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ONSOZ

Doktora egitimime basladigim giinden itibaren kanser tedavisinde kullanilabilecek
etkin tedavi secenckleri ararken, farkli kanser tiirlerinde gelisen ilag¢ direncinin
tedaviyi olumsuz etkiledigini bu nedenle yeni terapotik hedeflere ihtiyag duyuldugunu
farkettim. Bundan yola ¢ikarak akciger kanserinde genom ¢apinda CRISPR tarama
caligmasi yaparak cisplatin dire¢ gelisiminde etkili yeni terapdtik hedefler belirlemeye

calistim.

Calismalarim esnasinda karsilastigim her sorunun aslinda bir tecriibe oldugunu, emek
vermeden ilerlenemeyecegini, bilimsel gelisimin hi¢bir zaman bitmeyecegini gérdiim.
Bu yiizden bilim 15181m1 hi¢ sondiirmeden kanser tedavisinde yeni segenekler aramaya

devam edecegimi bildirmek isterim...

Izmir, 2021 Hale GULER KARA



OZET

Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanserinde Cisplatin Direnci Gelisiminde Rol
Oynayan Genetik Faktorlerin CRISPR-CAS9 Tabanh Tiim Genom Tarama

Sistemiyle Belirlenmesi

Yiiksek metastatik etkisi ile tanimlanan akciger kanseri, en sik teshis edilen kanser
tiirlidiir. Maligniteyi kontrol etmek i¢in kullanilan baslica tedavi ydntemi
kemoterapidir. Kemoterapotikler arasinda yer alan cisplatin, akciger kanseri dahil
bir¢ok kanser tiiriiniin tedavisinde kullanilan platin bazli bir ajandir. Kiigiik hiicreli dis
akciger kanserinin (KHDAK) standart tedavisinde kullanilan cisplatine kars1 olgularin
~%60’1n1n zamanla direng¢ gelistirdikleri bilinmektedir. Bu yiizden cisplatin direng
mekanizmasinin  aydinlatilmast  ve yeni molekiiller hedeflerin belirlenmesi
gerekmektedir. Bu tez calismasinda genom g¢apinda CRISPR-Cas9 -tabanli genetik
tarama yontemiyle cisplatine duyarli ve direngli KHDAK hiicre serisi Calu-1’in
bagimli oldugu bilesenlerin belirlenmesi ve bu bilesenlerin kanser tedavisinde
kullanilabilirliklerinin arastirilmasi amac¢lanmustir.

Calismada, CRISPR-Cas9 -tabanli genetik tarama i¢in 19,114 insan genini hedefleyen
ve toplam 76,441 guide RNA’dan (JQRNA) olusan lentiviral ‘Brunello kiitiiphanesi’
kullanildi. Calu-1 hiicreleri ‘doz arttirimi” metoduyla cisplatine kars1 6.3-kat direncli
hale getirildikten sonra cisplatine duyarli ve direngli Calu-1 hiicreleri kiitliphane ile
transfekte edildi. Transfeksiyondan sonra gruplar arasindaki gRNA dagiliminin
belirlenmesi i¢in yeni nesil dizi analizi (NGS) ile amplikon sekanslama yaptirildi. NGS
sonuglar1 biyoinformatik analizlerden gegirilerek her hiicre grubunda artan ve azalan
gRNA’lar belirlenerek bu gRNA’larin hedefledikleri genler listelendi. Aday genler,
direngli hiicrede cisplatin duyarliligini artirmak i¢in azalan gRNA’larin hedefledikleri
genler arasindan secildi. Azalan genlerin hiicre dongiisii, protein veya lipid
metabolizmasi, vezikiil, protein veya iyon transportu, DNA tamiri, mMRNA splicing,
gen ekspresyonu, RNA islenmesi, epigenetik, apoptoz, protein modifikasyonu gibi
onemli biyolojik yolaklarda rol oynadiklar1 belirlendi. Direngli Calu-1 hiicrelerinde
gen skoruna ve akciger kanserindeki yiiksek ekspresyon seviyesine gore aday gen
olarak GPR89A secildi. Bu aday gen direngli Calu-1 hiicrelerinde knock-out edildikten

sonra hiicre canlilifi, sitotoksisite, apoptoz, hiicre dongiisii, koloni olusumu,



migrasyon gibi 6nemli hiicresel fonksiyonlar ile ATF4 gen ekspresyonu {izerine olan
etkileri fonksiyonel testlerle belirlendi.

Yapilan fonksiyonel analizler sonucunda GPR89A knock-out direngli Calu-1
hiicrelerinin cisplatin duyarliliginin arttigi, cisplatin tedavisi sonrasi apoptozunun
indiiklendigi, hiicre dongiisiiniin S evre arresti sonucu mitotik katastrofa neden oldugu,

koloni olusumunu ve migrasyonunu engelledigi belirlendi.

Bu caligma ile cisplatin direngli KHDAK hiicrelerinde ilk kez genom ¢apinda tarama
yapilarak GPR89A geninin direng gelisiminden sorumlu bir faktor oldugu ortaya

konmustur.

Anahtar Kelimeler: KHDAK, CRISPR-Cas9, cisplatin direnci, genetik tarama,
GPR89A



ABSTRACT
Determination of Genetic Factors Role in the Development of Cisplatin
Resistance in Non-Small Cell Lung Cancer by CRISPR-CAS9 Based Whole

Genome Screening System

Lung cancer, which is defined by its high metastatic effect, is the most frequently
diagnosed cancer type. The main treatment method used to control malignancy is
chemotherapy. Cisplatin, which is among the chemotherapeutics, is a platinum-based
agent used in the treatment of many types of cancer, including lung cancer. It is known
that ~60% of cases develop resistance to cisplatin, which is used in the standard
treatment of non-small cell lung cancer (NSCLC). Therefore, it is necessary to
elucidate the mechanism of cisplatin resistance and to identify new molecular targets.
In this thesis, it was aimed to determine the dependent components of the cisplatin-
sensitive and resistant NSCLC cell line Calu-1 with a genome-wide CRISPR-Cas9-
based genetic screening method and to investigate the usability of these components

in cancer therapy.

The study used a lentiviral “Brunello library” consisting of a total of 76,441 guide
RNAs (gRNAs) targeting 19,114 human genes for CRISPR-Cas9-based genetic
screening. After the Calu-1 cells were rendered 6.3-fold resistant to cisplatin by ‘dose
escalation” method, cisplatin-sensitive and resistant Calu-1 cells were transfected with
the library. After transfection, deep sequencing was performed with NGS to determine
the distribution of gRNA between cell groups. NGS results were analyzed by
bioinformatics, increasing and decreasing gRNAs in each cell group were determined
and the genes targeted by these gRNAs were listed. Candidate genes were selected
from among the genes targeted by declining gRNAS to increase cisplatin sensitivity in
resistant cells. Decreased genes were determined to play a role in important biological
pathways such as cell cycle, protein or lipid metabolism, vesicle, protein or ion
transport, DNA repair, mRNA splicing, gene expression, RNA processing,
epigenetics, apoptosis, and protein modification. In resistant Calu-1 cells, GPR89A
was selected as the candidate gene based on gene score and high expression level in
lung cancer. After this candidate gene was knocked out in resistant Calu-1 cells, its
effects on important cellular functions such as cell viability, cytotoxicity, apoptosis,
cell cycle, colony formation, migration and ATF4 gene expression were determined

by functional tests.



As a result of functional analysis, it could be determined that cisplatin sensitivity of
GPR89A knockout resistant Calu-1 cells was increased, apoptosis was induced after
cisplatin treatment, mitotic catastrophe as a result of S-stage arrest of the cell cycle
was caused, and colony formation and migration was prevented. In conclusion, with
this study, genetic factors responsible for the development of cisplatin resistance in
lung cancer were determined for the first time, and it was determined that the GPR89A
gene was the dependent component responsible for cisplatin resistance in NSCLC

cells.

Key words: NSCLC, CRISPR-Cas9, cisplatin resistance, genetic screening, GPR89A
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1. GIRIS

Akciger kanseri diinya capinda énemli bir saglik sorunu olup teshisten sonraki 5 yillik
sag kalim orant meme, kolon veya prostat kanseri i¢in belirlenen sag kalim
oranlarindan diistiktiir. Kiigiik hiicreli ve kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri olmak
tizere iki ana alt tipi bulunan akciger kanserinin %85'ini KHDAK grubu
olusturmaktadir. Patogenezlerinde farkli genetik faktorler ve ¢evresel kanserojenlere
maruziyet rol oynamaktadir. Genetik faktorler arasinda onkogenler ve timor
baskilayict genlerdeki mutasyonlar, translokasyonlar ve promotdr bolgelerindeki
hipermetilasyon gibi degisiklikler yer almaktadir. Ancak, mutant olmayan ve kanser
hiicrelerine ¢ogalma, immun sistemden korunma ve direng gibi avantajli 6zellikler
kazandiran genetik faktorler de karsinojenezde rol oynayabilmektedir. Kanserli
hiicrelerin bu faktorlere normal hiicrelere oranla daha bagimli olduklar
diistiniilmektedir. Bagimli bilesenlerin etkinliginin azaltilmasi i¢in en sik kullanilan
tedavi sekli kemoterapidir. Cisplatin en yaygin kullanilan kemoterapdtik ajan olup
DNA iizerindeki piirin bazlariyla etkilesime girerek DNA lezyonlarinin olusmasina ve
sonunda apoptoz ile sonlanan bazi sinyal yolaklarinin aktivasyonuna yol agmaktadir.
Oldukea etkili olmasina ragmen, tedavi sirasinda gelisen ila¢ direnci cisplatinin
etkinligini siirlamaktadir. Bir¢cok kanser hiicresi baslangigta cisplatin tedavisine
duyarli olsa da zamanla daha etkili DNA hasar1 onarimi, glutatyon ve
metalotiyoninlerle ilag inaktivasyonu ve hiicre zarinda bulunan c¢esitli tasima
sistemleriyle ilacin hiicre disina atilmasi yoluyla direng gelistirmektedir. Cisplatin
direncini asmak kanser tedavisinin kritik bir hedefini olusturmaktadir. Bununla
birlikte, onlarca yillik yogun ¢abaya ragmen, cisplatin direncinde rol oynayan genler
ve biyolojik siirecler hala biiyiikk 6lciide bilinememektedir. Bu yiizden cisplatin
direncinin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilabilmesi i¢in yeni terapotik
stratejilerin gelistirilmesi gerekmektedir.

Son zamanlarda genom diizenlemede kullanilan CRISPR-Cas9 sistemi ile direng
mekanizmasinin aydinlatilabilmesi i¢in spesifik ya da genom c¢ap1 tarama c¢alismalari
yapilarak direngli hiicrelerin bagimli oldugu genetik faktorler belirlenebilmektedir.
Farkl1 kanser tiirlerinde yapilan ¢alismalar o kanser tiirlerinde 6nemli olan cisplatin
direnciyle ilgili mekanizmalar1 ortaya c¢ikarmistir Akciger kanserinde cisplatin
direnciyle iliskili genom diizeyinde gergeklestirilen bir CRISPR-Cas9 tarama

calismasi heniiz bulunmamaktadir. Bu calisma ile genom ¢apinda CRISPR-Cas9



taramasi gergeklestirilerek akciger kanser hiicrelerinin bagimli oldugu, cisplatin
direncinden sorumlu genetik bilesenler belirlenmistir. Dogrulama g¢alismalarinda bir
bagimli bilesenin knock-out edildigi direngli hiicrelerde ilgili genlerin cisplatin
duyarhililigina, apoptoz, hiicre dongiisii, koloni olusumu, migrasyon gibi 6nemli

biyolojik yolaklara ve ATF4 ekspresyon seviyesine etkisi degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Akciger kanseri
2.1.1. Akciger Kanseri Epidemiyolojisi

Hizli ilerlemesi ve metastatik etkisi ile taninan akciger kanseri, en sik teshis edilen
kanser tiirii olup kansere bagli 6liimlerin 6nde gelen nedeni olarak kabul edilmektedir
(Sung ve ark. 2021; Wadowska ve ark. 2017). Diinya Saghk Orgiitii’niin (DSO) 2020
Global Kanser Gozlemevi (Global Cancer Observatory, Globocan) verilerine gore
yeni tan1 konmus biitiin kanserlerin % 11.7’sini ve tiim 6limlerin %18’ini akciger
kanseri olusturmaktadir. 2020 yilinda 1,435,943 erkek ve 770,728 kadin vaka olmak
tizere 2,2 milyon yeni akciger kanseri tanis1 konmustur ve akciger kanseri 1,8 milyon

kisinin 6liimiine neden olmustur (Sung ve ark. 2021).
2.1.2. Akciger Kanseri Etiyolojisi

Akciger kanseri cevresel ve genetik risk faktorlerinin etkisiyle ortaya ¢ikan heterojen
bir hastaliktir. Sigara kullanimi, tiim akciger kanseri tanilarinin %80-90'1n1 olusturan
ana risk faktorii olmasina ragmen pasif igicilik, yas, cinsiyet, irk ve etnik kdken, diyet,
alkol, obezite, iyonlastirici radyasyona maruziyet, akciger hastaliklari, enfeksiyon,
cevresel hava kirliligi, asbestos, arsenik, radon, berilyum, nikel, silika gibi mesleki
kanserojenlere maruziyet ve genetik faktorler akciger kanseri gelisiminde rol
oynamaktadir (Dela Cruz ve ark., Matthay 2011; Malhotra ve ark. 2016; Schabath ve
Cote 2019). Genetik faktorler arasinda en yaygin EGFR, KRAS, ALK, MET, HER2,
ROS1, BRAF, RET, NTRK1, PIK3CA, MEK1genlerindeki mutasyonlar ile 15925, 5p15
ve 6p21 kromozom bdlgelerindeki polimorfizmler yer almaktadir (Hirsch ve ark.
2017; Malhotra ve ark. 2016).

2.1.3. Akciger Kanserinin Histolojik Siniflandirilmasi

Akciger kanseri tlimorleri, vakalarin %85’ini olusturan kii¢iik hiicreli dis1 (KHDAK)
ve vakalarin %15’ini olusturan kiictik hiicreli akciger karsinomu olmak iizere iki genis

histolojik kategoriye ayrilmaktadir (Nasser, Gorenberg ve Agbarya 2020).
2.1.3.1. Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Karsinomu

DSO’niin yeni tanimlanan molekiiler profillere ve akciger kanserinde hedeflenebilir

genetik  degisikliklere dayali olarak 2015 yilinda gilincellemeler yaptigi



simiflandirmaya gore KHDAK yaygin olarak adenokarsinom, skuamdz hiicreli
karsinom ve biiyiik hiicreli karsinom olmak {izere ii¢ gruba ayrilmaktadir (Inamura
2017; Zheng 2016). Yaygin olmayan alt tipleri arasinda ise adenoskuaméz karsinom

ve sarkomatoid karsinom yer almaktadir (Suster ve Mino-Kenudson 2020).
2.1.3.1.1. Adenokarsinoma

Adenokarsinomlar, en yaygin KHDAK tipi olup akciger kanserlerinin ~%40'm1
olusturmaktadir. Akciger adenokarsinomu, daha kii¢iik hava yolu epitelinde bulunan
mukus ve diger maddeleri salgilayan alveolar hiicrelerden kaynaklanan ve glandiiler
farklilasma gosteren malign bir epiteliyal neoplazmadir (Duma ve ark., Molina 2019;
Zappa ve Mousa 2016; Zheng 2016). Yapilan g¢alismalar ile adenokarsinom ve
skuamoz hiicreli karsinomlarin sirasiyla megabaz (Mb) basina 3.5 ve 3.9 oranlariyla
en yliksek protein degistiren mutasyon oranina sahip tiimoérlerden biri olduklar

belirlenmistir (Wadowska ve ark. 2020).
2.1.3.1.2. Skuamoz Hiicreli Karsinoma

Akciger kanserlerinin %25 ila %30'unu olusturan skuamdz hiicreli karsinomlar,
keratinizasyon ve/veya hiicreler arasi kopriiler gosteren malign bir epitelyal tiimor
olarak tanimlanmaktadir (Takamochi ve ark. 2016). KGA tarafindan belirlenen
skuamoz hiicreli karsinomlarin molekiiler profiline bakildiginda tiimdr bagina
ortalama 360 ekzonik mutasyon, 165 genomik yeniden diizenlenme ve 323 kopya

sayist degisikligi olan gen bolgeleri belirlenmistir (Inamura 2017).
2.1.3.1.3. Biiyiik Hiicreli Karsinoma

Tim akciger kanserlerinin yaklasik %35 ila %]10'unu olusturan biiylik hiicreli
karsinomlar, herhangi bir belirgin morfolojik veya immiinohistokimyasal
farklilagmaya sahip olmayan noroendokrin tiimor olarak tanimlanmaktadir (Osmani
ve ark. 2018). Bu tiimérler tipik olarak kotii diferansiyeli olup bol sitoplazmali ve
biiyiikk niikleoluslu pleomorfik biiyiikk hiicrelerden olusmaktadir (Duma, Santana-
Davila ve Molina 2019).

2.1.3.2. Kiiciik Hiicreli Akciger Karsinomu

Kigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK) hizli biiyiime, erken metastatik yayilma,
yiiksek invazivlik gosterme ve tedaviye ilk yanit verme ile karakterize yiiksek dereceli

bir néroendokrin timor olarak tanimlanmaktadir (Kalemkerian, 2016; Chen 2016).
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KHAK hiirelerinin %901 TTF-1 gibi néroendokrin belirtecini eksprese etmekte ve bu
da histopatolojik tanida kullanilmaktadir. Sitokeratinler gibi epitelyal belirtecler ise
bircok KHAK tiimoriinde goriilmekte ve onlarin lenfomalardan ve diger kiiciik

yuvarlak tiimorlerden ayirt edilmesini saglamaktadir (Meerbeeck ve ark., 2011).
2.1.4. Akciger Kanserinde Kullanilan Tedavi Yontemleri

AK, erken evrelerinde kolayca yayilim gostermesinin yani sira, ¢ok farkli anatomi ve
fizyolojiye sahip ¢ok cesitli organlara da metastaz yapmaktadir. Ileri evrelerde AK
tanis1 konan hastalarda c¢oklu metastazlarin olmasi tedaviyi son derece
zorlagtirmaktadir. Bu yiizden siirekli farkli tedavi se¢enekleri arayisina gidilmektedir
(Zhu ve ark. 2020). Hastanin durumuna bagli olarak evre, histoloji, genetik
degisiklikler goz Oniine alindiginda tedavi segenekleri arasinda genellikle cerrahi,
radyoterapi, kemoterapi, immiinoterapi, tek basina veya kombine molekiiler hedefli
tedaviler yer almaktadir (Alexander, Kim ve Cheng 2020). Kanser tedavisinde en sik
kullanilan tedavi sekli kemoterapidir. Geleneksel kemoterapi ajanlar1 6ncelikle DNA,
RNA veya protein sentezine miidahale ederek veya 6nceden olusturulmus molekiiliin
islevini degistirerek neoplastik hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Basta oldukca etkili
olmasina ragmen zamanla kullanilan ilaca kars1 gelisen ila¢ direnci kemoterapdtiklerin
etkisini sinirlamaktadir (Amjad ve ark., 2020).

2.2. Cisplatin

Cisplatin testis, yumurtalik, bas ve boyun, mesane, akciger, rahim agzi kanseri,
melanom, lenfomalar gibi ¢esitli solid kanserlerin tedavisi i¢in en yaygin olarak
kullanilan ilk metal bazli kemoterapétiklerden biridir (Ghosh 2019). 1978 yilinda FDA
tarafindan testis ve over kanseri olan hastalarin tedavisi igin kullaniminin
onaylanmasindan bu yana cisplatin solid tiimérlerin tedavisinde kullanilan en etkili
antikanser ilaglarindan biri olmaya devam etmektedir (Basu ve Krishnamurthy 2010;
Ghosh 2019). Cis konfigiirasyonunda iki amid ve iki kloriiriin bir platin atomuna
baglanmasiyla olusan cisplatin antikanser aktivite gostermektedir (Basu ve

Krishnamurthy 2010; Rocha ve ark. 2018) (Sekil 1).



Sekil 1: Cisplatinin 3 boyutlu yapisi (Ghost, 2019)
2.2.1. Cisplatinin Antikanser Aktivitesi

Cisplatinin hiicre igerisine alinmasi pasif diflizyonla birlikte yiiksek afiniteli bakir
tastyict 1 (Ctrl), Ctr2 ve hiicresel bakir (Cu) tasiyict sistemleri araciligiyla
gerceklesmektedir (Chen ve ark., 2015). Cisplatin hiicre igerisine girdiginde aktive
olmakta ve sitoplazmada cisplatin tizerindeki kloriir atomlari su molekiilleri tarafindan
yer degistirmektedir. Bu hidrolize {iriin, proteinler lizerindeki siilfidril gruplar1 ve
niikleik asitler iizerindeki nitrojen dondr atomlarit dahil olmak iizere herhangi bir
niikleofil ile reaksiyona girebilen giiglii bir elektrofil gibi davranmaktadir (Dasari ve
Tchounwou 2014). Cisplatin ¢esitli biyomolekiillere baglanabilmesine ragmen, anti
kanser aktivite gosterebilmesi i¢in baslica biyolojik hedefi DNA’dir. Cisplatinin platin
atomu, DNA-DNA zincirler aras1 ve zincir i¢i ¢apraz baglar olusturmak i¢in DNA'daki
purin kalintilarinin 6zellikle guanin bazinin imidazol halkasinda yer alan N7
bolgeleriyle etkilesime girmektedir (Sekil 2). DNA ve cisplatin arasindaki bu ¢apraz
baglar, DNA dubleksini biikerek replikasyon ve transkripsiyonun bozulmasina yol
acmakta ve hiicre dongiisiiniin durmasina neden olarak apoptozu indiiklemektedir
(Baik, Friesner ve Lippard 2003; Dasari ve Tchounwou 2014; Dos Santos ve ark.
2012).

