarinin diizeltilmesinde kullanilabilmekle beraber
klinik c¢aligmalarda da uygulanmaktadir. CRISPR/Cas9 sisteminde prokaryotik
canlilardaki bilesenler kullanilarak DNA {izerinde ¢ift zincir kirilimi gerceklesmekte ve
kirik meydana gelen DNA bdlgelerine cas9, casl2a gibi ¢esitli cas niikleazlar ve rehber
RNA (gRNA) aracili olacak sekilde yonlendirilme gergeklestirilmektedir (Yang vd.,
2019).

CRISPR/Cas9 sisteminin temel bilesenlerine bakildiginda iic ana bilesen
bulunmaktadir. Bunlar; CRISPR RNA (crRNA), Trans-activating CRISPR RNA
(tractrRNA) ve Cas9 enzimidir. crRNA; CRISPR dizisinin iizerindeki hedef genetik
bilginin tasinmasindan sorumlu RNA molekiilii olarak gorev almaktadir. Bu RNA
molekiilii hedef DNA dizisine spesifik olarak baglanmakta ve Cas9 enziminin dogru ve
spesifik  sekilde kesimi gerceklestirmesine yardimci olmaktadir. tracrRNA;
CRISPR/Cas9 sisteminin c¢aligmasindaki verimin yiiksek olmasii saglayan bir RNA
molekilidiir. tracrRNA crRNA ile birlesmekte ve Cas9 enzimi ile interaksiyon kurup
hedef DNA’ya yonlendirmenin gergeklestirilmesini saglamaktadir. Bu yonlendirme ile
kesim islemi gerceklestirilmektedir. Cas9 enzimi; bu sistemin ana bileseni gorevindedir.
Bu enzim ile hedef DNA dizisinde kesim gerceklestirilmektedir. Cas9 enzimi crRNA ve
tractrRNA tarafinca yonlendirilmektedir. Hedef DNA dizisinde kesim bolgesine
baglanma gergeklestirdikten sonra ¢ift zincir kirigi (DSB) gerceklestirerek kesim
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meydana getirmektedir. Bu kesim sonrasinda ise DNA tamir mekanizmalar1 devreye

girerek istenilen genetik degisiklik de DNA’ya tanitilmakta ve gerceklestirilmektedir.

Bir genin fonksiyon, Ozelliklerinin giin yiiziine ¢ikartilmasi, hayvan ve bitki
tiirlerinde ¢esitli 6zelliklerin iyilestirilmesi ve hastaliklar i¢in gerekli hayvan modellerinin
olusturulmasi i¢in ilgili bir gen iizerindeki belirli bolgelerin degistirilmesi yaklagimi ideal
bir standart olarak goriilmektedir. Hedef bolgede meydana getirilen gen modifikasyonu
terapotik uygulamalar icin iyi bir potansiyele sahiptir. Belirli bir zaman 6nce homolog
rekombinasyon aracili embriyonik kok hiicre (ES) modifikasyonunu igeren stratejiler
smirli ¢esitte organizmalarla yapilabilmekteydi. Cinko parmak niikleazlari (ZFN),
transkripsiyon efektor niikleazlar (TALEN) ve CRISPR iliskili Cas gibi ¢esitli niikleazlar
genomdaki modifikasyonlar i¢in daha basit ve ekonomik agidan daha uygun bir secenek
sunmustur (Kim & Kim, 2014). ZFN ve TALEN’lerin aksine CRISPR/Cas9 sistemi her
bir hedef bolge igin ayr1 protein ¢ifti miithendisligini gerektirmemektedir. Bununla
beraber RNA:DNA baz eslesmelerine gore hedef diziye Cas9 niikleaz1 tanimlamaktadir.
Bu niikleazlar hedeflenen genom boélgesinde bir DNA DBS neden olmaktadir. Kiriklarin
olusumu rehber RNA (gRNA) tizerinde bulunan genellikle 18-20 niikleotitlik uzunluktaki
dizi sayesinde ger¢eklestirilmektedir. Bu kirilim ise homolog olmayan ug¢ birlestirme
(NHEJ) veya homolojiye yonelik onarim (HDR) yolundan birinin etkinlestirilmesi ile
onartlmaktadir (Ma vd., 2014) (Sekil 14). Kiriklar tamir edilirken delesyon ve
insersiyonlar gibi ¢esitli modifikasyonlar da DNA’ya tamitilarak gerceklestirilmektedir
(Marzec vd., 2020). Bu sistemin basitligi ve sadeligi ise gesitli hiicre, organizmalarda

genom miihendisligi alaninda devrim niteliginde olusundan gelmektedir.

sgRINA-Cas9 ile DNA’da cift zincir kirtlm

SN

. —
NHEJ HDR
T T T
ahalatalalaleded bbbl slabalalablaleladely
ALLLELLLLLLY  LLLDULELULLL
Kiigiik insersiyon veya Rekombinasyon ile gen diizenleme veya
delesyonlar sonucu gen bozulmasi insersiyon

Sekil 14. DNA tamir mekanizmalar1 (Doudna & Charpentier, 2014)



CRISPR/Cas9 sisteminin calisma mekanizmasinin adimlari; hedef DNA’nin
taninmasi, hedef DNA’ya baglanma, DNA kesimi, DNA onarimi ve genetik
modifikasyonun gergeklestirilmesi seklindedir. ilk olarak genetik modifikasyonun
yapilacak hedef DNA bolgesi gRNA tarafindan taninmaktadir. gRNA hedef DNA
dizisinin komplementerini icermekte ve Cas9 enzimi ile birleserek bir kompleks meydana
getirmektedir. Rehber RNA’nin Cas9 ile olusturdugu kompleks hedef DNA’y1
tamimaktadir. gRNA-Cas9 kompleksi hedef DNA iizerindeki protospacer bolgesine
baglanmay1 ger¢eklestirmektedir. Protospacer dizisinde hedef gen iizerinde kesimin
gerceklestirilmesini saglayan alanlar1 barindirmaktadir. Faj ve plazmitlerden gelen
invaziv genetik elementlerin maruziyeti sonrasinda yabanct DNA’ya ait kisa
fragmentlerin konak¢t DNA’sindaki CRISPR repeat-spacer bdlgelerine entegrasyonu
saglanmaktadir. Bu entegrasyon ile konak¢inin bir sonraki zaman diliminde ayni istilaya
ugramasi bagisiklik sistemi tarafindan engellenmektedir. Baglanma sonrasinda Cas9
enzimi hedef DNA iizerinde cift zincir kirtlim1 gergeklestirerek c¢ift sarmal yapisini
bozmakta ve kesilimleri gerceklestirmektedir. Bu kesim hedef gen bolgesinde kirilima
yol agmaktadir. DNA iizerindeki kirilimin onarilmasi i¢in tamir mekanizmalar1 devreye
girmektedir. Kesilen DNA’nin onarimi i¢in meydana gelebilecek iki farkli onarim
mekanizmast bulunmaktadir; non-homolog wug¢ birlesimi (NHEJ) ve homolog
rekombinasyon (HDR). NHEJ sisteminde DNA kirig1 dogrudan onarilmakta ve kirik hizl
bir sekilde tamir edilmektedir. Ancak dezavantaj olarak bu onarim c¢esidinde hatali
onarimlar gerceklesebilmekle beraber baz cifti eklenmesi ve ¢ikarilmasi sebebiyle
istenmeyen genetik degisiklikler meydana gelebilmektedir. HDR sistemi kirigin tamiri
i¢in kalip DNA dizisi kullanimini gerektirmektedir. Kalip DNA dizisi hiicrenin icerisinde
bulunan ve yapilmak istenen genetik degisikligi barindiran bir dizi olabilmektedir. HDR,
NHEJ e oranla daha dogru bir DNA onarimi gergeklestirmektedir. Ancak NHEJ e kiyasla
daha kompleks bir siirece sahiptir. DNA tamir mekanizmalart NHEJ ve HDR ile genetik
olarak kalict degisiklikler meydana gelmektedir (Chatterjee & Walker, 2017).
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2.2.1. SMA’da CRISPR Calismalari

CRISPR/Cas sistemlerinin kullanildigi pek c¢ok klinik oncesi gen diizenleme
yaklasimi literatiirde yer almaktadir (Bjursell vd., 2018; Long vd., 2016; Maeder vd.,
2019; Tabebordbar vd., 2016; Wu vd., 2019; Yin vd., 2016). Genetik miihendisligine ve
gen terapilerine yeni bir bakis acist kazandiran CRISPR teknolojisi bir¢ok genetik
hastaligin tedavisine olanak saglamaktadir. Literatiirde yer alan bazi1 ¢alismalar, SMA
hastaliginin CRISPR teknolojisi ile tedavisinin miimkiin oldugunu kanitlayici niteliktedir.
CRISPR sisteminin kullanildig1 g¢aligmalarda SMN2 geni iizerinde yapilan baz
modifikasyonlarinin  SMN2 geni iizerinde ekzon 7 katthmimi indiikledigi
gosterilmektedir. Bu yondeki ¢aligmalar ile SMA hastaliginin optimize edilen tedavi
modelleri olusturularak CRISPR sistemi ile calisilabilecegini gostermektedir. SMA
hastaliginin tedavisinde CRISPR gen diizenleme teknolojisinin kullanildigina dair umut
verici pek ¢cok calisma yer almaktadir. CRISPR teknolojisini iceren klinik 6ncesi ve daha
erken asamadaki arastirmalar bulunmaktadir. Bu arastirmalar SMA hastaliginda terapotik
bir yaklasim olarak CRISPR/cas9 teknolojisinin potansiyellerinin ve etkilerinin ortaya

koyulmasini hedeflemektedir.

Son donemlerde SMN2 katilimin1 amaglayan genom diizenleme yaklasimlari
sikea calisilmaktadir. SMN2 ekzon 7 iizerinde yer alan C-T mutasyonunun geriye
diizeltilmesi i¢in farkli ekipler aragtirma yapmistir. Fonksiyonel ekzon 7 iceren ssODN
SMA hastalarindan elde edilen uyarilmis pluripotent kok hiicrelere (iPSC'ler) ve SMA
deri fibroblast hiicre hattina transfekte edilmistir. Genetigi degistirilen bu hiicre
hatlarindan iiretilen motor noronlar tarafindan SMN ekspresyonunun arttig1 ve patolojik
fenotipin de ayn1 zamanda in vitroda iyilestigi tespit edilmistir. Bunun yaninda editlenen
motor noronlarin SMA modeli transgenik farelere transplantasyonu sonucunda da
iyilesen fenotip takip edilmistir (Corti vd., 2012). Zhou ve arkadaglar1 gen editlemenin
etkinligini artirmak i¢cin CRISPR/Cpfl niikleaz sistemi ssODN dondrii ile birlikte SMA
1PSC’lere aktarmistir. Sonucunda ise fonksiyonel SMN ekspresyonunda artis ve fenotipte

iyilesme tespit edilmistir (Zhou vd., 2018).
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2017 yilina ait bir in vivo calisma CRISPR/cas9 sisteminin SMA fare
modellerinde SMN2 geninin modifikasyonunu gerceklestirilebildigini gostermektedir.
SMN2 geni hedeflenerek bu modifikasyon sonucu fonksiyonel SMN protein iiretiminin
artirilmasi asil terapotik olarak hedeflenmis ve protein artisi gergeklestirilmistir. Sonugcta
tedavi edilen farelerdeki motor néron fonksiyonlarmin iyilestigi ve sag kalimin 6nemli

Olgiide artisa gegtigi gosterilmektedir (Li vd., 2020; Lin vd., 2020; Zhou vd., 2018).

Literatiire bakildiginda 2021 yilinda yapilan bir ¢alismada insan ipsc’ler ve
farelerde SMA tedavisi i¢in CRISPR/cas9 teknolojisi kullanilmistir (Li vd., 2020). Bu in
vivo galismada CRISPR sistemi kullanilarak SMA hastalarindaki defekte SMN1 geninin
identik yapida benzer SMN2 genindeki ekleme diizenleyici bolgelerin (splicing-
regulatory elements) (SRE) bozulmasi hedeflenmistir. Bu diizenleyici bdlgelerin
bozulmasinin insan kaynakli indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (iPSC’ler) ve farelerde
SMA hastalik fenotipinin iyiye gitmesine sebep olan tam uzunluktaki SMN proteininin
tiretimini indiikledigi tespit edilmistir (Li vd., 2020).

2023 yilindaki bir ¢alismada insan iPSC’lerde SMN2 geninde en yaygin meydana
gelen mutasyonun diizeltilmesi i¢in yeni ve hassas bir CRISPR gen diizenleme teknigi
olan base editing teknolojisi kullanilmistir. Calisma sonucunda baz editlemenin
mutasyonun etkin bir sekilde diizeltilmesiyle SMN protein ekspresyonunun

artirtlabilecegi tespit edilmistir (Alves vd., 2023).

Bu c¢alismalar SMA hastaliginda yiiriitiilmekte olan pek c¢ok CRISPR
calismasindan birka¢ 6rnek olmakla beraber CRISPR, SMA ve diger nadir hastaliklar i¢in
de yeni ve etkili terapotik tedavilerin gelistirilmesinde potansiyel bir gen diizenleme
teknolojisidir. Pek ¢ok nadir hastalik igin CRISPR/cas9 sistemi ile ¢alisma yapilmis olsa
da hizla gelisen bir teknoloji olan CRISPR tabanli tedavilerin yayginlasabilmesi i¢in
¢ozililmesi gereken birka¢ zorluk bulunmaktadir. Zorluklarin en basinda iletim
gelmektedir. CRISPR sisteminin editleme yapilacak hiicrelere iletilmesi gerekmektedir.
Bu iletimin de giivenli ve etkili bir sekilde yapilmasi kritik bir noktadir. Diger zorluk ise
CRISPR sisteminin genomda ciddi yan etkilere sebep olabilecek DNA’nin istenmeyen
bolgeden kesilmesi ile genomda mutasyonlara sebep olabilmesinden kaynaklanmaktadir.
Bir diger nokta ise CRISPR/cas9 sistemi bazen hiicrelere Zarar vererek hiicre 6liimiine
yol agabilmektedir. Bunun yaninda ise systemin bilesenleri immiinojenik olabilmekte ve

bagisiklik tepkisini indiikleyebilmektedir.
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Bunlarla beraber HDR tabanli yaklagimlarda basarisizlik, NHEJ tarafindan genin
bozulmasina yol acabilmekle beraber SMN2 mutasyonunu diizeltmek yerine var olan
SMN fenotipinin de kotiilesmesine sebep olabilmektedir. Halen off target etkisinin
yiiksekligi, immiinojenik etkisi, ¢ift zincir kiritlimi sonucu genetik mutasyonlara
yatkinlig1 gibi pek ¢ok dezavantaj sebebi ile klinik olarak daha verimli ve uygulanabilir
bir yontem arayisina girilmistir. SMA hastaligindaki genetik tedavi planinda; kalip
DNA’ya ihtiya¢ duymayan ve DNA’da ¢ift zincir kirtlimina sebep olmayarak istenilen
genetik degisiklikleri esnek bir sekilde gergeklestiren, HDR’ye kiyasla daha diistik off
target ve olas1 mutasyon kapasitesine sahip CRISPR-PE sistemi gibi bir sisteme ihtiyag
duyulmustur. Hastaliklara neden olan mutasyonlarin ~%50'si kii¢lik indellerden ziyade
tek niikleotid degisimlerden olustugu i¢in hassas tek bazli diizenleme klinik agidan
anlamli ve Onemli bir yontem niteligindedir. Prime Editing sisteminin, insan
hastaliklariyla iligkili bilinen genetik varyantlarin %89'unu diizenleme potansiyelinden
kaynakli olarak terapotik fayda agisindan dnemli bir konumda oldugu diisiiniilmektedir

(Anzalone vd., 2019).
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2.2.2. CRISPR-Prime Editing Sistemi

Bir¢ok alanda ve pek cok tiir canlida genomik diizenlemelere ihtiyacin artmasi ile
birlikte spesifik modifikasyonlara imkan veren bir gen diizenleme sistemine gereksinim
artmaktadir. RNA aracili endoniikleazlar genom modifikasyon sistemlerinde
kullanilmaktadir. Yapilan ¢esitli arastirmalarla yeni Cas endoniikleazlar kesfedilmekte ve
eski Cas endoniikleazlarin mutant versiyonlar1 gelistirilmektedir. Gelistirilen Cas
endoniikleazlar ile teknigin spesifiklik ve etkinligi artis gostermektedir (Marzec &
Hensel, 2019, s.).

Yapilmakta olan genom diizenleme teknolojilerinin limitasyonlar1 mevcuttur. Bu
limitasyonlarin iistesinden gelebilen Prime Editing (PE) sistemi isimli yeni bir teknoloji
Anzalone ve digerleri tarafindan Nature’da yayimlanmistir. CRISPR/Cas9 aksine Prime
Editing ¢ift zincirli DNA’da kirilima neden olmadan C—T, T—C, A—G ve G—A dahil
olmak iizere delesyon, insersiyon ve 12 baz donisiimiiniin gergeklestirilmesine olanak
saglamaktadir (Anzalone vd., 2019). Yeni bir CRISPR tiirii olan Prime Editing sistemi
genome zarar vermeden diisiik ikincil hedef dis1 mutasyon oranina sahip olan ve temel
degisimlerin tiimiinde kullanima sahip bir gen diizenleme teknigidir (Cohen, 2019; Liu
vd., 2020). Prime Editing Rehber RNA (pegRNA), Cas9 endoniikleazina oOnciiliik
etmektedir. sgRNA’nin aksine pegRNA sadece DNA zincirine komplementer olarak
spacer dizisi degil; primer baglanma bolgesi (PBS) dizisi ve hedef gene tanitilacak olan
diziyi de igermektedir. PBS dizisi ikinci DNA dizisine komplementerdir ve revers
transkriptaz (RT) icin primer olusturulmasimi saglamaktadir. RT enzimi kalip olarak
pegRNA igerisinde yer alan dizi kullanan bir ¢esit RNA bagimli DNA polimerazdir.
Ardindan bilgi pegRNA molekiilinden hedef DNA dizisine kopyalanmaktadir. Bu
yontem ile hedef dizi lizerinde spesifik olarak degisim gerceklestirilebilmektedir. Siirecin
sonunda ise orijinal 5° DNA ve pegRNA’dan kopyalanmis olan modifiye edilen 3° DNA
zinciri olmak tizere iki adet tek zincirli DNA kalmaktadir. Bu diziler daha sonra stabilize
edilerek hiicrelerde yer alan DNA tamir mekanizmalar1 ile tamamlanarak genoma

entegrasyonlar1 gerceklestirilmektedir (Sekil 15).
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Sekil 15. Prime Editing yonteminin mekanizmasinin sematik gosterimi (Marzec vd., 2020)
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CRISPR-PE sisteminin Cas9 aracili HDR ydntemine kiyasla pek ¢ok avantaji
bulunmaktadir. Bunlar arasinda; yliksek verimlilik, daha az indel olusum riski gibi
faktorler yer almaktadir. Nokta mutasyonlar1 HDR ile de tamir edilebilmekte ancak PE
yontemine oranla hedef dis1 (off target) mutasyon riski daha yiiksek ve verimlilik ylizdesi
daha dugiiktiir. Cas9 aracili HDR yontemi bu dezavantajlarindan dolayr klinik
calismalarda tercih edilmemektedir. PE yOnteminin en Onemli avantajlar1 arasinda
DNA’da ¢ift zincir kirig1 olusumuna neden olmadan genom iizerinde istenilen
diizenlemeleri gerceklestirebilmesi yer almaktadir. Bunun yaninda kalip olarak DNA’ya

ihtiya¢ duymamaktadir (Matsoukas, 2020; Schene vd., 2020).

Hassas ve ¢ok yonlii bir gen diizenleme yontemi olan PE sistemi, Cas9 nikaz ve
revers transkriptaz (RT) birlesimine dayanmaktadir (Sekil 16) (Anzalone vd., 2019).
Cas9-Revers transkriptaz proteinin RT bolgesi pegRNA dizisindeki 18-20 niikleotitlik bir
boliimii primer olarak kullanmakta; kesilen DNA’y1 ise kalip olarak kullanarak
sentezlenecek yeni DNA dizisi ilizerinde gen degisiklikleri meydana getirmektedir
(Anzalone vd., 2019; Lin vd., 2020).

Prime editor (PE) and pegRNA Hedef DNA
pegRNA Kkesik bolgesi
Ters Transkriptaz Protospacer | PAM
domaini 5 r A ¥ 3
pegRNA 3’ 3leee — : S
Diizenleme pozisyonu +1 +4 +12
| »
I »~
SpCas9 PE icin
Prime Editing arahgy

Prime Editing kapasitesi:
Tiim 4 transisyon nokta mutasyonu
Tiim 8 transversiyon nokta mutasyonu
Cas9 nikaz Insersiyonlar (1 bp > 44 bp)
Delesyonlar (1 bp >80 bp)
Yukardakilerin kombinasyonlar1

domaini

Sekil 16. Prime editing kompleksini olusturan cas9 nikaz-RT domaini fiizyonu (PE proteini) ile
etkilesimde olan pegRNA’nin gosterimi (Anzalone vd., 2019)
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CRISPR-PE sistemi orak hiicre anemisi, Tay-Sachs gibi ¢esitli nadir hastaliklarda
calisilmigtir. Bu baglamda ¢esitli patojenik mutasyonlarin diizenlenmesi saglanarak
verimli sonuglar elde edilmistir (Anzalone vd., 2019). Ancak daha fazla avantaja sahip
olan CRISPR-PE sisteminde gen tedavi ¢alismalarinin giivenilirligi artirilarak insanlarda
bilinen 75.000°den fazla genetik hastalikta var olan genetik varyantlarin %50’si gibi
biiyiik bir oran1 kapsayacak nokta mutasyon sebepli hastaliklarin (ClinVar) tedavisi

mumkuin kilinabilmektedir.