M Pt—N
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Sekil 2: Cisplatinin DNA iizerindeki ¢apraz baglanma kompleksleri (L. Qi ve ark.,
2019)



2.2.2. Cisplatin Diren¢ Mekanizmasi

Kanser tedavisi sirasinda gelisen igsel veya edinilmis ilag direnci oldukga etkili olan
cisplatinin terapotik etkinligini sinirlamaktadir (Makovec 2019). Kolorektal, akciger
ve prostat kanserli hastalarda igsel, over kanserli hastalarda ise cisplatin
kemoterapisini takiben kazanilmis ilag direnci gelismektedir (Koberle ve ark. 2010).
Kanser hiicreleri hiicre i¢i cisplatin birikiminin azalmasina neden olan ilag
tasinmasindaki degisikliklere, ilag detoksifikasyon sistemine, artan DNA hasari
onarimina ve apoptotik hiicre 6liim yollarindaki degisikliklere bagli olarak direng

kazanmaktadir (Huang ve ark. 2017) (Sekil 3).
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Sekil 3: Cisplatin diren¢ mekanizmalari

2.2.2.1. Hiicresel ilac Birikiminin Azalmasi

Hiicresel cisplatin birikimindeki azalma, ilacin hiicre i¢ine alinmasindaki azalmaya ya
da hiicre digina atilmasinin artmasina baglidir (Amable 2016). Cisplatinin azaltilmig
alim1 ve artan atilimi, cisplatin direnci sergileyen hiicrelerin karakteristik 6zellikleri
arasinda yer almaktadir (Tchounwou ve ark., 2021). Cisplatin hiicre igerisine pasif
diftizyon ve transmembran tasiyici proteinler ile alinmaktadir (Hall ve ark. 2008).
Cisplatinin hiicre igerisine alinmasinda, tiirler arasinda evrimsel olarak korunmus ve
baslica Cu tastyict protein olan Ctrl rol oynamaktadir (Galluzzi ve ark. 2012). Ctrl
gen delesyonunun ve diisiik ekspresyon seviyesinin hiicre igerisine cisplatin alinimini
azaltarak diren¢ gelisimine neden oldugu bildirilmistir. Hiicre diren¢ kazandik¢a Ctrl
miktarinin azaldigr goriilmistiir (Ishida ve ark. 2002; Zisowsky ve ark. 2007).
Cisplatinin hiicre disina eksportu ATP kullanan P tipi ATPaz tasiyici ailesine ait olan
ATP7A ve ATP7B tarafindan gergeklestirilmektedir. Kanser hiicrelerinde bu genlerin



ekspresyon seviyesindeki degisikliklerin direng gelisiminde etkili oldugu
belirlenmistir (Yang ve ark. 2015).

2.2.2.2. Sitozolik Cisplatin Detoksifikasyonu

Cisplatin, glutatyon (GSH) ve metallotionein (MT) gibi tiyollere ve tiyol iceren
proteinler dahil olmak iizere bir dizi niikleofilik bilesige kars1 oldukga reaktif 6zellik
tasimaktadir (De Luca ve ark. 2019; Rabik ve Dolan 2007). Kanser hiicrelerinde
antioksidan gdrevine sahip olan GSH’in cisplatin direnci kazandirdigi One
stiriilmektedir. GSH, memeli hiicrelerinde ¢oklu ilag direng proteini 2 (MRP2)
araciligiyla cisplatinin hiicre disina atilimini kolaylastirmada kofaktor rol oynayarak
direng gelisimine neden olmaktadir (Amable 2016; H. H. W. Chen ve Kuo 2010).
Glutatyon-S-transferazlar (GST'ler), GSH’in cisplatine konjugasyonunu katalize
etmekte ve olusan platin-glutatyon konjugatlart ilacin ¢oziiniirliglinii artirarak
detoksifiye etmektedir (Amable 2016). Bu sekilde sitozolde inaktive olan cisplatin
DNA ile etkilesime giremeden MRP2 tarafindan hiicre disina atilmaktadir (Amable
2016; Tchounwou ve ark. 2021).

2.2.2.3. Artan DNA Hasar1 Onarim
2.2.2.3.1. Niikleotid Eksizyon Onarim (NER) Sistemi

Cisplatinin ilk biyolojik hedefi genomik DNA oldugu i¢in hiicreler olusan platin-DNA
eklentilerini onarmak icin gelismis DNA tamir sistemine ihtiya¢ duymaktadir. Zincir
ici DNA eklentilerinin olusumu, cisplatinin neden oldugu DNA hasarinin
cogunlugunu olusturmaktadir. Cogunlukla konformasyonel degisiklige neden olan
DNA eklentilerinin onarimi  Niikleotid Eksizyon Onarim (NER) sistemi ile
gerceklesmektedir (Chen ve Chang 2019; Rocha ve ark. 2018). Olusan zincir i¢i ¢apraz
bag NER mekanizmasi tarafindan taninarak onarilmaktadir. NER yolagindaki
ERCC1-XPF dimeri DNA platin eklentilerinin olustugu lezyonlu bolgeyi taniyarak
eklentilerin ¢ikarilmasi i¢in onarim mekanizmasini aktive etmektedir (Aldossary

2019).
2.2.2.3.2. Homolog Rekombinasyon Onarim Sistemi

Cisplatin tarafindan olusturulan DNA eklentileri en 6liimciil DNA hasar1 lezyonu olan
¢ift zincir kiriklart da olusturabilmektedir (Rocha ve ark. 2018). Homolog

rekombinasyon sistemi, bu ¢ift zincir kiriklarinin onarimindan sorumlu ana hiicresel
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mekanizma olup, cisplatin eklentileri bu mekanizmayla hiicre dongiisiiniin S fazinda
taninarak onarilmaktadir (Bouwman ve Jonkers 2012; Tchounwou ve ark., 2021). Bu
sistemin esas bileseni olan BRCA1l ve BRCA2 gen varyasyonlarinin cisplatin direng

gelisimine neden oldugu bildirilmektedir ( Chen ve Chang 2019).
2.2.2.3.3. Mismatch Onarim (MMR) Sistemi

Genellikle replikasyonlar sirasinda tek iplikli DNA hatalarinin diizeltilmesine katilan
MMR sistemi genomda olusan platin-DNA eklentilerini de taniyabilmektedir. Direncli
kanser hiicrelerinde cisplatin maruziyetinin ardindan MMR kompleksini olusturan
MLH1, MSH2 ve PMS2 genlerindeki ekspresyon kaybi bu onarim yolaginin da direng
gelisiminde rol oynadigimi gostermektedir (Brown ve ark., 1997; Galluzzi ve ark.,
2014; Martin, Hamilton, ve Schilder 2008; Strathdee ve ark., 1999).

2.2.2.3.4. Translezyon DNA Sentezi

Cisplatin kaynakl zincir ici eklentiler, DNA replikasyon mekanizmasina miidahale
ederek replikatif DNA polimerazlar1 durduran biiylik lezyonlardir. Replikasyonun
uzun siire durmasi replikasyon catalinin ¢cokmesine ve sonug¢ olarak hiicre 6liimiine
neden olabilmektedir. Bunu engellemek i¢in translezyon DNA polimerazlari ile bityiik
lezyonlar baypass edilerek replikasyonun devami saglanmaktadir (Rocha ve ark.
2018). Replikatif baypass olarak da isimlendirilen bu mekanizmada her biri farkli
substrat spesifikligine sahip pol  (POLH), pol 1 (POLI), pol x (POLK), REV1 ve pol
€ (REV3 ve REV7) polimerazlar islev gormektedir. Cisplatin i¢in, POLH ve REV3—
REV7 heterodimerinin cisplatin-GG eklentilerinin baypass edilmesinde rol oynadigina
dair kanitlar bulunmaktadir (Kéberle ve ark. 2010).

2.3. CRISPR-Cas Sistemi

CRISPR-Cas, prokaryotlarda diizenli araliklarla boliinmiis kisa palindromik tekrar
kiimeleri (CRISPR) ve CRISPR-iliskili protein (Cas), viriislere ve diger mobil genetik
Ogelere karst RNA aracilifiyla sekansa 6zgii kazanilmis bagisiklik sistemi olarak
tanimlanmaktadir (Terns, 2018; Tyagi ve ark., 2020). Bu sistem ilk kez E. coli’de
Apoptoz Inhibitor Proteinin (IAP) gen dizisi ¢alisilirken kesfedilmistir (Ishino ve ark.
1987). Prokaryotlarda CRISPR-Cas bagisiklik yaniti adaptasyon, ekspresyon ve
interferans olmak iizere 3 asamadan olusmaktadir (Barrangou ve Horvath 2017).

Adaptasyon asamasinda istilaci niikleik asitin bir parcasi olan aralayici dizi segilerek



CRIPSR lokusuna aktarilmakta ve bu sekilde immiinolojik bir bellek
olusturulmaktadir. Yeni aralayici dizinin se¢ilmesinde bu diziye komsu olan 2-5 nt
uzunlugunda Protospacer Bitisik Motif (Protospacer Adjacent Motif, PAM) sekansi
belirteg olarak islev gormektedir (Tyagi ve ark. 2020, Amitai & Sorek, 2016; Hille &
Charpentier, 2016; Karlo, 2016; Heler& Maraffini, 2014). Bagisiklig1 etkinlestirmek
icin gerekli olan ekpresyon asamasinda, Cas proteinleri eksprese edilmektedir. Daha
sonra istilacilara 0zgii yeni eklenmis aralayici dizileri igeren CRISPR lokusu
transkribe edilerek uzun 6nciil CRISPR RNA (ctrRNA) sentezlenmektedir. Onciil-
CrRNA, farkli Cas proteinleri tarafindan islenerek olgun crRNA’ya g¢evrilmektedir.
Bagisiklik kazaniminin son asamasi olan interferans asamasinda, olgun crRNA'lar
rehber olarak kullanilarak tek ya da gesitli Cas protein kompleksleriyle hedef genom
ile Watson-Crick eslesmesi yaparak hedefin degredasyonu saglanmaktadir. (Barman,
Deb ve Chakraborty 2020; Bozok Cetintas, Kotmakgi ve Tezcanli Kaymaz 2017; Hille
ve Charpentier 2016; Wang, La Russa ve Qi 2016) (Sekil 4).

!i Protospacer

PAM

Adaptasyon I,r" CRISPR locus
eader annn
= spacer CRISPR

transcript
 IEEEEEE DR

cTRNA T N e S e
biyogenex A o) W W)
= * crRNAs
interferans 4 " Effector
[ ) crRNP

Sekil 4: Prokaryotlarda CRISPR-Cas sistemiyle kazanilmis bagisiklik olusum siireci
(Terns ve Terns, 2014)

2.3.1. CRISPR-Cas Sisteminin Yapisi

CRISPR-Cas sistemi CRISPR iligkili Cas genleri ile CRISPR lokusundan
olusmaktadir. CRISPR lokuslari, arkea genomlarmin ~%84'iinde ve bakteriyel
genomlarin %45'inde yer almaktadir (Rath ve ark. 2015). CRISPR lokusu palindromik
tekrar sekanslari, aralayici diziler ve lider sekansindan olusmaktadir (Karimian ve ark.

2019) (Sekil 5).
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Sekil 5: CRISPR lokus yapis1 (Barman ve ark., 2020)

Lider Dizi Tekrarlar Spacer Tekrarlar Spacer Tekrarlar

2.3.2. CRISPR-Cas Sisteminin Siniflandirilmasi

CRISPR-Cas sistemlerinin smiflandirilmasi, esas olarak Cas protein bilesimi
farkliliklarina, CRISPR-Cas lokuslarinin genomik organizasyonuna ve efektor
modiilleri arasindaki dizi farkliligina gore yapilmaktadir. Buna goére CRISPR-Cas
sistemleri 2015 yilinda 5 tip ve 16 alt tip olarak smiflandirilmistir. Daha sonraki
yillarda yapilan yeni siniflandirmaya goére bu sistem 2 smf, 6 tip ve 33 alt tipe
ayrilmistir (Makarova ve ark. 2020). Sinif 1 CRISPR-Cas sistemi tip I, III ve IV’den
olusurken sinif 2 CRISPR-Cas sistemi tip II, V ve VI’dan olusmaktadir (McGinn &
Marraffini, 2019) (Sekil 6).

Spacers

cas3 cas8/10 casll cas7 cas5 cas6 casl cas? casd

Sumf 1 P A o A b b
efektir protein kompleksi CRISPR
cas9/casl2/casl3 casl cas? casd
St 2 T — —— |
tracrRNA tek efektir protein

Sekil 6: CRISPR/Cas sisteminin siniflandirilmasi (Makarova ve ark., 2020)

2.3.3. Genom Diizenlemede Kullanilan Tip I CRISPR-Cas9 Sistemi

Prokaryotik bir savunma sisteminden tiiretilen CRISPR-Cas9 sistemi esnek, kullanisli,
cok yonlii ve uyarlanabilir olmasi gibi giiclii 6zelliklerinden dolay: hedefe 6zgii olacak
sekilde degistirilerek gen diizenleme araci olarak kullanilmaya baslanmistir (Barman,
Deb ve Chakraborty 2020; Jiang ve Doudna 2017; Liu, Saber ve Haisma 2019; Saber
ve ark., 2020). Trans-aktive edici CRISPR RNA (tra-crRNA)'nin 5" ucu crRNA'nin 3’
ucuyla hibridize edilerek olusturulan kimerik rehber RNA (gJRNA), Cas9’u hedef
bolgeye yonlendirmektedir (Barman, Deb ve Chakraborty 2020; Jiang ve Doudna
2017). CRISPR-Cas9 sistemi hedef bolgeye komplementer olan gRNA ile hedef
bolgeyi PAM sekansindan taniyarak kesen Cas9 proteininden olusmaktadir (M. Chen
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ve ark. 2019). Genellikle genom diizenlemede kullanilan Streptococcus pyogenes Cas9
(SpCas9) proteini i¢in hedef bolgeyi belirleyen PAM motifi 5'-NGG-3" dizisidir
(Kantor ve Mcclements 2020). SpCas9 proteini, tanima lobu REC ve endoniikleaz lobu
NUC olmak tiizere ¢ift loblu bir yapiya sahiptir. REC lobu RECI, RECII ve Bridge
Helix (BH) domaininden olusurken; NUC lobu PI, HNH ve RuvC domainlerinden
olugsmaktadir (Gupta ve ark. 2019). RECI lobu, gRNA baglanmasindan sorumluyken
arjinince zengin BH alam1 hedef DNA’ya baglanilmasinin ardindan bdliinme
aktivitesinin baslatilmasinda rol oynamaktadir. RECII lobunun rolii heniiz
bilinememektedir. NUC lobunda yer alan PI alani, PAM bdlgesine baglanmada rol
oynamaktadir (Gupta ve ark. 2019; Leonova ve Gainetdinov 2020). Endoniikleaz
aktiviteye sahip olan Cas9, PAM dizisinin 3 baz yukarisindan gRNA’nin
komplementer oldugu diziyi, NUC lobunu olusturan HNH domaini ile komplementer
olmayan diziyi ise RuvC domaini ile keserek ¢ift zincir kiriklarina neden olmaktadir
(Jiang & Doudna, 2017). Olusan gift zincir kiriklart homolog olmayan ug birlestirme
(NHEJ) ya da homolog rekombinasyon (HR) yolu ile onarilmaktadir (Khadempar ve
ark. 2019) (Sekil 7).

wild- Cas9 protein
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Sekil 7: CRISPR-Cas9 sisteminin biyolojik mekanizmasi

Son zamanlarda CRISPR-Cas9 teknolojisi genetik ve epigenetik diizenlemenin yani

sira genlerin fonksiyonel taramasinda, teshis ve gen tedavisi i¢in in vitro ya da in vivo
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modellerin olusturulmasinda, fiizyon proteinlerini kullanarak yapilan transkripsiyon
calismalarinda, genomun floresans goriintiillemesinde, antimikrobiyal ve antiviral

uygulamalarda kullanilmaktadir (Gupta ve ark. 2019; Xie ve ark. 2018).

2.3.4. CRISPR-Cas9 TARAMA CALISMALARI

Insan genomu 20,000'den fazla protein kodlayan gen icermektedir. Bu genlerin
islevsel bozukluklar1 birgok hastaligin temelini olugturmaktadir. Son zamanlarda ¢ok
sayida aday genin aym anda degerlendirildigi ve ilgili fenotip gelisiminden sorumlu
genlerin belirlendigi genetik tarama ¢alismalari yapilmaya baglanmistir (Otten ve Sun
2020). CRISPR-Cas9 sisteminin uyarlanabilir olmasi 6zelliginden dolay1 bu sistem de
tarama caligmalarinda kullanilmaktadir (Todor ve ark. 2021). Genellikle memeli
hiicrelerinde CRISPR-Cas9 tarama sistemi gen ekspresyonunun diizenlenmesinde

kullanilmaktadir (Luo 2016).
2.3.4.1. CRISPR-Cas9 Taramalarinda Kullanilan Anahtar Faktorler
2.3.4.1.1. Tarama ¢alismalarinda Kullanilan Cas9 Varyantlari

CRISPR tarama ¢aligmalari gen aktivasyonu, gen susturulmasi, gen sessizlestirilmesi,
baz ve prime diizenlemeleri (editing) i¢in kullanilmaktadir. istenilen gen ifadesine
gore farkli, islevsel ya da islevsel olmayan Cas9’lar ile aktivatdr veya inhibitor

proteinler kullanilmaktadir (Lin ve ark. 2020).
2.3.4.1.2. Kiitiiphane Sec¢imi

Bir CRISPR tarama g¢alismasinin ilk adimi1 aktivasyon, inhibisyon, gen ¢ikarma gibi
yapilacak gen degisikliginin belirlenmesinin ardindan caligilacak gen setinin
belirlenmesidir. gRNA Kkiitiiphanesinin biiyiikliigii, caligilacak aday genlerin sayisi ve
her gen bagma kullanilacak gRNA sayisi ile belirlenmektedir (Otten ve Sun 2020).
Belirlenen gRNA kiitiiphanesine pozitif ve negatif kontrol gRNA’lari da dahil
edilmelidir (lyer ve ark. 2020).

2.3.4.1.3. Transfeksiyon sekli

Kiitiiphanenin hiicrelere tansfeksiyonundan dnce bu kiitliphanenin bir tasiyici vektore
paketlenmesi gerekmektedir. Tasiyict sistemler arasinda lentiviriis, adeno iligkili viriis,

plazmid vektorleri ve sentetik oligoniikleotidler yer almaktadir (Agrotis ve Ketteler
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2015). CRISPR-Cas9 transfeksiyonu i¢in en yaygin viral vektorler kullanilmaktadir
(Luther ve ark. 2018).

2.3.4.1.4. Hiicre sayisi

Yanlis pozitif sonuglarin elimine edilebilmesi i¢in hiicrelere aktarilan kiitiiphanedeki
her bir gRNA’nin ekspresyon sayist Onceden belirlenmelidir. Tarama
populasyonundaki hiicrelerde her bir gRNA’nin 500 - 1000% temsil edilebilmesi i¢in
baslangig hiicre sayisinin 6nemli oldugu belirtilmektedir (Najm ve ark. 2018).

2.3.4.1.6. Array ya da Pool Tarama

CRISPR tarama g¢alismalarinda kiitiiphaneyi olusturan gRNA’lar array (dizili) ya da
pool (havuzlanmis) seklinde sentezlenmektedir. Array formatinda 96- ya da 384-
kuyulu plakalar kulanilarak her kuyuda bir geni ya da bir genomik lokusu hedefleyen
CRISPR reaktifi bulunmaktadir (Agrotis ve Ketteler 2015). Havuzlanmig taramalari
array taramadan ayiran Ozellik, gRNA’lar1 tek tek ayri kiltiir kuyularina koymak
yerine, bunlarmn tek bir tiipte toplanmasidir (Datlinger ve ark. 2017; Esposito ve ark.
2019).

2.3.4.1.7. Hiicre Canlihigina Dayali Negatif ve Pozitif Se¢ilim

Bir CRISPR tarama calismasimin son adimi yeni nesil dizileme sonug¢ verilerinin
analizi sonrasinda taranan populasyonda negatif ve pozitif secilim yapmaktir. Pozitif
bir se¢cim taramasinda ilag, toksin, patojen gibi hiicrelerin se¢ilme olasiliginin diisiik
olacagi bir etkene maruziyet seklinde giiclii bir secici uygulanmaktadir. Negatif
secilimde tiikenen gRNA’lar degerlendirilirken, pozitif secilimde zenginlesen

gRNA’lar degerlendirilmektedir (Sharma ve Petsalaki 2018).
2.3.4.2. Tla¢ Diren¢c Mekanizmalari icin CRISPR Tarama Calismalari

Ilag direnci ile kontrol edilemeyen hiicre biiyiimesi kanserin dliimciil olmasinin nedeni
olarak kabul edilmektedir. Gelisen ila¢ direncinin iistesinden gelebilmek icin CRISPR
tarama calismalar1 yapilmaktadir (Kurata ve ark. 2018). Bu taramalar hiicreleri ayni
tedaviye duyarli hale getiren yeni hedeflerin belirlenmesine ek olarak, kemoterapi
sirasinda ila¢ direncinin ortaya ¢ikmasinin arkasindaki biyolojik temeli ortaya
cikarmak icin de uygulanmaktadir. Ayrica ilag taramalari bir bilesigin etki
mekanizmasini ve molekiiler hedefini belirlemek igin de yapilabilmektedir.

(Adelmann ve ark. 2019; Yu ve Yusa 2019).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kimyasallar ve sarf malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal ve sarf malzemeler;

Puromisin (Invivogen)

Ampisilin (Sigma)

Blasticidin (Invivogen)

Cisplatin

Yeast extract (Merck)

Tripton (Applichem)

Sodyum Kloriir (Merck)

Fetal Bovin Serum (Biological Industiries)
Hiicre ortam1; DMEM (Biological Industiries)
L-Glutamin (Biological Industiries)
Penisilin/Streptomisin (Biological Industiries)
Dimetil Siilfoksit (DMSO)

Beta-aktin Antikoru (Cell Signalling)

EGFR Antikoru (Cell Signalling)

Anti-Flag Antikoru (Sigma)

PEI (Polysciences)

Polibren (Sigma)

Recovery medium (Lucigen)

LB Broth with agar (Sigma)

25 cm?, 75 cm?, 150 cm? ve 300 cm? hiicre flasklar1 (Corning)

6- ve 96-kuyucuklu plaklar

150 mm hiicre petri kutular

15 ve 50 ml Falcon tiipleri, kriyotiipler

1-10, 20-200, 100-1000 pl steril pipet uglari
1.5, 0.5 ve 0.2 ml polistren Eppendorf tiipleri
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3.1.2. Ekipmanlar

Calismada kullanilan ekipmanlar;

Thermal cycler (SensoQuest)

Laminar Air Flow (ESCO)

Inverted Mikroskop (Olympus CKX41)

Isik Mikroskobu (Olympus CH30)

Floresans Mikroskobu (Olympus BX51)

Termomikser (Euroclone T-shaker)

Hassas Terazi (Sartorius GD 603)

Mikrosantrifiij (Eppendorf)

Vorteks (BioSan combi spin)

Yatay Karistiric1 (Labnet)

pH metre (WTW)

Santrifiij (Thermo Fisher Scientific SL8)

Nanodrop Spektrofotometre ND1000 (Thermo Fisher Scientific)
Accuri C6 Akim Sitometri (Becton Dickinson)

CO2’li Inkiibator (Thermo Fisher Scientific)

Multiskan FC Mikroplak Okuyucu (Thermo Fisher Scientific)
Buzdolabi (Bosch), Otoklav (Aesculap)

Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Thermo EC250-90)

Jel elektroforez tanki (Owl™ EasyCast™ B1)

UV Transsilluminator (Vilber)

Infrared Goriintiileme Sistemi (LI-COR Biosciences)

Jel goriintiileme sistemi (Vilber Lourmat)

Trans-Blot® SD Semi-Dry transfer sistemi (Bio-rad)

Gene Pulser Xcell Electroporator (Bio-rad), Etiiv (Heraeus)
-86°C Dondurucu (Revco).
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3.2. Yontemler
3.2.1. Etken maddelerin hazirlanmasi

Caligmada ticari olarak temin edilen cisplatin, ampisilin, blasticidin ve puromisin
etken maddeleri kullanildi. Liyofilize gelen 5 gr ampisilin 50 ml steril saf suda
coziinerek stok konsantrasyonu 100 mg/ml olacak sekilde hazirlandi ve
porsiyonlanarak -20°C’de saklandi. Kullanilabilir formda gelen cisplatin karanlikta ve
oda sicakliginda, blasticidin ve puromisin ise -20°C’de saklandi. Ara konsantrasyonlar

calisma esnasinda uygun medyumlar ile diliie edilerek taze olarak hazirlandi.
3.2.2. Hiicre Kiiltiirii

Calismada tiim genomu hedefleyen CRISPR-Cas9 tabanli genetik bir tarama
gerceklestirilerek cisplatin direncinden sorumlu genetik bilesenleri tanimlamak icin
Calu-1 ile lentiviris tiretimi ve paketlenmesi igin HEK293T hiicre hatlar1 kullanildi.
Insan akciger epitelinden elde edilmis ve evre III squamdz hiicreli karsinom olan
Calu-1, p53 (homozigot delesyon), KRAS (G12C) ve FHIT gen mutasyonlar ile
karakterize bir hiicre hattidir (Sekil 8).

Sekil 8: Calu-1 hiicre hattinin mikroskop goriintiisii

3.2.2.1. Hiicre Hatlarimin Bakimi, Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

In vitro olarak gerceklestirilen hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda, hiicrelerin yasamalari,
biiyiimeleri ve ¢ogalmalari igin gerekli maddeler ile %10 FBS, %1 L-glutamin ve %1
penisilin/streptomisin igeren DMEM (Biological Industries, Bl) ortami kullanildi.
Hiicreler DMEM igerisinde %95 nem ve %5 CO2 bulunduran 37°C’ deki etiivde yeterli
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saylya ulasana kadar inkiibe edildi. Hiicrelerin proliferasyonu, pasajlart ve rutin takip
islemleri inverted mikroskop ile diizenli olarak kontrol edildi. Hiicreler %80 - 90
yogunluga ulasana kadar ¢ogaltildi. Hiicrelerin pasajlamasi sirasinda, ortam aspire
edilerek hiicreler 1x steril PBS ile yikand1 ve Tripsin EDTA ile yiizeyden kaldirildi.
Yeni kiiltiirler igin 1 x 108 canli hiicre ile baslayacak sekilde yeniden ekim yapilarak
hiicrelere 48 saatte bir pasajlama yapildi. Hiicreler %5 DMSO igeren FBS ile
kriyoprezervasyon yapilarak -86°C’de stoklandi.

3.2.2.2. Hiicre Canlhilik Testi

Kiiltiire edilen hiicrelerin sayilarinin ve canliliklarinin kontrolii i¢in tripan mavisi
boyas1 (BI) kullanildi. Kontrol edilecek olan hiicreler 1:1 oraninda tripan mavisi boyasi
ile karistirilarak uygun miktarda karisim Neubauer lamina aktarildi ve 151k
mikroskobunda sayildi. Membran biitiinliigli bozularak boyay1 i¢ine alan ve mavi
renkte goriinen hiicreler 6lii, almayanlar canli kabul edilerek mililitredeki hiicre sayisi
belirlendi. Canli hiicre sayis1 toplam hiicre sayisina oranlanarak hiicrelerin canlilik
yiizdesi hesaplandi. Deneylerde canlilig1 %95 ve iizerinde olan hiicreler kullanildi.

3.2.2.3. Hiicrelerde Mikoplazma Varhginin Degerlendirilmesi

Mikoplazma kontaminasyonu hiicre kiiltiirii caligmalarinda tekrar tekrar ortaya ¢ikan
¢ok yaygin bir problemdir. Mikoplazma hiicrelerin fizyolojisini ve metabolizmasini
bozarak arastirmalarin verimliligini ve sonucunu olumsuz yonde etkilemektedir. Bu

yiizden deneylere baglamadan 6nce hiicreler mikoplazma varlig agisindan test edildi.

Mikoplazma deney protokolii

1. 10 mm petri kutusuna steril bir lamel yerlestirildi. 1 x 10° hiicre lamel iizerine

ekilerek 24 saat inkube edildi.
2. Inkiibasyonun ardindan lamel soguk PBS ile yikandi.
3. Yikamadan sonra 1 ml methanol eklenerek 10 dk inkiibe edildi.

4. 500 ul PBS igerisine 3 pl Hoechst boyasi eklenerek vorteks edildi. Boya
soliisyonundan 100 pl lamel iizerine eklenerek 5 dk inkiibe edildi. Inkiibasyonun

ardindan boya aspire edilerek hiicreler 1 ml PBS ile yikandi.

5. Gliserol 1:2 oraninda PBS ile diliie edildi. 20 pl diliie gliserol lam iizerine yayilarak

lamel kapatildi ve floresans mikroskopta goriintiilendi.
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3.2.3. Cisplatin Direncli Calu-1 Hiicre Hatlarinin Olusturulmasi

Calu-1 hiicreleri ‘doz artirimi” metodu ile artan ila¢ konsantrasyonlarina siirekli maruz
birakilarak direncli hale getirildi. Direng gelisimine 5 uM cisplatin konsantrasyonu ile
baslandi. Calu-1 hiicreleri 5 M cisplatine 24 saat maruz birakildi. Ardindan ilagh
ortam aspire edilerek hiicreler iki kez 1x PBS ile yikandi. Hiicreler normal ortam
eklenerek %90 yogunluga ulasana kadar ¢ogaltilmaya devam edildi. Bir sonraki doz
artirrminda hiicrelerin tamaminin 6lme ihtimaline karsi hiicrelerin bir kismi
donduruldu. Diger kismina 1.5-kat doz uygulamasi yapildi. Bu sekilde alt1 ay devam
eden direng kazandirma siirecinde son doz olarak Calu-1 hiicrelerine 250 uM cisplatin

uygulandi. Olusturulan direngli hiicreler CR-Calu-1 olarak isimlendirildi (Sekil 9).

5 nM'dan 250 pM'a kadar
cisplatin doz arttirmn

| v : \
% Y
""'\-\__ Vs ; ¥ H""'\—\_._\_

——

Cahs-1 CR-Calu-1

Sekil 9: Direngli CR-Calu-1 hiicre serisinin olusturulmasi

3.2.3.1. CR-Calu-1 Hiicrelerinin Diren¢ Karakterizasyonunun Yapilmasi

CR-Calu-1 hiicre serisinin direnci koloni olusturma kabiliyetine gore degerlendirildi.
Koloni olusum analizi, tek bir hiicrenin en az 50 hiicrelik koloniler halinde biiyiime
kabiliyetine dayanan bir in vitro hiicre sag kalim analizidir (Franken ve ark. 2006).
Cisplatinin, olusturulan direngli hiicreler tizerindeki uzun vadeli etkisini belirlemek
i¢in koloni olusumu deneyi yapildi. Calu-1 ve CR-Calu-1 hiicreleri her kuyuda 1 x 103
hiicre olacak sekilde 6-kuyucuklu plaklara ekildi. Ertesi giin hiicrelere 48 saat boyunca
10-25-50-100-200-400 uM cisplatin dozlar1 uygulandi. Daha sonra hiicreler iki kez
PBS ile yikanarak uzun siire iyilesmeye birakildi. Hiicrelerin ortami her 2-3 giinde bir
degistirildi. 14. giin hiicreler soguk metanolle fikse edilerek toluidin mavisi ile

boyandi. Her bir doz uygulamasinda olusan koloni sayis1 analiz edildi.

19



3.2.4. Proliferasyon Analizi

Sitotoksisite deneylerine baslamadan Once, deney sliresince yani 4-5 giin canli
kalabilecek hiicre sayisini belirlemek i¢in hiicre proliferasyon deneyi yapildi.
Proliferasyon ve sitotoksisite analizlerinde hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in XTT
(Bio Ind. /BI) kullanildi. Bir tetrazolyum tuzu olan XTT yonteminde; metabolik olarak
aktif canli hiicreler sar1 olan tetrazolyum tuzlarimi suda ¢6ziiniir turuncu formazan
boyasina doniistirmektedir. Olusan formazan friinleri, absorbans bazli bir

spektrofotometre ile ol¢lilmektedir.

1:2 diliisyon yapilarak 1 x 108 — 781 hiicre/ml yogunluklarda hazirlanan Calu-1 ve CR
Calu-1 hiicreleri tig tekrarli ve 100ul/kuyu olacak sekilde 96-kuyulu plakaya aktarildi.
Hiicreler 96 saat inkiibe edildikten sonra her kuyucuga 50 pl XTT soliisyonu eklendi.
Bir saat arayla olacak sekilde 4 kez formazan boya olusumunun kalitatif degeri
Multiskan FC (Thermo) mikroplak okuyucusu kullanilarak 450 ve 620 nm'de
fotometrik olarak ol¢tldii.

3.2.5. Sitotoksisite Analizi

Cisplatinin Calu-1 ve CR-Calu-1 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkilerini ve
hiicrelerin %50’sini (ICsp) 6ldiiren sitotoksik inhibitoér konsantrasyonlarini belirlemek

amaciyla sitotoksisite analizi yapildi.

Sitotoksisite deney protokolii:

1. Calu-1 ve CR-Calu-1 hiicre serileri proliferasyon deneyi ile belirlenen sayida
100ul/kuyu olacak sekilde 96-kuyucuklu plaklara ekildi ve 24 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan ortam gekildi.

2. Ug tekrarli olacak sekilde cisplatinin Calu-1 hiicre serisi i¢in 80 pM, 40 pM, 30 uM,
20 uM, 10 uM, 5 uM, 2.5 uM konsantrasyonlari, CR-Calu-1 hiicre serisi i¢in 400 pM,
300 uM, 200 puM, 150 uM, 100 uM, 50 uM, 25 uM konsantrasyonlar1 her kuyucukta

son hacim 100 pl olacak sekilde hiicreler tizerine eklendi.
3. Cisplatin uygulanmayan hiicreler kontrol grubu olarak degerlendirildi.

4. Hiicrelerin cisplatin ile 24, 48 ve 72 saatlerdeki inkiibasyonlarinin ardindan her
kuyucuga 50 ul XTT soliisyonu eklendi. Bir saat arayla olacak sekilde 4 kez formazan
boya olusumunun kalitatif degeri Multiskan FC mikroplak okuyucusu kullanilarak 450

ve 620 nm'de fotometrik olarak ol¢tildii.
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5. Cisplatinin hiicreler iizerindeki ICso sitotoksik dozunu hesaplamak i¢in Graphpad
Prism 8.0.2 (GrapPad Software, Inc) analiz programi kullanilda.
3.2.6. Genom Capinda CRISPR Tarama Calismalar:

3.2.6.1. Brunello Kiitiiphanesi

“Brunello kiitiiphanesi” 19,114 geni hedefleyen ve her bir gen i¢in 4 x olmak iizere
toplam 76,441 gRNA ile herhangi bir geni hedeflemeyen 1,000 kontrol gRNA’dan
olugmaktadir. Doench ve ark.’lar1 bu kiitiiphaneyi tasarlamak i¢cin GenCODE, Havana
ve Ensembl veritabanlarini ortak kullanarak protein kodlayan transkriptleri
hedeflemislerdir. GenCODE tarafindan belirlenen kriterlere gore her gen icin bir
transkript, her transkript i¢in genin protein kodlama bdlgesinin %5-65'ini hedef alan
en iyi siradaki QRNA segilmistir. Daha sonra, transkript basina bir sonraki seg¢ilen
gRNA, onceden secilmis gRNA'lardan protein kodlama agisindan en az %5
uzakliktaki bir alan1 hedeflemektedir. Bu sekilde her gen i¢in dort gRNA belirlenmistir
(Doench ve ark. 2016). Daha sonra bu kiitiiphane LentiCRISPR V2 veya lentiGuide
Puro vektoriine klonlanarak Addgene sirketine lisanslanmistir (Addgene, Lentiguide
Puro). Calismada kullanilan Brunello kiitiiphanesi LentiGuide Puro vektoriine

(Addgene #73178) klonlanmis sekilde Addgene’den satin alinmistir.

3.2.6.2. LentiGuide Puro ve LentiCas9 Blast Vektor Sisteminin Ozellikleri

Bu ¢aligmada hiicrelerde Cas9 ekspresyonu saglayan LentiCas9 Blast ile sadece
klonlanmis gRNA’nin ekspresyonunu gerceklestiren LentiGuide Puro lentiviral
vektorleri kullanildi. LentiCas9 Blast lentiviral plasmidi 12,859 b¢ uzunlugunda olup
EFS promotdriinden SpCas9, Flag ve blasticidin direng geni eksprese olmaktadir.
LentiGuide Puro lentiviral plazmidi 10,183 b¢ uzunlugunda olup iki promotér bolgesi
tagsimaktadir. U6 promotoriinden 6zellestirilebilir gRNA ve EF-la promotoriinden

puromisin direng geni eksprese olmaktadir (Sekil 10).
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cPPT

psi+ RRE| EFS  SpCas9 Flag P2ABlast WPRE
lentiCas9-Blast

cPPT

psi+ RRE U6 sgRNA EF1a Puro WPRE
lentiGuide-Puro

Sekil 10: LentiCas9 Blast ve LentiGuide Puro lentiviral vektorleri (Sanjana ve
ark.,2014)

3.2.6.3. Luria-Bertani (LB) -Ampisilin Agar Platelerin ve LB S1ivi Medyumun

hazirlanmasi

Brunello kiitiiphanesinin transformasyonundan 6nce bakterinin ¢ogaldigi LB ampisilin
iceren agar plateler ile bakteri izolasyonunda kullanilan LB s1vi medyum hazirlandi.
35 gr LB Broth agar (Sigma#L2897) 1 litre steril saf su igerisinde ve 50°C 1s1
calkalayicisinda 10 dakika ¢ozdiiriilerek 15 psi (1,05 kg/cm?)’de 20 dk otoklavlandi.
Otoklavdan sonra 50°C su banyosunda sogutuldu. igerisine 1 pg/ml olacak sekilde
ampisilin eklenerek Nunc TM Square BioAssay ve 100 mm plaklara dokiildii. Agar
soguduktan sonra kapak kismi parafilmlendi ve 4°C’de ters gevrilerek saklandi. LB
stvi medyum i¢in 1 litre steril saf su igerisine 5 gr maya ekstrakti, 10 gr tripton, 10 gr
NaCl ¢ozdiirtilerek 15 psi’de 20 dk otoklavlandi. Otoklavin ardindan sogutularak
4°C’de saklandi.

3.2.6.4. Brunello Kiitiiphanesinin Transformasyonu

Addgene’den LentiGuide Puro lentiviral plasmide klonlanmig halde gelen Brunello
Kiitiiphanesi Endura elektrokomponent hiicrelere (Lucigen#60242) elektroporasyonla
transforme edildi. 25 pl endura elektrokompenent hiicrelerine 100 ng kiitiiphaneyi
tastyan plazmid eklenerek iyice karistirildi. Ardindan soguk 0,1 cm elektroporasyon
kiivetine aktarilarak Gene Pulser Xcell elektroporasyon cihazinda (Bio-rad) 1,800V,
10uF ve 600 Q’da transformasyon gerceklestirildi. Elektroporasyon sonrasi kiivet
icerisinden bakteri 2 ml recovery medyum ile toplanarak eppendorf tiiplerine akarildu.
Bu elektroporasyon 4 kez tekrarlandi. Recovery medyum igerisine toplanan bakteriler
37°C ve 250x rpm’de 1 saat inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan bakteriler ampisilin
iceren 2 adet bioassay petri plaklara yayilarak koloni olusumu i¢in 37°C’de 16 saat
inkiibe edildi.
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3.2.6.5. Brunello Kiitiiphanesinin izolasyonu

16 saat inkiibasyonun ardindan kiitiiphaneyi tasiyan bakteri kolonilerinden plazmid

DNA izolasyonu Hispeed Plasmid Maxi Kit (Qiagen) ile ger¢eklestirildi.

Hispeed Plasmid Maxi Kit Protokolii

1. Oncelikle bioassay agar plaklardan koloniler soguk LB sivi medyum ile 3 kez
yikama yapilarak toplandi ve 4°C, 6,000 x g'de 15 dk santrifiij edildi.

2. Stipernatant atilarak bakteriyel pelet tizerine 10 ml Buffer P1 eklenerek pelet iyice

homojenize edildi.

3. Daha sonra 10 ml Buffer P2 eklenip 6 kez ters cevrilerek karistirildi ve oda
sicakliginda 5 dK inkiibe edildi.

4. 10 ml 6nceden sogutulmus Buffer P3 eklenip 6 kez ters gevrilerek karistirildi.

5. QIAfilter kartus ¢ikis ucuna kapak takildi. QIAfilter kartus 50 ml Falcon tiipii
tizerine yerlestirildi. Bakteriyel lizat QIAfilter kartus haznesine dokiiliip oda
sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi

6. Inkiibasyon sirasinda HiSpeed Tip icerisine 10 ml Buffer QBT eklenerek filtreden
tamamen ge¢mesi beklendi.
7. QlAfilter kartus ¢ikis ucundan kapak ¢ikartildi. Piston QIAfilter kartus igerisine

yerlestirildi ve hiicre lizat1 dnceden 1slatilmis HiSpeed Tip i¢ine filtre edildi.
8. Lizat girdikten sonra, HiSpeed Tip 60 ml Buffer QC ile yikandi.
9. Yikamadin ardindan 15 ml Buffer QF ile DNA eliie edildi.

10. DNA iizerine 10.5 ml izopropanol eklenerek 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sirasinda, piston 30 ml'lik bir enjektorden ¢ikarildi ve enjektdr ucuna QIAprecipitator
Modiilii yerlestirildi. Eliiat-izopropanol karigimi enjektdr igerisine dokiildii. Piston

tekrar takilarak karisim QIApresipitator modiilii icerisinden gegirildi.

11. QlAprecipitator enjektorden g¢ikarilip piston geri ¢ekildi. QIAprecipitator tekrar
takilip enjektéore 2 ml %70 etanol eklendi. Piston tekrar yerlestirilerek
QIAprecipitator’den etanol gecirildi.