CRISPR-PE sisteminin mekanizmasina baktigimizda ii¢ nesil Prime Editor (PE)
insan hiicrelerinde test edilmis bulunmaktadir. ilk nesil PE yani PE1°de; RNA bagiml
bir DNA polimeraz olan Moloney murin 16semi viriisii ters transkriptaz (M-MLV RT) ve
bir inaktif domaine sahip endoniikleaz olan Cas9 nikaz H840A’nin C terminaline
baglanmaktadir. Bu kompleks ikinci plazmitte eksprese edilen pegRNA’lar tarafindan
kontrol edilmektedir. PegRNA dizisi 8-15 baz ¢ifti uzunluktaki PBS, RT i¢in kalip dizi
ve hedef DNA’y1 baglayacak olan spacer sekansi igermektedir. PE1’in verimliligi ise PBS
uzunluguna bagli olarak degismekte ve bu uzunluk farkli genler i¢in farkli uzunluklarda
belirlenmektedir (Anzalone vd., 2019). PE’nin etkinliginin artirtlmasi igin
termostabiliteyi, DNA-RNA substrat afinitesini ve RNaz-H aktivitesini etkileyen
mutasyonlar iceren farkli M-MLV RT varyantlari kullanilmaktadir.

PE2, Cas9-nikaz ve ters transkriptazdan olusmaktadir. Genomik delesyon ve
insersiyonlarin kiiglik 6lgekte etkili bir sekilde diizenlenmesini saglamaktadir (Tao vd.,
2022). Bunun yani sira PE2, gelistirilen verimlilik ve stabiliteye sahip tasarlanmig bir
MMLV RT'yi kullanmaktadir. PE3 ise zigot mikroenjeksiyon yoluyla spesifik
diizenlemelere sahip fareler olusturulmasi i¢in kullanilmaktadir. Bu sistemin genetik
modifikasyonlar olusturulmasindaki kullanabilirligini géstermektedir (Adikusuma vd.,
2021). Kisaca PE1, PE2 ve PE3 her bir editorler farkli 6zelliklere sahip olmakla birlikte
gelistirilen diizenleme verimliligi ve spesifik DNA baglama alanlarmin eklenmesi ile

model organizmalarda hassas diizenlemelerin olusturulmasina imkan saglanmaktadir.
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¢.859 G>C doniisiimiiniin yapilan ¢alismalarda SMA fenotipi tizerindeki
olumlu bir modifiye edici oldugu tespit edilmis ve bildirilmistir (Reed & Zanoteli,
2018; Vezain vd., 2010). Bu doéniisiim SMN proteinin ii¢ boyutlu konformasyonel
yapisinda degisime sebep olmaktadir. Bu varyantin ekzon 7 katithmini artirdig:
yapilan ¢calismalarda yer almaktadir. Neredeyse identik olan SMN1 ve SMN2 geni
arasindaki en biiyiik fark 840. Niikleotit iizerinde meydana gelen C-T
doniisiimiidiir. Meydana gelen bu doniisiim sonucunda ekzon 7 katilimi engellendigi
bilinmektedir (Kolb & Kissel, 2015). Tez kapsaminda HDR tabanh yaklasimlara
oranla pek cok avantaja sahip olan CRISPR-PE sistemi tercih edilerek bir terapotik
bir tedavi gelistirildi. SMA hastahginda SMN2 geni iizerinde ¢.859 G>C (pegRNA1)
ve ¢.840 C-T (pegRNA2) tek nokta mutasyonunun modifiye edilerek stabil SMN
protein ekspresyonunun saglanmasi1 hedeflenmistir. Bu amacla SMN2 geni
iizerindeki tek nokta mutasyonunu hedefleyen pegRNA tasarimlar
gerceklestirilmistir. SMIN2 kopya sayisinin SMA hastahi@inin seyri ve fenotipi
acisindan 6nemi bilinmektedir. Bu nedenle CRISPR-PE sisteminin SMN2 kopya
sayllarina bagh olarak in vitro ve ex vivo etkinliginin arastirilmasi hedeflenmistir.
Tez hipotezi; CRISPR Prime Editing yonteminin SMA hastahgi tedavisi icin farkh
SMN2 kopya sayillarina sahip alt tiplerde calisarak SMN ekspresyon profilinin

artirllabilecegidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. CISPR Prime Editing Yonteminde Kullanilacak pegRNA Tasarim

SMN2 geni iizerindeki pegRNA tasarimi i¢in https://primeedit.nygenome.org/

veri tabani kullanilmistir. Hedef bolgelerin modifikasyonu i¢in ters transkriptaz (Reverse

transcription template, RTT) ve primer baglanma dizileri (Primer Binding Site, PBS) ile

birlikte ¢.859 G-C doniisiimii ve ¢.841 T-C transisyonu ig¢in pegRNA tasarlanmigtir
(Tablo 3). pU6 promotor dizisi ile baslayan, RTT ve PBS dizisi dahil pegRNA sentez

dizisi gosterilmistir (Tablo 3). Tasarlanan pegRNA dizileri pU6 promotér ile GenScript

firmas1 tarafindan sentezlendikten sonra pHIV-EGFP (Addgene, #21373) plazmitine

klonlanmustir.

Tablo 3. PegRNA tasarim dizileri

SgRNA PBS
sgRNA . o PBS RTT
sgRNA iskele dizisi PAM ipligi GC
sekansi sekansi sekansi
(+/-) icerigi
GTTTTAGAGCTAGAAATAGCA
TTAAGGA AGGTGCT
pegRNA1 AGTTAAAATAAGGCTAGTCCG ATCAAAA
ATGTGAG CACATTC AG - 0.57
c.859 G-C TTATCAACTTGAAAAAGTGGC AGAACGA
CACCTT C
ACCGAGTCGGTGC
AAAATCA
TCGTTCT GTTTTAGAGCTAGAAATAGCA TTCCTTA
pegRNA2 AGTTAAAATAAGGCTAGTCCG | AAAAGA
840 C-T TTTTGAT | TTATCAACTTGAAAAAGTGGC | acgang | CHCCCTT AG - 0.32
’ TTTG ACCGAGTCGGTGC TCAGAC
GTG

Tablo 4. pegRNA sentezi icin vektor dizileri

U6 Promoter- PegRNA1- sgRN
A Scaffold1- RTT- PBS-

Gagggcctatttcccatgattccttcatatttgcatatacgatacaaggctgttagagagataattagaattaatttgactgtaaac
acaaagatattagtacaaaatacgtgacgtagaaagtaataatttcttgggtagtttgcagttttaaaattatgttttaaaatggact
atcatatgcttaccgtaacttgaaagtatttcgatttcttggctttatatatcttgtggaaaggac

GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTT
ATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCATCAAAAAGAACGAAGGT
GCTCACATTCC

U6 Promoter- PegRNAZ2- sgRN
A Scaffold1l- RTT- PBS-

Gagggcctatttcccatgattccttcatatttgcatatacgatacaaggcetgttagagagataattagaattaatttgactgtaaac
acaaagatattagtacaaaatacgtgacgtagaaagtaataatttcttgggtagtttgcagttttaaaattatgttttaaaatggact
atcatatgcttaccgtaacttgaaagtatttcgatttcttggctttatatatcttgtggaaaggac

GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATC
AACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTCCTTACAGGGTTTCAGACAA
AATCAAAAAGAACGAAGGTG
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3.2. Transformasyon ve Plazmid DNA izolasyonu

Kompetent E. coli DHS5a susuna ait bakteriler (NEB® 5-alpha Competent E. coli
(High Efficiency) NEB C2987H) sivi LB besiyeri igerisinde ve 37°C’de Kkiiltiire
edilmistir. Bakteriler iireticinin talimatlarina gore 1s1 soku yontemi kullanilarak plazmit
DNA’lar ile transforme edilmistir. Bakteriler ampisilinli LB agar petrilerine ekilerek
37°C’de gece boyu inkiibe edilmistir. Secilen kolonilerinden ZymoPURE Il Plasmid
Maxiprep Kit (#D4203, ZYMO) ile plazmid izolasyonu gergeklestirilmistir.

3.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Izolasyon sonucunda elde edilen plazmid DNA’lar agaroz jel ile goriintiilenmistir.
[lk olarak %1 agaroz jel hazirlanmistir. Jel ethidium bromide muadili olan EzView Stain
Red Safe Solution ile (100mL i¢in 5 pL standartlanmis) hazirlanmistir. Her bir plazmit
DNA 1 pg olarak hesaplandiktan sonra jele yiiklenmistir. Ardindan elde edilen sonuglar

goriintli ve analiz olarak alinmistir.

3.4. Lentiviriis Uretimi ve Transfeksiyonu

Tasarlanan pegRNA dizileri pU6 promotor ile GenScript firmasi tarafindan
sentezlendikten sonra lentiviral pHIV-EGFP (Addgene, #21373) plazmitine
klonlanmistir. Lentiviriis {iretimi i¢in, pU6-pegRNA kodlamayan GFP kodlayan kontrol
pHIV-EGFP, pU6-pegRNA1, pU6-pegRNA2, pHIV-EGFP ve CRISPR-PE kodlayan
lentiviral pLenti-PE2-BSD (Addgene, #161514) plazmid DNA’lar1 ayri ayri pSPAX2
(Addgene #12260) ve pVSV-G (Addgene #138479) zarf ve paketleme plazmit DNA’lar
ile konak HEK293T hiicrelerine transfekte edilmistir. Tiim plazmitler (2:1 pSPAX2: 1
pVSV-G), P-PEI (Polyethylenimine) transfeksiyon reaktifi (Merten vd., 2016) ile
muamele edildikten sonra konakgi hiicreler olan HEK293T kullanilarak yayimladigimiz
onciil raporda oldugu gibi lentiviriis tiretimi gergeklestirilmistir (Sibel Pinar Odabas vd.,
2022). Transfeksiyon sonrasi 72. Saatte HEK293T hiicre siipernatantlar1 toplanarak
paketlenmis rekombinant lentiviriisler elde edilmistir. Uretilen lentiviriisler viriis
konsantrasyonunun artirilmasi amaciyla Lenti-X Concentrator (#631232, Takara) ile
100x konsantre edilmistir (Cooper vd., 2011).
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3.5. Lentiviriis Titrasyonu

Lentiviriislerin titrasyonu i¢in daha dnce yaymladigimiz bir makalede oldugu gibi
titrasyon asamalar1 gerceklestirilmistir (Sibel Pinar Odabas vd., 2022). Jurkat (%10 fetal
sigir serumu, 200 U/ml penisilin/streptomisin antibiyotigi, 2 mM L-glutamin, 1X MEM
vitamin sollisyonu ve 1X NEAA igeren RPMI besiyeri) hiicreleri 100 pL besiyeri
icerisinde olacak sekilde 96 kuyucuklu petrilere ekim gergeklestirilmistir. Kuyucuklara
100x-konsantrasyonda lentiviriis igerecek sekilde 10uL, 3uL, 1uL, 0.3uL, 0.1uL ve
0.03uL hacimlerinde lentiviriisler eklenmistir. Sonrasinda hiicreler 72 saat 37°C, %5
CO2’de inkiibe edilmistir. Hiicreler 96 kuyucuklu petrilere aktarildiktan sonra blasticidine
secilimi i¢in pLenti-PE2-BSD (Addgene, #161514) igeren Jurkat hiicrelerine 10 pg/ml
blasticidin uygulanmis ve 96 saat inkiibasyona birakilmistir. Ardindan hiicre canliliklar
BIO-RAD TC20 Automated Cell Counter cihazi kullanilarak test edilmistir. Son olarak
>%99 oranda blastisidin direngli CRISPR-PE kodlayan hiicreler segilerek kiiltiire
edilmistir. pegRNA-GFP ve kontrol GFP lentiviriislerin titrasyonu ayni kosullarda
gerceklestirildikten sonra GFP ekspresyon seviyeleri akim sitometride olgiilerek analiz

gerceklestirilmistir.
3.6. Hiicre Kiiltiirii

Primer SMA Tip 1 (#GMO00232) ve SMA Tip 2 (#GMO03814) fibroblast hiicre
hatlart Coriell Institute’den temin edilmistir. SMA Tip 1 ve SMA Tip 2 fibroblast (%10
fetal sigir serumu, 200 U/ml penisilin/streptomisin antibiyotigi, 2 mM L-glutamin ve 1X
NEAA igeren EMEM besiyeri); HEK293T, HelLa, WT fibroblast, SH-SY5Y (%10 FBS
ve %1 penisilin/streptomisin, L-Glutamin ortami ile Gibco DMEM); U87, A172 (%15
fetal s1gir serumu, 200 U/ml penisilin/streptomisin antibiyotigi, 2 mM L-glutamin iceren
DMEM besiyeri) hiicre hatlar1 uygun besiyerlerinde kiiltiire edilmistir. Hiicreler 37°C,
%S5 CO2'de inkiibe edilmistir. Hiicrelerin yogunluklart %90 seviyelerine ¢iktiginda
pasajlama islemi gerceklestirilmistir. Besiyeri ortamdan uzaklastirildiktan sonra PBS
soliisyonu ile yikama yapilmistir. Ardindan uygun miktarda EDTA-Tripsin eklendikten
sonra 37°C°de 3 dakika bekletilmistir. Uzerine 1:1 oranda besiyeri eklenmis ve hiicreler
toplanmistir. Santrifiij sonras1 hiicreler sayilmis ve petrilere geri ekilmistir. Hiicrelerin
dondurulmasi asamasi igin ise hiicreler kaldirildiktan ve ¢oktiiriildiikten sonra dondurma
soliisyonu eklenmis ve siispansiyon kriviyol tlipe aktarilmis ve -80’e kaldirilmistir.

Ardindan siv1 azota alinarak hiicreler burada saklanmustir.
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3.7. Blasticidin Secilimi

Blasticidin S, HCL, (400-190 EM, WISENT) temin edildikten sonra hiicrelerde
antibiyotik segilimi i¢in deney kurulmustur. Hiicreler 200 pL besiyeri igerisinde 96
kuyucuklu petriye 10.000/kuyu olacak sekilde ekilmistir. Hiicrelere ¢ift tekrar olacak
sekilde 1-3-5-10-20-30-50 pg/ml konsantrasyonlarda blasticidin uygulanmistir. Hiicreler
37°C’de ve %5 CO2’de inkiibe edilmistir. Ardindan 24-48-72-96 ve 168 saat sonrasinda
151k mikroskobunda morfolojik goriintiileri incelenmistir. Canliliklar ve hiicre
popiilasyonlar1 akim sitometrisi (Beckman Coulter, CytoFlex) ile analiz edilmistir.
Sonrasinda her hiicre hattina spesifik antibiyotik konsantrasyonu ve saatler belirlenmistir
(Tablo 5). Akim sitometrisi ile viriis transdiiksiyonu sonucunda blastisidin diren¢ genini
iceren >%99 oranda direngli hiicreler segilerck ortamdan antibiyotikli besiyeri
uzaklagtirildiktan sonra kiiltlire edilmistir. Viriis transdiikte edilmeyen saglikli hiicrelere
belirlenen dozlarda antibiyotik uygulamasi yapilarak pozitif kontrol grubu olarak

kullanilmistir.

Tablo 5. Hiicre hatlarinda belirlenen giin ve blasticidin konsantrasyonlari

Hiicre Hatti Blasticidin Konsantrasyonu Saat
Jurkat 10 pg /ml 96h
HEK293T 20 pg /ml 168h

us7 10 pg /ml 96h

WT fibroblast 10 pg /ml 72h
CD3+T Cell 10 pg /ml 120h
SMA Type 1 fibroblast 20 pg /ml 72h
SMA Type 2 fibroblast 20 pg /ml 72h
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3.8. PBMC lizolasyonu, CD3+ T Hiicre izolasyonu ve Transdiiksiyonu

61351342/ Agustos 2022-28 sayil1 Girisimsel Olmayan Etik Kurulu izni Uskiidar
Universitesi’nden alindiktan sonra SMA Tip 3 hastasindan kan alim1 gerceklestirilmistir.
Saglikli ve hasta dondrden alinan kan 6rneklerinden periferik mononiikleer hiicrelerin
(MNH) izolasyonu i¢in drnekler Ficoll ile birlestirilip density-gradient santriflij yontemi
ile MNH’lerin izolasyonu gergeklestirilmistir. Anti-CD3 mikro boncuklar1 (Miltenyi,
Dynabead) ile T hiicre izolasyonu gercgeklestirilmistir. Sonrasinda T Cell TransAct™,
human kullanilarak T hiicre aktivasyonu yapilmistir. Lentiviriis transdiiksiyon islemi,
Vectofusin 1 (10 ug/mL, Miltenyi), protamin siilfat (40 ug/mL, Sigma) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Hiicreler, T hiicre besiyerinde (501U/ml IL-2, 10 ng/ml IL-7, 5 ng/ml
IL-15, %3 Human AB Serumu ve %1 pen/strep) 14 giin kiiltiire edilmistir.

3.9. Hiicre Hatlarindan RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Hiicrelerden total RNA ekstraksiyonu, PureLink RNA Mini Kit (#12183018A)
RNA piirifikasyon kiti kullanilarak satici firmanin talimatlarina gére gerceklestirilmistir.
Total RNA konsantrasyonunu belirlemek i¢cin Microplate Reader (OmegaStar, ELISA)
analizi lizerinden (230 nm, 260 nm ve 280 nm) absorbans Ol¢timleri yapilmigtir. CDNA
sentezi Applied Biosystems™ High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(#4358814) kullanilarak gergeklestirilmistir. SMA Tip 1, SMA Tip 2 ve Jurkat hiicre
hatlarindan SMA Tip 1, SMA Tip 2, WT fibroblast ve jurkat hiicre hatlarindan izole
edilen RNA 6rneklerinden 10 pl (2 pg) ve 10 uL 2X RT miksinden alinarak PCR tiipiine
eklenmistir. Reaksiyon, 25°C’de 10 dakika, sonra 37°C’de 2 saat ve son olarak 85°C’de
5 dakika olacak sekilde gergeklestirilmistir.

40



3.10. Kantitatif rt-PCR (RT-gPCR) Analizi

rt-gPCR analizi PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (#A25742) kullanilarak
gerceklestirilmistir. PCR analizi tam uzunlukta SMN transkriptlerinin (Full length, FL)
ve ekzon 7 kesik SMN transkriptlerinin (A7SMN mRNA) ekspresyon diizeylerinin
belirlenmesi amaciyla gergeklestirilmistir. SMN mRNA ve A7SMN mRNA igin
primerler belirlenmis (Zheleznyakova vd., 2011) ve Sentromer sirketi tarafindan
sentezlenmistir. Kantitatif analiz, Roche Lightcycler 96 cihazi kullanilarak
gerceklestirilmistir. FL ve A7SMN SMN transkript seviyelerinin belirlenmesi igin
sentezlenen primer dizileri asagida belirtilmistir (Tablo 6) (Zheleznyakova vd., 2011).
Reaksiyonun gergeklesmesi i¢in final hacmi 20 pl olacak sekilde her bir kuyuya; 5 pl
cDNA (20 ng/ul) ve 15 pl SYBR Green miksinden eklenmistir. Dongii kosullari ise;
95°C’de 2 dakika polimeraz aktivasyonu, 95°C’de 15 saniye denatiirasyon, 60°C’de 1
dakika annealing/ extension asamasi olacak sekilde termal cycler’da ayarlanmistir.

Dongii sonucunda elde edilen veriler analiz edilmistir.

Tablo 6. RT-qPCR igin tasarlanan primerler

Oligo Ady Baz sekansi 5°-3’ Baz cifti  [Konsantrasyon
Sforward RT-qPCR (FL) CTG ATG CTT TGG GAAGTAT 19 200 nmol
Sreverse RT-qPCR (FL) GCC AGC ATT TCT CCT TAA 18 200 nmol
Sreverse RT-qPCR (A7SMN) GCC AGC ATT TCC ATA TAA TAG 21 200 nmol
Sforward RT-qPCR (A7SMN) GTC CAG ATT CTC TTG ATG AT 20 200 nmol
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3.11. DNA izolasyonu ve Sanger Sekanslama

HEK293T, HelLa, U87, Jurkat, CRISPR-PE modifiye SMA Tip 1, Tip 2 hiicre
hatlarindan genomik DNA PureLink Genomic DNA Mini Kit (#K182001) ile izole

edilmistir. Sanger dizileme yontemi; CRISPR-PE sisteminin hiicre genomunda hedefe

yonelik (on-target effect) SMN2 modifikasyonu gerceklestirme etkinligini dogrulamak

amaciyla gerceklestirilmistir. Sanger sekanslama Intergen Genetik Hastaliklar Tani

Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde gergeklestirilmistir. Sanger sekanslama i¢in SMN2

genine spesifik primerler tasarlanmistir (Tablo 7).