12. QlAprecipitator enjektorden g¢ikarilip piston geri ¢ekildi. QIAprecipitator tekrar
takilip piston yerlestirildi. QIAprecipitator i¢inden kuvvetli bir sekilde hava
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bastirilarak membran kurutuldu. Bu adim birkag kez tekrarlandi. QIAprecipitator ¢ikis

ucu emici kagitla kurutuldu.

13. Yeni bir 5 mI’lik enjektorden piston ¢ikarildi. QIAprecipitator takilip ¢ikis ucu 1.5
ml'lik bir toplama tiipiiniin iizerine sabitlendi. 5 ml enjektore 1 ml Buffer TE eklenip

piston tekrar takildi. Sabit basing kullanilarak DNA toplama tiipiline ayrildi.

14. QlAprecipitator 5 ml enjektdrden ¢ikarilip piston geri ¢ekildi. QIAprecipitator 5
ml enjektore tekrar takilip toplanan DNA tekrar 5 ml enjektor igerisine alindi. Piston
takilarak DNA ikinci kez eliie edildi.

15. izole edilen DNA’nin miktar1 ve saflignt NanoDrop spektrofotometre ND1000
(Thermo Fisher Scientific) cihazinda 6l¢iildii.

3.2.6.6. Lentiviriis Paketleme Plazmitlerinin izolasyonu

Lentiviriis tiretimi sirasinda kullanilacak olan pMD2.G (Addgene #12259) ve psPAX2
(Addgene #12260) paketleme plazmidleri Addgene’den satin alindi. psPAX2 plazmidi
gag, pol, rev ve tat genlerini eksprese ederken pMD2.G plazmidi VSV-G zarf protein
genini eksprese etmektedir. Her iki plazmid de ampisilin direng geni tasimaktadir.
Bakteriye transformasyonu yapilmis sekilde gelen bu plazmidler ampisilin igeren LB
agar platelere yayilarak 37°C’de 16 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan olusan
kolonilerden 1 koloni segilerek LB sivi medyumda cogaltildi. Plazmid DNA
izolasyonu MN Nucleospin Plasmid Mini Kit ile gerceklestirildi.

MN Nucleospin Plasmid Mini Kit Protokolii

1. LB medyum igerisinde ¢ogalan bakteri kiiltiirii 11,000 x g’de 1 dk santrifiij edildi.

2. Supernatant atilarak bakteri peleti lizerine 250 ul Buffer Al eklenerek vorteks
yapildi.

3. 250 pl Buffer A2 eklendi ve renk tamamen mavi olana kadar 6-8 kez alt iist edilerek

ve oda sicakliginda 5 dk inkiibasyona birakildi.
4. 300 pl Buffer A3 eklendi ve renk beyazlasana kadar 6-8 kez alt iist edilerek
11,000 x g’de 10 dk santrifiij edildi.

5. Supernatant NucleoSpin® Plasmid kolona aktarilarak 11,000 x g’de 1 dk santrifiij
edildi.

24



6. Kolon tizerine dnceden 50°C’de 1sitilmig 500 pl Buffer AW eklenerek 11,000 x g’de
1 dk santrifiij edildi.

7. Kolondan tamaman etanoliin uzaklagmasi i¢in kolon tekrar 11,000 x g’de 3 dk

santrifiij edildi.

8. Kolondaki filtrenin merkezine 6nceden 70°C’de 1sitilmis 30 ul Buffer AE eklendi
ve kolon tekrar 70°C’de 2 dk inkiibe edildi.

9. Inkiibasyonun ardindan kolon 11,000 x g’de 3 dk santrifiij edildi.

10. Izole edilen DNA konsantrasyonu NanoDrop spektrofotometre ND1000 cihazinda
olgiildii.

3.2.6.7. Lentiviriis Uretiminin Gerceklestirilmesi

LentiCas9 Blast ve LentiGuide Puro vektorlerinin tiretimi HEK293T hiicrelerinde
gerceklestirildi. Oncelikle HEK293T hiicreleri her kuyuda 7 x 10° olacak sekilde
6-kuyucuklu plaklara ekildi. Ertesi giin %80 yogunluga ulasan hiicreler LentiCas9
Blast veya Lentiguide Puro / psPAX2 / pMD2.G plazmidleri ile sirasiyla 4:2:1
oranlarinda transfekte edildi. Transfeksiyon ajani olarak polyethylenimine (PEI)
(#23966, Polysciences Inc) kullanildi. Transfeksiyondan 48 saat sonra lentiviriislerin
icinde bulundugu hiicre ortami toplandi ve 0.45 pM’lik SFCA filtreden gegirilerek

saflastirildi. Toplanan viriisler esit hacimlere boliinerek -86°C'de saklandi.
3.2.6.8. Hiicrelerde Etkili Blasticidin Dozunun Belirlenmesi

Hiicrelerde Cas9 ekspresyonunu gerceklestirecek olan LentiCas9 Blast lentiviriisii
blasticidin diren¢ geni tasimaktadir. Bu nedenle lentiviriis transdiiksiyonu sonrasinda
enfekte hiicrelerin secilimi blasticidinle yapildi. Lentiviral transdiiksiyon oncesi
hiicreleri oldiiren en disiik blasticidin dozu belirlendi. Bunun igin 6-kuyucuklu
plaklara her kuyuda 3 x 10° Calu-1 ve 4 x 10° CR-Calu-1 hiicreleri olacak sekilde ekim
yapildi. Ertesi giin hiicrelere 5 pg, 10 pg, 20 pg, 30 pg, 40 pug olacak sekilde blasticidin
konsantrasyonlar1 uygulandi. Bir kuyudaki hiicrelere blasticidin verilmeyerek bunlar
kontrol grubu olarak degerlendirildi. Dokuz giinliikk blasticidin uygulanmasinin
ardindan hiicrelerin ortami aspire edildi. Hiicreler 2 kez PBS ile yikandi. Daha sonra
hiicreler soguk metanol ile 5 dk fikse edilerek toluidin mavisi ile boyandi. Kalan

kolonilere gore hiicreleri 6ldiiren en diisiik blasticidin dozu belirlendi.
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3.2.6.9. LentiCas9 Blast Lentiviriis Titresinin Belirlenmesi ve Hiicrelere

Transdiiksiyonu

Tarama calismalarinda hiicreleri transdiikte edecek lentiviriis miktar1 6nemlidir.
Genellikle havuzlanmais kiitiiphane kullanilarak knockout yapilan ¢alismalarda her bir
hiicrenin bir gRNA alabilmesi i¢in lentiviral transdiiksiyonun %30 (multiplicity of
infection; MOI=0.3) gibi diisiik enfeksiyon verimliliginde yapilmasi gerektigi
bildirilmistir. Viris titresi olan MOT’nin belirlenmesi i¢in alti kuyucuklu plaklara her
kuyuda 3 x 10° Calu-1 ve 4 x 10° CR-Calu-1 hiicreleri olacak sekilde ekim yapild.
Ertesi giin hiicrelerin {izerine transfeksiyon etkinligini arttiracak olan polibren ile
birlikte 1/16, 1/32, 1/64 ve 1/128 oranlarinda LentiCas9 Blast lentiviris
konsantrasyonlar1 eklendi. 48 saatlik inkiibasyonun ardindan besiyerleri g¢ekilen
hiicreler PBS ile yikand1 ve 6nceden belirlenen blasticidin dozlari verilerek, dokuz giin
boyunca Cas9 eksprese eden hiicrelerin segilimi gergeklestirildi. Bir kuyudaki
hiicrelere lentiviriis ve blasticidin uygulamasi yapilmadi ve bu hiicreler kontrol grubu
olarak degerlendirildi. Dokuz giiniin sonunda tiim hiicreler tripsinle kaldirilarak hiicre
sayimmi yapildi. Kontrol grubuna gére MOI=0.3"1i veren viriis miktar1 LentiCas9 Blast

lentivirus titresi olarak belirlendi.

2 x 10° Calu-1 ve CR-Calu-1 hiicresi T-150 flasklara ekildi. Ertesi giin ortam ¢ekilerek
hiicreler PBS ile yikandi. Hiicrelere polibrenli yeni ortam igerisinde belirlenen virus
titresi transfekte edildi. Transfeksiyondan 48 saat sonra ortam g¢ekilerek hiicreler iki
kez PBS ile yikandi. Hiicrelere daha 6nce belirlenen blasticidin dozu verilerek Cas9
enzimini eksprese eden hiicrelerin secilimi i¢in dokuz giin inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan hiicrelerin ortami aspire edilerek hiicreler PBS ile yikandi.

Daha sonra hiicreler normal ortamla 14 giin cogalmaya birakildu.
3.2.6.10. Hiicrelerde Cas9 ifadesinin Gosterilmesi

Cas9 ekspresyonunun gosterilmesi i¢in LentiCas9 Blast lentiviriisiiyle transfekte
edilen ve Cas9 eksprese eden Calu-1 ve CR-Calu-1 hiicreleri ile transfekte olmamis
normal Calu-1 ve CR-Calu-1 hiicrelerinden protein izolasyonu gerceklestirilerek

Western Blot analizi yapildi.
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Protein Izolasyonu

1. 2 x 10° Calu-1 ve CR-Calu-1 hiicrelerinden protein izolasyonu gergeklestirildi.
Oncelikle hiicreler tripsin EDTA soliisyonu ile kaldirildi. Hiicrelere PBS eklenerek
santrifiij tiiplerine alind1 ve 1,200 x rpm' de 5 dk santrifiij edildi.

2. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra ikinci yikama ig¢in hiicrelere tekrar PBS

eklenerek santrifiij islemi tekrarlandi.

3. Daha sonra pellet iizerine 100 ul m-lizis buffer eklenip 4°C’de 15 dk karistiricida
inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan 15 dk 20,000 x g’de santrifiij edildi.

4. Protein olan siipernatant kriyotiiplere alinarak -86 °C’de saklandi.

Bradford protein miktar tayini

Protein tayini Bradford metodu ile gergeklestirildi. Bovin serum albumin (BSA)
standartlar1 1.25, 2.5, 5, 10, 15, 20 ve 25 pug/ml konsantrasyonlarina seyreltildi (Tablo
1). Ornekler ise buz iizerinde 1:200 oraninda diliie edildi. 50 pl standart ve drnekler 3
tekrarli olacak sekilde 96-kuyucuklu plakaya pipetlendi ve lizerlerine 50 pl Bradford
soliisyonu ilave edildi. Aliiminyum folyo ile kapatilarak 4°C’de ve karistiricida 5 dk
inkiibe edildi. Multiskan FC (Thermo) mikroplak okuyucusunda standart
konsantrasyonlari ve dillisyon faktorleri girildikten sonra plate 595 nm dalga boyunda

ol¢iildii ve elde edilen standart egriye gore protein konsantrasyonlar: belirlendi.
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Tablo 1: Bradford deneyinde kullanilan standart diliisyonlari

Protein standart
Stok Stoktan Diliient Son
Tiip no konsantrasyon Almacak Gerekli hacmi  konsantrasyon

(mg/ml) hacim (ul) (nl) (ng/ml)
1 2 4 316 25
2 2 4 396 20
3 1.5 4 396 15
4 1 4 396 10
5 0.5 4 396 5
6 0.25 4 396 2.5
7 0.125 4 396 1.25
8 (Blank) - - - -

Western Blot Analizi

1. Oncelikle ayiric ve paketleyici jel Tablo 2’ye gére hazirlanarak 4°C°de saklandu.

Tablo 2: Western blot analizi i¢in jel reaksiyon karigimi

Ayirici Jel (%10) Paketleyici Jel (%65)
Akrilamid-bisakrilamid 1,700 pl  Akrilamid-bisakrilamid 170 pl
(%30) (%30)

1.5 M Tris (pH 8.8) 1,350 plI 1.0 M Tris (pH 6.8) 130 pul
dH20 1,900 ul  dH20 680 ul
TEMED 2 ul TEMED 1 ul
%10 SDS 50 pl %10 SDS 10 pl
%10 APS 50 pl %10 APS 10 pl

2. Indirgeyici (reducing), LDS soliisyonu ve protein &rnekleri buz iizerine alindi. 1.5
ml'lik Eppendorf tiiplerine Tablo 3' de verilen miktarlarda pipetleme yapilarak

ornekler hazirlandi.
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Tablo 3: Western blot analizi i¢in 6rneklerin hazirlanmasinda kullanilan bilesenler

ve miktarlari

Icerik Miktar

LDS Buffer 7.5 ul

Reducing Buffer 3 pl

Ornek 5 pg/ml

dH20 30 pl’ye tamamlayan miktar

3. Hazirlanan 6rnekler 70°C' de 10 dk inkiibe edildi. Bu siirede jelin yiiriitiilmesi i¢in
gerekli olan Running buffer soliisyonu i¢in 475 ml distile su iizerine 25 ml running

buffer eklenip jel tankina dokiildii.

4. Protein ladder (5 pl) ve ornekler (30 pl) jele yiiklendikten sonra tankin kapagi
kapatilarak 200 volt’ta 1 saat yiirtitiildii.

5. Yiiriitme tamamlandiktan sonra i¢inde distile su bulunan temiz kap igerisinde jel
kasedi agildi. Transfer Trans-Blot SD Semi Dry Transfer cell (Bio-rad) cihazinda
gerceklestirildi.

6. Jel transfer buffer igerisinde 10 dk bekletildi. Once cihaza transfer buffer ile
1slatilmug siinger yerlestirildi. Uzerine 1slatilmis filtre kagidi konuldu. Filtre kagidinin
tizerine metanolle 1slatilan PVDF membran yerlestirildi. Membran iizerine jel
konuldu. Jel lizerine transfer buffer ile 1slatilmis filtre kdgid1 ve siinger yerlestirildi.

Cihazin kapagi kapatilarak 25 volt’ta 20 dk transfer islemi gergeklestirildi.

7. PVDF membran proteinlerin biiytikliikklerine gore uygun yerlerden kesilerek 5 ml
Bloklama tamponu igeren plastik petri kaplarina alindi. Bloklama tamponu olarak %3

yagsiz slit tozu iceren 5 ml TBS kullanildu.
8. Oda sicakliginda ¢alkalayicida 45 dk bekletilerek bloklama iglemi tamamlandi.

9. Bloklama tamponu dokiildiikten sonra 5 dk siireyle 3 defa yikama iglemi yapildi.

Yikama tamponu 150 ml distile su ve 10 ml yikama soliisyonu kullanilarak hazirlandi.

10. LentiCas9 Blast lentiviriisii FLAG etiketli Cas9 geni tagidig: i¢in Cas9 ifadesinin
gosterilmesinde anti-FLAG (Sigma, F1804) antikoru, kontrol i¢in ise B-Aktin (Cell
Cignaling, 4970) birincil antikorlar1 kullanildi. PVDF membran 1 gece birincil antikor
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soliisyonu ile karistiricida inkiibe edildi. Birincil antikor soliisyonu 5 ml bloklama

tamponu ve 5 pl antikor (1/1000 diliisyon) kullanilarak hazirlandi.

11. Ertesi giin birincil antikor soliisyonu dokiilerek yikama soliisyonuyla yikama

islemi 5 dk siireyle 3 defa tekrarlandi.

12. PVDF membran 45 dakika ikincil antikor soliisyonu (Alkalen Fosfataz konjuge)
ile karistiricida inkiibe edildi.

13. Yikama islemi 5 dk siireyle 3 defa tekrarlandi. Daha sonra membran 2 dk siireyle
2 defa distile su ile yikandi.

14. Distile su dokiildiikten sonra B-Aktin iceren membran iizerine 5 ml kromojen,
FLAG proteini igeren membrana 2 ml kemiliiminesans substrati eklendi. -Aktin
igeren membran renk olusumu i¢in 1 saat beklenildi. FLAG proteini igeren membran

karanlikta 5 dk inkiibe edilerek LI-COR kemiliiminesans cihazinda goriintiilendi.

15. B-Aktin membrani filtre kagidina alinarak kurutuldu ve jel goriintiileme cihazinda

beyaz 1sikta fotografi ¢ekildi.
16. Image.J programi kullanilarak bant yogunluklarmnin analizi yapildi.
3.2.6.11. Hiicrelerde Cas9 Fonksiyonelliginin Degerlendirilmesi

Fonksiyonel Cas9 ilgili gRNA spesifik genin protein seviyesinde azalmaya neden
olmaktadir. Uretilen Cas9 eksprese hiicrelerdeki Cas9’un fonsiyonelliginin

degerlendirilmesinde EGFR proteini i¢in Western Blot analizi yapildi.

EGFR gRNA ’larinin LentiGuide Puro Plazmidine Klonlanmasi

Bu analiz i¢in Oncelikle Tablo 4’de verilen ve genomda herhangi bir bolgeyi
hedeflemeyen Renilla gRNA ile EGFR genini hedefleyen gRNA dizileri LentiGuide
Puro plazmidine klonlandi. Plazmide yapiskan uglar olusturmak icin forward ve

reverse primer uglarina kisa diziler eklendi.
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Tablo 4: Renilla ve EGFR gRNA dizileri

EGFR Forward CACCgTCCTCCAGAGCCCGACTCGC
EGFR Reverse AAACGCGAGTCGGGCTCTGGAGGAC
Renilla Forward CACCgGTAGCGCGGTGTATTATACC

Renilla Reverse AAACGGTATAATACACCGCGCTACc

1. Klonlama i¢in 6ncelikle Lentiguide Puro plazmidi Tablo 5’de verilen miktarlara

gore 37°C’de 30 dk BsmBl ile kesilerek defosforile edildi.

Tablo 5: Plazmid kesimi ve defosforilasyonu igin gerekli reaksiyon karigimi

LentiGuide-Puro 5pug

FastDigest BsmBI (Fermentas) 3 ul

FastAP (Fermentas) 3ul

10X FastDigest Buffer 6 ul

100 MM DTT 0.6 ul

ddH20 60 ul ye tamamlayan miktar

2. Kesilmis olan plazmid %0.8 lik agaroz jele yiiklenerek 100 volt’ta 45 dk
yiirtitiild.

3. 8,298 bg biyiikliigiindeki kesilmis plazmid jelden alinarak Nucleospin gel and
PCR Clean Up kit ile izolasyonu yapildi.

Nucleospin Gel and PCR Clean Up Kit Protokolii

i. Kesilen band steril 1.5’luk Eppendorf tiipiine konularak tartildi. Uriin
miktarinin 2 kat1 kadar Buffer NT1 eklenerek 50°C’de 10 dk inkiibe edildi. Tiip
inkiibasyon siiresince 3 dakikada bir vorteks edildi.

ii. lyice ¢dziinmiis olan PCR iiriinii Clean-up kolonuna aktarilarak 11,000 x g’de
40 sn santrifiij edildi. Kolonun altindaki tiip igerigi dokiilerek kolon tiipe geri

yerlestirildi.
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iii.  Kolona 700 pl Buffer NT3 eklenerek 11,000 x g’de santrifiij edildi. Kolonun
altindaki tiip icerigi dokiilerek kolon tiipe geri yerlestirildi. Bu yikama islemi

3 kez tekrarland.

iv.  Yikamalarin ardindan kolondan etanoliin tamamen uzaklastirilmasi i¢in kapagi

acik bir sekilde 11,000 x g’de 5 dk santrifiij edildi.

v.  Kolon daha sonra yeni bir toplama tiipiine aktarilarak 70°C’de 5 dk inkiibe
edildi. Kolonun merkezine 30 ul Buffer NE eklenerek tekrar 70°C’de 5 dk
inkiibe edildi.

vi.  Inkiibasyonun ardindan kolon 14,000 x rpm’de 3 dk santrifiij edilerek DNA

izolasyonu gerceklestirildi.

vii. Izole edilen kesilmis plazmid DNA miktar1 NanoDrop spektrofotometre
ND1000 cihazinda 6lgiildii.

4. Her bir Renilla ve EGFR gRNA gifti Tablo 6’da verilen miktarlara gore fosforile
edilerek annealing yapildi. Bu islem 37°C’de 30 dk, 95°C’de 5 dk ve ardindan
25°C’ye dakikada 5°C diisen termal dongiilerde gergeklestirildi.

Tablo 6: gRNA ciftlerinin fosforile ve annealing reaksiyon karigimi

Miktar
gRNA-F (100 pM) 1 pl
gRNA-R (100 pM) 1l
10X T4 Ligation Buffer (NEB) 1 pl
ddH-0 6.5 pl
T4 PNK (NEB) 0.5 ul

5. Annealing ve fosforile olan gRNA c¢ifti kesilmis plazmide ligasyon reaksiyonuyla
klonlandi. Oncelikle gRNA’lar 1/20 oraninda dilue edildi. Tablo 7°de verilen
miktarlara gore reaksiyon karisimi hazirlandi. Bu karisim oda sicaklifinda 2 saat

inkiibe edildi.
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6.

10.

11.

Tablo 7: Plazmid ile gRNA ligasyon karigimi

Icerik Miktar

BsmBlI ile kesilmis plazmid 50 ng

Dilue edilmis oligo gRNA dupleksi 2 ul

10X T4 Ligation Buffer 1 pl

T4 Ligase 0.5 ul

ddH20 10 pl tamamlayan miktar

Inkiibasyonun ardindan ligasyon iiriinii isopraponol ile saflastirildi. Saflastirilan
trin 25 pl  Endura elektrokomponent hiicrelere elektropore edildi.
Elektroporasyondan sonra recovery mediumla toplanan hiicreler 37°C ve 250x
rpm’de 1 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan ampisilin iceren LB agar petri kutularma yayilarak
37°C’de 16 saat inkiibe edildi.

Daha sonra plazmidi tasiyan tek bir koloni segilerek 10 ml LB medyum igerisine
alinarak 37°C’de 16 saat inkiibe edildi.

Ertesi giin plazmid DNA izolasyonu MN Nucleospin plasmid mini kit ile
gergeklestirildi.

Izole edilen plazmid DNAlar, psPAX2 ve pMD2.G plazmidleri ve transfeksiyon
ajan1 PEI ile birlikte HEK293T hiicrelerine verilerek lentiviriislere paketlemesi
yapildi. Renilla ve EGFR gRNA dizilerini tasiyan lentiviriisler 48 saat sonra
toplanarak -86°C’de sakland:.

2 x 10°Cas9 eksprese Calu-1 ve CR-Calu-1 hiicreleri 4 adet T-150’1ik flaska ekildi.
Her bir hiicre serisi Renilla ve EGFR gRNA’larin1 tasiyan lentiviriisler ile
transdiikte edildi. Lentiviriislerin transfeksiyonunun ardindan gRNA’lar1 tasiyan
hiicrelerin segilimi i¢in Onceden belirlenen puromisin dozu 3 giin hiicrelere

uygulandi. Ardindan normal ortamla ¢ogaltilmaya devam edildi.
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EGFR Protein Ekspresyon Seviveleri icin Western Blot Analizi

1. Renilla ve EGFR gRNA’lani tasiyan lentiviriisler ile enfekte ve enfekte
olmayan 2 x10° Calu-1 ve CR-Calu-1 hiicrelerinden protein izolasyonu yapildi.

2. Protein tayini Bradford metodu ile gerceklestirildi. Her bir 6rnek icin daha
onceden hazirlanan jele 45 g yiiklenerek yiiriitme yapildi.

3. Membrana transfer isleminden sonra membran uygun yerlerden kesilerek
bloklama ve yikama yapilarak birincil antikor (anti-EGFR antibody ve anti-
beta actin) ile 1 gece inkiibe edildi.

4. Ertesi giin yikamalar yapildiktan sonra ikincil antikor inkiibasyonun ardindan

membran kromojenik boya kullanilarak goriintiilendi.

3.2.6.12. Cas9 Eksprese Eden Hiicrelerde Etkili Puromisin Dozunun

Belirlenmesi

LentiGuide Puro lentiviriisii puromisin direng geni tagidigi i¢in transfeksiyon sonrasi
gRNA eksprese eden hiicrelerin segilimi puromisinle yapildi. Tarama g¢alismasina
baslamadan 6nce Cas9 ifade eden hiicreleri oldiiren en diisiik puromisin dozu
belirlendi. Bunun i¢in 3x 10° Calu-1 ve 4 x10° CR-Calu-1 hiicreleri alti kuyucuklu
plaklara ekildi. Ertesi giin hiicrelere 0.5 pg, 1 pg, 2 ug, 3 ug, 4 ng konsantrasyonlarda
olacak sekilde puromisin uygulandi. Bir kuyudaki hiicrelere puromisin verilmeyerek
bunlar kontrol grubu olarak degerlendirildi. Ug giinliik puromisin uygulanmasinin
ardindan hiicrelerin ortam aspire edildi. Hiicreler 2 kez PBS ile yikandi. Daha sonra
hiicreler soguk metanol ile 5 dk fikse edilerek toluidin mavisi ile boyandi. Olusan
koloni sayilarma gore Cas9 ifade eden hiicreleri 6ldiiren en diisiik puromisin dozu

belirlendi

3.2.6.13. Cas9 Eksprese Eden Hiicrelerde Doubling (ikilenme) Zamaninin

Hesaplanmasi

CRISPR tarama ¢alismalar1 esnasinda Cas9 ekprese eden Calu-1 ve CR-Calu-1
hiicrelerinin ikilenme zamanini bilmek pasajlama siiresini belirlemek i¢in dnemlidir.
Bunun igin her bir hiicre serisinden her flaksta 3 x 10° hiicre olacak sekilde 4 adet T-
25’lik flaska hiicre ekimi yapildi. Her bir hiicre serisi i¢in bu flasklarda ¢ogalan
hiicreler 24. 28. 72. ve 96. saatte tripsinle kaldirilarak sayildi. Ikilenme zamam

asagidaki formiil kullanilarak yapildi.
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Siire x log(2)

Ikilenme zamani=

log (son hiicre konsantrasyonu) — log (baslangi¢ konsantrasyonu)

3.2.6.14. LentiGuide Puro Lentiviriis Titresinin Belirlenmesi

3 x 10° Cas9 ifade eden Calu-1, 4 x 10° Cas9 ekprese CR-Calu-1 hiicreleri alt1
kuyucuklu plaklara ekildi. Ertesi giin hiicrelere polibren ile birlikte daha 6nceden
iiretilen lentiGuide Puro lentiviriisleri 1/16, 1/32, 1/64, 1/128 konsantrasyonlarinda
verildi. Hiicreler 48 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun ardindan hiicrelerin
ortamlari aspire edildi. Hiicreler iki kez PBS ile yikandi. Onceden belirlenen puromisin
dozlar hiicrelere verilerek ii¢ giin boyunca gRNA eksprese eden hiicrelerin se¢ilimi
gerceklestirildi. Bir kuyudaki hiicrelere lentiviriis ve puromisin uygulamasi yapilmadi
ve bu hiicreler kontrol grubu olarak degerlendirildi. Uciincii giiniin sonunda tiim
hiicreler tripsinle kaldirilarak hiicre sayimi yapildi. Lentiviris titresinin dogrulugunun
kontrolii i¢in transdiiksiyon verimliliginin %30’unu saglayan virilis miktarlar: tekrar
100 mm plaklarda bulunan hiicrelere transfekte edildi. 48 saat inkiibasyonun ardindan
tekrar 3 giin puromisin segilimi yapildi. Ugiincii giiniin sonunda hiicreler tekrar
sayilarak kontrol grubuna goére MOI=0.3"1i veren viriis miktar1 LentiGuide Puro

lentivirus titresi olarak belirlendi.

3.2.6.15. LentiGuide Puro Lentiviriisiiniin Hiicrelere Transdiiksiyonu ve

Taramanin Gergeklestirilmesi

76,441 gRNA iceren Brunello kiitliphanesindeki her bir gRNA’nin 1000x temsil
edilmesi igin 255 x 10° hiicre ile tarama ¢alismasina baslandi. Her bir plakada 3 x 10°
Cas9 eksprese Calu-1 ve CR-Calu-1 hiicreleri olacak sekilde ve her bir hiicre serisi
icin 85 adet 150 mm plaklara ekim yapildi. Ertesi giin ortam cekilerek hiicreler PBS
ile yikandi. Hiicrelere yeni ortam icerisinde daha once belirlenen virus titresi ve
transfeksiyon etkinligini arttiracak polibren verildi. Transfeksiyondan 48 saat sonra
ortam cekilerek hiicreler iki kez PBS ile yikandi. Hiicrelere daha dnce belirlenen
puromisin dozu verilerek ii¢ giin boyunca sadece JRNA eksprese eden hiicrelerin
secilimi yapildi. Ug giin sonunda iki hiicre serisindeki toplam hiicre sayis1 belirlendi.

Her bir hiicre serisinden 8 x 107 hiicre daha sonra genomik DNA izolasyonu yapilmak
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tizere dondurularak -86°C’de saklandi ve bu hiicreler Calu-1 TO ve CR-Calu-1 TO
olarak adlandirildi. Bu gruplar referans gRNA dagilimini belirlemek i¢in kullanildi.
Tarama calismasina her hiicre serisi cisplatin tedavisi yapilacak ve yapilmayacak
sekilde iki gruba ayrilarak devam edildi. Her bir grup ii¢ tekrarli olarak ¢alisildi. Her
bir grup icin 8 x 107 hiicre ile devam edildi. Daha 6nceden belirlenen ikilenme
zamanlarinda pasaj yapilarak ayni sayida hiicreyle devam edildi. Geri kalan hiicreler
dondurularak saklandi. Cisplatin uygulamasi yapilmayan tiim gruplar 14 giin normal
ortamlarinda c¢ogaltilmaya devam edildi. Transfeksiyondan 7 giin sonra ilag
uygulamasi yapilacak gruplara hiicrelerin %20’sini 6ldiiren cisplatin dozu verilerek
hiicreler 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan hiicrelerin ortamlart
cekildi. Hiicreler 2 kez PBS ile yikandi ve 14 giin normal ortamla c¢ogaltilmaya
birakildi. 14. giin tiim hiicre gruplari icin ve TO olarak dondurulan 8 x 107 hiicreden

genomik DNA izolasyonu yapildi (Sekil 11).

Lentiviriis iiretimi % Hiicrelere transfeksx) on
'Qw
r::> —D
Brunello kutuphanes: HEK293T
3 giin puromisin
segilimi
i §> Kontrol
B SRt We— -@‘ T Rk
— Genomik DN A 14 gin w —) icin DNA izolasyonu
izolasyonu e @S ®>
.9 e 6/ = = %
e o7 38 d;aat cisplatin
Cisplatin direncinden sorumbu oo
aday genlerin belirlenmesi

Sekil 11: CRISPR tarama calismasi is akisi
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Izolasyon NucleoSpin Blood XL (MN) kit protokoliine gore yapildi.

NucleoSpin Blood XL Kit Protokolii

1.

10.

Hiicreler 20 ml PBS ile yikanarak 1,200 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiijden
sonra siipernatant atilarak pelet tizerine 10 ml PBS eklenerek iyice karistirildu.

50 ml'lik bir tiipe 500 ul Proteinaz K konuldu ve iizerine 10 ml PBS igerisindeki
hiicre karisimi eklendi.

Hiicrelere 10 ml Tampon BQI1 eklenerek 10 saniye kuvvetli bir sekilde
vortekslendi ve 56°C'de 20 dk inkiibe edildi.

Inkiibasyondan alinan lizatlar sogumaya birakildi ve ardindan 10 ml %96-100
etanol eklendi. Tiip 10 kez ters gevrilerek karistirildi.

Toplama tiipiine yerlestirilmis bir NucleoSpin® Kan XL kolonuna 15 ml lizat
yiiklenerek 4,000 x g'de 35 dk santrifiij edildi.

Santrifiijden sonra kolon yeni bir tiipe alind1 ve lizatin geri kalan kism1 kolona
yiiklenerek tekrar santrifiij edildi.

Santrifiijden sonra kolon yeni bir tiipe alindi ve kolona 7.5 ml Tampon BQ2
eklenerek 4,000 x g'de 2 dk santrifiij edildi.

Ikinci yikama i¢in kolona 7.5 ml Buffer BQ2 eklenerek kolon 4,000 x g'de 10 dk
santrifiij edildi.

Kolon yeni bir 50 ml toplama tiipiine yerlestirildi ve 70°C’de dnceden 1sitilmig 750
pl Buffer BE dogrudan kolonun merkezine uygulandi. Oda sicakliginda 2 dakika
inkiibe edilerek 4,000 x g'de 5 dk santrifiij edildi.

Izole edilen DNA’larin miktar1 ve saflit NanoDrop spektrofotometre ND1000

cihazinda olgiildii.

3.2.6.16. Her Bir Hiicre Grubu icin Kiitiiphanenin Olusturulmasi ve

Sekanslanmasi

Lentiviriislerle transdiiksiyon sonrasi viral genom hiicre genomuna entegre

olmaktadir. Bundan dolayir her hiicrede hem Cas9 hem de gRNA ekspresyonu

gerceklesmektedir. Her lentivirilis tek gRNA tasidigr i¢in her hiicrede sadece bir gen

knock-out olmaktadir. Cisplatin uygulamasi yapilan ve yapilmayan hiicre

gruplarindaki gRNA dagilimmin belirlenmesi i¢in izole edilen DNA’lar indeks

primerler ile etiketlenerek her bir hiicre grubu i¢in kiitliphane olusturuldu. Her bir
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ornek farkli P7 indeks primerleriyle etiketlendi. Kiitliphane icerisindeki gRNA’larin

amplifikasyonu i¢in forward ve reverse primerler kullanildi. Forward primer PS5

baglanma bolgesi, reverse primer P7 baglanma bolgesi ile sekanslama sirasinda

okunan indeks bolgesi igermektedir (Tablo 8).

Forward Primerler

P5 0 nt stagger

P5 1 nt stagger

P5 2 nt stagger

P5 3 nt stagger

P5 4 nt stagger

P5 6 nt stagger

P5 7 nt stagger

P5 8 nt stagger

Tablo 8: P5 Forward Primerleri
Primer Dizileri

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCT
ACACGACGCTCTTCCGATCTTTGTGGAAAGGACGAAAC
ACCG
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCT
ACACGACGCTCTTCCGATCTCTTGTGGAAAGGACGAAA
CACCG
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCT
ACACGACGCTCTTCCGATCTGCTTGTGGAAAGGACGAA
ACACCG
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCT
ACACGACGCTCTTCCGATCTAGCTTGTGGAAAGGACGA
AACACCG
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCT
ACACGACGCTCTTCCGATCTCAACTTGTGGAAAGGACG
AAACACCG
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCT
ACACGACGCTCTTCCGATCTTGCACCTTGTGGAAAGGA
CGAAACACCG
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCT
ACACGACGCTCTTCCGATCTACGCAACTTGTGGAAAGG
ACGAAACACCG
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCT
ACACGACGCTCTTCCGATCTGAAGACCCTTGTGGAAAG
GACGAAACACCG

Sekanslama sirasinda okuma hatalarin1 minimize etmek icin sekiz farkli P5 primeri

birlestirilerek tek bir primer olusturuldu. 14 6rnegin P5 ve P7 primerleri ile ampliye

ve etiketleme yapilmasi sonucunda 14 farkl kiitliphane olusturuldu. Her bir kiitiiphane
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farkli P7 indeks primerleriyle etiketlendi (Tablo 9). Farkli indekslerin kullanimi

sekanslamada 6rneklerin birbirinden ayrilmasini saglamaktadir.

Tablo 9: Etiketleme I¢cin Kullanilan P7 Reverse Primerleri

Kiitiiphane
Ad1

P7 INDEKS PRIMER DiZILERI

Calu-TO

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGGTTCAATGACTGGAGT
TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTCTACTATTCTTTCCCCTGCA
CTGT

Calu-UT1

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCTGGATTTGACTGGAGT
TCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTCTACTATTCTTTCCCCTGCA
CTGT

Calu-UT2

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTAACTCGGGTGACTGGAG
TTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTCTACTATTCTTTCCCCTGC
ACTGT

Calu-UT3

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTAACAGTTGTGACTGGAG
TTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTCTACTATTCTTTCCCCTGC
ACTGT

Calu-CIS1

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATACTCAAGTGACTGGAG
TTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTCTACTATTCTTTCCCCTGC
ACTGT

Calu-CIS2

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCTGAGAAGTGACTGGA
GTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTCTACTATTCTTTCCCCTG
CACTGT

Calu-CIS3

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATTGGAGGGTGACTGGA
GTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTCTACTATTCTTTCCCCTG
CACTGT

CR-TO

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTATGTCTTGTGACTGGAG
TTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTCTACTATTCTTTCCCCTGC
ACTGT

CR-UT1

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATACTCGGGTGACTGGAG
TTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTCTACTATTCTTTCCCCTGC
ACTGT

CR-UT2

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTAGTCTAAGTGACTGGAG
TTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTCTACTATTCTTTCCCCTGC
ACTGT
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CR-UT3 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGGTGACCGTGACTGGAG
TTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTCTACTATTCTTTCCCCTGC
ACTGT

CR-CIS1 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTACAGAGGGTGACTGGA
GTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTCTACTATTCTTTCCCCTG
CACTGT

CR-CIS2 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATTGTCAAGTGACTGGAG
TTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTCTACTATTCTTTCCCCTGC
ACTGT

CR-CIS3 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATTGGATTGTGACTGGAG
TTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTTCTACTATTCTTTCCCCTGC
ACTGT

(CR: CR-Calu-1 hiicresi, TO: puromisin se¢ilimi sonrasi toplanan hiicre DNA’s1, UT:
cisplatin uygulanmayan hiicre DNA’lar1, CIS: cisplatin uygulanmis hiicre DNA’lar1,

kirmizi: indeks diziler)
PCR reaksiyonu i¢in fazla sayida hiicre ve genomik DNA kullanilarak kiitiiphanenin
cesitliligi saglanmigtir. Her bir hiicre grubundaki gRNA amplifikasyonu i¢in Tablo

10’da verilen miktarlara gore reaksiyon karisimi hazirlandi.

Tablo 10: gRNA amplifikasyonu i¢in reaksiyon karigimi

e

5X Q5 Reaction Buffer 200 pl
10 mM dNTPs 20 pl
10 uM Forward Primer 50 ul
10 uM Reverse Primer 50 pl
DNA 50 ug

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase 10
5X Q5 High GC Enhancer 200

Nuclease-free H20 1,000 ul’ye tamamla
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Hazirlanan reaksiyon karisimlarit Tablo 11°de verilen termal dongiilerde amplifiye
edildi.

Tablo 11: gRNA amplifikasyonu igin termal dongii kosullar

Sicaklik Siire Siklus sayisi
98°C 30 sn 1
98°C 10 sn
53°C 30 sn 28
72°C 30 sn
72°C 2 dk 1

PCR sonras: elde edilen tiriiniin tamami1 %2’lik agaroz jele yiiklenerek 100 volt’ta 1
saat yuritiildi. Jel UV transsilliminatérde (Vilber Lourmat) goriintiilendi ve dogru
bantlar kesilerek sadece indeks ile etiketlenmis DNA Nucleospin gel and PCR Clean
Up Kit ile saflastirildi. Her bir 6rnek Illumina- HiSeq X cihazinda Amplikon yeni nesil
dizileme analizi (NGS) yaptirilmak i¢in Macrogen sirketine gonderildi. Gonderilen her
bir 6rnek once kalite kontrol (quality control, QC) analizinden gegirildi. Daha sonra

tiim ornekler pool edilerek sekanslama yaptirildi.
3.2.6.17. NGS Sonuclarmin Biyoinformatik Analizi

NGS sonucunda elde edilen FASTQ dosyalar1t MAGeCK biyoinformatik programi
kullanilarak analiz edildi. Her bir ornekteki gRNA sayilar1 belirlendikten sonra TO
gruplarina gore normalizasyon yapildi. Bunun sonucunda azalan ve artan gRNA

skorlar1 belirlendi.
3.2.7. Validasyon Calismalari
3.2.7.1. Aday Genin Se¢ilmesi ve Klonlanmasi

NGS sonucunda elde edilen okumalara gore her bir gRNA’nin skoru belirlenerek
hiicrelerdeki azalan ve artan gRNA’lar belirlendi. Azalan gRNA’lar arasindan bir aday
gen belirlendi. Aday genin https://www.cbioportal.org/ veri tabanindan akciger
kanserindeki ekspresyon seviyesine bakildi. Validasyonu yapilacak aday gen olarak
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Brunello kiitiiphanesindeki en yliksek skor seviyesine ve akciger kanserindeki ytliksek

ekspresyon seviyesine gore Golgi pH diizenleyici A (GPR89A) geni segildi (Sekil 12).

GPRE9A o | -

Genetik Degisiklik " Mutasyon | Ampifikasyon ] Delesyon

Sekil 12: cBioPortal veritabaninda yer alan verilere gore secilen aday gendeki
genetik degisiklikler

Bu genlerin Brunello kiitiiphanesindeki gRNA’s1 forward dizi olarak segildi. Segilen
gRNA dizisine gore reverse dizileri sentez ettirildi. Her iki dizinin ucuna plazmide

klonlanmasi i¢in ek diziler eklendi (Tablo 12).

Tablo 12: Segilen aday gen Ve dizileri

ADAY GEN DIZILER
GPR89A-F CACCgCGGAGAACAATGTTCCAGAA
GPR89A-R AAACTTCTGGAACATTGTTCTCCGc

Aday Gene ait gRNA’nin LentiCRISPR V2 Plamidine Klonlanmasi

Validasyon ¢aligmalarinda hem Cas9 hem de gRNA eksprese eden LentiCRISPR V2
plazmidi kullanildi. Bu plazmid 14,783 b¢ uzunlugunda olup puromisin direng geni

tasimaktadir.

1. Klonlama i¢in oncelikle LentiCRISPR V2 plazmidi Tablo 5’de verilen miktarlara
gore 37°C’de 30 dk BsmBl ile kesilerek defosforile edildi.

2. Kesilmis olan plazmid %0.8 lik agaroz jele yiiklenerek 100 volt’ta 45 dk yiirtitiildii.
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3. 12.9 kb biiyiikligiindeki kesilmis plazmid jelden kesilerek Nucleospin gel and PCR
Clean Up Kit ile izolasyonu yapildi.

4. GPR89A genine ait gRNA ¢ifti Tablo 6’da verilen miktarlara gore fosforile edilerek
annealing yapildi. Bu islem 37°C’de 30 dk, 95°C’de 5 dk ve ardindan 25°C’ye
dakikada 5°C diisen termal dongiilerde gergeklestirildi

5. Annealing ve fosforile olan gRNA c¢ifti kesilmis plazmide ligasyon reaksiyonuyla
klonland1. Oncelikle gRNA’lar 1/20 oraminda dilue edildi. Tablo 7°de verilen
miktarlara gore reaksiyon karisimi hazirlandi. Bu karisim oda sicakliginda 2 saat

inkiibe edildi.