Tablo 7. Sanger sekanslama icin tasarlanan primerler

Oligo Ad1 Baz sekansi 5°-3’ Baz cifti |Konsantrasyon
5forward Sanger GGG ATT GTA GTGGC ATG AGC CAC 23 200 nmol
5reverse Sanger GTCTGC TGG 1:I_CGT GCC TACTAG 23 200 nmol
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3.12. Floresan Mikroskop Altinda Goriintii Alma ve Akim Sitometrisi Analizi

Farkl1 hiicre hatlarinda artmasi hedeflenen fonksiyonel SMN protein seviyesinin
belirlenmesi ve uzun donemde stabilitesi, hiicre igindeki lokalizyonu ve hiicre
morfolojisine etkilerinin belirlenmesi igin floresan mikroskopta kayit altina alinmustir.
SMA Tip 1, SMA Tip 2 fibroblast, , WT fibroblast, Jurkat, HEK293T ve Hela hiicre
hatlarinda SMN ekspresyon seviyelerini belirlemek amaciyla anti-SMN-AlexaFlour 647
antikoru (sc-32313, AF647, Santa Cruz Biotecnology) ile instraselliiler boyama
gerceklestirilerek SMN  ekspresyonlart akim sitometri ile analiz edilmistir.
BDCytofix/Cytoperm™Fixation/Permeabilization ~ Kit  (#554714)  kullanilarak
fiksasyon/permeabilizasyon islemleri gerceklestirilmistir. 100.000 hiicre olacak sekilde
hiicreler toplandiktan sonra 400g 5 dk +4°C’de santrifiij edilmistir. Siipernatant
uzaklastirildiktan sonra pelet tizerine 200 pl Fixation/Permeabilization solution (BD)
eklenerek +4 °C’de 20 dk inkiibe edilmistir. Fiksasyonun ardindan hiicreler iki kez BD
Perm/Wash™ Buffer (BD) ile yikanmistir. Ardindan 1:50 diliisyon orani olacak sekilde
anti-SMN-AlexaFlour 647 hiicrelere eklendikten sonra 6rnekler hafifce vortekslenmis ve
30 dk +4 °C’de inkiibe edilmistir. Hiicreler iki kez BD Perm/Wash™ Buffer (BD) ile
yikanmig 300 g 5 dk santrifiij edilmistir. Pelet 200 ul BD Perm/Wash™ Buffer (BD) ile
coziildiikten sonra akim sitometrisi (Beckman Coulter, CytoFlex) ile analiz edilerek SMN
protein ekspresyon yiizdesi ve Mean Flouresence Intensity (MFI) degeri {izerinden

degerlendirilmistir.

3.13. Annexin V- propidium iodide (PI) Boyama

Hiicre popiilasyonlarinda hiicrelerin apoptoz evrelerinin ve canliliklarinin belirlenmesi
icin Annexin V-PIl analizi i¢in Annexin V-FITC Apoptosis Detection Assay (Grisp,
#GTC21.0100) ile boyama gerceklestirilmistir. Hiicreler 1x10° olacak sekilde ependorfta
toplandiktan sonra santrifiije atilmistir. Ardindan hiicreler 500 pl soguk medya igerisinde
¢cOzdiirtilmiistiir. Tekrar ¢oktiiriildiikten sonra 100 pL 1x Binding buffer ile ¢oziilmiistiir.
2.5 pL Annexin V-FITC ve 5 pL PI eklenmis ve 15 dk karanlikta inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 ¢oktiiriilmiis ve 200 pL Binding buffer icerisinde ¢dziilmiistiir. Son
olarak boyanan hiicrelerin, akim sitometri analizi yapilmis ve apoptoz evreleri

degerlendirilmistir.
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3.14. Hiicre Sag Kalim Analizi

CRISPR PE modifiye SMA Tip 1, SMA Tip 2 ve Jurkat hiicre hatlarinin hiicre
canliliginin kontrol edilmesi ve CRISPR-PE sisteminin hiicre hatlarinda canliliga olan
etkisininin gosterilmesi amaciyla sag kalim analizi ger¢eklestirilmistir. Sag kalan hiicre
popiilasyonunun belirlenmesi ve hiicre sayimi igin tripan mavisi (Biological Industries,
#03-102-1B) kullanilarak gergeklestirilmistir. BIO-RAD TC20 Automated Cell Counter

cihazi ile hiicre sayim ve canlilik analizi gergeklestirilmis ve analizleri yapilmistir.

3.15. Hiicre Canhiliginin MTT Deneyi ile Belirlenmesi

CRISPR Prime Editing kodlayan lentiviriis aktarimi1 sonucu olusabilecek tiim
toksisite ihtimalinin degerlendirilmesi ve hiicre canliligimin kontrol edilmesi amaciyla
MTT  [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)  -2,5-Diphenyltetrazolium  Bromit]  ajani
kullanilmistir. MTT ajaninin, canli hiicre i¢erisinde mor renkli formazan tuzu olusturmasi
sonucu kolorimetrik yontem ile hiicre canliligi belirlenmistir. Primer SMA Tip 1, SMA
Tip 2 fibroblast, WT fibroblast ve Jurkat hiicreleri 10.000 hiicre olacak sekilde 96
kuyucuklu petrinin her kuyucuguna ekilmistir. 24 saat boyunca hiicrelerin yapismasi ve
morfoloji almalar1 i¢in beklenmistir. Ardindan her bir kuyuya 10 pl MTT ajani eklenmis
ve hiicreler 4 saat boyunca 37 °C’de inkiibe edilmistir. MTT ajan1 eklenen besiyeri
ortamdan uzaklastirildiktan sonra her kuyucuga 100 ul DMSO eklenmis ve 5 dakika
karanlikta bekletilmistir. Son olarak DMSO ile formazan tuzlar1 ¢ozdiiriildiikten sonra
absorbans degerleri 570nm ve 655nm dalga boylarinda ELISA (FLUOstar, OMEGA)

cihazsinda o6l¢iilmiis ve analiz edilmistir.
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3.16. CRISPR Cas9 Sistemi ile SMN1 Inaktif Hiicre Hatti Uretimi

HEK293T, HeLa ve U87 hiicre hatlarinda SMN1 inaktif hale getirilip SMN1-
knockout hiicre modeli olusturmak amaciyla SMN1 ve SMN2 genleri BLAST edilerek
inaktif hale getirme stratejisi i¢in uygun gen lokasyonlar1 arastirilmis ve farkli bolgeler
tespit edilmistir (Sekil 17). BLAST analizi sonucunda intron 5 ve intron 7 bdlgelerinin
SMNI1 ve SMN2 genlerinde farkli olan bolgelerinin hedeflenecegi gRNA tasarimlari
yapilmistir (Tablo 8). Intron 5 ve intron 7 bélgelerinde spesifik tek nokta mutasyonu
saglayabilecek gRNA tasarimlari tasarim siireci sonrasinda Addgene firmasindan temin
edilmis olup lentiCRISPR v2 (Plasmid #52961) plazmitine klonlanmistir. Bu sayede
CRISPR/Cas9 sistemi ile SMN1 inaktif hale getirilmistir. Sonrasinda gen manipiilasyonu

basarili bir sekilde yapilmis hiicreler Puromycin antibiyotik seleksiyonuyla segilmistir.

Distribution of the top 81 Blast Hits on 5 subject sequences

1 “ N non L s s
A Wy A0VD0 LN

Sekil 17. SMIN1 ve SMIN2 genlerinde yapilan BLAST analizinin semasal gosterimi

Tablo 8. intron 5 ve intron 7 bolgelerini hedefleyen gRNA tasarimlari

PAM
Pozisyon | iplik gRNA sekansi sekansi On-target Off-target
skoru skoru
(nGG)
SMN1 upstream cut
1325 | - | TCACTTGACCCTGGAGGCGG | AGG | 515% | 63.8
SMN1 downstream cut
217 | + | CAGGAAGGCACCACCATGCG | TGG | 61.3* | 67.4
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3.17. Puromycin Secilimi

Puromycin-HCI (33835.01, Serva) temin edildikten sonra hiicrelerde antibiyotik
seleksiyon deneyi kurulmustur. Hiicreler 200 pL besiyeri i¢erisinde 96 kuyucuklu petriye
10.000/kuyu olacak sekilde ekilmistir. Hiicrelere ¢ift tekrar olacak sekilde 0,5, 1, 2, ve 4
ug/ml konsantrasyonlarda puromycin uygulanmstir. Hiicreler 37°C’de ve %5 CO2’de
inkiibe edilmistir. Ardindan 24-48-72-96 ve 120 saat sonunda 1sik mikroskobunda
morfolojik gorintiileri kayit altina alimmis ve akim sitometrisi (Beckman Coulter,
CytoFlex) ile canliliklar1 analiz edilmistir. Sonrasinda her hiicre hattina spesifik
antibiyotik konsantrasyonu ve saatler belirlenmistir (Tablo 9). Akim sitometrisi ile viriis
transdiiksiyonu sonucunda puromisin direng¢ genini igeren >%99 oranda direngli hiicreler
secilerek kiiltiire devam edilmistir. Virilis transdiikte edilmeyen saglikli hiicrelere
belirlenen dozlarda antibiyotik uygulamasi yapilarak pozitif kontrol grubu olarak

kullanilmaistir.

Tablo 9. Hiicre hatlarinda belirlenen giin ve puromycin konsantrasyonlari

Hiicre Hatti Puroymcin Konsantrasyonu Saat
Jurkat 2 pg /ml 120h
HEK?293T 2 nug /ml 120h

u87 2 pug /ml 120h

Dogal tip (WT) fibroblast 2 pg /ml 72h
HelLa 2 pg /ml 72h
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3.18. Single Cell Cloning (SCC)

CRISPR-cas9 sistemi iceren Hek293T, HelLa ve U87 hiicre hatlarinda SMN1
knockout hiicre hattinin basarili olusturulup olusturulmadigini tespit etmek ve daha
homojen bir popiilasyon olusturmak igin single cell cloning gerceklestirilmistir. Hiicreler
tripsin ile kaldirildiktan sonra TC20 Automated Cell Counter ile hiicre sayimmi
gerceklestirildi. 1 ml tam besiyeri icerisinde 50.000 hiicre ependorfta toplanmistir. Ayri
bir falkon icerisinde 9990 uL tam besiyeri eklendi ve 1 ml hiicre karigimi igerisinden 10
uL alinarak falkondaki besiyerinin igerisine eklenmistir. Burada 1:100 diliie edilmis ve
500 hiicre/ml hiicre elde edilmistir. Ayr1 bir falkona 10ml medya eklendikten sonra 10 ml
hiicre karigimi igerisinden 5 ml alinarak falkondaki besiyerine eklenmistir. Burada 1:10
diliie edilmis ve 50 hiicre/ml hiicre elde edilmistir. Total karisim pipetaj yapilarak 96
kuyucuklu petride kuyu basina 150 pL olacak sekilde boliistiiriilmiistiir. Her bir kuyuda

tek hiicre diistiriilmesi ve saf kolonilerin eldesi hedeflenmistir.
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3.19. pegRNA Tasarimlariyla Gerceklestirilen Genetik Diizenlemenin Olas1 Off-

target Etkilerinin Arastirilmasi

Tasarlanan pegRNA’larin hiicrelere uygulanmasi ve elde edilen SMN

ekspresyonun analizi sonrast genomda olusabilecek olasi off-target mutasyonlarinin

belirlenmesi hedeflenmistir. Cas-OFFinder (Rgenome) yazilimi kullanilarak missmatch

skorlar1 degerlendirilmis ve genom iizerinde mutasyon goriilebilmesi en yiiksek olasilikta

olan lokasyonlar bolgeler belirlenmistir (Sekil 20). Belirlenen bu bolgelerde Sanger

dizileme yapilarak herhangi bir mutasyon olusturup olusturmadigi (off-target effect)

tespit edilmistir. Belirlenen bolgelere spesifik primerler tasarlanmis (Tablo 10) ve

sekanslama gerceklestirilmistir.

Bulge Type

Buige Type

Target

CrRNA: T-TAAGGAATGTGAGCACCTTNGG
DNA: TGTAAGGAATGTGAGCtCaTTTGG

CrRNA: TTAAGGAATGTGA-GCACCTTNGG
DNA: TTAAaGAATGTGAGGCtCCTTGGG

Target

CrRNA: TCGTTCTT-TTTGATTTTGNGG
DNA: TCETTCTTCTTTGATTTTGTGG

CrRNA: T-CGTTCTTTTTGATTTTGNGG
DNA: TACGTTETTTTTGATTTTGTGG

Chromosome

Chromosome

Sekil 18. Cas-OFFinder (Rgenome) yazilimi kullanilarak belirlenen olasi mutasyon bélgeleri

Tablo 10. Off-target icin tasarlanan primerler

Position

Position

5forward_chr5_offtarget CCC ACA AG_IC_EG%AC AAA AGG 21 Std 200 nmol | 227.72
Sreverse_chrS_offtarget | AT TAG CTGGCTTTCCACCC | 20 | Std 200 nmol | 216.88
5forward_chrl_offtarget GAG AAT CAG TGC CCT GGA 21 Std 200 nmol | 227.72
AAC
dreverse chrl offtarget | v rcA CTATGTTGCCCAGGC| 21 | Std 200 nmol | 227.72
5forward_chr4_offtarget |GGC AAG TGG G;:FA TGA GTT GAA| 22 Std 200 nmol | 238.56
5reverse_chr4_offtarget AAC TGT GAT CCTéA AAG ATC CTG 23 Std 200 nmol | 249.41
dreverse_chr22 offtarget | cra Gec TTCTGG CCAGATGC | 20 | Std | 200 nmol | 216.88
Sforward_chr22 offtarget | rtcca AGCTCTGCTTCCAC | 20 | Std 200 nmol | 216.88
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3.20. Multiplex Ligasyona Bagh Prob Amplifikasyonu (MLPA) Analizi

SALSA® MLPA® Probemix P021-B1 SMA, SMA tanisinda ve izlenmesinde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Pane vd., 2018). Bu teknik, hastaligin ciddiyetinin
degerlendirilmesinde ¢ok oOnemli olan SMN2 kopya sayilarin1 belirlemek icin
kullanilmaktadir (Miiller-Felber vd., t.y.). Ek olarak bu probe karisimin kullanilmas,
hastalarda SMA'nin ayirt edici 6zelligi olan SMN1 fonksiyonunun homozigot kaybinin
belirlenmesini saglamaktadir (Veldhoen vd., 2022). MLPA teknigi ile Orneklerin
degerlendirilmesi hizmet alim ile Genetik Hastaliklar Tan1 Arastirma ve Uygulama
Merkezi’nde gergeklestirilmistir. SALSA MLPA Probemix P021-B1 SMA, 175-445
niikleotit arasinda amplifikasyon iirlinlerine sahip 32 MLPA probu i¢germektedir. SMN1
ve SMN2 genlerinin kopya sayisini tespit edebilen 7 adet SMN ekson 7 ve 8 probu vardir.
Iki kopya SMN1 ve iki kopya SMN2 tasiyan normal bireylerde bu problar toplamda dort
gen kopyasini tespit etmektedir. Homozigot SMN1 delesyonu durumunda ise bu problar

SMN?2 kopya sayisini daha dogru bir sekilde belirlemek i¢in kullanilmaktadir.

Copy number status Final ratio (FR)
Normal 0.80<FR<1.20
Homozygous deletion FR=0*
Heterozygous deletion 0.40<FR<0.65
Heterozygous duplication 1.30<FR < 1.65
Heterozygous triplication/homozygous duplication 1.75<FR<2.15
Ambiguous copy number All other values
Final ratio of the 281 nt SMN2-specific probe for SMN2 copy number
exon 7 (range)

0-0.10 0

0.40-0.65 1

0.80-1.20 2

1.30-1.65 3

1.75-2.15 4

2.20-2.65 5

All other values Ambiguous*

Sekil 19. SMN2 i¢in final ratio (FR) ve kopya sayis1 arasindaki iliski

3.21. istatistiksel Analiz

Tiim deneylerden elde edilen sonuglar GraphPad Prism 8.0.1 software (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, USA) programi kullanilarak veri sayisi ile uyumlu
istatistiksel yontemlerle incelenerek ve grafik/tablo olarak sunulmustur. Two-tailed t-test
ile veriler analiz edilmis ve bar grafigi ile ortalamanin standart sapmasi (Standard Error
of Means (SEM)) belirlenmistir. Tiim deneyler i¢in anlam p<0.05 ve anlamsiz (NS=Non-

Significant) olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Plazmitlerin transformasyonu ve izolasyonu sonrasi kalite kontrol testleri.

Plazmitlerin transformasyonunun ardindan ilk olarak ZymoPURE II Plasmid
Maxiprep Kit (#D4203, Zymo) ile plazmid DNA izolasyonlar1 gergeklestirilmistir. Izole
edilen plazmitler kalite kontrol kapsaminda agaroz jelde goriintiilenmistir (Sekil 10A).
Jel goriintiilerine bakildiginda bantlar net olarak goriilmiistiir. Bakteriyel kromozomal
DNA kontaminasyonu ve Supercoiled plazmit DNA jel elektroforezi Biorad Molecular
Imager Gel Doc Goriintiileme Sistemi ile analiz edilmistir. Jel goriintiilerinin analiz

raporlarina yer verilmistir (Sekil 10B).
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Sekil 20. izole edilen plazmid DNA’larin kalite kontrollerini igeren jel elektroforez goriintii ve Biorad
Molecular Imager Gel Doc Goriintiileme Sistemi analizi. A) pCMV- VSV-G Plazmit (Addgene, #8454),
pegRNA1, psPAX2 Plazmit (Addgene #12260), SMN1_UP, SMN1_DOWN, pLENTi-PE2-BSD
(Addgene, #161514), pHIV-EGFP (Addgene,#21373) Plazmit Agaroz Jel Goriintiisi. B) Plazmit
Kromozomal DNA Kontaminasyon ve Supercoiled Plazmit DNA Analiz Raporu.
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4.2. Izole edilen plazmid DNA’larin kalite kontrol kabul Kriterlerine gore

degerlendirilmesi.

Izole edilen plazmid DNA’lar belirtilen kalite kontrol kabul kriterlerine gore
degerlendirilmistir (Tablo 11) (Tastan vd., 2020). izole edilen plazmitlerin (pCMV-
VSV-G, psPAX2, pHIV-EGFP, pegRNAL, pegRNA2, Plenti-PE2-BSD, SMN1_UP,
SMN1 DOWN) A260/A280 degerlerine bakildiginda her plazmitin degerleri beklenen
aralikta oldugu tespit edilmistir. Elde edilen plazmitlerin saf olarak izole edildigi
dogrulanmistir. Ardindan izole edilen plazmit DNA konsantrasyonlarinin dl¢iimii
Microplate Reader (FLUOSTAR OMEGA) kullanilarak tespit edilmistir (Tablo 12).
Sonug olarak tiim plazmitlerin kalite kontrollerinde basarili oldugu goriilmiistiir ve

ilerdeki deneylerde kullanilmast uygun bulunmustur.

Tablo 11. Plazmit DNA Kalite Kontrol Kabul Kriterleri (Tastan vd., 2020)

Plazmitler icin analizler Metotlar Beklenen deger
DNA Konsantrasyonu Microplate Reader (FLUOSTAR >0.1 pg/ul
OMEGA)
DNA Saflig: Microplate Reader (FLUOSTAR | 1.8 < A260/A280 <
OMEGA) 2.0
Bakteriyel Kromozomal DNA Jel Elektroforezi ve Goriintiileme <%1 (w/w)
Kontaminasyonu Sistemi
Supercoiled Plazmit DNA Jel Elektroforezi ve Goriintiileme >%80
Sistemi
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Tablo 12. izole edilen Plazmit DNA’larin Kalite Kontrol Sonuglar

Plazmitler icin analizler

Bakteriyel

Konsa?ll':lrgsyonu DNA Safligy Kromozo_mal DNA P?;zpr?]:tc olgf\ldA
Kontaminasyonu

VSV-G 2,13 pg/ul 1,74 %0 %92,2
PSPAX2 1,77 pg/ul 1,75 %1,7 9%96,6
EGFP 1,83 pg/ul 1,77 %0 %91,6
pegRNA1 2,18 pg/ul 1,74 %0 %89
pegRNA2 2,62 pg/ul 1,73 %0 %95,3
Plenti-PE2-BSD 2,48 pg/ul 1,73 %1 %87,7
SMNZ1_UP 1,07 pg/pl 1,75 %1,2 %97,4
SMN1_DOWN 1,05 pg/ul 1,75 9%0,9 %93,7
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4.3. HEK293T hiicrelerine pegRNAL, pLenti-PE2-BSD ve kontrol GFP plazmitleri

ile transfeksiyon sonrasi 24. saatte floresan mikroskop ile goriintiilenmesi.

PegRNA viriisii iiretmek amaci ile konak HEK293T hiicrelerine transfeksiyon
islemi gerceklestirilmistir. Tranfeksiyondan 24 saat sonrasinda hiicrelerdeki GFP
ekspresyonunun gosterilmesi i¢in 512nm dalga boyundaki kanalda floresan mikroskopta
goriintii alimmustir. Viriisiin iiretiminin dogrulanmasi i¢in kontrol grubu olarak GFP
plazmiti ile transfeksiyon gergeklestirilmistir. Sekil 21°de floresan mikroskobunda
cekilen faz ve GFP 5x-10x goriintiileri yer almaktadir. Faz goriintiilerinde pegRNA1,
pLenti-PE2-BSD ve GFP i¢in de transfeksiyon sonrasi hiicrelerin morfolojik olarak
saglikli olduklar1 goriilmektedir (Sekil 21). pegRNAL ile transfekte edilen hiicrelerde
(Sekil 21A) GFP parlamasi goriiliirken pLenti-PE2-BSD ile transfekte edilen hiicrelerde
(Sekil 21B). herhangi bir parlama goriilmemistir. En belirgin GFP parlamasinin kontrol
grubu GFP plazmiti ile transfekte edilen hiicrelerde oldugu goriilmektedir (Sekil 21C).
Bu sonuglar dogrultusunda plazmit DNA’larin hiicrelere aktariminin basarili bir sekilde
gerceklestigi ve virlis tiretimi dogrulandig icin ileri asamalardaki viriis titrasyonu ve

transdiiksiyon deneylerine devam edilmistir.
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B.

pLENTI-PE2-BSD

10X

GFP Kontrol

10X

Sekil 21. pegRNA1, pLenti-PE2-BSD  ve GFP ile transfekte edilen HEK293T hiicrelerinin
transfeksiyonundan 24 saat sonrasinda alinan floresan mikroskop goriintiileri. A) pegRNAL ile B) pLenti-
PE2-BSD ile C) kontrol GFP ile transfeksiyon sonrasi hiicrelerin 5x-10x faz ve floresan mikroskop

goruntusu.
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4.4. pegRNAL ve pegRNAZ viriisii ile jurkat hiicre hattinda kurulan titrasyon

deneyinin 72 saat sonrasinda akim sitometri analizi.

Viriis tiretiminin ardindan pegRNA1 ve pegRNA2 viriislerinin IFU hesaplanmasi
amactyla Jurkat hiicre hattinda titrasyon deneyi kurulmustur. Her iki viriis i¢in de azalan
konsantrasyonlarda viriisler hiicrelerin lizerine eklenmis ve 72 saat inkiibasyon ardindan
akim sitometride analiz edilmistir (Sekil 22). Sonuglara bakildiginda her iki viriis i¢in de
azalan konsantrasyonlarla orantili olarak GFP ekspresyonunun da azaldigi tespit

edilmistir. Sonraki deneyler i¢in viriisler kullanilmistir.

A. pegRNA1 B. pegRNA2
Ar lr ===

j‘ £ %70,42 / %74,79
Fs %51,92 7 %62,47
r 3
i %28,60 i/ %43,53
i %20,85 7 e | w2

< < | ==

fé 2 %10,29 ‘8’ i %10,28
i F |
7 %6,23 i/ _’, %5,79
7 %3,16 i/ J %2,97
i ) %0,62 iz 5 %1,60
j 4 [

GFP g GFP g

Sekil 22. pegRNA1 ve pegRNA2 viriisiiniin iiretimi sonrast Jurkat hiicre hattinda kurulan titrasyon
deneyinin akim sitometri analizi. A) pegRNAL B) pegRNA?2 ile titrasyon 72 saat sonrasinda akim sitometri

analizi.
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4.5. Deneylerde kullamilan hiicre hatlarinin SMN ifadelerinin hiicre ici SMN

boyama sonucu akim sitometri analizi.

Tip 3 SMA hastasindan elde edilen hiicrelerde protein diizeyinde SMN
ekspresyonlarina bakmak i¢in anti-SMN-AlexaFlour 647 antikoru (sc-32313, AF647,
Santa Cruz Biotecnology) ile instraselliiler boyama gergeklestirilmis ve saglikli kontrol
PBMC grubu ile karsilastirma yapilmistir. Hastadan alinan PBMC hiicreleri ile kontrol
grubu saglikli dondrden alinan PBMC ve deneylerde kullanilan SMA Tipl fibroblast,
SMA Tip 2 fibroblast, saglikl fibroblast WT fibroblast, Jurkat, HEK293T, HelLa ve U87
hiicre hatlarinin anti-SMN-AlexaFlour 647 antikoru (sc-32313 AF647) ile instraselliiler
boyama sonrast SMN profilleri Sekil 23’te yer almaktadir. Sekil 23A’da SMA Tip 1 ve
Tip 2 fibroblastlarin SMN ekspresyonlar1 sirasiyla % 10,21 ve %54,37 seviyesinde
oldugu tespit edilmistir. Burada saglikli olarak kontrolii olmasi agisindan ise WT
fibroblast hiicre hattinin profili anlamli bir karsilastirma yapilmasini saglamaktadir. WT
fibroblast hiicre hattinin SMN ekspresyonu %81,88 seviyesinde oldugu tespit edilmistir.
Bunun yaninda Jurkat hiicre hattinin ise SMN ekspresyonunun yaklagik %50 oldugu
tespit edilmistir. SMA tip 3 hastasina ait PBMC, saglikli dondre ait PBMC ve jurkat hiicre
hattina ait SMN boyamanin akim sitometri sonucu Sekil 23B’de yer almaktadir. Dort adet
SMN2 kopya sayisina sahip olan SMA Tip 3 hastasinin SMN profili %25,15 olarak tespit
edilmistir. Deneyde kontrol olarak saglikli dondrden izole edilen PBMC hiicrelerinin
SMN profili %51,21 seklindedir. Saglikli donérde ve hasta PBMC hiicrelerinde SMN
ekspreyonunun beklenenin altinda ¢iktig1 goriilmektedir. U87, HEK293T ve HeLa hiicre
hatlarinin SMN ekspresyon seviyelerinin %96 gibi yiiksek bir ekspresyon profiline sahip
oldugu goriilmektedir. Hiicre hatlarinin SMN ekspresyon seviyelerine dayali olusturulan

bar grafik ise Sekil 23C’de yer almaktadir.
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Sekil 23. Hiicre hatlarmin SMN profillerinin degerlendirilmesi. A) SMA Tip 1 ve SMA Tip 2 fibroblast,
WT Fibroblast hiicre hatt1 B) SMA Tip 3 hastasindan izole edilen PBMC, saglikli donér PBMC, U87,

HEK?293T, HelLa ve Jurkat hiicre hatlarinda SMN ifadesinin anti-SMN monoklonal antikor antikor AF647
ile hiicre i¢i boyama sonrasi akim sitometri analizi. C) Hiicre hatlarinda SMN ekspresyon profillerine bagl

olusturulan bar grafik.
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4.6. SMN-Diisiik Jurkat hiicrelerinde CRISPR-PE sisteminin etkinliginin

degerlendirilmesi.

CRISPR PE(+) Jurkat hiicrelerinin gelistirilmesi i¢in hiicre hattina ilk olarak
CRISPR PE sistemini kodlayan pLenti-PE2-BSD Lentiviriis transdiikte edilmistir.
Ardindan Lentiviriis Blasticidine seg¢ilim geni igerdigi i¢in vektorii alan hiicrelerin
secilimi i¢in Blasticidine uygulamasi yapilip hiicreler se¢ilmistir. Blasticidin ile se¢ilimi
tamamlanarak %99 pozitif Prime Editing kodlayan Jurkat hiicre hatlari1 olusturulmustur.
Ardindan pHIV-EGFP lentiviriislerinde pU6 promotore sahip pegRNA1, PE(+) Jurkat
hiicrelerine transdiikte edilmistir. Transdiiksiyon sonrasi 72. Saatte hiicreler akim
sitometri ile analiz edilmistir (Sekil 24A). Konak HEK293T hiicre hattina transfeksiyon
sonrast floresan mikroskop altinda goriintiileme yapilmistir (Sekil 24B). pegRNAL
eksprese eden PE(+) Jurkat hiicrelerin GFP pozitif oldugu flow sitometri analizi ve

floresan mikroskobi ile tespit edilmistir.
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JURKAT GFP - All Events JURKAT GFP | JURKAT

A. CRISPR-PE(+) Jurkat
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Tek Hiicre

SSC

Kontrol GFP pegRNA1

JURKAT GFP | SMN+ viab!

i “"\’;".;9.657.8 __%s7.6| | GFPpos (pegRNA+)
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© —— GFPneg (pegRNA-)

3 Kontrol GFP pegRNA1 Lenti-CRISPR-PE

Sekil 24. SMN-diisiik Jurkat hiicre hattinda CRISPR-PE+ sistemi ve pegRNAL ile gen modifikasyonunun
SMN ekspresyonu iizerine etkisinin karsilastirilmasi. A) Jurkat hiicrelerinde SMN Alexa Flour 647
monoklonal antikoru ile hiicre igi boyama sonrasi akim sitometri analizi B) HEK293T hiicrelerinde kontrol
GFP pozitif lentiviral vektoriin ve pegRNA-GFP kodlayan lentiviral vektorlerin transfeksiyondan 24 saat

sonrasi floresan mikroskop 5X goriintiisii.
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4.7. SMN-diisiik Jurkat hiicre hattinda CRISPR-PE sisteminin pegRNALl
transdiiksiyon sonrasi 3, 7 ve 10. giinlerde kontrol GFP ve pegRNA-GFP kodlayan

lentiviriislerle karsilastirilarak test edilmesi.

pegRNA1(+) PE(+) Jurkat hiicrelerinde transdiiksiyondan sonraki 3,7 ve 10.
giinlerde anti-SMN monoklonal antikor ile gergeklestirilen hiicre i¢i boyama ile SMN
ifadeleri tespit edilmistir (Sekil 25). 7 ve 10. giinlerde gergeklestirilen bagimsiz
boyamalarda pegRNA pozitif Jurkat hiicrelerinde kontrol GFP pozitif pegRNA-negatif
Jurkat hiicrelerine kiyasla GFP ve SMN pozitif hiicre popiilasyonunun %2.5’tan %23.1
e kadar yiikseldigi gosterilmistir. Kontrol GFP(+) PE(+) Jurkat hiicrelerinde GFP+
SMN+ popiilasyonun sabit kaldig: tespit edilmistir.
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Sekil 25. CRISPR-PE sisteminin pegRNAI1 transdiiksiyon sonrasi PE pozitif Jurkat hiicrelerinde 3, 7 ve

10. giinlerde SMN protein ekspresyonunun yukari regiilasyonunun akim sitometri analizi ile gosterilmesi.
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4.8. PE(+) pegRNAL(+) Jurkat ve kontrol PE(+) GFP Jurkat hiicrelerinde SMN ve
ASMN ifadelerinin MFI degerlerininin karsilastirilmasi.

pegRNAT transdiiksiyonundan sonra MFI degerleri dlgiilerek SMN ifadesindeki
artis degerlendirilmistir. ilk olarak GFP ifade eden ve GFP ifade etmeyen hiicrelerin SMN
MEFTI degerleri ayr1 ayr1 analiz edilerek bar grafikler olusturulmustur (Sekil 26A). Jurkat
hiicrelerindeki bazal SMN-diisiik ifadeleri, PE kodlamayan pegRNAI1 transdiiksiyonlu
Jurkat hiicrelerindeki SMN MFI seviyesine gore belirlenmistir. Ardindan GFP eksprese
eden ve GFP cksprese etmeyen hiicrelerdeki SMN MFI degerleri birbirinden
cikartilmistir. Bunun sonucunda pegRNAI1 transdiiksiyonlu PE(+) Jurkat hiicrelerde
SMN MFI degerlerindeki artis CRISPR-PE sisteminin etkisi olarak kabul edilmistir
(Sekil 26B). ASMN MFI degerlerine bakildiginda pegRNA1(+) GFP(+) PE(+)
hiicrelerin pegRNA1(+) GFP(+) PE(-) hiicre popiilasyonuna oranla istatistiksel olarak
anlamli sekilde yiikseldigi tespit edilmistir (Sekil 26B). PegRNA (+) GFP (+) PE (-)
Jurkat hiicrelerindeki SMN MFI degerleri, bazal SMN MFI fark: olarak secilmistir. Bu
temel fark seviyesi ise daha sonrasinda pegRNA (+) GFP(+) PE(+) SMN MFI degerinden
cikartilmigtir (Sekil xC). PegRNA ve PE kodlayan Jurkat hiicreleri CRISPR-PE
sisteminin etkisinin tespit edilecegi hiicre popiilasyonu olarak belirlenmistir. Bu
sonuglara gore 7. giin sonrasinda pegRNA1 PE(+) Jurkat hiicrelerinde SMN ifadesinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edilmistir (Sekil 26C).
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Sekil 26. pegRNA1(+) PE(+) Jurkat hiicrelerinde kontrol GFP PE(+) Jurkat hiicrelerine kiyasla SMN ve
ASMN ekspresyonlarinin MFI degerlerini igeren bar grafikler. A) pegRNA (+) GFP (+) PE (-), pegRNA (-
) GFP (+) PE (+) ve pegRNA (+) GFP (+) PE (+) kontrolleri de igeren Jurkat hiicrelerindeki GFP ifade
eden ve GFP ifade etmeyen hiicrelerin SMN MFI degerlerinin gosterildigi bar grafik. Kesikli kirmizi ok,
PE kodlamayan pegRNA transdiiksiyonlu Jurkat hiicrelerinin SMN MFI seviyesine dayali olarak Jurkat
hiicrelerinde arka plan diisiik-SMN seviyesini gostermektedir. B) GFP ifade eden ve GFP ifade etmeyen
hiicre popiilasyonunun SMN MFT degerlerinin ¢ikarilmasi ile olusturulan bar grafikler. Kesikli kirmizi ok,
PE (-) pegRNA (+) Jurkat hiicrelerinin SMN MFI diizeyine dayali olarak pegRNA (+/-) GFP (+) Jurkat
hiicrelerinden ¢ikarilmig ASMN MFI diizeyini gostermektedir. C) pegRNA (+) GFP (+) PE (-) hiicrelerinin
MEFT degerlerinin pegRNA (+) GFP (+) PE (+) hiicrelerden ¢ikarilmasinin ardindan pegRNA (+) and PE
(+) hiicrelerdeki SMN ifadelerindeki artis1 gosteren bar grafikler. p<0,05. NS= Anlaml1 Degil.
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4.9. Diisiik SMN profiline sahip Jurkat hiicre hattinda CRISPR-PE sisteminin

canhilik ve hiicre sayisina etkisinin degerlendirilmesi.

Jurkat hiicre hattinda CRISPR-PE sisteminin canlilik ve hiicre sayisi iizerinde
etkisinin test edilmesi i¢in pLenti ve GFP kontrol gruplarin kiyasla hiicre sayis1 (Sekil
27A) ve hiicre canliliklar1 (Sekil 27B) i¢in grafikler olusturulmustur. Sekil 27A’da yer
alan hiicre sayisinin PE(+) kontrol grubuna kiyasla PE(+) GFP ve PE(+) pegRNAI
transdiikte hiicre hattinda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Sekil 27B’de yer alan
hiicre canliliklarina bakildiginda PE(+) kontrol, PE(+) GFP ve PE(+) pegRNAl

transdiikte hiicre gruplarinin her iiciinlin de hiicre canliliklarinin %80 civarinda oldugu

goriilmiistiir.
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Sekil 27. Jurkat hiicre hattinda pegRNAL ile transdiiksiyon sonrasi1 CRISPR-PE sisteminin canlilik hiicre
say1s1 lizerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in olusturulan bar grafikler. pLenti ve GFP kontrol gruba kiyasla
Jurkat pegRNAI transdiikte hiicre hattinda A) hiicre sayilarininin B) hiicre canliliginin karsilastirilmasi i¢in

olusturulan bar grafikler.
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4.10. pegRNAL1 transdiikte edilen Jurkat PE(+) hiicre hattinda PI: 7-12-44-50-57.
giinlerde GFP ve SMN ekspresyonunun takibi.

PE(+) Jurkat hiicre hatlar1 pegRNA1 ifade eden GFP biyobelirtecli lentiviral
vektorler ile transdiikte edilmesini takiben hiicre popiilasyonu igerisindeki SMN
ekspresyon seviyeleri 2 ay siire boyunca takip edilmistir. Sekil 28’de PI: 7. glinden 57.
giine kadar pegRNA(+) GFP(+) PE(+) Jurkat hiicre hatlarindaki canliliklar, GFP ve SMN
ekspresyon seviyelerine ait akim sitometri analizleri yer almaktadir. Bu analizlerde
GFP(+) SMN(+) hiicre oranlar1 goziikkmektedir. SMN ekspresyonunun PE(+) Jurkat
kontrol grubuna (Sekil 28A) kiyasla PE(+) pegRNA1 Jurkat hiicrelerinde (Sekil 28B)
takip edilen diger PI giinlerinde artis gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 28. Jurkat PE(+) hiicre hattinda pegRNA1 transdiiksiyon sonrast 7-12-44-50-57. giinlerde anti-SMN-
AlexaFlour 647 antikoru (sc-32313 AF647) ile hiicre i¢i boyama sonrasi akim sitometri analizi. SMN
boyama sonras1 A) Jurkat PE(+) hiicrelerinde B) PE(+) pegRNAI hiicrelerinde hiicre canlihigi, SMN
ekspresyonu ve SMN+ GFP+ hiicre popiilasyonlari. (PI: post infection, transdiiksiyon sonrasi giin sayist)
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4.11. pegRNA2 transdiikte edilen Jurkat PE(+) hiicre hattinda PI: 7-12-44-50.
giinlerde GFP ve SMN ekspresyonunun takibi.

PE(+) Jurkat hiicre hatlar1 pegRNA2 ifade eden GFP biyobelirtecli lentiviral
vektorler ile transdiikte edilmesini takiben hiicre popiilasyonu igerisindeki SMN
ekspresyon seviyeleri 2 ay siire boyunca takip edilmistir. Sekil 29°da PI: 7. glinden 50.
giine kadar pegRNA(+) GFP(+) PE(+) Jurkat hiicre hatlarindaki canliliklar, GFP ve SMN
ekspresyon seviyelerine ait akim sitometri analizleri yer almaktadir. Bu analizlerde
GFP(+) SMN(+) hiicre oranlar1 goziikkmektedir. SMN ekspresyonunun PE(+) Jurkat
kontrol grubuna (Sekil 30A) kiyasla PE(+) pegRNA1 Jurkat hiicrelerinde (Sekil 30B)
takip edilen diger PI giinlerinde artis gosterdigi tespit edilmistir. Ozellikle GFP+ SMN+

popiilasyonun kontrol grubuna kiyasla artig gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 29. Jurkat PE(+) hiicre hattinda pegRNAZ2 transdiiksiyon sonrasi1 7-12-44-50. giinlerde anti-SMN-
AlexaFlour 647 antikoru (sc-32313 AF647) ile hiicre i¢i boyama sonrasi akim sitometri analizi. SMN
boyama sonrast A) Jurkat PE(+) hiicrelerinde B) PE(+) pegRNA2 hiicrelerinde hiicre canliligi, SMN
ekspresyonu ve SMN+ GFP+ hiicre popiilasyonlari. (PI: post infection, transdiiksiyon sonrasi giin sayist)
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4.12. pegRNALI transdiikte edilen Jurkat PE(+) Hiicre hattinda SCC klonlarinda PI:
44-50-64-93. giinlerde GFP ve SMN ekspresyonunun takibi.

Jurkat PE(+) pegRNAI1(+) hiicrelerde single cell cloning (SCC) uygulamasi
gerceklestirilmis olup yliksek GFP oranina sahip koloniler se¢ilip kiiltiire edilmistir. SCC
sonrasi pegRNAT1 (+) PE(+) Jurkat hiicre hattinda Pl 44-50-64 ve 93. Giinlerde yaklasik
3 aylik siire ile SMN ekspresyon seviyelerindeki degisimler farkli hiicre klonlarinda takip
edilmistir. Sekil 30°da farkli SCC klonlarina ait Jurkat PE(+) kontrol grubuna kiyasla
(Sekil 30A) Jurkat PE(+) pegRNAI(+) hiicre klonlarina ait (Sekil 30B) SMN
ifadesindeki degisimi gdsteren akim sitometri 6l¢iim sonuglart yer almaktadir. 7. giinden
93. giline kadar SMN ifadesindeki diizey farkli hiicre klonlarinda istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde yiiksek kaldig1 degerlendirilmistir.
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Sekil 30. Jurkat PE(+) pegRNAT hiicre hattinda single cell cloning (SCC) sonras1 Jurkat PE(+) kontrol ve
SCC sonrasi Jurkat PE(+) pegRNAT1 klonlarinin P144-50-64 ve 93. giinlerde anti-SMN-AlexaFlour 647
antikoru (sc-32313 AF647) ile hiicre i¢i boyama sonrasi akim sitometri analizi. A) Jurkat PE(+) kontrol B)
Jurkat PE(+) pegRNA1 SCC klonlarinda hiicre canliligi, SMN ekspresyonu ve SMN+ GFP+ hiicre
popiilasyonlari. (PI: post infection, transdiiksiyon sonrasi giin sayisi)
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4.13. pegRNAL ve pegRNAZ transdiikte edilen Jurkat PE(+) Hiicre hattinda PI: 7-
12-44-50. giinlerde SMN MFI, SMN ekspresyon ve GFP+ SMN+ popiilasyonlarina

ait bar grafikler.