6. Inkiibasyonun ardindan ligasyon iiriinii isopraponol ile saflastirildi. Saflastirilan
tirtin 25 ul Endura elektrokomponent hiicrelere elektropore edildi. Elektroporasyonun
ardindan recovery medyumla toplanan hiicreler 37°C ve 250 x rpm’de 1 saat inkiibe
edildi.

7. Inkiibasyonun ardindan ampisilin igeren LB agar petri kutularina yayilarak 37°C’de

16 saat inkiibe edildi.

3.2.7.2. Klonlamamn Dogrulanmasi i¢in Koloni PCR ve Sanger Dizileme

GPRB89A genine ait gRNA’nin plazmide klonlanmasinin dogrulugu i¢in ilk olarak
koloni PCR yapildi. Koloni PCR ile dogrulanan klonlamada gRNA dizilerinin

dogrulugunun teyit edilmesi i¢in ise Sanger sekanslama yaptirildi.

Koloni PCR protokolii

1. GPR89A genine ait gRNA’nin  klonlanmasinin  ve  bakteriye
transformasyonunun ardindan olusan kolonilerden alinan 3 koloni i¢gin PCR

yapildi. Koloni PCR reaksiyon Karisimi Tablo 13’e gore hazirlandi.
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Tablo 13: Koloni PCR reaksiyon karisimi

Icerik Miktar

10X Taq Buffer 2 ul

15 mM MgCl2 1.2 ul
10 mM dNTPs 0.4 pul
hU6 forward primer (10 pM) 0.8 ul
gRNA reverse primer (10 pM) 0.8 ul
Taq polymerase (5 U/ul) 0.1 ul
Template 1 koloni
Nuclease-free H20 14.7 pl

2. Hazirlanan reaksiyon karigimi Tablo 14’de verilen termal dongiilerde amplifiye
edildi.

Tablo 14: Koloni PCR termal dongii kosullar

Sicakhik Siire Siklus sayis1
95°C 5dk 1
95°C 30 sn
60°C 30 sn 28
72°C 1dk
72°C 5dk 1

3. PCR reaksiyon iiriinii %2’lik agaroz jele yiiklenerek 100 volt’ta 1 saat yiiriitiildii.

Daha sonra jel, jel goriintiileme sisteminde goriintiilendi.

Sanger Sekanslama

Klonlanmis plazmidlerde gRNA dizisinin dugrulugunu belirlemek i¢in Sanger
dizileme yapildi. GPR89A genine ait gRNA i¢in bir bakteri kolonisi segilerek MN
Nucleospin plazmid Kit ile izole edildi. Sekanslama Istanbul Genetik Grubu tarafindan
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hU6 primeri ile (GAGGGCCTATTTCCCATGATTCC) gergeklestirildi. Sekanslama

sonuglar1 ‘Chromas’ yazilimi ile analiz edildi

3.2.7.3. Klonlanlanms Plazmidin Lentiviriislere Paketlenmesi ve Hiicrelere
Transdiiksiyonu

1. GPR89A genine ait gRNA klonlanmis plazmidi tasiyan kolonilerden tek bir koloni
secilerek 10 ml LB medyum igerisine alinarak 37°C’de 16 saat inkiibe edildi.

2. Inkiibasyonun ardindan plazmid DNA izolasyonu MN Nucleospin plasmid mini kit

ile yapildi.

3. PEI transfeksiyon ajani kullanilarak izole edilen plazmid DNA’lar, psPAX2 ve
pMD2.G plazmidleriyle beraber HEK293T hiicrelerine verilerek lentiviriislere
paketlemesi yapildi. gRNA dizilerini tasiyan lentiviriisler 48 saat sonra toplanarak -

86°C’de saklandi.

4.1.2 x10° Calu-1 ve CR-Calu-1 hiicreleri 100 mm plaklara ekildi. Her bir hiicre serisi
LentiGPR89A lentiviriisii ile transdiikte edildi. Lentiviriislerin transfeksiyonunun
ardindan gRNA’lar1 tasiyan hiicrelerin se¢ilimi i¢in 6nceden belirlenen puromisin
dozu 3 giin hiicrelere uygulandi. Ardindan hiicreler normal ortamla ¢ogaltildi.

3.2.7.4. GPR89A Geninin Knock-out Edilmesinin Ardindan Yapilan
Sitotoksisite Analizi

Calu-1 ve CR-Calu-1 hiicrelerinde GPR89A gen knock-out edilmesinin cisplatin
duyarlilig tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla sitotoksisite analizi yapildi. Ayni
zamanda Renilla enfekte ve hi¢ enfekte olmamig Calu-1 ve CR-Calu-1 hiicreleri igin

de sitotoksisite deneyi kuruldu.

Sitotoksisite deney protokolii:

1. Transdiiksiyondan 7 giin sonra Calu-1 ve CR-Calu-1 hiicre serileri proliferasyon
deneyi ile belirlenen sayida 100 ul/kuyu olacak sekilde 96-kuyucuklu plaklara ekildi

ve 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan ortam ¢ekildi.

2. Ug tekrarli olacak sekilde cisplatinin Calu-1 hiicre serisi icin 80 uM, 40 uM, 30 pM,
20 uM, 10 uM, 5 uM, 2.5 uM konsantrasyonlari, CR-Calu-1 hiicre serisi i¢in 400 pM,
320 uM, 160 pM, 80 uM, 40 uM, 20 uM, 5 uM konsantrasyonlart her kuyucukta son

hacim 100 pl olacak sekilde hiicreler {izerine eklendi.

3. Cisplatin uygulanmayan hiicreler kontrol grubu olarak degerlendirildi.
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4. Hiicrelerin cisplatin ile 24. ve 48. saatlerdeki inkiibasyonlarinin ardindan her
kuyucuga 50 ul XTT soliisyonu eklendi. Bir saat arayla olacak sekilde 4 kez formazan
boya olusumunun kalitatif degeri Multiskan FC (Thermo) mikroplak okuyucusu
kullanilarak 450 ve 620 nm'de fotometrik olarak oOlgiildii.

5. Cisplatinin knock-out olan hiicreler iizerinde etkili ICso sitotoksik dozunu
hesaplanmak igin Graphpad Prism 8.0.2 (GrapPad Software, Inc) analiz programi
kullanildi.

3.2.7.5. Apoptoz Analizi

Cisplatinin Renilla enfekte, GPR89A knock-out olan ve olmayan CR-Calu-1
hiicrelerinde apoptotik etkisinin belirlenmesi amaciyla apoptoz analizi yapildi. Sadece
knock-out edilen genin etkisini belirlemek i¢in cisplatin uygulanmayan hiicrelerden ve
cisplatinin farkli konsatrasyonlarina 48 saat boyunca maruz birakilan knock-out
hiicrelerden ii¢ farkli yontem kullanilarak apoptoz analizleri gergeklestirildi.
Lentiviriis transdiiksiyonun hiicrelerdeki apoptotik etkisinin belirlenmesi i¢in Renilla
enfekte hiicreler negatif kontrol grubu olarak degerlendirildi.

3.2.7.5.1. Anneksin V Yontemi

Apoptozun ilk belirtilerinden biri plazma membraninda meydana gelen
degisikliklerdir. Bu degisiklikler arasinda membranin i¢ yiiziinde bulunan
fosfaditilserinin dis yiizeye transloke olmasidir. Anneksin-V fosfaditilserine yiiksek
spesifite ile baglanan 35 kDa’ luk bir proteindir. Analizde membranin dis yiizeyinde
fosfatidilserin varligini belirlemek i¢in FITC (floresan izotiyosiyanat) fluorokromu ile
konjuge edilen Anneksin V (FITC- Anneksin V) ve hiicreleri membran biitiinliigiine
gore ayirmak i¢in kirmizi renkli vital bir boya olan propidyum iyodiir (P1) kullanildi.
Bu sekilde hiicrenin erken apoptoz, ge¢ apoptoz ya da nekroz oldugu belirlendi. FITC-
Anneksin V ve PI negatif olan hiicreler canli, FITC- Anneksin V pozitif Pl negatif olan
hiicreler erken apoptotik hiicre, FITC- Anneksin V ve PI pozitif olan hiicreler ge¢
apoptotik hiicre, FITC- Anneksin V negatif PI pozitif olan hiicreler ise nekrotik hiicre
olarak degerlendirildi. Knockout edilen genin ve knockout edilmis hiicrede cisplatinin
apoptotik etkisi BD Pharmingen FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit

protokoliine gére yapildi.
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Annexin V Deney Protokolii

1. Transdiiksiyondan 14 giin sonra GPR89A knock-out CR-Calu-1, Renilla enfekte ve
CR Calu-1 hiicre serisi i¢in 6-kuyulu plakada 1.8 x 10° /kuyu hiicre ekilerek 24 saat

inkiibasyona birakildi.

2. Inkiibasyonun ardindan knock-out hiicreler cisplatinin 50, 60, 75 ve 100 pM
konsantrasyonlarina, CR-Calu-1 hiicresi ise 100 uM cisplatin dozuna 48 saat boyunca
maruz birakildi. Ayrica ilag uygulamasi yapilmayan CR-Calu-1 ve Renilla enfekte
hiicreler kontrol grubu olarak degerlendirildi. Bir grup hiicreye knock-out edilen genin

apoptotik etkisini belirlemek i¢in cisplatin uygulamasi yapilmadi.

3. Hiicreler tripsinizasyon islemi ile kaldirilarak iki kez soguk PBS ile 100 x g’de 5 dk
santrifiij edilerek yikandu.

4. 1 x 10° hiicre 100 ul 1x Binding Buffer ile siispanse edilerek 5 ul FITC Annexin V
ve 5 ul PI eklendi.

5. Hiicreler hafifce karistirilarak karanlikta ve oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi.

6. Her bir tiipe 400 pl 1x Binding Buffer eklenerek BD Accuri C6 Cflow v1.0.264.15

yaziliminda analiz edildi.
3.2.7.5.2. DNA Fragmentasyon Analizi

Memeli hiicrelerinde interniikleozomal DNA fragmentasyonu apoptozun en ayirt edici
ozelligidir. Apoptozun ge¢ evrelerinde olusan DNA fragmantasyonunu tespit etmek
icin en sik TUNEL analiz yontemi kullanilir. TUNEL tabanli bu analizde par¢alanmig
DNA'nin serbest 3'-hidroksil uglarinda florescein-12-dUTP'nin birlesmesini katalize
etmek i¢in terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) kullanilmaktadir. Floresan
etiketli DNA daha sonra floresan mikroskobu veya akim sitometrisi ile analiz
edilmektedir. TUNEL analizi i¢in ApoDIRECT In Situ DNA Fragmentation Assay Kit
kullanildi

TUNEL Analizi Deney Protokolii:

1. Transdiiksiyondan 14 giin sonra Renilla, GPR89A knock-out CR-Calu-1 ve enfekte
olmamis CR-Calu-1 hiicre serisi icin 6-kuyulu plakada 1.8 x 10° /kuyu hiicre ekilerek
24 saat inkiibasyona birakildu.
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2. Inkiibasyonun ardindan hiicreler cisplatinin 50, 60, 80 ve 100 pM
konsatrasyonlarina 48 saat boyunca maruz birakildi. Renilla enfekte ve CR-Calu-1
hiicreleri kontrol grubu olarak degerlendirildi. Bir grup hiicreye knockout edilen genin

apoptotik etkisini belirlemek i¢in cisplatin uygulamasi yapilmadi.

3. Hiicreler tripsinizasyon islemi ile kaldirilarak iki kez soguk PBS ile 300 x g’de 5 dk
santrifiij edilerek yikandi.

4. Hiicreler %1 paraformaldehit igeren 5 ml PBS i¢ine alinarak buzda 15 dk fikse
edildi.

5. Fiksasyonun ardindan hiicreler 300 x g'de 5 dk santrifiij edilerek siipernatant atildi.
6. Hiicreler iki kez 5 ml PBS ile yikandu.

7. Yikamanin ardindan hiicre peleti tizerine 0.5 ml PBS eklenerek hiicreler suspanse

edildi.
8. Hiicrelere 5 ml soguk %70 etanol eklenerek buz igerisinde 30 dk inkiibe edildi.
9. Inkiibasyonun ardindan 300 x g'de 5 dk santrifiij edilerek etanol aspire edildi.

10. Her hiicreye 1 ml Wash Buffer eklenerek 300 x g'de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij

sonrasi siipernatant uzaklastirildi. Bu yikama adim iki kez tekrarlandi.
11. Boyama (staining) soliisyonu Tablo 15°de belirtilen sekilde hazirlanarak hiicrelere
eklendi ve hiicreler 37°C’ de 60 dk inkiibe edildi.

Tablo 15: TUNEL Boyama Soliisyonu Reaksiyon Karigimi

Boyama Soliisyonu

TdT Reaction Buffer 10 pl
TdT Enzyme 0.75 ul
FITC-dUTP 8 ul
dH20 32.251
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12. Inkiibasyonun ardindan hiicrelere 1 ml Rinse Buffer eklenerek 300 x g’de 5 dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipertnatant aspire edildi. Bu islem iki kez

tekrarlanda.

13. Hiicreler BD Accuri C6 Cflow v1.0.264.15 yazilimiyla analiz edildi.

3.2.7.5.3. Kesilmis (Cleaved) Kaspaz 9 Protein Seviyesinin Belirlenmesi

Kaspaz-9 sistein aspartik asit proteaz (kaspaz) ailesinin 6nemli bir iiyesi olup apoptotik
yolak aktiflesince kesilerek islevsel hale gelmektedir. Kesilmis kaspaz-9, apoptoza yol
acan kaspaz kaskadini baglatmak i¢in kaspaz-3 ve kaspaz-7 dahil olmak tizere diger
kaspaz tiyelerini aktive ederek hiicrenin O6liimiine neden olmaktadir. Cisplatinin
Renilla, GPR89A knockout CR-Calu-1 ve enfekte olmamis CR-Calu-1 GPR89A
knockout olan CR-Calu-1 hiicrelerinde kesilmis kaspaz 9 protein seviyesi tizerine olan

etkisinin belirlenmesi amaciyla Western Blot analizi yapildi.

Kesilmis Kaspaz 9 Western Blot Analiz Protokolil

1. CR-Calu-1, Renilla enfekte, GPR89A knock-out hiicre serisi icin T25 cm? hiicre
flaskina 6 x 10° hiicre ekilerek 24 saat inkiibasyona birakildi.

2. Inkiibasyonun ardindan GPR89A knock-out hiicreler 100 uM cisplatin dozuna 48
saat boyunca maruz birakilds. Ilag verilmeyen CR-Calu-1 ve Renilla enfekte ve knock-

out hiicreler kontrol grubu olarak degerlendirildi.

3. Hiicreler 48 saat sonra tripsinizasyon islemi ile kaldirilarak iki kez soguk PBS ile
1,200 x rpm’de 5 dk santrifiij edilerek yikandi. Daha sonra hiicrelerden protein
1zolasyonu yapildi.

4. Protein tayini Bradford metodu ile gerceklestirildi. Her bir 6nek i¢in daha dnceden
hazirlanan jele 45 pg yiiklenerek yiirtitme yapildi.

5. Membrana transfer isleminden sonra membran uygun yerlerden kesilerek bloklama
ve yikama yapilarak birincil antikor (anti-Cleaved Caspase 9 antibody ve anti-beta
actin) ile 1 gece inkiibe edildi.

6. Ertesi giin yikamalar yapildiktan sonra ikincil antikor inkiibasyonun ardindan

membran kromojenik boya kullanilarak goériintiilendi.
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3.2.7.6. Hiicre Dongiisii Analizi

Cisplatinin Renilla, GPR89A knock-out ve enfekte olmamis CR-Calu-1 hiicrelerinde
hiicre dongiisii lizerine olan etkisinin belirlenmesi amaciyla hiicre dongiisii analizi
yapildi. Hiicrelerdeki DNA miktarinin 6l¢iimii esasina dayanan bu analizde 2n, 2-4n,
4n miktarma gore GO0/G1l, S, G2/M evrelerindeki hiicre sayist ve yiizdeleri
belirlenmektedir. Hiicre dongiisii analizi i¢in BD Cycletest Plus DNA Reagent Kit
(Becton Dickinson) kullanildi. Bu yontemde, 6ncelikle hiicre membrani non-iyonik
deterjan ile liziz edilmekte, hiicre sitoskeleti ve niikleer proteinleri tripsin ile
uzaklastirildiktan sonra RNA, Riboniikleaz A ile degrade edilmektedir. Niikleustaki
DNA, Pl ile boyanarak 488 nm ve 585/40 bandpass emisyon filtresi ile PI okumasi

Accuri 6 akim sitometri cihazinda belirlendi.

Sadece knock-out edilen genin etkisini belirlemek i¢in cisplatin uygulanmayan
hiicrelerden ve cisplatinin farkli konsatrasyonlarina 48 saat boyunca maruz birakilan
knockout hiicrelerden hiicre dongiisii analizi  gergeklestirildi.  Lentiviriis
transdiiksiyonun hiicrelerdeki hiicre donglisii lizerine etkisinin belirlenmesi igin

Renilla enfekte hiicreler negatif kontrol grubu olarak degerlendirildi.

Hiicre Dongiisii Analizi Deney Protokolii:

1. CR-Calu-1, Renilla enfekte, GPR89A knock-out hiicre serisi i¢in 6-kuyulu plakada
1.8 x 10° /kuyu hiicre ekilerek 24 saat inkiibasyona birakildi.

2. Inkiibasyonun ardindan hiicreler cisplatine 50, 60, 75 ve 100 uM
konsantrasyonlarina, CR-Calu-1 hiicresi ise 100 uM cisplatin dozuna 48 saat boyunca
maruz birakildi. ilag verilmeyen CR-Calu-1 ve Renilla enfekte hiicreler kontrol grubu
olarak degerlendirildi. Bir grup hiicreye knock-out edilen genin hiicre dongiisii lizerine

olan etkisini belirlemek i¢in cisplatin uygulamasi yapilmadi.

3. Hiicreler tripsinizasyon islemi ile kaldirilarak iki kez soguk PBS ile 100 x g’de 5 dk

santrifiij edilerek yikandi.

4. Hiicreler 1 ml tampon soliisyonunda siispanse edilerek 300 x g’de 5 dk santrifiij

edildi. Bu islem 2 kez tekrarlandi.

5. Santrifiijden sonra siipernatant tamamiyla uzaklastirilarak, hiicrelerin iizerine 250
pl Solution A (tripsin tamponu) eklenerek siispanse edildi ve 10 dk oda sicakliginda

inkibe edildi.
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6. Inkiibasyondan sonra hiicreler {izerine 200 pl Solution B (tripsin inhibitérii ve RNaz

tamponu) eklenerek tekrar 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

7. Hiicreler tizerine 200 pl soguk Solution C (PI boyama soliisyonu) eklenerek buz

tizerinde 10 dk inkiibasyona birakildi.

8. Akim sitometrisi cihazinda PI okutmasi yapilarak sonuglar BD Accuri C6 Cflow
v1.0.264.15 yazilimiyla degerlendirildi.
3.2.7.7. Klonojenik Analiz

Cisplatinin GPR89A knock-out olan hiicrelerinde koloni olusturma 6zellikleri iizerine

olan etkisinin belirlenmesi amaciyla klonojenik analiz yapildi.

Koloni Olusum Deney Protokolii

1. CR-Calu-1, Renilla enfekte, GPR89A knock-out olmus hiicreler 6-kuyulu plakaya
1 x 10® /kuyu hiicre olacak sekilde ekilerek 24 saat inkiibasyona birakildi.

2. Her bir hiicre serisi cisplatine 1, 2.5, 5, 10, 20, 30, 40, 50 uM dozlar1 48 saat maruz
birakildi. ilag uygulamasi yapilmayan knock-out, Renilla enfekte ve CR-Calu-1

hiicreleri kontrol grubu olarak degerlendirildi.

3. 48 saat sonra hiicrelerin ortami aspire edilerek hiicreler iki kez PBS ile yikand.
4. Hiicreler koloni olusumu i¢in 14 giin normal ortamla ¢ogaltildi.

5. Inverted mikroskopta koloni olusumlari takip edildi.

6. Kontrol gruplarinda yeterli koloni olusumu gozlendiginde plaklar soguk metanol ile

fikse edilerek toluidin mavisiyle boyandi.
7. Oda 1s1sinda boya uzaklastirilarak plaklar distile su ile yikand.

8. Olusan koloniler stereomikroskopta sayilarak kaplama verimliligi ve survi

fraksiyonu asagidaki formiiller kullanilarak hesaplandi.

o Oluzan koloni sayisi
Kaplama verimliligi (KV) = - — — ¢ 100
i Ekilen hiicre says

L i i Muamele sonrast KV
Survi fraksivonu (5F) = - x 100
- Eontrol KV
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3.2.7.8. Wound Healing (Yara lyilesmesi) Analizi

Cisplatinin GPR89A knock-out olmus CR-Calu-1 hiicrelerinde hiicre migrasyonu

tizerine etkisini belirlemek i¢in yara iyilesmesi analizi yapildi.

Yara Ivilesmesi Analiz Protokolii

1. CR-Calu-1, Renilla enfekte, GPR89A knock-out olmus hiicreler 6-kuyulu plakaya
2x 10° /kuyu hiicre ekilerek 24 saat inkiibasyona birakildi.