Jurkat PE(+) pegRNAL(+) ve Jurkat PE(+) pegRNA2(+) transdiikte hiicrelerin PI:
7-12-44-50 ve 57. Giinlerde akim sitometri analizlerinden elde edilen GFP MFI ve SMN
ekspresyon seviyelerine ait verilerden bar grafikler olusturulmustur (Sekil 31). Sekil
31A’da Jurkat PE(+) kontrol grubuna kiyasla Jurkat PE(+) pegRNAL1(+) ve Jurkat PE(+)
pegRNA2(+) hiicre grubunda SMN MFI degerlerinin artis gosterdigi tespit edilmistir.
Sekil 31B’de ise ozellikle pegRNA1’de anlamli olarak SMN ekspresyonlarinin artisi
tespit edilmistir. Sekil 31C’de degisen PI giinlerine bagli olarak GFP+ SMN+ hiicre
popiilasyonunun anlamli oranda PE(+) kontrol grubuna kiyasla artis gosterdigi tespit

edilmistir.
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Sekil 31. Jurkat PE(+) hiicre hattinda pegRNA1 ve pegRNAZ ile transdiiksiyon sonras1 PI:7-12-44 ve 50.
Giinlerde PE(+) pegRNA1, pegRNAZ2, kontrol grubu PE(+) hiicrelere ait olusturulan bar grafikler. Jurkat
PE(+) kontrol ve PE(+) pegRNAI hiicrelerde PI1:7-12-44 ve 50. giinlerdeki A) SMN MFI B) SMN
ekspresyon degerlerine C) GFP+ SMN+ popiilasyon degerlerine ait bar grafikler. (PI: post infection,
transdiiksiyon sonrasi giin say1st). p<0,05. NS= Anlamli1 Degil.
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4.14. Primer SMA Tip 1, Tip 2 Fibroblast ve WT Fibroblast hiicre hatlarinda
hiicre canlii@inin ve apoptoz evrelerinin belirlenmesi icin gerceklestirilen MTT ve

Annexin-V analizi.

SMN ekspresyon profilleri karsilagtirllan SMA Tip 1, SMA Tip 2 Fibroblast ve
WT Fibroblast hiicre hatlarinda mitokondriyal aktivitelerin karsilagtirilmasi icin MTT
analizi gergeklestirilmistir. MTT analizi sonucunda olusturulan bar grafikler Sekil
32A’da yer almaktadir. SMA Tip 1 fibroblastin mitokondriyal aktivitesinin SMA Tip 2
fibroblastin mitokondriyal aktivitesinden anlamli oranda daha diisiik oldugu tespit
edilmistir. Bunun yaninda kontrol olarak saglikli olan WT fibroblast hiicre hattinin ise
her iki SMA fibroblast hiicre hatlarindan daha yiiksek mitokondriyal aktiviteye sahip
oldugu gosterilmistir. Bu durum da ii¢ hiicre hatt1 arasindaki SMN2 kopya sayisinin hiicre
canliligina olan etkisini gdstermektedir. Annexin V- propidium iodide (PI) boyama hiicre
popiilasyonlarinda hiicrelerin apoptoz evrelerinin ve canliliklarinin belirlenmesi i¢in
kullanilan bir boyama yontemdir. Deneylerde kullanilan SMA Tip 1 ve SMA Tip 2
fibroblast hiicre hatlarinda Annexin-V-PI boyama gerceklestirilerek bar grafikler
olusturulmustur (Sekil 32B). Canliliklara bakildiginda SMA Tip 2 fibroblast hiicre
hattinin canliliinin SMA Tip 1 fibroblast hiicre hattindan daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Buna paralel olarak erken apoptoz ve ge¢ apoptoz evrelerindeki hiicrelerin
orant her iki hiicre hattinda da diisiik olmakla beraber SMA Tip 2 fibroblast hiicre hattinda
daha diistik oldugu goriilmektedir.
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Sekil 32. SMA Tip 1, SMA Tip 2 fibroblast, WT fibroblast ve kontrol HEK293T hiicre hatlarinda
gergeklestirilen MTT ve Annexin V - PI analizi sonrasi olugturulan bar grafikleri. A) SMA Tip 1, SMA Tip

2 ve WT fibroblast hiicre hatlarinda gergeklestirilen MTT sonucu olusturulan bar grafik. B) SMA Tip 1,

SMA Tip 2 fibroblast ve HEK293T hiicre hatlarinda gergeklestirilen Annexin-V-Pl boyama sonucu

olusturulan bar grafik.
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4.15. Primer SMA Tip 1 ve SMA Tip 2 Fibroblast hiicre hatlarinin zamana bagh

hiicre sayis1 ve hiicre canlihiginin grafiksel gosterimi.

Hastalardan izole edilerek kiiltiire edilmis Primer SMA Tip 1 ve SMA tip 2
fibroblast hiicre hatlarinin deneylerde zamana bagli olarak hiicre sayist ve canliliklarinin
degerlendirildigi verilerden ¢izgi grafikleri olusturulmustur (Sekil 33). 2 adet SMN2
kopya sayisina sahip SMA Tip 1 fibroblast hiicre hattina bakildiginda hiicre sayisinin
(Sekil 33A) stabil sekilde seyrettigi goriilmekte, hiicre canliliginin da (Sekil 33B) sabit
%90 seviyelerinde kalarak devam ettigi goriilmektedir. Bunun yaninda 3 adet SMN2
kopya sayisina sahip olan SMA Tip 2 hiicre hattina bakildiginda hiicre sayisinin (Sekil
33C) Tip 1 fibroblasta oranla daha fazla oldugu goriiliirken buna paralel olarak hiicre
canliliginin da (Sekil 33D) neredeyse 20. giline kadar daha yiiksek ve stabil bir sekilde

seyrettigi goriilmektedir.
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Sekil 33. Primer SMA Tip 1 Fibroblast (#GM00232) ve SMA Tip 2 Fibroblast (#GM03813) hiicre hattina
ait zamana bagl hiicre sayis1 ve canlilifini igeren ¢izgi grafikleri. Primer SMA Tip 1 Fibroblast hiicre
hattina ait A) hiicre sayis1 ¢izgi grafigi B) canlilik ¢izgi grafigi. Primer SMA Tip 2 Fibroblast hiicre hattina
ait C) hiicre say1s1 ¢izgi grafigi D) canlilik ¢izgi grafigi.
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4.16. Primer SMA Tip 1 Fibroblast hiicre hattina pegRNAL1 ile transdiiksiyon
sonras1 Pl: 24 ve 42. Giinlerde SMN ve GFP ekspresyon seviyelerinin

degerlendirilmesi.

CRISPR-PE sistemi Primer SMA Tip 1 fibroblast hiicre hattina aktarildiktan sonra
intraselliller SMN boyama gergeklestirerek SMN protein ekspresyonunun stabilitesi
farkli post-infection giinlerde takip edilmistir. Blasticidin secilimi gergeklestirildikten
sonra %99 pozitif Prime Editing kodlayan fibroblastlar pegRNA1 kodlayan GFP
biyobelirtegli lentiviriisler ile transdiikte edilmistir. Sekil 34’te gosterildigi gibi GFP(+)
pegRNA(+) hiicre hatlarinda zamana bagli canli hiicre popiilasyonlarin yiizde
oranlarinin arttig1, pegRNA ifade etmeyen veya sadece GFP ifadesi saglayan kontrol
gruplar ile kiyaslanarak degerlendirilmistir. Sekil 34A’da yer alan hiicre canliliklarina
ait analizlerde pegRNA1 transdiiksiyonunun PE(+) ve PE(+) GFP kontrol gruplarina
kiyasla hiicre canliligini degistirmedigi gosterilmistir. Sekil 34B’de yer alan SMN
ekspresyon analizlerine bakildiginda ise PE(+) pegRNA(+) hiicrelerin PI:24. Giinden 42.
Giine dogru kontrol gruplarina oranla SMN profillerinin artis gosterdigi tespit edilmistir.
Sekil 34C’de yer alan GFP+ SMN+ hiicre popiilasyonlarinda PE(+) pegRNA(+)
hiicrelerin 6zellikle PI:42. Giinde kontrol PE(+) grubuna kiyasla artis gosterdigi tespit

edilmistir.
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Sekil 34. Primer SMA Tip 1 PE(+) fibroblast hiicre hattinda kontrol grubu PE ve GFP ile pegRNA 1
transdiiksiyon sonrasi post infection (PI) 24 ve 42. giinlerde alinan akim sitometri sitometri analizleri. SMA
Tip 1 PE(+) pegRNA 1, PE(+) ve GFP kontrolii A) hiicre canliligit B) SMN ifadesini gosteren akis
sitometrisi sonuglart C) GFP ve SMN pozitif hiicre popiilasyonlarmin gosterildigi akim sitometrisi
sonuglar.(PI: post infection, transdiiksiyon sonrasi giin sayisi)
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4.17. Primer SMA Tip 2 Fibroblast hiicre hattina pegRNAI1 ile transdiiksiyon
sonrast PI: 8-21-24-33 ve 42. Giinlerde SMN ve GFP ekspresyon seviyelerinin

degerlendirilmesi.

CRISPR-PE sistemi Primer SMA Tip 1 fibroblast hiicre hattinda oldugu gibi SMA
Tip 2 fibroblast hiicre hattina da aktarilmistir. Ardindan bu hiicre grubunda da
intraselliller SMN boyama gergeklestirerek SMN protein ekspresyonunun stabilitesi
farkli post-infection giinlerde takip edilmistir. Sekil 35°te P1:8-21-24-33 ve 42. Giinlerde
takip edilen hiicre canliligi, SMN ve GFP ekspresyon seviyeleri goriilmektedir. Primer
SMA Tip 2 fibroblast hiicre hattinda Sekil 35A’da yer alan hiicre canliliklarina ait
analizlerde pegRNAI transdiiksiyonunun pegRNA ifade etmeyen veya sadece GFP
ifadesi saglayan kontrol gruplar ile kiyaslandiginda hiicre canliligini degistirmedigi
gosterilmistir. Sekil 35B°de yer alan SMN ekspresyon analizlerine bakildiginda ise PE(+)
pegRNA(+) hiicrelerin PI:21-24 ve 42. giinlerde kontrol gruplarina oranla SMN
profillerinin artig gosterdigi tespit edilmistir. Sekil 35C’de yer alan GFP+ SMN+ hiicre
popitilasyonlarinda degisen PI giinlerinde PE(+) pegRNA(+) hiicrelerin kontrol PE(+)

grubuna kiyasla artig gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 35. Primer SMA Tip 2 PE(+) fibroblast hiicre hattinda kontrol grubu PE ve GFP ile pegRNA 1
transdiiksiyon sonrast post infection (PI) 8-21-24-33 ve 42. giinlerde alinan akim sitometri sitometri
analizleri. SMA Tip 2 PE(+) pegRNA 1, PE(+) ve GFP kontrolii A) hiicre canliligi B) SMN ifadesini
gosteren akig sitometrisi sonuglart C) GFP ve SMN pozitif hiicre popiilasyonlarinin gosterildigi akim
sitometrisi sonuglar1. (PI: post infection, transdiiksiyon sonrasi giin sayist)
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4.18. Primer SMA Tip 1 Fibroblast hiicre hattina pegRNA1 ve pegRNAZ2 ile
transdiiksiyon sonras1 PI: 24 ve 42. Giinlerde SMN ekspresyon seviyelerinin

degerlendirilmesi.

Blasticidin se¢ilimi sonras1 %99 pozitif Prime Editing kodlayan SMA Tip 1
fibroblastlar pegRNAT1 kodlayan GFP belirtegli lentiviriisiin yaninda pegRNA2 kodlayan
GFP biyobelirtegli lentiviriisler ile transdiikte edilmistir. Sekil 36°’da SMA Tip 1
fibroblast PE(+) pegRNA1(+) ve PE(+) pegRNA2(+) hiicrelerin PE(+) kontrol grubuna
kiyasla P1:24 ve PI:42. Giinlerde gerceklestirilen intraselliiler SMN boyama sonrasi akim
sitometri analizleri yer almaktadir. SMN ekspresyonlar1 kontrol grubuna oranla
karsilastirildiginda %10 SMN ekspresyonuna sahip SMA Tip 1 hiicre hattinda SMN
ekspresyonunun pegRNA1 transdiiksiyonu sonrasi PI:42. giinde %71,80’e; pegRNA2
sonras1 47,59’a ¢iktig1 tespit edilmistir.
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Sekil 36. Primer SMA Tip 1 PE(+) fibroblast hiicre hattinda kontrol grubu PE ve GFP ile pegRNA 1 ve
pegRNA 2 transdiiksiyon sonrasi post infection (PI) 24 ve 42. giinlerde SMN ekspresyon seviyeleri. (PI:
post infection, transdiiksiyon sonrasi giin sayist)
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4.19. Primer SMA Tip 2 Fibroblast hiicre hattina pegRNA1 ve pegRNA2 ile
transdiiksiyon sonrasi P1:8-21-24-33 ve 42. Giinlerde SMN ekspresyon seviyelerinin

degerlendirilmesi.

Blasticidin se¢ilimi sonrast %99 pozitif Prime Editing kodlayan SMA Tip 2
fibroblastlar pegRNA 1 kodlayan GFP belirtegli lentiviriisiin yaninda pegRNA2 kodlayan
GFP biyobelirtegli lentiviriisler ile transdiikte edilmistir. Sekil 37°de SMA Tip 2
fibroblast PE(+) pegRNA1(+) ve PE(+) pegRNA2(+) hiicrelerin PE(+) kontrol grubuna
kiyasla P1:8-21-24-33 ve 42. Glinlerde gerceklestirilen intraselliiller SMN boyama sonrasi
akim sitometri analizleri yer almaktadir. SMN ekspresyonlar1 kontrol grubuna oranla
karsilastirildiginda %45-47 arasinda SMN ekspresyonuna sahip SMA Tip 2 hiicre
hattinda SMN ekspresyonunun hem pegRNAL hem pegRNAZ2 transdiiksiyonu sonrasi
%80 ile %90’a kadar ¢iktig1 tespit edilmistir.
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Sekil 37. Primer SMA Tip 2 PE(+) fibroblast hiicre hattinda kontrol grubu PE ve GFP ile pegRNA 1 ve
pegRNA 2 transdiiksiyon sonrasi post infection (PI) 8-21-24-33 ve 42. giinlerde SMN ekspresyon
seviyeleri. (PI: post infection, transdiiksiyon sonrasi giin say1s1)
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4.20. Primer SMA Tip 1 ve Tip 2 Fibroblast hiicre hatlarina pegRNA1 ve pegRNA2
ile transdiiksiyon sonra PI:8-19-21-24-33 ve PI:42 giinlerde canhhk, GFP+SMN+
hiicre popiilasyonlar1 ve GFP MFI degerlerine ait bar grafikleri.

Primer SMA Tip | ve Tip 2 fibroblast hiicre hatlarinda CRISPR-PE aktarimi
sonrast pegRNA1 ve pegRNAZ2 transdiiksiyonunun ardindan hiicrelerde belirli PI
giinlerinde intraselliler SMN boyama gergeklestirilmistir. Belirli araliklarla
gerceklestirilen boyamalar sonucu elde edilen verilerden bar grafikler olusturulmustur
(Sekil 38). Farkli SMN2 kopya sayilarina sahip Primer SMA Tip 1 ve Tip 2 fibroblast
hiicre hatlarinda pegRNA1, pegRNA2 ve CRISPR-PE sisteminin hiicre canlilifina
etkileri (Sekil 38A), GFP+ SMN+ popiilasyonun kontrol grubuna kiyasla artisinin (Sekil
38B) ve boyama sonucu GFP MFI degerlerinin karsilagtirilmasi igin (Sekil 38C) bar
grafikler olusturulmustur. Her iki primer hiicre hattinda da pegRNA’lar sonras1 hiicre
canliiginin degismedigi tespit edilmistir (Sekil 38A). PegRNA1l ve pegRNA2
transdiiksiyonu sonrasi takip edilen giinlerde GFP+ SMN+ hiicre popiilasyonunun
zamanla kontrol grubuna oranla artis gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 38B). GFP MFI
degerlerine bakildiginda ise SMA Tip 2 hiicre hattinda kontrole kiyasla yiiksek oranda
artis oldugu tespit edilmistir (Sekil 38C).
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Sekil 38. Primer SMA Tip 1 ve SMA Tip 2 PE(+) fibroblast hiicre hatlarinda pegRNA1 ve pegRNAZ2 ile
transdiiksiyon sonrasi P1:8-19-21-24-33 ve 42. giinlerde PE(+) pegRNA1, pegRNA2 kontrol grubu GFP ve
PE hiicrelerinde canlilik, GFP + SMN+ popiilasyon, SMN ve GFP MFI degerlerini igeren bar grafikler.
SMA Tip 1 ve Tip 2 PE(+) pegRNA 1, pegRNA2, PE(+) ve GFP kontrolii A) hiicre canliligi B) SMN MFI
degerleri C) GFP MFI degerleri D) GFP+ SMN+ popiilasyon i¢in olusturulan bar grafikler. (PI: post
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4.21. Primer SMA Tip 1 ve Tip 2 Fibroblast hiicre hatlarma pegRNAL ile
transdiiksiyon sonras1t AGFP MFI degerlerinin bar grafikleri.

CRISPR-PE sisteminin etkinliginin ve uzun dénemde stabilitesinin tespiti i¢in
pegRNAL1 transdiiksiyonunun ardindan PI: 54. Giine kadar GFP ekspresyonlar1 tespit
edilmistir. SMA Tip 1 fibroblast hiicre hattinda PE(+) pegRNAI1 hiicrelerin GFP
ekspresyonunun GFP kontrol grubuna oranla daha yiiksek ve stabil sekilde devam ettigi
tespit edilmistir (Sekil 39A). SMA Tip 2 fibroblast hiicre hattina bakildiginda GFP
kontrol grubuna kiyasla stabil ve yliksek GFP ekspresyonu ile seyrettigi tespit edilmistir
(Sekil 39B).
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Sekil 39. Primer SMA Tip 1 ve SMA Tip 2 PE(+) fibroblast hiicre hatlarinda pegRNA1 ile transdiiksiyon
sonrast pegRNA1, kontrol grubu GFP ve PE hiicrelerinde AGFP MFI degerlerini igeren ¢izgi grafikler. A)
SMA Tip 1 hiicre hattinda B) SMA Tip 2 hiicre hattinda AGFP MFI degerlerine ait olusturulan ¢izgi
grafikler. (PI: post infection, transdiiksiyon sonrasi giin sayisi)
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4.22. CRISPR-PE sisteminin SMA Tip 1 ve SMA Tip 2 fibroblast hiicre hatlarinda

sagkalim analizi.

Primer SMA Tip 1 ve Tip 2 fibroblast hiicrelerine CRISPR-PE sistemi ile birlikte
pegRNAL ve pegRNA2 aktarimi sonrasi hiicre canliliklar1 takip edilmistir. Farkli
giinlerde alinan hiicre canliliklarina dayali bar grafik olusturulmustur (Sekil 40).
Olusturulan bar grafige bakildiginda pegRNA1 ve pegRNA2 tranadiiksiyondan sonra
PE(+) ve GFP kontrol gruplarina kiyasla hem SMA tip 1 hem de SMA Tip 2 fibroblast

hiicre hattinda hiicre canliliginin benzer seyrettigi tespit edilmistir.

Sagkalim Analizi

100 mm SMA Type 1 Fibroblast
=3 SMA Type 2 Fibroblast
R R |

80

60—
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40

20—

Sekil 40. Primer SMA Tip 1 ve SMA Tip 2 fibroblast hiicre hatlarinda pegRNA1 ve pegRNA2 ile
transdiiksiyon sonrasi donemde PE(+) ve GFP kontrol grubuna kiyasla hiicre canliligina olan etkisini
gosteren bar grafik.
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4.23. SMA Tip 3 hastasindan elde edilen CD3+T hiicrelerde CRISPR-PE sisteminin

etkinliginin degerlendirilmesi.