2. Inkiibasyonun ardindan hiicrelerin ortami aspire edildi. Hiicrelerin bulunduklar1 her

bir kuyu pipet ucu yardimryla ¢izilerek hiicreler arasi yara olusturuldu.
3. Hiicreler iki kez PBS ile yikandu.

4. Hiicreler cisplatine 25, 50, 75, 100 pM konsantrasyonlarina maruz birakilds. Ilag
uygulanmayan knock-out hiicreler, Renilla enfekte hiicreler ve CR-Calu-1 hiicreleri

kontrol grubu olarak degerlendirildi.

5. Tiim hiicrelerin 0., 24., 48. ve 72. saat goriintiileri alinip TStracth v.2 yazilim
kullanilarak hiicrelerin migrasyon yetenegi rolatif agik alan ile dl¢iildii ve baslangi¢
zamanina gore normalize edilerek belirlendi.

3.2.7.9. ATF4 Gen Ekspresyon Analizi

Cisplatinin GPR89A knock-out ve enfekte olmamis CR-Calu-1 hiicrelerinde ATF4 gen

ekspresyonu tizerine olan etkisinin belirlenmesi amaciyla ekspresyon analizi yapildi.

RNA izolasyonu, RNA miktarlarinin 6lcimi ve kalite kontrolii:

1. CR-Calu-1, GPR89A knock-out olmus hiicreler T25 cm? hiicre flaskina
5 x 10° hiicre olacak sekilde ekilerek 24 saat inkiibasyona birakild.

2. GPR89A knock-out olmus hiicre 100 uM cisplatin dozu ile 48 saat inkiibasyona
birakildi. Tlag uygulamasi yapilmayan knock-out ve CR-Calu-1 hiicreleri kontrol
grubu olarak degerlendirildi.

3. 48 saat sonra hiicrelerin ortami aspire edilerek hiicreler iki kez PBS ile yikandi.

4. RNA izolasyonu “MagNA Pure Compact Instrument Cihazinda (Roche)” cihazinda
gerceklestirildi.
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5. Izole edilen RNA 6rneklerinin konsantrasyon ve safliklar1 260/280 ve 230/260 nm
dalga boylarinda absorbanslarmin &lgiimleriyle belirlendi. Olgiimler NanoDrop

spektrofotometre ND1000 (Thermo Fisher Scientific) cihazinda yapildi.

Komplementer DNA (cDNA) sentezi ve Kantitatif RT-PCR (qRT PCR)

1. Elde edilen RNA o6rneklerinden cDNA sentezi “iScript™cDNA Synthesis Kit” ile

yapildi. cDNA sentezi i¢in reaksiyon karigimi Tablo 16’ya gore hazirlandu.

Tablo 16: cDNA Sentezi Reaksiyon Karigimi

5x iScript Reaction Mix 4 ul

iScript Reverse Transcriptase 1ul

RNA 500 ng

dH:20 20 pl’ tamamlayan miktar

2. Hazirlanan cDNA resksiyon karisimi Tablo 17°de verilen termal dongiilerde
amplifiye edildi.

Tablo 17: cDNA sentezi termal dongii kosullari

N

25°C 5dk 1
42°C 30 dk 1
85°C 5dk 1

3. CR Calu-1, GPR89A cisplatin uygulanmis ve uygulanmamis knock-out hiicre
hatlarinda ATF4 gen ekspresyon seviyesindeki degisim LightCycler 480 gergek
zamanli PCR sistemiyle (Roche) degerlendirildi. Normalizasyon i¢in ACTB ve RPLPO

gen ekspresyonlar1 kullanild.

Tablo 18: Calisilan gen primer dizileri

Gen Forward Primer Dizisi Reverse Primer Dizisi
ATF4 TCTCCAGCGACAAGGCTAA CCAATCTGTCCCGGAGAA
ACTB  AGAGCTACGAGCTGCCTGAC  CGTGGATGCCACAGGACT
RPLPO  GTTGCTGGCCAATAAGGTG GGGCTGGCACAGTGACTT
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gRT-PCR Yontem Protokolii:

1. Liyofilize primerler 250 pul RNaz-free su ile sulandirilarak 10 pM

konsantrasyonunda ana stok elde edildi.

2. Tablo 19’a gore qRT-PCR Reaksiyon karisimi hazirlandi.

Tablo 19: gRT-PCR Reaksiyon Karigimi

icerik Miktar
iQ Syber Green Supermix 10 pl
Forward, reverse primer (10 uM) 1 ul
cDNA 0,4 ul
dH.O 20 pl” tamamlayan miktar

3. Hazirlanan reaksiyon karigimi asagida verilen verilen termal dongiilerde amplifiye
edildi.

Tablo 20: gRT-PCR termal dongii kosullari

Sicaklik Stire Siklus sayis1
95°C 5dk 1

95°C 10 sn

60°C 15 sn 40

72°C 30 sn

4. ATF4 gen ekspresyonu cisplatin uygulanmayan kontrol gruplarina gére delta-delta
Ct(2744CY yontemi ile rolatif kantitasyon olarak hesaplandi. Gen ekspresyonlar1 ACTB
ve RPLPO gen ekspresyonlarina gore normalize edilip cisplatin uygulanmayan kontrol

grubuna gore +2 kat gen ekspresyon degisimleri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Hiicrelerde Mikoplazma Kontaminasyon Analizi

Analizlere baslamadan dnce hiicrelerde mikoplazma varliginin degerlendirilmesi i¢in
yapilan mikoplazma kontaminasyon deneyleri sonucunda Calu-1 ve CR-Calu-1

hiicrelerinde mikoplazma goriilmedi (Sekil 13).

Sekil 13: Hiicrelerdeki mikoplazma analiz goriintiileri (A: Calu-1, B: CR-Calu-1)

4.2. Diren¢ Karakterizasyon Analizi

Calu-1 hiicrelerinin artan cisplatin konsantrasyonlarina maruz birakilmasiyla
olusturulan diren¢li CR-Calu-1 hiicrelerinin direng karakterizasyon analizi sonucunda,
bu hiicrelerin 400 pM cisplatin konsantrasyonuna bile direncli oldugu ve az da olsa
koloni olugumunun devam ettigi belirlendi. Duyarli Calu-1 hiicrelerinin ise 50 uM
cisplatin konsantrasyonunda koloni olusumunun ¢ok azaldig1 ve sonraki artan dozlarda

hi¢ koloni olusturmadigi gézlendi (Sekil 14).
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Sekil 14: Hiicrelerin direng karakterizasyon analizi ( A: Calu-1 hiicresi, B: CR-Calu-
1 hiicresi, 1: 10 uM cisplatin, 2: 50 uM, 3: 100 uM, 4: 200 puM, 5: 400 uM, 6:
kontrol)

4.3. Proliferasyon Deney Analizi

Deney siiresince canli kalabilecek hiicre sayisini belirlemek i¢in yapilan proliferasyon
deney analizi sonucunda Calu-1 hiicreleri igin optimum hiicre konsantrasyonu 5 x 10*

hiicre/ml, CR-Calu-1 hiicreleri i¢in 6 x 10% hiicre/ml olarak belirlendi (Sekil 15).
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Sekil 15: Calu-1 ve CR-Calu-1 hiicreleri i¢in hiicre konsantrasyon grafigi

4.4. Calu-1 ve CR-Calu-1 Hiicre Serilerinde Cisplatin ICso Dozlarinin
Belirlenmesi

Calu-1 hiicre serisine 24, 48 ve 72 saat siireyle 2.5-80 uM dozlarinda cisplatin
uygulamasinin ardindan cisplatinin Calu-1 hiicre serisi lizerindeki 24. saat ICso dozu
83.49 uM, 48. saat ICso dozu 69.66 uM ve 72. saat ICso dozu 54.35 uM olarak
belirlendi (Sekil 16).

@ 24 saat
100 -8~ 48 saat
—k— 72 saat
75—
x
& 50-
(&)
X
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0 T T I
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Cisplatin (M)

Sekil 16: Cisplatin uygulamasi sonrasi Calu-1 hiicre serisi i¢in 24., 48. ve 72. saat
hiicre canlilig1 grafigi
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CR-Calu-1 hiicre serisine 24, 48 ve 72 saat siireyle 25-400 uM dozlarinda cisplatin
uygulamasinin ardindan cisplatinin CR-Calu-1 hiicre serisi tizerindeki 24. saat 1Cso
dozu 821.4 uM, 48. saat ICso dozu 478.8 uM ve 72. saat ICso dozu 347.1 uM olarak
belirlendi (Sekil 17). Boylece, Calu-1 ve CR Calu-1 hiicreleri arasinda 24. saat ICsp
dozlarina gore cisplatin direng farkinin 9.8-kat, 48. saat 1Cso dozlarina gore 6.9-kat ve
72. saat ICsp dozlarina gore 6.3-kat oldugu goriildii.

100-= A

75

50— -®- 24 saat

-~ 48 saat

% Canlilik

25— —& 72 saat

0 T T T TrrT] T LI R | T T rrrrm
1 10 100 1000

Cisplatin (M)

Sekil 17: Cisplatin uygulamasi sonrast CR-Calu-1 hiicre serisi 24., 48. ve 72. saat
hiicre canlilig1 grafigi

4.5. Hiicrelerde Etkili Blasticidin Doz Analizi

Calu-1 ve CR-Calu-1 hiicrelerinin LentiCas9 Blast lentiviriisiiyle taransfekte
edilmesinin ardindan Cas9 eksprese eden hiicrelerin secilimi blasticidin ile yapildi.
Enfeksiyondan once hiicrelere dokuz giin boyunca 5-40 pg blasticidin uygulandi.
Normal hiicreleri 6ldiiren en diisiik blasticidin dozu Calu-1 hiicreleri i¢in 10 pg/ml,

CR-Calu-1 hiicreleri i¢in 30 pg/ml olarak belirlendi (Sekil 18).
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Sekil 18: Hiicreleri 6ldiiren en disiik blasticidin doz grafigi

4.6. LentiCas9 Blast Lentiviriis Titre Analizi

Hiicrelerde Cas9 ekspresyonunu saglamak amaciyla transfekte edecek LentiCas9 Blast

lentiviriis miktarinin belirlenmesi i¢in lentiviris titre analizi yapildi. Kontrol grubuna

gore transdilksiyon verimliliginin %30’unu (MOI=0.3) saglayan viriis miktarlar

Calu-1 hiicreleri i¢in 1/20, CR-Calu-1 hiicreleri i¢in 1/100 olarak belirlendi (Sekil 19).

804 :
; i o Calu-1
c 60— ____.__-——--“f"_". #- CR-Calu-1
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Z = 40+ L i -
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oL_11100 1150
T 1 T T
& . o

Lentiviriis miktan

Sekil 19: LentiCas9 Blast lentiviriis miktarina gore transdiiksiyon yiizdeleri
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4.7. Hiicrelerde Cas9 Protein Ekspresyon Analizi

Hiicrelerin LentiCas9 Blast lentiviriisiiyle transfeksiyonunun ardindan Cas9

ekspresyonunun gosterilmesi i¢in enfekte edilen ve edilmeyen Calu-1 ve CR-Calu-1

hiicrelerinden izole edilen proteinler ile western blot analizi yapildi. Proteinlerin

konsantrasyonlar1 BSA standartlar1 ve Bradford soliisyonu kullanilarak belirlendi

(Tablo 21).

Tablo 21: Calu-1 ve CR-Calu-1 hiicre gruplarinda belirlenen protein miktarlart

Hiicre Serileri

Protein konsantrasyonu

(ng/ml)
LentiCas9 Blast Lentiviriisii ile enfekte edilen 7,867
Calu-1
Enfekte edilmeyen Calu-1 7,736
LentiCas9 Blast Lentiviriisle enfekte edilen 8,076
CR-Calu-1
Enfekte edilmeyen CR-Calu-1 3,957

LentiCas9 Blast lentiviriis plasmidinde lokalize olan FLAG etiketli Cas9 protein

seviyelerinin belirlendigi western blot membran goriintiisii Sekil 20°de verildi. Enfekte

olmayan hiicreler ile karsilastirildiginda LentiCas9 blast ile transfekte edilen Calu-1

ve CR-Calu-1 hiicrelerinde Cas9 protein ekspresyonunun gergeklestigi belirlendi.

Calu-1 Enfekte Enfekte
Calu-1 CR Calu-1

Ll P

CR Calu-1

160 kDa

p-Aktin  SE—— 45 KD

Sekil 20: FLAG etiketli Cas9 protein ekspresyon degisiminin western blot analizi

60



4.8. Hiicrelerde Cas9 Fonksiyonelligini Degerlenlendirme Analizleri

Calu-1 ve CR-Calu-1 hiicrelerinde Cas9 eskpresyonunun gerceklestirilmesinin
ardindan fonksiyonelligini degerlendirmek i¢in EGFR proteini analiz edildi. Calu-1 ve
CR-Calu-1 hiicrelerinin Renilla ve EGFR gRNA tasiyan lentiviriislerle transfekte
edilmesinin ardindan puromisin se¢ilimi yapildi. Segilimden on giin sonra hiicrelerden
western blot analizi i¢in protein izolasyonu yapildi. Ayrica, Cas9 eksprese Calu-1 ve
CR-Calu-1 hiicrelerinden de protein izolasyonu yapilarak EGFR protein ekspresyon
seviyeleri karsilastirildi. Proteinlerin konsantrasyonlari BSA standartlar1 ve Bradford
soliisyonu kullanilarak belirlendi (Tablo 22).

Tablo 22: Renilla ve EFGR lentiviriisleriyle enfekte Calu-1 ve CR-Calu-1 hiicre
gruplarinda belirlenen protein miktarlari

Protein
Hiicre Serileri konsantrasyonu
(mg/ml)
Renilla lentiviriis ile transfekte edilen 2,823
Calu-1
EGFR lentiviriis ile transfekte edilen Calu-1 4,033
Renilla lentiviriis ile transfekte edilen 5,220
CR-Calu-1
EGFR lentiviriisii ile transfekte edilen CR-Calu-1 7,530
Cas9 Eksprese eden Calu-1 7,867
Cas9 Eksprese eden CR-Calu-1 8,076

EGFR protein seviyelerinin belirlendigi western blot membran goriintiisii Sekil 21°de

verildi.
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Calu-1 Calu-1 Renilla Calu-1 EGFR CR-Calu-1 CR-Calu-1 CR-Calu-1
Renilla EGFR

EGFR- ~ — - " ' 175 kDa
B-Aktin “ ‘ 45 kDa

Sekil 21: EGFR protein ekspresyon degisiminin western blot analizi

EGFR lentivirtisleriyle enfekte olan Calu-1 hiicrelerinde EGFR ekspresyon
seviyesinin Renilla ile enfekte edilen ve edilmeyen hiicrelere gore 4.27-kat, CR-Calu-
1 hiicrelerinde 11.22-kat azaldig1 belirlendi (Sekil 22). Bu azalis hiicrelerde Cas9

proteinin fonksiyonel oldugunu gostermektedir.
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Sekil 22: Cas9 eksprese Calu-1 ve CR-Calu-1 hiicrelerinde EGFR protein
ekspresyon kat degisim grafigi
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4.9. Cas9 Eksprese Olan Hiicrelerde Etkili Puromisin Doz Analizi

Cas9 eksprese olan Calu-1 ve CR-Calu-1 hiicrelerinin Brunello kiitiiphanesini tasiyan
lentiviriisle transfeksiyonu oOncesinde hiicreleri oldiiren en diisiik piromisin dozu
belirlendi. gRNA eskprese eden hiicrelerin segilimi igin gerekli en diisiikk puromisin

dozu Calu-1 ve CR-Calu-1 hiicreleri i¢in 1 pg/ml olarak belirlendi (Sekil 23).
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Sekil 23: Cas9 eksprese eden hiicreleri 6ldiiren en diisiik puromisin doz analiz
grafigi

4.10. Hiicrelerde ikilenme Zamam Analizi

Brunello kiitiiphanesini tasiyan lentiviriislerle tarama c¢alismasina baslamadan 6nce
hiicrelerin ikilenme zamani belirlendi. ikilenme zamani1 Cas9 eksprese olan Calu-1
hiicreleri i¢in 31 saat, Cas9 eksprese olan CR-Calu-1 hiicreleri i¢in 32 saat olarak
belirlendi (Sekil 24). Buna gore tarama ¢aligmasinda 72 saatte bir pasaj yapilmasina

karar verildi.
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Sekil 24: Cas9 eksprese hiicrelerin ikilenme zamani analiz grafigi

4.11. Brunello Kiitiiphanesini Tasiyan Lentiguide Puro Lentiviriis Titre Analizi

Cas9 eksprese olan hiicreleri transdiikte edecek uygun viriis miktarmin belirlenmesi
icin MOI analizi yapildi. Kontrol grubuna gore transdiiksiyon verimliliginin %30 unu

(MOI=0.3) saglayan viriis miktarlar1 Cas9 ekprese Calu-1 ve CR-Calu-1 hiicreleri i¢in
1/150 olarak belirlendi (Sekil 25).
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Sekil 25: LentiGuide Puro lentiviriis miktarina gore transdiiksiyon yiizdeleri
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4.12. Tarama Cahsmalarinda gRNA Amlifikasyon Miktar Analizi

Tarama c¢alismalarinin sonunda cisplatin uygulanmis ve uygulanmamis hiicre
gruplarindan DNA izolasyonu yapildi. Her bir 6rnek P5 primer ve farkli P7 indeks
primerler ile amplifiye edilerek etiketlendi. Amplifiye edilen her bir iiriin %2’lik
agaroz jelde yiiriitiildii ve 350 bg olan iiriin jelden kesilerek izolasyon yapildi (Sekil
26).

Marker Ornek 1 Ornek 2 Ornek 3 Ornek 4

Sekil 26: gRNA amplifikasyonu ve etiketleme sonrasi jel goriintiisii (Marker 100 bg)

Her bir 6rnek amplikon yeni nesil sekanslamasi yaptirilmak {izere Macrogen
Laboratuvari’na gonderildi. Macrogen Laboratuvari’'nda her bir 6rnek icin kalite
kontrol (quality control, QC) analizi yapildi. Her bir 6rnegin QC sonuglarina gore
miktarlar1 Tablo 23’de verildi.
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Tablo 23: Duyarli ve direngli hiicre gruplarindaki QC analiz sonuglari

Kiitiiphane Ad1 | Konsantrasyon | Konsantrasyon
(ng/pul) (nM)
Calu-TO 18.61 7.52
Calu-UT1 20.26 22.24
Calu-UT2 15.11 49.15
Calu-UT3 16.4 12.12
Calu-CIS1 19.81 27.58
Calu-CIS2 15.02 14.32
Calu-CIS3 12.16 6.48
CR-TO 113.18 8.21
CR-UT1 4.69 13.38
CR-UT2 14.56 12.21
CR-UT3 16.21 16.61
CR-CIS1 28.14 77.74
CR-CIS2 24.23 11.59
CR-CIS3 26.46 12.35

QC verilerine gore her bir 6rnek NGS yapilmaya uygun oldugu i¢in tiim érnekler pool
edilerek Illumina-HiSeq X cihazinda sekanslama yaptirildi. Kiitiiphanedeki her bir
gRNA amplikonunun her bir ucundan 150 bg ve indeks i¢in 8 b¢ okumalar yapilarak
dizileme gergeklestirildi. Yeni nesil dizileme okuma hatalarini azaltmak i¢in %30
PhiX kontrol DNA kullanildu.

4.13. Cisplatin Direncinden Sorumlu Aday Gen Analizleri

NGS sonucunda elde edilen toplam okuma sayilari, GC ve AT igerikleri, Q20 ve Q30
yiizdeleri Tablo 24’de verildi. Yiiksek Q20 orani 100’de bir hata pay1 olarak
degerlendirilerek %99 dizileme dogrulugunu, yiiksek Q30 oran1 ise 1000’de bir hata

pay1 olarak degerlendirilerek %99.9 dizileme dogrulugunu gostermektedir.
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Tablo 24: Tarama galigmasi yapilan 14 6rnegin NGS sonuglari

Kiitiiphane
Ad1

Calu-TO
Calu-UT1
Calu-UT2
Calu-UT3
Calu-CIS1
Calu-CIS2
Calu-CIS3

CR-TO

CR-UT1

CR-UT2

CR-UT3

CR-CIS1

CR-CIS2

CR-CIS3

Toplam

okunan b¢

4,222,383,706
3,733,515,770
3,477,102,066
4,414,023,846
5,062,389,458
6,547,226,818
2,685,111,294
9,875,504,492
18,656,894,694
4,204,057,138
2,928,288,942
2,424,825,346
3,295,716,034
4,006,957,744

Toplam
okuma
sayisi
27,962,806
24,725,270
23,027,166
29,231,946
33,525,758
43,359,118
17,782,194
65,400,692
123,555,594
27,841,438
19,392,642
16,058,446
21,825,934
26,536,144

GC
(%0)

44.18
43.36
43.28
43.96
43.34
43.51
43.5

43.38
43.47
45.06
44.34
44.05
44.01
44.07

AT
(%)

55.82
56.64
56.72
56.04
56.66
56.49
56.5

56.62
56.53
54.94
55.66
55.95
55.99
55.93

Q20
(%)

92.39
92.93
93.42
92.31
93.13
92.74
93.17
92.85
92.84
90.99
92.36
92.32
92.25
92.32

Q30
(%)

85.05
85.15
86.0

85.02
85.56
85.0

85.76
85.0

85.01
85.05
85.02
85.03
85.0

85.05

Elde edilen okumalara gore yapilan biyoinformatik analizlerde her bir gRNA’nin

skoru belirlenerek hiicrelerdeki azalan ve artan gRNA’lar belirlendi. Her bir hiicre

grubu i¢in azalan ve artan gen sayilar1 Tablo 25’de verildi.