Tip 3 SMA hastasindan alinan kan sonrast PBMC izolasyonu ger¢eklestirilmistir.
Bu hiicrelerden CD3+T hiicre izolasyonu ve aktivasyonu sonrast hiicreler kiiltiire
edilmistir. Ardindan hiicrelerde CRISPR-PE sisteminin etkinliginin degerlendirilmesi
icin pegRNA1 ve pegRNA2 transdiiksiyonu gerceklestirilmistir. Transdiiksiyondan 72
saat sonra hiicrelerin GFP ekspresyonlart akim sitometri ile analiz edilmistir. Sekil
41A’da akim sitometri analizi ile GFP ekspresyonlar1 degerlendirilmistir. Negatif kontrol
ve PE(+) kontrol grubunda GFP ekspresyonu %1.5 seviyelerindeyken PE(+) pegRNAL
ve PE(+) pegRNA2 aktarimi sonrasi bu oran %30’a kadar yiikselmistir. Pozitif kontrol
olarak GFP ile transdiikte edilen CD3+T hiicre kullanilmistir. Sekil 41B’de GFP MFI
degerlerinden olusturulan bar grafikte ise kontrol grubuna kiyasla pegRNA1 ve pegRNA2

ile transdiiksiyonun CD3+T hiicrelerinde basarili sekilde saglandig1 gosterilmistir.
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Sekil 41. SMA Tip 3 hastasindan izole edilen CD3+T hiicrelere pegRNA1 ve pegRNA2 ile transdiiksiyon
sonrasi pLenti ve GFP kontrole kiyasla akim sitometri analizi ve bar grafik. CD3+T cell hiicrelerinde NC,
GFP kontrol ve PE(+) kontrole kiyasla pegRNA1 (+) ve pegRNA2 (+) hiicrelerde SMN boyama sonucunda
elde edilen A) akim sitometri analizi B) GFP MFI degerleri ile olusturulan bar grafik.
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4.24. Primer SMA Tip 2 Fibroblast hiicre hattinda CRISPR-PE sisteminin
apoptotik etkisinin belirlenmesi icin gerceklestirilen Annexin-V-Pl ve MTT analizi.

SMA Tip 2 fibroblast hiicre hattinda pegRNA1l ile transdiiksiyon
gerceklestirildikten sonra CRISPR-PE sisteminin hiicre canliligina ve apoptotik evrelere
etkilerinin tespiti i¢in Annexin V-Pl boyama ve MTT analizi gergeklestirilmistir (Sekil
42). 33 giinde PE (+) kontrol ve PE(+) GFP kontrole kiyasla CRISPR-PE sisteminin
toksisitesi karsilastirilmistir (Sekil 42A). pegRNA1’de canli popiilasyon ortalama %60
civarindadir. Erken apoptoz popiilasyonu i¢in durum PE (+) kontrolde %11 iken her
pegRNALI icin  %38.33 seviyesindedir (Sekil 42A). Kontrol grubuna kiyasla canli
poplilasyon, erken apoptoz ve ge¢ apoptoz popiilasyonlarina ait degerlerden bar grafikler
olusturulmustur (Sekil 42B). PegRNA 1(+) hiicre grubunda ge¢ apoptoz popiilasyonunun
kontrole yakin seviyede benzer bazal seviyede oldugu tespit edilmistir. CRISPR-PE
sisteminin hiicre canliligina etkisinin belirlenmesi i¢in gerceklestirilen MTT analizinde
pegRNA 1 transdiikte hiicrelerde kontrole kiyasla herhangi bir toksisite goriilmemistir
(Sekil 42C). Hiicre canlilig1 agisindan pegRNA’larin ve CRISPR-PE sisteminin toksik

olmadig1 gorilmiistiir.
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Sekil 42. SMA Tip 2 fibroblast hiicre hattinda PE(+), PE(+) GFP kontrol ve pegRNAI transdiikte
hiicrelerde gergeklestirilen Annexin V - Pl analizi. A) SMA Tip 2 fibroblast hiicre hattinda Annexin V - Pl
boyamasi sonrasinda akim sitometri analizi. B) SMA Tip 2 fibroblast hiicre hattinda Annexin V - PI
boyamast C) MTT analizi sonras1 olugturulan bar grafik.
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4.25. Primer SMA Tip 2 fibroblast hiicre hattinda CRISPR-PE sistemi aktarildiktan
sonra SMN2 kopya sayis1 icin MLPA analizi.

CRISPR-PE ve pegRNA ifadesi saglanan SMA Tip 2 fibroblast hiicre hatlarinda
ekzon 7 ve kontrol olarak ekzon 8 hedefli MLPA analizi gerceklestirilmistir. Sekil 43’te
modifikasyonu hedeflenen ekzon 7 duplikasyonlarmin artip atmayacagini tespit
edebilmek i¢in gerceklestirilen MLPA analiz sonuglar1 yer almaktadir. Primer SMA Tip
2 hiicre hattina CRISPR-PE sistemi aktarildiktan sonra intraselliller SMN boyamalari
yapilmis olup daha sonra genomik DNA (gDNA) izolasyonlar1 gerceklestirilmistir.
Ardindan &rneklerin SMN1 ve SMN2 kopya sayilarmim tespiti intergen Genetik
Hastaliklar Tam1  Arastima ve Uygulama Merkezi'nde MLPA analizi ile
gerceklestirilmistir (Sekil 43). SMA Tip 2 hiicre hattinin SMN1 geni bulunmamaktadir.
Bunun yaninda 3 adet SMN2 kopya sayisina sahip olan SMA Tip 2 hiicre hattinda PE(+)
kontrole (Sekil 43A) kiyasla pegRNA1 (Sekil 43B) ve pegRNA2 (Sekil 43C) transdiikte
edilen hiicrelerde  SMN2 kopya sayisinin degismedigi veya tespit edilemedigi

gorilmiustir.
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Sekil 43. SMA Tip 2 fibroblast hiicre hattinda CRISPR-PE sistemi iceren PE(+) pegRNA1 ve PE(+) kontrol
hiicrelerde MLPA yo6ntemi ile belirlenen SMN1-SMN?2 kopya sayilarinin analizleri. SMA Tip 2 fibroblast
A) PE(+) kontrol B) PE(+) pegRNAL C) pegRNA2 transdiikte hiicrelere ait analiz sonuglar.
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4.26. HEK293T, HeLa VE U87 SMN1 knockout hiicre hatt1 olusturulduktan sonra

SMN ekspresyon seviyelerinin degerlendirilmesi.

SMNI1 geninin knockout edilmesi icin tiretilen SMN1 hedefli CRISPR/cas9
sistemi kodlayan lentiviriisler HEK293T, HeLa ve U87 hiicre hatlarina 3 MOI oraninda
transdiikte  edilmistir.  Transdiiksiyondan 72 saat sonra hiicrelere uygun
konsantrasyonlarda puromycin antibiyotigi uygulandiktan sonra %99> hiicre canliligina
sahip hiicre popiilasyonu kiiltiire edilmeye devam edilmistir. Hiicreler daha sonra SCC
yapilarak genom agisindan saf klonlar elde edilmistir. Kontrol ve klonlar igcin SMN
boyama sonrasi diisiik-orta-yiiksek SMN ekspresyonunu temsil eden 3 tane kapi
ayarlanmistir. Gergeklestirilen SMN boyamada (Sekil 23) yiikksek SMN profiline sahip
HEK293T hiicre hattinda yiiksek SMN ekspresyonu seviyesi %96,73 olarak tespit
edilirken; SCC yapilarak ¢ogaltilan SMN1 knockout HEK293T hiicre klonlarinda (C2-
C3), SMN seviyelerinin anlamli1 bir oranda geriledigi bagimsiz klonlarda tespit edilmistir
(Sekil 44A). C2 klonunda en yiiksek SMN ekspresyon seviyesi %8,96 seviyesine kadar
gerileyerek SMN ekspresyonunda anlamli bir sekilde diisiis sergilemistir. Hiicrelerin
canliliklarina akim sitometri analizinde bakildiginda klonlarin canliliklart kontrol
gruplarinda ortalama %80 seviyelerindeyken bagimsiz klon popiilasyonunda ortalama
%66’lara geriledigi tespit edilmistir (Sekil 44A). HeLa hiicre hatti normal sartlarda
yiikksek SMN ekspresyonuna sahip bir hiicre hattidir (Sekil 23). SMN1 knockout HelLa
hiicre hatt1 klonlarinda gergeklestirilen hiicre i¢i SMN boyamanin akim sitometrisi
sonucu Sekil 44B’de yer almaktadir. Bagimsiz klon popiilasyonlarinda yiiksek SMN
ekspresyon seviyesinin giderek azaldigi tespit edilmistir. SMN1 knockout U87 hiicre
hattinda gergeklestirilen hiicre i¢i SMN boyamanin akim sitometrisi sonucu Sekil 44C’de
yer almaktadir. C1-C2 ve CS klonlar1 basta olmak tizere SMN ekspresyon seviyeleri
bagimsiz klon popiilasyonlarinda diisiik ekspresyona dogru bir kayma egilimi
gostermistir. Bagimsiz klon popiilasyonlarinda kontrol U87 popiilasyonuna kiyasla orta
seviye SMN ekspresyonlarina bakildiginda C1 klonunda %50,49; C2 klonunda %38,94;
C4 klonunda %63,75 ve son olarak C5 klonunda %46,32 kadar geriledigi tespit edilmistir.
Bu da U87 hiicre hattindaki klonlarda basarili sekilde SMN ekspresyonu diisiik hiicreler
tretildigini  gostermektedir. Hiicrelerin canliliklarina bakildiginda diisik SMN
ekspresyon seviyesi ile dogru orantili olarak diisiik canlilik ile seyrettigi tespit edildi

(Sekil 44C).
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Sekil 44. SMNI1 knockout HEK293T, HeLa ve U87 hiicre hatlarinda gergeklestirilen boyamanin akim
sitometri analizi. A) HEK293T B) HeLa C) U87 hiicre hatt1 klonlarinda (C1-C2-C3-C4-C5) SMN

ifadesinin SMN monoklonal antikor ile hiicre i¢i boyama sonrasi akim sitometri analizi.
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4.27. HEK293T, HeLa ve U87 SMN1 knockout hiicre klonlarinda diisiik-orta-

yiiksek SMN ekspresyon seviyeleri ve canliliklarin degerlendirilmesi.

SMN1 knockout HEK293T, HeLa ve U87 hiicre hiicre hatlarinda saf klonlar elde
edildikten sonra diisiik-orta-ytiksek olacak sekilde SMN ekspresyonlarinin ve kontrol
grubuna kiyasla canlilik seviyelerinin karsilagtirilmasi i¢in bar grafikleri olugturulmustur.
HEK293T klonlarinin SMN ekspresyonlar1 ve canliliklar i¢in olusturulan bar grafikleri
Sekil 45A’da yer almaktadir. Kontrol grubu HEK293T hiicre hattinda yliksek SMN
ekspresyon seviyesinin, klon popiilasyonlarinda anlamli bir oranda azaldig:
gorilmektedir. Aymi sekilde kontrol grubuna kiyasla orta ve diisik SMN
ekspresyonlarinin da giderek artis gosterdigi yani yliksek ekspresyondan diisiik
ekspresyona dogru bir gecisin varlig1 sz konusudur. SMN1 knockout HeLa klonlarinin
SMN ekspresyonlari ve canliliklart i¢in olusturulan bar grafikleri Sekil 45B’de yer
almaktadir. Kontrol grubuna bakildiginda yine ayni sekilde SMN ekspresyonu yiiksektir.
Klon popiilasyonlarinda ise bu durum yine geg¢isli olarak azalarak seyretmekle beraber
diisiik seviyelere dogru bir yonelim oldugu tespit edilmistir. U87 klon popiilasyonlarinin
SMN ekspresyonlar1 ve canliliklart i¢in olusturulan bar grafikleri Sekil 45C’de yer
almaktadir. Kontrol grubunun daha ¢ok orta seviye SMN ekspresyonuna sahip oldugu
goriilmektedir. Klonlardaki orta SMN ekspresyon seviyesinin zamanla azalarak diisiik

SMN ekspresyonunun artisa gegmesi ile seyrettigi tespit edilmistir.
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Sekil 45. SMN1 knockout HEK293T, HelLa ve U87 hiicre hatlarinda SMN ekspresyonu ve canlilik
degerlerini igeren bar grafikleri. SMN1 knockout A) HEK293T B) HelLa C) U87 hiicre hatt1 klonlarinda
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4.28. HeLa ve U87 SMN1 knockout hiicre klonlarinda hiicre canhiliginin MTT

analizi ile belirlenmesi

Bagimsiz klon popiilasyonlarinda canlilik seviyelerindeki diisiisin  SMN
ekspresyonu ve canlilik arasindaki iliskinin dogrudan gosterilebilmesi mitokondriyal
aktivite seviyesini 6l¢gmeye yarayan MTT analizi gergeklestirilmistir. MTT analizi sonucu
elde edilen verilerin bar grafikleri Sekil 46°da gosterilmektedir. HeLa SMN1 knockout
klonlarina ait MTT analizi sonucu olusturulan bar grafik Sekil 46A’da yer almaktadir.
Genom profili heterojen yapidaki kontrol grubuna kiyasla C2 klonunun mitokondriyal
aktivitesinde azalma tespit edilmistir. . HeLa SMN1 knockout klonlarina ait MTT analizi
sonucu olusturulan bar grafik Sekil 46B’de yer almaktadir. U87 hiicre hatt1 klonlarinda
sirastyla C4-C1-C5-C3 ve en yiiksek oranda C2 klonunda olmak iizere tiim klon
popiilasyonlarinda kontrole kiyasla canliligin giderek azaldig goriilmektedir. Bu sonug
SMNI1 knockout U87 bagimsiz klonlara ait Sekil 44C’de yer alan SMN boyama akim
sitometri sonuclarindaki azalan SMN ekspresyonunun canliligi olumsuz yonde etkiledigi

sonucunu desteklemektedir.
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Sekil 46. SMN1 knockout HeLa, ve U87 hiicre hatlarinda gerceklestirilen MTT analizi. A) HeLa B) U87
SMN1 knockout hiicre hattinda single cell sorting (SCC) deneyi sonrast MTT sonrast olusturulan bar
grafikleri. C: cloning. p<0,05. NS= Anlamli Degil.
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4.29. HEK293T SMN1 knockout hiicre klonlarinda SMN2 kopya sayisi icin MLPA

analizi.

Olusturulan SMA modeli SMN1 knockout HEK293T hiicre hattinda hedeflendigi
gibi SMN1 geninin silinip silinmedigini tespit etmek icin Intergen Genetik Hastaliklar
Tan1 Arastirma ve Uygulama Merkezi’nden hizmet alim ile MLPA ydntemi kullanilarak
SMNI1 ve SMN2 kopya sayilari tespit edilmistir. SMN1 knockout HEK293T hiicre hatti
klonlarma ait MLPA analiz sonucu Sekil 47°de yer almaktadir. Sekil 47A’da yer alan
kontrol HEK293T hiicrelerinin analiz sonuclarina bakildiginda isaretli kutucuklardaki
SMN1 ekzon7-8 ve SMN2 ekzon7-8 gen bolgelerinin diger gen bolgeleri ile ayni yerde
oldugu goriilmektedir (Sekil 47A). Sekil 47B’de yer alan C2 klonunda ve Sekil 47C’de
yer alan C3 klonunda SMN1 ekzon7-8 bolgesinin negatife dogru kaydigi tespit edilmistir.
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Sekil 47. SMN1 knockout HEK293T hiicre klonlarinda MLPA yontemi ile belirlenen SMN1-SMN2 kopya
sayilarinin analizleri. A) HEK293T kontrol B) C2 klonu C) C3 klonuna ait analiz sonuglart.
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4.30. HeLa SMIN1 knockout hiicre klonlarinda SMN2 kopya sayisi i¢cin MLPA

analizi.

SMN1 knockout HEK293T hiicre hatt1 klonlarina ait MLPA analiz sonucu Sekil
48’de yer almaktadir. Sekil 47A’da yer alan kontrol HeLa hiicresine ait MLPA analizinde
ekzon 7-8 bolgesinin diger gen bolgeleri ile ayni konumda oldugu tespit edilmistir. Bunun
yaninda genom agisindan heterojen olan SCC klonu olmayan SMN1 knockout kontrol
HeLa hiicresine ait analizde de ekzon 7-8 bolgesinin kontrol HeLa ile benzer oldugu
goriilmektedir (Sekil 48B). Sekil 48C’°de yer alan HeLa SMN1 knockout C2 klonunda
bu bdlgenin yarim puan asagiya kaydigi tespit edilmistir.
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C:
SMN1 Knockout Hela Klon C2

Sekil 48. SMN1 knockout HeLa hiicre klonlarinda MLPA yontemi ile belirlenen SMN1-SMN2 kopya
sayilarinin analizleri. A) HeLa kontrol B) SMN1 knockout HeLa C) C2 klonu D) C5 klonuna ait analiz
sonuglart.

103



4.31. Primer SMA Tip 2 PE(+) pegRNA1(+) ve PE(+) pegRNA2(+) fibroblast

hiicrelerde full length ve delta primerler ile qPCR analizi sonrasi agaroz jel analizi.

PE(+) SMA Tip 2 ve PE(+) Jurkat hiicre hatlarinda pegRNA1 ve pegRNA 2 ile
transdiiksiyon sonrasi hiicrelerden RNA izolasyonu gerceklestirilmis olup ardindan
cDNA sentezi gergeklestirilmistir. cDNA 6rneklerinden full length (FL) ve kesikli SMN
proteininin tespiti i¢in delta SMN primerleri ile qPCR gerceklestirilerek hedeflenen
bolgeler amplifiye edilmistir. Ardindan PCR amplikonlart %2’lik agaroz jel dokiilerek
ornekler yiiritilmiistiir. Sekil 49A’da agaroz jel goriintiisiindeki bantlar yer almaktadir.
Biorad Molecular Imager Gel Doc Goriintiileme Sistemi ile analiz edilen bantlardan bar
grafikler olusturulmustur (Sekil 49B). Bar grafiklerde yapilan istatistiksel analizlere
bakildiginda SMA Tip 2 PE(+) GFP delta ve GFP FL 06rnegine oranla pegRNA2 FL

orneginde anlamli olarak artis tespit edilmistir.
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Sekil 49. CRISPR-PE sistemi aktarilan SMA Tip 2 fibroblast hiicre hattinda FL ve Delta primerler ile
gergeklestirilen qPCR sonucu agaroz jel analizi. A) pegRNA1 ve GFP kontrol i¢in B) pegRNA2 i¢in FL ve
Delta SMN amplifikasyonu sonucu agaroz jel sonucu. C) Amplikonlarin agaroz jel analizi sonrasi
olusturulan bar grafik. p<0,05. NS= Anlaml1 Degil.
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4.32. CRISPR-PE(+) pegRNA1(+) SMA Tip 2 hiicre hattinda hedef dis1 mutasyon

kapasitesinin degerlendirilmesi.

SMN2 ekzon 7 hedefli pegRNA1, pegRNA2 ve pegRNA3 rehber RNA’larinin
CRISPR-PE enzimi ile beraber genom igerisinde baglanabilecegi hedef dig1 bolgeler
tespit edilmis olup bu bolgelerde olusabilecek indel mutasyonlar (ekleme c¢ikartma
mutasyonlar1) analiz edilmistir. Sekil 50’de gosterilen Sanger sekanslama sonuclarin gore
kromozom 4 ve kromozom 22 iizerinde belirlenen hedef dig1 genetik bdlge analizlerinde

%99 oraninda herhangi bir mutasyonel indel degisimi tespit edilmemistir.

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

SMA_Tip2_PE_SF_chré_03_2024-01-11-24-53-08 - - -CMCAGTTCACTGCATGAGAGTAGCCAGCAATTCAGGTTTTTTTCATCAAGACAATA 56
PE_PEG1_chrd_F_05_2024-01-12-11-21-13 - -CMCATTTCAACTGAATGAGAGTAAGCCAGCAATTCAGGTTTTTTTCATCAAGACAATA S8
sssssansensns
SMA_Tip2_PE_SF_chré_@3_2024-01-11-24-53-28 GAAAGAATTTTHCCTTTCTTACAGAAACTGGTTATGTTTAATTACATATCATGTGTAAAG 116
PE PEGL chrd F 05 2024-01-12-11-21-13 GAAAGAATTTTHCCTTTCTTACAGAAACTGGTTATGTTTAATTACUTATCATGTGTAAMG 118
sressssess s sesssssses sressssssssess sesass * soees sessass
SMA_Tip2_PE_SF_chr4_03_2024-01-11-04-53-28 AAATTGTCAAGTAGCGAATTCTTATTTAACTCTCCTAAGCCTCATATAAAGGAMAMACAA 176
PE_PEG1_chré4_F_05_2024-01-12-11-21-13 AAATTGTCAAGTAGCGRATTCTTATTTAACTCTCCTAAGCCTCATATAAAGGAAARACAA 178
SMA_Tip2_PE_SF_chré_03_2024-01-11-84-53-08 AACTATCCTTCTCTAATCATCTTAGTACCTCAGAATGTCTGGAATACGTTGTTTTTGATT 236
PE_PEG1_chré_F_05_2024-01-12-11-21-13 AACTATCCTTCTCTAATCATTTTAGTACCTCAGAATGTCTGGAATACKTTGTTTTTGATT 238
sessssesessssesssies Sesssatsets Sessttsstesses S0 Sessssese
SMA_Tip2_PE_SF_chré_03_2024-01-11-24-53-08 TTGTGGGGATGATTTATATTGCCATGATTTGTTTTTGGATGGTTTTCTGGCAGCACAGCT 296
PE_PEG1_chré_F_05_2024-01-12-11-21-13 TTGTGGGGATGATTTATATTGCCATGATTTGTTTTTGGATGGTTTTCTGGCAGCACAGCT 298
SasEsEEELIIISESETEITASEESTEATSNISEISIRIRSIESEIEARASSE S
SMA_Tip2_PE_SF_chré_03_2024-01-11-04-53-08 AGGCCAAAGCAGCATAATGGCCACAATGGTATAATTTATCTTGCAGAACATATCAAGCAC 356
PE_PEG1_chré_F_@5_2024-01-12-11-21-13 AGGCCAAAGCAGCATAATGGCCACAATGGTATAATTTATCTTGCARAACATATCAAGCAC 358
sossesees sessssssssses
SMA_Tip2_PE_SF_chré_03_2024-01-11-24-53-08 ATCTAGAGAAAACAGAGATAAGAAAAATGGATCCTTTTTCTGCAACACGAATCTTATGTA 416
PE PEGL chrd F 05 2024-01-12-11-21-13 ATCTAGAGAAAACARAGATAARAAAAATGGATCCTTTTKCTGCAACACGAATCTTATGTA 418
eassnesssne Ses sesnes SHsRsERss Sese EsEseeIsEREses ssesses
SMA_Tip2_PE_SF_chré_@3_2024-01-11-84-53-08 AATTAGGATAAAAAATGGACACATTCA-AAACGCTGAAKTAAATGAACTAGATGGCAGGA 475
PE_PEG1_chrd_F_05_2024-01-12-11-21-13 AATTAGGATAAAAAATGGACACATTTAAAMACGCTGAATTAAATGAACTAGATGGCAGGA 478
SMA_Tip2_PE_SF_chr4_03_2024-01-11-84-53-28 TCTTTARATCACAGTAAA 493
PE_PEG1_chré_F_05_2024-01-12-11-21-13 TCTTTAGATCACAGTA- - 494
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

SMA_Tip2 PE_SR_chr4_04_2024-01-11-04-53-28 CSAMAMCTTWATTMGCGTTTTTAATGKGTCCATTTTTTATCCTAATTTACATAARATTCG 60
PE PEG1 chrd R 85 2024-01-12-11-21-13 ~-CWAANMTTAATTCGCGTTTTTAATGTGTCCATTTTTTATCCTAATTTACATAARATTCG 58
SMA_Tip2 PE_SR_chr4_04_2024-01-11-84-53-28 TGTTGCARAAAAAGGATCCATTTTTCTTATCTCTGTTTTCTCTARATGTGCTTGATATGT 120
PE PEGL chrd R 05 2024-01-12-11-21-13 TGTTGCARAAAAAGGATCCWTTTTTCTTATCTCTGTTTTCTCTARATGTGCTTGATATGT 118
SMA_Tip2 PE_SR_chr4_04_2024-21-11-84-53-88 TCTGCAARATAAATTATACCATTGKGGCCATTATGCTGCTTTGGCCTAGCTGTGCTGCCA 180
PE PEGL chré4 R 05 2024-01-12-11-21-13 TCTGCAARATAAATTATACCATTGKGGCCATTATGCTGCTTTGGCCTAGCTGTGCTGCCA 178
wae wannaen
SMA_Tip2 PE_SR_chr4_e4_2024-01-11-84-53-88 RAAAACCATCCAAAAACAAATCAKGGCAATATAAATCAYCCCCMCARAATCARRAACAAC 242
PE_PEG1_chr4_R_05_2024-01-12-11-21-13 RAAAACCATCCAAAAACAAATCAKGGCAATATAAATCATCCCCACARAATCAARAACAAC 238
SRERSERSEEEESREE EERAEAEAE X ERAREEE  KEER EEEEEEIEREAE FAE
SMA_Tip2 PE_SR_chréd_@4_2024-21-11-04-53-08 GTATTCCATACATTCTGAGGTACTAAAWKGATTARARAAGGATAKTTTTGTTTTTCCTTT 300
PE_PEG1_chré4_R_05_2024-01-12-11-21-13 GTATTCCARACHT TCTGAGGTACTAARATGATTARARAAGGATAKTTTTGTTTTTCC 298
SRR AR SEE REEE SRR REREEERESRNESNARRERS TEREAR ShE
SMA_Tip2_PE_SR_chré_04_2024-01-11-84-53-¢8 ATATGAGGCTTAGGARAGT TAAATAARAATTCGCTACTTGACAATTTCTTTACACATGAW 360
PE_PEG1_chr4_R_05_2024-01-12-11-21-13 ATATGAGGCTTAGGARAGTTAAATAARAATTCSCTACTTGACAATTTCTTTACACATGAT 358
wx owmw ek w ok k% oAE A % * e wmEmeans -
SMA_Tip2 PE_SR_chréd_B4_2024-01-11-04-53-08 TTATAATTAAACATAACCAGTTTCTGTAARGAAGGTARAATTCTTTCTATTGTCTTGATG 42
PE_PEG]_chré4_R_05_2024-01-12-11-21-13 ATGTAATTAAACATAACCAGTTTCTGTAARAAAGGTAAMATTCTTTCTATTGTCTTGATR 418
*n ® sEsasEs * % ww sasess w e ®
SMA_Tip2_PE_SR_chré_04_2024-01-11-84-53-28 AAAAAAACCTGAATTGCTGGCTT - -ACTCTCATTCAGT TTGAAAWAGT AMAATGAGAGTT 478
PE_PEG1_chr4_R_05_2024-01-12-11-21-13 AAARAPACCTGAATTGCTGGCTT - -ACTCTCATTCAKTTTGAAATAGTAAAATGARAGTT 476
e saes aes e s +  emae we s =
SMA_Tip2 PE_SR_chrd_04_2024-01-11-84-53-28 CAACTCATACCCACTTGCACAA 500
PE_PEG1_chré_R_05_2024-01-12-11-21-13 CAACTCATACCCMCTTGCA--- 495
CAACTCATACCCOMCTTGC--- 497
P
G
CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment
SMA_Tip2 PE_SF_chr22_@5_2024-01-11-04-53-08 CGGSSGACASTTTTTAAAGTAGTTTAACATGAGCAGGCGAGCTGTCCAGTGCTCT 55
PE_PEG]1_chr22_F_05_2024-01-12-11-21-13 - -CSSSCSGCMTTTTTAAGTAGT TAAACATGAGCAGGCGAGCTGTCCAGTGCTCT 53
wene x ® % msws  sasssssssss = wesss
SMA_Tip2 PE_SF_chr22_05_2024-01-11-04-53-08 TCTTTGCTTTTRCGTGKHACCGTCTCCTCCCAGAACAMAGCATCTTTCTTCTTTGATTTT 115
PE_PEG1_chr22_F_@5_2024-01-12-11-21-13 TCTTTGCTTTTMCGTGTTACCGTCTCCTCCCAGAACACAGCATCTTTYTTCTTTGATTTT 113
N T
SMA_Tip2 PE_SF_chr22_05_2024-01-11-24-53-08 GTGGAACCTGCTTTTTATTAAARATTTTTACTTGAAGTCAGAAGCCACAAACAGGATGCT 175
PE_PEG1_chr22_F_05_2024-01-12-11-21-13 GTGGAACCTGCTTTTTATTAAARATTTTTACTTGAAGTCAGAAGCCACAAACAGGATGCT 173
SMA_Tip2 PE_SF_chr22_05_2024-01-11-24-53-08 CACTTTCCTTCCTGGACTTGGATGTAGACAGAGCCTCCAGGCTTCCCTGTCACCACTGTG 235
PE_PEG1_chr22_F_@5_2024-01-12-11-21-13 CACTTTCCTTCCTGGACT TGGATGTAGACAGAGCCTCCAGGCTTCCCTGTCACCACTGTG 233
wen Proaps
SMA_Tip2 PE_SF_chr22 05_2024-81-11-24-53-28 ACGGGTAAGCTTGGEGCTGGTCCAGAAGCCACTTGAGGGACTCCCTTCGGTTAGACACATA 295
PE_PEG1_chr22_F_05_2024-01-12-11-21-13 ACGGGTAAGCTTGGGCTGETCCAGAAGCCACTTGAGGGACTCCCTTCGGTTAGACACATA 293
w wn anen we
SMA_Tip2 PE_SF_chr22_05_2024-91-11-84-53-88 TACCCGAGGCTTTGATATGATTAATGAGATTTTTAAGATCAAAGGAGAGAGGGTAAAMAG 355
PE_PEG1_chr22_F_05_20824-01-12-11-21-13 TACCCGAGGCTTTGATATGATTAATGAGATTTTTAAGATCAAAGGAGAGAGGGTAARAAG 353
T e = weenn
SMA_Tip2_PE_SF_chr22_05_2024-01-11-84-53-08 TGAGTCGTGTAACTTCAATACTAAACCAAACCKGCCATCCATTTGAGGATAAA-TGGATA 414
PE_PEG1_chr22_F_05_2024-01-12-11-21-13 TGAGTCGTGTAACTTCAATACTAAACCARACCTGCCATCCATTTGAGGATAAA-TGGATA 412
W% mEESESESSES SESR SRS % AR % % % EESEE GE SRS % B
SMA_Tip2 _PE_SF_chr22_05_2024-01-11-24-53-08 GAAACAACAATAATCTTGATAATAATAGTCTACATTCTAAAACATAACTAGTTATATGCT 474
PE_PEG]1_chr22_F_05_2024-01-12-11-21-13 472

GAAACAACAATAATCTTGATAATAATAGTCTACATTCTAAAACATAACTAGTTATATGCT
. .

wrEE & EmEREEaEs o wwe o w oww .

SMA_Tip2_PE_SF_chr22_05_2024-01-11-24-53-08 AGRRGCATCTGGCCAGAAGGCTARA-~ 439
PE_PEG1_chr22_F_05_2024-01-12-11-21-13 AGAAGCATCTGGCCARAAGGCHAGA- - 497
 wk wwwAw ox e o

Sekil 50. CRISPR-PE(+) pegRNA1(+) SMA Tip 2 fibroblast hiicrelerinde off-target (hedef dig1) mutasyon
analizi. A) Kromozom 4 (forward) B) Kromozom 4 (reverse) C) Kromozom 22 bélgelerinde belirlenen
hedeflere ait hedef dig1 mutasyon analizi.
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5.TARTISMA

SMA hastaligit SMN proteini iretilememesi sonucu motor néron kaybi ile
seyreden nadir genetik bir hastaliktir. SMN1 ve SMN2 olmak lizere SMA hastaliginin
merkezinde sorumlu iki gen rol oynamaktadir. 5. Kromozom iizerinde bulunan SMN1
geninin delesyonu veya bu gende meydana gelen mutasyonlar sonucu SMA hastaligi
ortaya ¢ikmaktadir (Bowerman vd., 2017). SMA hastalarinda oran olarak bakildiginda
%96’sindan fazlasinda 5. kromozomda konumlanan SMNI1 geninde mutasyonlar
meydana gelmektedir. Proksimal SMA hastalarinda yaklagik %96.4’liikk gibi bir
kesiminde SMN1 geni iizerinde homozigot ekzon 7 ve 8 delesyonlari meydana
gelmektedir (Bozorg Qomi vd., 2019; Kolb vd., 2017). SMN1 geni iizerinden hayatta
kalma motor néron (SMN) proteini eksprese edilmekte ve bu gen lizerinde meydana gelen
mutasyonlar sebebiyle SMN protein iiretimi etkilenmektedir. Diigiik miktarda SMN
protein ekspresyonu SMN2 geni iizerinden gergeklestirilmektedir. Saglikli bireyler de
dahil olmak {iizere her bireyde farkli kopya sayida bulunan SMN2 geni kopya sayisinin
hastalik seyri ve fenotipik siddet ile iliskisine yonelik sonuglar ortaya konmustur
(Lefebvre vd., 1997; Shorrock vd., 2018). Bugiine kadar SMA hastaligi i¢in U.S Food
and Drug Administration (FDA) onayli; Biogen Nusinersen (Spinraza®), Novartis
Onasemnogene Abeparvovec-xioi (Zolgensma®) ve Risdiplam (Evrysdi™) olmak iizere
iic ilag bulunmaktadir. Giiniimiizde ¢esitli terapdtik yaklasimlar gelistirilmekte ancak
ilaglarin maaliyeti konusunda ciddi sikintilar yasanmaktadir (Chong vd., 2021).
CRISPR/Cas9 sistemi genomda meydana gelen gelen degisikliklerin diizeltilmesini
miimkiin kilmaktadir (Hsu vd., 2014; Jinek vd., 2012). HDR’ye kiyasla daha diisiik off
target ve olas1 mutasyon kapasitesine sahip CRISPR-PE sistemi gibi bir sisteme ihtiyag
duyulmustur. Hastaliklara neden olan mutasyonlarin ~%350's1 kii¢iik indellerden ziyade
tek niikleotid degisimlerden olustugu icin hassas tek bazli diizenleme klinik acidan
anlamli ve Onemli bir yOontem niteligindedir. Prime Editing sisteminin, insan
hastaliklariyla iligkili bilinen genetik varyantlarin %89'unu diizenleme potansiyelinden
kaynakli1 olarak terapétik fayda agisindan 6nemli bir konumda oldugu diisiiniilmektedir

(Anzalone vd., 2019).
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Elde edilen literatiir verilerinde ¢.859 G>C doniisiimiiniin SMA fenotipi
tizerindeki olumlu bir modifiye edici oldugu tespit edilmistir. Bu doniisiim sonucu SMN
proteinin {i¢ boyutlu konformasyonel yapisinda degisim meydana geldigi
varsayllmaktadir. Bu varyantin ekzon 7 katilimimi artirdigi yapilan c¢alismalarda yer
almaktadir (Reed & Zanoteli, 2018; Vezain vd., 2010). Neredeyse identik olan SMN1 ve
SMN2 geni arasindaki en biiylik fark 840. Niikleotit iizerinde meydana gelen C-T
dontistimiidiir. Meydana gelen bu doniisiim sonucunda ekzon 7 katilimi engellemektedir
(Kolb & Kissel, 2015). Tez kapsaminda HDR tabanli yaklasimlara oranla pek g¢ok
avantaja sahip olan CRISPR-PE sistemi tercih edilerek bir terapotik bir tedavi
gelistirilmistir. SMA hastaliginda SMN2 geni iizerinde ¢.859 G>C (pegRNA1) ve ¢.840
C-T (pegRNA2) tek nokta mutasyonunun modifiye edilerek stabil SMN protein
ekspresyonunun saglanmasi hedeflenmistir. Bu amagla SMN2 geni tizerindeki tek nokta
mutasyonunu hedefleyen pegRNA tasarimlar1 gergeklestirilmistir. Primer SMA Tip 1,
Tip 2 fibroblast, Jurkat, HEK293T, HeLa, U87 gibi ¢esitli hiicre hatlarinda CRISPR-PE
sisteminin etkinliginin test edilmesi hedeflenmistir. Tez hipotezi; CRISPR Prime Editing
yonteminin SMA hastalig1 tedavisi icin farklit SMN2 kopya sayilarina sahip alt tiplerde
calisarak SMN ekspresyon profilinin artirilabilecegidir. Tez ¢iktilarindan elde edilen
bilgiler Spinal Muskiiler Atrofi (SMA) hastaliginda genetik arastirmalar i¢in 6nemli bir
altyapi saglamaktadir.

Tez kapsaminda CRISPR-PE sistemi kullanilarak SMN ekspresyonunun farkli
SMN2 kopya sayisina sahip hiicrelerde artirilmas: hedeflenmistir. Gergeklestirilen
caligmalarda, SMA hastalifindaki farkli SMN2 kopya sayilarina sahip alt tiplerdeki
primer fibroblast hiicre hatlarinda SMN gen ifadesi ve SMN2 kopya sayilar1 arasindaki
iliski incelenmistir. Primer SMA Tip 2 fibroblast hiicrelerinde SMN2 kopya sayis1 3
SMN?2 kopya iken; Primer SMA Tip 1 fibroblast hiicrelerinde 2 adet SMN2 kopya sayist
bulunmaktadir. SMA Tip 1, Tip 2 ve yaninda saglikli kontrol grubu olan WT fibroblast
hiicre hattinda gergeklestirilen intraselliiler boyama sonucunda SMN2 kopya sayis1 daha
yiiksek SMA Tip 2 fibroblast hiicre hattinda SMA Tip 1 fibroblast hiicre hattina oranla
daha yiiksek SMN ekspresyon profiline sahip oldugu goriilmiis olup; her iki hiicre hattinin
da islevsel SMN1 gen kopyasina sahip dogal fenotip saglikli WT fibroblast hiicrelerinden
anlamli bir oranda diisiik SMN ifadesine sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 23).
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SMN boyama sonucunda diisiik-SMN profiline sahip oldugu gosterilen Jurkat
PE(+) hiicrelerde ¢.859 G>C doniisiimii hedeflenerek verilen pegRNA1 ve CRISPR-PE
sistemi sonrasi yapilan intraselliiler boyamalarda pegRNA ifadesini 2 ay siire ile stabil
olarak sagladig1 gosterilmistir (Sekil 28). Bunun yaninda ¢.840 C-T nokta mutasyonunu
tersine ¢evirmeyi hedefleyen pegRNA2 ve CRISPR-PE sistemi sonrasi da Jurkat hiicre
hattinda SMN ifadesinin stabil sekilde saglandigi tespit edilmistir (Sekil 29). Ancak
hiicreler genomik agidan heterojen ve karma bir yapida oldugundan dolayr saf
kolonilerden daha kesin sonuglar alinmasi i¢in SCC deneyleri planlanmis olup belirlenen
klonlardan daha uzun siire kapsaminda SMN ekspresyonunun seviyeleri ve stabilitesi

degerlendirilmistir (Sekil 30).

Kan igerisindeki mononiikleer hiicrelerde SMN ifadesi oranlarini tespit etmek i¢in
4 adet SMN2 kopya sayisina sahip SMA Tip 3 hastasindan elde edilen mononiikleer
hiicrelerdeki SMN protein ekspresyonu degerlendirilmistir (Sekil 31). Elde edilen
hiicrelerde CRISPR-PE sistemi aktarimi1 sonrasi hiicre spesifik SMN protein
ekspresyonunun mononiikleer hiicrelerde daha diisiik oldugu, saglikli mononiikleer
hiicreler ile karsilastirildiginda gosterilmistir. Viicuttaki farkli hiicre tiplerinde SMN
ifadesinin de farklilik gdsterdigi literatiirde rapor edilmistir (Tissue expression of SMN1
- Summary - The Human Protein Atlas, t.y.). Bir CD4+T hiicre lenfoma olan Jurkat hiicre
hattinin da saglikli mononiikleer hiicrelere benzer oranda diisitk SMN ifadesini saglamasi
takip eden tiim deneylerde Jurkat hiicre hattinin negatif kontrol olarak kullanabilecegine
karar verilmistir. Bu sonuclar baglaminda mononiikleer hiicrelerde SMN ekspresyonunun
genel oranda diisiik oldugu ve 6zellikle SMA Tip 3 hastasindan elde edilen mononiikleer
hiicrelerde anlamli oranda daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglarda SMN
ekspresyonunun hiicre tiplerine gore degisebilecedi gosterilmis olup bu noktada SMA
hastaliginin etkilerinin anlagilmast i¢in Onemli bir referans niteligi tasiyacagini

gostermektedir.
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Tez kapsaminda CRISPR-PE sisteminin ¢aligtig1 ilk olarak lenfoma hiicre hatti
olan Jurkat hiicrelerinde gosterilmistir. SMN ifadesi PBMC hiicrelerinde daha diisiik
oldugu tespit edilmistir. CRISPR-PE sisteminin Primer T hiicrelerde de modifikasyon
gergeklestirip gergeklestirmedigi test edilmistir. Bu noktada PBMC CRISPR-PE ¢ok az
calisilmis bir sistemdir. Tez kapsaminda lentiviral aktarim metoduyla primer T hiicrelerde
CRISPR-PE sisteminin aktarimi optimize edilmeye g¢alisilmistir. CD3+T hiicrelerin
blastidicin ile se¢ilebildigi ve pegRNA ifade edebildigi gosterilmis olup optimizasyon
calismalar1 gerceklestirilmistir. Ancak CRISPR-PE sisteminin primer lenfositlerde
modifikasyon  sistemi olarak  kullanilabilmesi i¢in devaminda calismalar

gerceklestiriimelidir.

Primer SMA Tip 1, Tip 2 ve WT fibroblast hiicre hatlarinda mitokondriyal
aktivitelerin testi icin MTT analizi ve apoptoz degerleri i¢cin Annexin V-Pl boyama
gercgeklestirilmistir (Sekil 32). SMN2 kopya sayilarina ve SMN ekspresyonlarina paralel
olacak sekilde canlilik ve apoptoz evreleri degerlendirilmistir. . Bunun yaninda SMA Tip
1 ve Tip 2 fibroblastlarin proliferasyon kapasiteleri ve hiicre canliliklarindan da bar
grafikler olusturularak degerlendirilmistir (Sekil 33). Sonug olarak her iki hiicre hattinin
da kiiltiire edilebildigi kontrol hiicre hatlarina kiyasla proliferasyon ve mitokondriyal
aktivite kapasitesinin anlamli bir oranda diisiik olsa da yiiksek oranda hiicre canliligina
sahip oldugu apoptoz 0Ozelliklerini diisiik oranda gosterdigi ve devam eden testlerde

kullanilabilecegi degerlendirilmistir.

Literatiirde SMN2 kopya sayisinin artisi ile hastaligin fenotipik siddetinin diisiis
gosterdigine yonelik caligmalar yer almaktadir (Feldkotter vd., 2002; Shorrock vd.,
2018). Buna dayali olarak gergeklestirilen tedavilerde SMN2 kopya sayisinin yiiksek
oldugu hiicre hattinda daha fazla SMN protein ekpsresyonunun artirilabilecegi
hipotezinde bulunuldu. Bdylece SMN2 geni hedefli tasarlanan pegRNA’larin
uygulanmasi ile SMN2 kopya sayist yiiksek olan hiicrelerde tedavi sansinin daha ytiksek
olacagi varsayildi. Diisiik SMN profiline sahip Jurkat hiicrelerinin yaninda farkli SMN2
kopya sayisina sahip Primer SMA Tip 1 ve Tip 2 fibroblast hiicre hatlarinda, CRISPR-
PE kodlayan lentiviriisler ile blasticidin se¢ilimi gergeklestirilmis olup uzun dénemde
SMN ifadeleri takip edilmistir. SMA Tip 1 hiicre hattinda pegRNA1 transdiiksiyonu
sonrast 24 ve 42. Pl giinlerinde (Sekil 34); SMA Tip 2 hiicre hattinda pegRNAI1
transdiiksiyonu sonrasi 8-21-24-33 ve 42. PI giinlerinde (Sekil 35) akim sitometri ile
analiz gerceklestirilmistir Buradaki sonucglardan her iki hiicre hattinda da SMN
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ifadelerinin ayn1 zamanda SMN+ GFP+ popiilasyonun da 42. Giine kadar yiiksek kaldig1
tespit edilmistir. Ayni sekilde her iki SMA fibroblast hiicre hattinda pegRNAZ2
transdiiksiyonu sonrasi giinlerde SMN ekspresyonlar1 takip edilmis olup yine SMN
ifadesinin degisen PI giinlerinde yiiksek seyrettigi tespit edilmistir (Sekil 36 ve 37).
Ortalama Floresan Yogunlugu (MFI), akis sitometrisinde ornek/hiicre popiilasyonlari
arasinda target of interest (TOI) degerlerinin karsilastirilmasi i¢in kullanilan bir
parametredir. Bu sebeple GFP ifadesinin % oran yerine hiicreler icerisindeki floresan
1s1ma katsayisi baz alinarak transgen ifade oraninin hesaplanmasi planlanmistir. SMA
Tip 1 ve SMA Tip 2 PE(+) pegRNA(+) hiicrelerde degisen post infection giinlerdeki GFP
MFTI degerleri kontrol grubuna gore karsilastirllmigtir (Sekil 38). Elde edilen sonuglarda
PE(+) kontrol grubuna kiyasla her iki hiicre hattt ve hem pegRNA1 hem pegRNA?2 icin
uzun stire stabil ve yliksek GFP MFI degerlerine sahip oldugu degerlendirilmistir.
Calisma ciktilar1 farkli SMN2 kopya sayisina sahip primer fibroblast hiicre hatlarinda
CRISPR-PE sisteminin etkin bir sekilde kullanilabilecegini isaret etmektedir. SMN2
kopya sayis1 yiiksek olan Primer SMA Tip 2 fibroblast hiicrelerinde SMA Tip 1 fibroblast
hiicrelerine oranla AGFP ifadesinin uzun donemde daha yiiksek ve stabil bir sekilde

saglandigi tespit edilmistir (Sekil 39).

SMN proteini, spliceozomal kiiciik niikleer riboniikleoproteinler (snRNP'ler) ve
mRNA metabolizmasinda kritik bir géreve sahip SMN kompleksinin temel bilesenidir
(Franco-Espin vd., 2022). SMN proteini dogrudan hiicre canliligi ile iligkili bir protein
oldugundan SMN ifadesindeki artisiyla birlikte hiicrelerin canliliklar1 da takip edilmistir.
pegRNA(+) GFP(+) PE(+) Primer SMA Tip 1 veya Tip 2 fibroblast hiicre hatlarinda
SMN ifadesinin artis1 ile yiiksek canliligin varligi tespit edilmistir. Bu baglamda,
CRISPR-PE sisteminin SMN ifadesindeki artis ile hiicre canlilik ve proliferasyonu
tizerinde pozitif bir etkiye sahip oldugu kanisin1 desteklemektedir (Sekil 40).

SMA Tip 3 hastasindan elde edilen CD3+T hiicreler tizerinde CRISPR-PE sistemi
ve SMN2 geninde nokta mutasyonlarim1 hedefleyen pegRNAI ve pegRNA2
transdiiksiyonu sonrast akim sitometride GFP ekspresyonlar test edilmistir (Sekil 41).
Elde edilen sonuglarda negatif kontrole kiyasla GFP ekspresyonunun pegRNA aktarilan
hiicrelerde yiikseldigi GFP MFI grafikleri ile de desteklenmistir. Monontikleer hiicrelerde
CRISPR-PE sisteminin daha fazla arastirilmasi gerekmektedir. Bu konunun SMA

hastaliginin mekanizmalarinin aydinlatilmasina katki saglayabilecegi diistiniilmektedir.
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Diger hiicrelerden bagimsiz olarak motor néronlar diisitk SMN ekspresyonunda
canliliklart olumsuz olarak etkilenmektedir. Bununla baglantili olan hiicre 6liimiiniin
mekanizmasi belirsizligini korumaktadir. SMA hastaliginda motor néronlarin apoptoza
ugramasi sonucunda kas giigsiizliigli ve zayifligina ugradig literatiirde yer almaktadir.
Literatiirde bununla ilgili yapilan ¢aligmada in vitro SMA modelinde azalan SMN
ekspresyonunun  dogrudan apoptozu indiikkledigi ve ayn1 zamanda SMN
ekspresyonundaki artisin dogrudan ndron hasarim1 koruyucu etki gosterdigi yer
almaktadir (Parker vd., 2008). CRISPR-PE sisteminin toksisitesi ve hiicre canliligi
tizerindeki etkisi de degerlendirilmis olup ayn1 zamanda apoptotik etkisinin iizerinde de
durulmustur (Sekil 42). Elde edilen verilerden apoptoz kapasitesinde bir miktar da olsa
artisin varligi tespit edilmistir. Bu durumun ise rehber RNA over ekspresyonunun hiicre
icerisindeki toksisiteyi tetiklemesi ile olusabilecegi varsayilmistir. CRISPR-PE
sisteminin apoptozu indiikleyebilecegi sonucuna varilmistir. Bu agidan CRISPR-PE
sisteminin apoptotik yoniiniin hassas ve dikkatli arastirilmasinin ardindan kullanilmasi

gerektigi hususuna varilmistir.

SALSA® MLPA® Probemix P021-B1 SMA, SMA tanisinda ve izlenmesinde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Pane vd., 2018). Bu teknik, hastaligin ciddiyetinin
degerlendirilmesinde ¢ok Onemli olan SMN2 kopya sayilarimi belirlemek i¢in
kullanilmaktadir (Miiller-Felber vd., t.y.). Ek olarak bu probe karisimin kullanilmasi,
hastalarda SMA'nin ayirt edici 6zelligi olan SMN1 fonksiyonunun homozigot kaybinin
belirlenmesini saglamaktadir (Veldhoen vd., 2022). CRISPR-PE ve pegRNA ifadesi
saglanan SMA Tip 2 fibroblast hiicre httinda ekzon 7 ve kontrol olarak ekzon 8 hedefli
MLPA analizi gergeklestirilmistir (Sekil 43). Modifikasyonu hedeflenen ekzon 7
duplikasyonlarindaki degisiklik tespit edilmistir. SMA Tip 2 fibroblast hiicre hattinda
SMNL1 geni bulunmamakla birlikte 3 adet SMN2 kopya sayisina sahiptir. SMA Tip 2
hiicre hattinda PE(+) kontrole kiyasla pegRNA1 ve pegRNA2 transdiikte edilen
hiicrelerde SMN2 kopya sayisinin degismedigi veya tespit edilemedigi goriilmiistiir.
Buradan ¢ikarilacak sonugcta hiicrelerin genomik agidan heterojan olmasi sebebiyle SCC
islemi sonrast MLPA analizinin daha etkin olacagi diistiniilmektedir. Bunun yaninda
Primer SMA Tip 2 fibroblast hiicre hattinda CRISPR-PE sistemi ile gerceklestirilen tek
baz degisimlerinin tespiti i¢in sekanslamanin bu noktada daha kesin sonuglar verecegi

varsayilmistir.
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Kendi in vitro SMA modelimizin olusturulmasi i¢in CRISPR-cas9 sistem ile
SMNI1 geninin inaktif hale getirilmesi hedeflenmistir. Bunun i¢gin SMN ekspresyonlari
yiiksek oldugu bilinen hiicreler olan HEK293T, HeLa ve ndron hiicre hatt1 olan U87 hiicre
hatlarinda SMN1 knockout hiicre hatlar1 olusturuldu ve ardindan saf klonlar elde etmek
icin SCC islemi uyguland1 (Sekil 44). SMN proteini dogrudan hayatta kalma ile iliskili
bir protein oldugu i¢in kontrol gruplarmin SMN ifadeleri ve canliliklar1 klonlarla
karsilastirilmistir. SCC SMN1 knockout klonlarmin kontrol grubu olan genom profili
heterojen yapidaki kontrol knockout hiicrelerine kiyasla SMN ekspresyonlarmin diisiis
gosterdigi tespit edilmistir. SMN proteini ekspresyonlarina paralel olarak hiicre
canliliklarmin da giderek azaldig: tespit edilmistir. Bu durumun detaylandirilmasi i¢in
klon ve kontrollerde MTT analizi ile mitokondriyal aktivite degerlendirilmistir (Sekil 46).
Genel anlamda kontrol grubuna kiyasla azalan SMN ekspresyonlari ile dogru orantili
olarak hiicresel ve mitokondriyal aktivitenin de azaldig1 tespit edilmistir. Klonlar arasinda
HeLa SMNI1 knockout C5 klonunda canliliginda azalma saptanamadi. Bu durumun ise
SMN1 iceren hiicre popiilasyonunun over popililasyona doniismesinden

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

SMN1 knockout hiicre klonlarinin olusturulmasimin ardindan HEK293T ve HelLa
hiicre gruplarinin SMN1 kopya sayilarinin tespiti i¢in MLPA analizi gerceklestirilmistir
(Sekil 47 ve Sekil 48). Kontrol grubuna kiyasla hem C2 hem C3 klonunda SMN1 genine
ait skorun alta diistiigii tespit edilmistir. SMN1 knockout HeLa klonlarinda hem SCC
olmayan saglikli kontrol hem SMNT1 knockout HeLa kontrol grubu klonlar ile birlikte
MLPA analizine gonderilmistir. SCC olmayan SMNI1 knockout hiicresine ait MLPA
analizinde SMN1 genine ait skorun normal kontrole yakin oldugu goriiliirken C2 klonuna
ait skorun bir miktar alta dogru kayma egiliminde oldugu tespit edilmistir. Bu da SCC
yapilmadan heterojen hiicre gruplarinda modifkasyon veya genetik doniisiimlerin
tespitinin zorlastig1 fikrini desteklemektedir. Bu hiicrelerin yaninda SMN1 knockout U87
hiicre hatt1 klonlar1 ve kontrol grubu U87 hiicre hatti da MLPA analizine génderilmis olup
orneklerin tekrarlar sonucunda ¢aligmamasi sebebiyle MLPA yontemiyle kopya sayisi

belirlenemedigi i¢in datalar eklenmemistir.
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SMN2 geni iizerinden eksprese edilen kesik ve stabil olmayan yapidaki SMN
proteini SMNA7 (delta SMN) olarak adlandirilmaktadir (Parker vd., 2008). Diisiik oranda
tam uzunlukta (FL) SMN proteini lireten SMN2 geni hedefli modifikasyonlar sonucu
SMN ekspresyonlarinin tespiti i¢in kantitatif RT-PCR primerleri belirlenmis olup SMA
Tip 2 fibroblast hiicre hatlarindan qPCR ile protein seviyeleri degerlendirilmistir (Sekil
49). PCR amplikonlari agaroz jele yiiklenmis ve ardindan analiz edilen bant degerlerinden
bar grafikler olusturulmustur. pegRNA1 ve pegRNA2 transdiikte PE(+) SMA Tip 2
hiicrelere ait amplikonlarda tam uzunlukta ve kesikli (delta) SMN proteinleri
degerlendirilmistir. GFP kontrol FL kiyasla pegRNA2 FL oraninin anlamli sekilde artis
sergiledigi tespit edilmistir. Bunun yaninda pegRNA2 delta SMN seviyesinin FL. SMN
seviyesinden anlamli oranda diisiik olmas1 da gergeklestirilen SMN2 geni hedefli nokta

mutasyonu ile FL SMN proteininin artirildigini géstermistir.

CRISPR-PE sisteminin genome zarar vermeden diisiik ikincil hedef dis1t mutasyon
oranina sahip oldugu literartiirde yer almaktadir (Cohen, 2019; Liu vd., 2020). PE
yonteminin en 6nemli avantajlarindan biri DNA’da ¢ift zincir kirig1 olusturmamasidir
(Matsoukas, 2020; Schene vd., 2020). CRISPR-PE sisteminin hedef dis1 mutasyon
kapasitesinin aragtirilmasi i¢in genomda olusabilecek olasi off-target mutasyonlarinin
belirlenmesi amaciyla pegRNAI1 tasariminin Sekansi baz alinarak genom {izerinde
mutasyon goriilebilmesi en yiiksek olasilikta olan lokasyonlar Cas-OFFinder (Rgenome)
yazilimi kullanilarak belirlenmistir. Ardindan hedef dis1t mutasyon analizi i¢in tasarlanan
primerler ile sanger dizileme gerceklestirilmistir (Sekil 50). Buradan elde edilen
verilerden CRISPR-PE sisteminin nikaz aktivitesi sonucunda sadece tek zincir kirilimina
dayal1 bir genetik modifikasyon gerceklestirerek ¢ift zincir kirtlimi ve indel mutasyonlara
sebep olmadigimi gostermektedir. Tez kapsaminda elde edilen veriler literatiirle
karsilastirildiginda HDR sistemine oranla daha giivenilir bir yontem oldugu hipotezini
desteklemektedir. Tez kapsaminda gergeklestirilen gen modifikasyonu ¢aligmalari igin
kullanilan ve elde edilen ¢iktilar CRISPR-PE sisteminin SMA ¢alismalarinda kullanimi
icin Onemli niteliktedir. CRISPR-PE sisteminin tek zincir kirtlimi ile genetik
modifikasyon gerceklestirmesi, hedef genlerde istenilen modifikasyonun yapilmasi
acisindan oldukg¢a avantajlidir (Anzalone vd., 2019). Tez kapsaminda ¢ift zincir kirimi
sonucunda indel mutasyon ve istenilmeyen genetik degisiklere sebep olan CRISPR HDR
sistemine kiyasla CRISPR-PE sisteminin bu yan etkileri en aza indirgeyerek genetik

modifikasyonu daha giivenilir bir hale getirecegi hipotezi sunulmustur.
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Yapilan tez kapsaminda CRISPR-PE sisteminin giivenilirligi konusunda farkli
SMA alt tipleri i¢in yeni bir perspektif sunulacaktir. Bu bulgularin dogruluk ve gecerliligi
icin daha fazla arastirma ve farkli SMN2 kopya sayisina sahip ¢esitli hiicre hatlarinda
arastirmalarin ve deneylerin gergeklestirilmesine ihtiyag duyulmaktadir. Bu ¢alismanin
CRISPR-PE sisteminin SMA hastalig1 dahil olmak iizere genetik ve nadir hastaliklarda
devamli olarak gelistirilmesi ve ¢alisilmast adina Onemli bir konumda olacag:

diistiniilmektedir.

Tiim bu ¢aligmalarin yaninda pegRNA1 ve pegRNA2’ye ek olarak 12065 kodlu
TUSEB B-Grubu Arastirma Projemiz kapsamimda SMNI1-EGFP icin Hb9-mCMYV,
CMV, Hb9, PGK, CAG, hSYN, EF1 alfa olmak tizere 7 farkli néron spesifik promotor
dizisi belirlenmis olup bu promotorleri igeren 2 farkli zarf proteini ile paketlenecek SMN2
geni hedefli 14 farkli pegRNA tasarimi gerceklestirmis bulunmaktayiz. Boylece
CRISPR-PE sistemi daha genis bir skalada noronal hiicrelerde etkinligi test edilecek genis

kapsamli1 caligmalara devam edilecektir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda elde edilen sonuglarin SMA hastaliginda CRISPR-PE sistemi
kullanilarak gerceklestirilecek gelecek calismalar ve arastirmalar igin katki
saglayabilecegi ve temel olusturabilecegi diisliniilmektedir. Gergeklestirilen caligsmalar
SMA hastaliginin genetik altyapisinin anlagilmasi ve bu hastaliga kars1 gelistirilecek
tedavilerin sklasinin artirilmasi i¢in 6nem tasimaktadir. CRISPR-PE sisteminin SMN
ekspresyon kapasitesinin  artirlmasinda ve potansiyel bir tedavi olarak
degerlendirilmesinin yaninda genetik modifikasyonlar i¢in dnemli bir yere sahip oldugu
gosterilmistir. Bunlarin yaninda CRISPR-PE sisteminin apoptoz, hiicresel toksisite gibi
yan etkilerinin hassas bir sekilde takip edilmesi, siirecin degerlendirilmesi ve yonetilmesi
noktalar1 ileriye yonelik olarak kritik bir noktadir. Calisma ile SMA alt tiplerinde
CRISPR-PE Sistemi etkinligi tespit edilmis olup ayni zamanda SMN ekspresyonunu
farkli SMN2 kopya sayisina sahip hiicre hatlar1 lizerinde artirma kapasitesi test edilmistir.
CRISPR-PE, DNA iizerinde ¢ift zincir kirilimina sebep olmadan ve hiicre canlilig
tizerinde diisiik toksisite gosterse de bu yan etkiler dikkate alinarak daha detaylica
incelenmesi iizerine caligmalar gerceklestirilmelidir. Farkli SMN2 kopya sayilarina sahip
SMA alt tiplerdeki hiicre hatlarinda SMN ekspresyonu ve SMN2 kopa sayist arasindaki
iliski tespit edilmis olup CRISPR-PE sistemi sonrasi da bu dengenin iliskisi tizerinde
durulmustur. Bu baglamda fenotipik siddeti etkileyen SMN2 kopya sayisinin hastalik
seyri iizerindeki etkileri de bilinmekteyken SMN2 geni iizerindeki terapotik tedavi
yaklasimlarinin 6nemi iizerinde durulmasi ve incelenmesi gerekmektedir. Mononiikleer
hiicrelerde test edilen SMN ekspresyon seviyelerinin diisiik olusu SMA hastaliginin
mekanizmalarinin anlasilmasi ve ¢alisilmasi i¢in 6nem arz etmektedir. Bu konu lizerinde
calisilarak mononiikleer hiicrelerde SMN ekspresyon seviyelerinin diisiik olmasinin
altindaki mekanizma aydinlatilmalhidir. Boylece SMA hastaliginin seyri {lizerindeki

etkilerin arastirilmasina katkida bulunulabilecektir.

117



Gelecege yonelik SMA hastaligi i¢in CRISPR-PE sisteminin apoptoz kapasitesi
ve hiicresel toksisitenin tetikledigi mekanizmalarin daha detayli calisiimasi
gerekmektedir. Boylece CRISPR-PE sistemi hiicrelere olan etkileri aydinlatildiginda
hiicrelere yonelik daha spesifik, kontrollii ve giivenilir galismalarin gergeklestirilebilmesi
saglanacaktir. Farkli hiicre hatlar1 ve hatta dokular arasindaki SMN ekspresyonlarinin
literatiirde yer aldig1 gibi degiskenlik gosterdigi bilindigi i¢in bu farkli skalanin sebepleri
ve altyapilarinin arastirllmasi1  gerekmektedir. Hiicreler CRISPR-PE sisteminin
aktarimindan sonra da genomik heterojeniteye sahip oldugu i¢in SCC ile saf klonlarin
eldesi sonrasi ¢aligmalarin devamlilifi gerekmektedir. Boylece SMN ekspresyonunun
uzun siireli takibinin yapilmasi ve hastaliga yonelik gelistirilecek tedavilerin anlagilmasi

icin kolaylik saglanacaktir.

Gergeklestirilen caligmalar SMA hastaligindaki tedavi stratejileri arasinda
CRISPR-PE sisteminin potansiyel olarak kullanilabilirlik kapasitesini goz oOniinde
bulundurmaktadir. Fakat, CRISPR-PE sisteminin klinik uygulanabilirligi, etkinligi ve en
Oonemlisi giivenilirligi noktasinda pek c¢ok preklinik- klinik c¢alismaya ihtiyag
duyulmaktadir. Tim bu Oneriler dogrultusunda SMA hastaligindaki CRISPR-PE
sistemini igeren genetik c¢aligmalarin daha derinlemesine arastirilmasi, ilerdeki tedavi

stratejilerinin gelistirilmesi agisindan altyap1 olusturacaktir.
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