Tablo 25: Duyarli ve direngli hiicre gruplarndaki azalan ve artan gen sayilari

Cisplatin uygulanmamis CR-Calu-1 hiicre grubu

Cisplatin uygulanms CR-Calu-1 hiicre grubu

Cisplatin uygulanmamis Calu-1 hiicre grubu

Cisplatin uygulanmis Calu-1 hiicre grubu

11
17
42
39

64
63
13
36
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CR-Calu-1 hiicresinde cisplatin tedavisi sonrasi ilgili genin hedefledigi gRNA
miktarinin azalmasi bu genin cisplatin direncinden sorumlu oldugu anlamina
gelmektedir. Bu yilizden validasyon caligsmalar1 i¢in azalan genler arasindan aday
genler belirlendi. Aday genler belirlenirken kat degisimi olan neglfc < -2 ve p < 0.05
oranlan1 dikkate alindi. Daha sonra aday gen listesinden esansiyel genler ¢ikartildi.

Azalan aday genlerin hiicre gruplar arasinda karsilastirilmasi yapildi (Sekil 27).
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Sekil 27: Duyarli ve direngli hiicre gruplarinda azalan genler arasindan belirlenen ve
ortak olan aday gen sayilar1 (Cis: Cisplatin tedavisi uygulanmis hiicre grubu, UT;
cisplatin tedavisi uygulanmamis hiicre grubu)

Calu-1 ve CR-Calu-1 hiicre gruplarinda aday genler belirlendikten sonra bu genlerin
hangi biyolojik yolaklarla iligkili oldugu belirlendi (Tablo 26).
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Tablo 26: Aday genlerin rol oynadigi biyolojik yolaklar

BiYOLOJIK YOLAK

Hiicre Dongiisii
Protein veya Lipid
Metabolizmasi

Vezikiil, protein, iyon

veya diger maddelerin

Transportu

DNA Tamiri

MRNA Splicing
Hiicre Hareketi

Gen Ekspresyonu
RNA Islenmesi
Kromatin
Organizasyonu veya
Epigenetik

Apoptoz

Protein Katlanmasi
veya Modifikasyonu
RNA Interferans
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4.14. Validasyon i¢in Secilen GPR89A gRNA’sinin LentiCRISPR V2 Plazmidine
Klonlamasinin Dogrulama Analizleri

GPR89A aday geninin cisplatin direnciyle iliskili olup olmadiginin degerlendirilmesi
icin validasyon calismalar1 yapildi. Oncelikle ilgili genin gRNA’s1 gen skor
seviyelerine gore Brunello kiitliphanesinden segildi. Segilen gRNA LentiCRISPR V2
plamidine klonlandi (Sekil 28).

GPRS9%A
7

Sekil 28: GPR89A gRNA’sinin LentiCRISPR V2 plazmidine klonlanmasinin
ardindan olusan koloni goriintiileri

Klonlamanin dogrulanmast i¢in hU6 (GAGGGCCTATTTCCCATGATT CC) primeri
kullanilarak her bir klonlanmis plakadan 3 koloni alinip koloni PCR gergeklestirildi.
Koloni PCR sonuglarina gére gRNA’nin plazmide klonlandigr gortildii. Sanger
sonuglarina gore ise GPR89A genine ait gRNA dizisinin dogru bir sekilde klonlandigi
dizide klonlama esnasinda herhangi bir degisikligin olmadig1 belirlendi (Sekil 29).
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Sekil 29: Koloni PCR ve Sanger Sekanslama Sonuglari
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4.15. GPR89A Knockout Calu-1 ve CR-Calu-1 Hiicre Serilerinde Cisplatin 1Cso
Dozlarmin Belirlenmesi

Knock-out edilmis CR-Calu-1 hiicre serilerine 24 saat siireyle 5-400 puM
konsantrasyonlarinda cisplatin tedavisi uygulanmasinin ardindan cisplatinin CR-Calu-
1 hiicre serisi {izerindeki ICso dozu 750.9 uM, GPR89A geni knock-out CR-Calu-1
hiicre serisi tizerindeki ICsp dozu 235.7 uM, ve Renilla lentiviriisiiyle transfekte edilen
CR-Calu-1 hiicre serisi tizerindeki ICso dozu 743.5 uM olarak belirlendi. 24. Saat ICso
sonuglarina gére GPR89A geninin knockout edilmesinin CR-Calu-1 hiicresine gore

cisplatin duyarliligin1 3.2-kat artirdigi belirlendi (Sekil 30).

24. saat
—4— Renilla

x 757 —~¥ CR Calu-1
=
S 50-
N

25

O o T rorrTTTTT

1 10 100 1000

Cisplatin gM

Sekil 30: Cisplatin uygulamasi sonrast GPR89A knockout, Renilla transfekte ve CR
Calu-1 hiicre serisi 24. saat hiicre canlilig1 grafigi

Knock-out edilmis CR-Calu-1 hiicre serilerine 48 saat siireyle 5-400 puM
konsantrasyonlarinda cisplatin tedavisi uygulanmasinin ardindan cisplatinin CR-Calu-
1 hiicre serisi iizerindeki ICso dozu 364.4 uM, GPR89A geni knockout CR-Calu-1
hiicre serisi izerindeki ICsp dozu 123.8 uM ve Renilla lentiviriisiiyle transfekte edilen
CR-Calu-1 hiicre serisi tizerindeki ICso dozu 352 uM olarak belirlendi. 48. Saat ICso
sonuglarina gore GPR89A geninin knock-out edilmesinin CR Calu-1 hiicresine gore

cisplatin duyarliligin1 ~3-kat artirdig1 belirlendi (Sekil 31).
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Sekil 31: Cisplatin uygulamasi sonrast GPR89A knock-out, Renilla transfekte ve
CR-Calu-1 hiicre serisi 48. saat hiicre canlilig1 grafigi

Ayni genlerin duyarli Calu-1 hiicre serisinde knock-out edilmesinin ardindan cisplatin
duyarliligia etkisini belirlemek icin yapilan sitotoksisite analizinde, 24 saat siireyle
2.5-80 pM konsantrasyonlarinda cisplatin tedavisi uygulanmasimin ardindan
cisplatinin GPR89A geni knockout Calu-1 hiicre serisi iizerindeki ICsp dozu 47.12 uM,
Renilla lentiviriisiiyle transfekte edilen Calu-1 hiicre serisi tizerindeki ICso dozu 82.75
UM, Calu-1 hiicre serisi tizerindeki ICso dozu 87.78 uM olarak belirlendi. 24. saat ICso
sonuglarina gére GPR89A geninin knock-out edilmesinin Calu-1 hiicresine gore
cisplatin 1.8-kat artirdig: belirlendi (Sekil 32).
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Sekil 32: Cisplatin uygulamasi sonrast GPR89A knock-out, Renilla transfekte ve
Calu-1 hiicre serisi 24. saat hiicre canlilig1 grafigi

Knock-out edilmis Calu-1 hiicre serilerine 48 saat sireyle 2.5-80 uM
konsantrasyonlarinda cisplatin tedavisi uygulanmasinin ardindan cisplatinin GPR89A
geni knock-out Calu-1 hiicre serisi tizerindeki ICso dozu 31 uM, Renilla lentiviriisiiyle
transfekte edilen Calu-1 hiicre serisi tizerindeki ICso dozu 62.04 uM ve Calu-1 hiicre
serisi tlizerindeki ICso dozu 63.06 olarak belirlendi. 48. saat 1Cso sonuglarina goére
GPR89A geninin knock-out edilmesinin Calu-1 hiicresine gore cisplatin duyarliligini
~2-kat artirdig1 belirlendi (Sekil 33).
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Sekil 33: Cisplatin uygulamasi sonrast GPR89A knock-out, Renilla transfekte ve
Calu-1 hiicre serisi 48. saat hiicre canlilig1 grafigi

4.16. Cisplatin’in GPR89A Knockout CR-Calu-1 Hiicre Serilerinde Apoptoz
Uzerine Etkileri

4.16.1. Anneksin V yontemi ile apoptoz analiz bulgulari

GPR89A knock-out hiicrede cisplatinin ICso dozunun 123.8 uM olmasina ragmen daha
diisiik konsantrasyonlarda uygulanan cisplatinin hiicreler lizerindeki apoptotik etkisini
belirlemek i¢in Annexin V-FITC analizi yapildi. GPR89A knock-out hiicre serisine
cisplatin’in 50, 60, 75 ve 100 uM dozlari ile CR Calu-1 hiicre serisine 100 uM dozu
48 saat siire ile uygulandi. Ila¢ verilmeyen CR-Calu-1, Renilla enfekte ve cisplatin
uygulanmayan GPR89A knock-out hiicreleri kontrol grubu olarak degerlendirildi.
GPR89A knock-out hiicrenin apoptoz oran1 CR Calu-1 hiicresiyle karsilagtirildiginda
%4.3, Renilla enfekte hiicrenin %6.3, 100 uM cisplatin uygulanan CR-Calu-1
hiicresinin %3.6 olup apoptoz oranlari agisindan anlamli bir farklilik goériillmedi
(p>0.05). Boylece CR-Calu-1 hiicresinin 100 uM cisplatine direngli oldugu belirlendi.
50 uM cisplatin uygulanan hiicrenin ilag uygulanmayan kontrole gore apoptotik hiicre
oranimin 2.72-kat, 60 uM cisplatin uygulanan hiicrenin 4.95-kat, 75 uM cisplatin
uygulanan hiicrenin 5.49-kat, 100 uM cisplatin uygulanan hiicrenin 5.02-kat arttig1
belirlendi (Sekil 34-35).
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Sekil 34: Anneksin V yontemine gére CR-Calu-1, Renilla, GPR89A knock-out ve

cisplatin uygulanmis knock-out hiicre serileri lizerindeki apoptotik etkileri gosteren

akim sitometri goriintiileri (LL: canli hiicre yiizde; LR: erken apoptotik hiicre; UR:
gec apoptotik hiicre
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Sekil 35: CR-Calu-1, Renilla, GPR89A knock-out ve cisplatin uygulanmis knock-out
hiicre serilerinde Anneksin V yontemine gore apoptotik etkilerini gdsteren apoptotik
kat degisim grafigi

4.16.2. TUNEL yontemi ile apoptoz analiz bulgulari

GPR89A knock-out hiicrelerde cisplatinin 1Csp dozunun 123.8 uM olmasina ragmen
daha diisiik konsantrasyonlarda uygulanan cisplatinin hiicreler tizerindeki gec
apoptotik belirtisi olan DNA fragmentasyonunu belirlemek i¢in TUNEL analizi
yapildi. Cisplatin’in 50, 60, 75 ve 100 uM dozlari ile CR Calu-1 hiicre serisine 100
uM dozu 48 saat siire ile uygulandi. CR-Calu-1, Renilla enfekte ve cisplatin
uygulanmayan GPR89A knock-out hiicreleri kontrol grubu olarak degerlendirildi.
Kontrol gruplart birbiriyle karsilastirildiginda GPR89A knock-out hiicrenin DNA
fragmentasyon yiizdesi CR Calu-1 hiicresiyle karsilastirildiginda %1.6, 100 uM
cisplatin uygulanan CR Calu-1 hiicresinin %1.5 olup anlamli bir farklilik gériilmedi
(p>0.05). Ayrica 50 uM cisplatin uygulanan hiicrenin ilag¢ uygulanmayan GPR89A
knock-out hiicreye gore DNA fragmentasyon yiizdesi 11.4 -kat, 60 uM cisplatin
uygulanan hiicrenin 14.8-kat, 75 uM cisplatin uygulanan hiicrenin 16.1-kat, 100 uM
cisplatin uygulanan hiicrenin 14.4-kat arttig1 belirlendi (Sekil 36-37).
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Sekil 36: TUNEL yontemine gére CR-Calu-1, Renilla, GPR89A knock-out ve
cisplatin uygulanmis knock-out hiicre serileri lizerindeki apoptotik etkilerini gosteren
akim sitometri goriintiileri
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Sekil 37: CR-Calu-1, Renilla, GPR89A knock-out ve cisplatin uygulanmig knock-out
hiicre serilerinde TUNEL yOntemine gore apoptotik etkilerini gdsteren DNA
fragmentasyon degisim grafigi

4.16.3. Kesilmis (Cleaved) Kaspaz 9 Protein Seviyesinin Miktar Analizi

GPR89A knock-out hiicrenin 100 uM (ICso) cisplatin tedavisinden sonra apoptotik
sinyal yolaginin aktiflestiginin belirlenebilmesi i¢in kesilmis Kaspaz 9 protein miktari
belirlendi. CR-Calu-1, Renilla enfekte ve cisplatin uygulanmayan GPR89A knock-out
hiicreler kontrol grubu olarak degerlendirildi. Tiim hiicre gruplarindan izole edilen
proteinler ile western blot analizi yapildi. Proteinlerin konsantrasyonlart BSA

standartlar1 ve Bradford soliisyonu kullanilarak belirlendi (Tablo 27).

Tablo 27: CR-Calu-1, Renilla ve GPR89A knock-out hiicrelerde belirlenen protein

miktarlari
Hiicre Serileri Protein konsantrasyonu
(ng/ml)
CR-Calu-1 5.153
Renilla lentiviriis ile transfekte edilen Calu-1 3.234
GPR89A knock-out 2.980
GPR89A knockout+100 uM cisplatin 2.149
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Hiicre gruplarinda kesilmis Kaspaz 9 protein seviyesinin belirlendigi Western Blot
membran goriintiisii Sekil 38’de verildi. Sadece cisplatin uygulanmig GPR89A knock-
out hiicrede kesilmis Kaspaz 9 proteinin olmasi, apoptotik sinyal yolagmin aktif

oldugunu ve hiicrenin apoptoza gittigini géstermektedir.

GPR89AKO GPR8SA KO+Cisplatin  Renilla CR-Calu-1

: 45kDa
gy ) -
Boliinmiis Kaspaz 9 - fokn

Sekil 38: Hiicrelerdeki kesilmis Kaspaz 9 protein ekspresyon degisiminin western
blot analizi

4.17. Cisplatin’in GPR89A Knock-out CR-Calu-1 Hiicre Serilerinde Hiicre

Dongiisii Uzerine Etkileri

GPR89A knock-out hiicrede cisplatinin ICso dozunun 123.8 uM olmasina ragmen daha
diisiik konsantrasyonlarda uygulanan cisplatinin hiicre dongiisii lizerindeki etkisini
belirlemek i¢in hiicre dongiisii analizi yapildi. GPR89A knock-out hiicre serisine
cisplatinin 50, 60, 75 ve 100 uM dozlar1 CR Calu-1 hiicresine de 100 uM cisplatin
dozu 48 saat siire ile uygulandi. Renilla enfekte ve cisplatin uygulanmayan GPR89A
knockout hiicreleri kontrol grubu olarak degerlendirildi. Yapilan hiicre dongiisii
analizine gore tiim hiicre gruplarinda poliploidi tespit edildi. CR Calu-1 hiicresinde
%39.7 olan G2/M evresi hiicrelerinin GPR89A knock-out hiicrelerde %44 e yiikseldigi
belirlendi. Boylece knock-out edilen GPR89A geninin G2/M evresinde durdurucu
etkisinin oldugu ve poliploidiyi artirdigr goriildii (p<0.001). Ayrica cisplatinin
GPR89A knock-out hiicrede ve 100 uM cisplatin uygulanmis CR Calu-1 hiicresinde
hiicre diingiisiinii S evresinde durdurarak mitotik katastrofa neden oldugu tespit edildi
(Sekil 39-40).
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Sekil 39: CR-Calu-1, Renilla, GPR89A knock-out ve cisplatin uygulanmis knock-out
hiicre serilerinde hiicre dongiisii izerine etkilerini gosteren akim sitometri goriintiileri
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Sekil 40: CR-Calu-1, Renilla, GPR89A knock-out ve cisplatinin GPR89A knock-out
hiicre serilerinde etkiledigi hiicre dongiisii evre yiizdeleri

4.18. Cisplatin’in GPR89A Knock-out CR-Calu-1 Hiicre Serilerinde Koloni
Olusumu Uzerine Etkisi

GPR89A knock-out hiicrede cisplatin 1Csg dozunun 123.8 uM olmasina ragmen daha
diisiik konsantrasyonlarda uygulanan cisplatinin hiicreler {izerindeki koloni olusumu
tizerine etkisini belirlemek i¢in klonojenik analiz yapildi. GPR89A knock-out hiicre
serisine cisplatinin 1, 2.5, 5, 10, 20, 30, 40, 50 uM dozlar1 48 saat siire ile uygulandi.
CR Calu-1, Renilla enfekte ve cisplatin uygulanmayan GPR89A knock-out hiicreleri
kontrol grubu olarak degerlendirildi. GPR89A knock-out hiicre serisi igin sagkalim
fraksiyonu (SF) Renilla enfekte ve CR Calu-1 kontrol hiicre grubuna goére anlaml
olarak %37 bulundu (p<0,0001) ve bdylece hiicrede GPR89A geninin knock-out
edilmesinin koloni olusumunu inhibe ettigi tespit edildi. GPR89A knock-out hiicre
serisi i¢in 48 saatlik 1 uM cisplatin dozunun uygulamasi sonrasi sagkalim fraksiyonu,
CR Calu-1 kontrol hiicre grubuna gére %34.5, 2.5 uM cisplatin dozunun sagkalim
fraksiyonu %27.8, 5 uM cisplatin dozunun sagkalim fraksiyonu %24.3 uM, 10 uM
cisplatin dozunun sagkalim fraksiyonu %20.6, 20 uM cisplatin dozunun sagkalim
fraksiyonu %10.4, 30 uM cisplatin dozunun sagkalim fraksiyonu %1.9, 40 ve 50 uM
cisplatin dozunun sagkalim fraksiyonu %0 oldugu bulundu (p<0,0001). Boylece
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GPR89A knock-out hiicre serisinde 1 uM ve sonraki artan cisplatin dozlarimin koloni
olusumunu inhibe ettigi belirlendi (Sekil 41-42).
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Sekil 41: CR Calu-1, Renilla, GPR89A knock-out ve cisplatin doz gruplarinda
koloni olusumu
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Sekil 42: GPR89A knock-out hiicre serisine cisplatin uygulamasi ile olusan koloni
sagkalim fraksiyon grafigi

4.19. Cisplatin’in GPR89A Knock-out CR-Calu-1 Hiicre Serilerinde Migrasyon

Uzerine Etkisi

GPR89A knock-out hiicrede cisplatinin ICso dozunun 123.8 uM olmasina ragmen daha
diisiik konsantrasyonlarda uygulanan cisplatinin migrasyon iizerindeki etkisini
belirlemek i¢in yara iyilesmesi analizi yapildt GPR89A knock-out hiicre serisine
cisplatinin 25, 50, 75 ve 100 uM dozlar1 uygulandi. CR Calu-1, Renilla enfekte ve
cisplatin uygulanmayan GPR89A knock-out hiicreleri kontrol grubu olarak
degerlendirildi. CR Calu-1 hiicreleri 72. saatte tam kapanmasina ragmen diger tiim
hiicrelerde kapanma olmadi. 72. saatte CR Calu-1 hiicresine gore Renilla enfekte
hiicrelerde migrasyon oraninin %90 oldugu ve aralarinda anlamli bir farkliligin
olmadig belirlendi (p>0.05). GPR89A knock-out hiicrede 72. saat migrasyon oraninin
%30, 25 pum cisplatin uygulanmis hiicrede %25, 50 pm cisplatin uygulanmis hiicrede
%20, 75 pum cisplatin uygulanmis hiicrede %15 ve 100 pm cisplatin uygulanmis
hiicrede %10 oldugu belirlendi. Bdylece cisplatin tedavisi yapilmaksizin GPR89A
geninin knock-out edilmesinin migrasyonu inhibe ettigi ve cisplatinle birlikte
sinerjistik etki gosterdigi belirlendi (Sekil 43-44).
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Sekil 43: CR-Calu-1, Renilla, GPR89A knock-out ve cisplatin uygulanmis hiicrelerde
151k mikroskobu migrasyon goriintiileri
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Sekil 44: CR-Calu-1, Renilla enfekte ve GPR89A knock-out ve cisplatin uygulanmig
hiicrelerde migrasyon oranlar1 (p<<0.0001)

4.20. Cisplatin’in GPR89A Knock-out CR-Calu-1 Hiicre Serilerinde ATF4 Gen

Ekspresyonu Uzerine Etkisi

GPR89A knock-out hiicreye 100 uM cisplatin uygulanmasinin ardindan ATF4 gen
ekspresyon seviyesindeki degisimi belirlemek igin ekspresyon analizi yapildi.
GPR89A knock-out olmus hiicrenin CR Calu-1 hiicresine goére ATF4 gen
ekspresyonunun 1.88 kat, cisplatin uygulanmis knock-out hiicrede 6.17 kat (p<0,0001)
artt1g1 belirlendi.
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5. TARTISMA

Akciger kanseri, insanlar arasinda en yaygin hastaliklardan biri olup artan mortalitenin
baslica nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir (Thakur, Singh ve Choudhary
2020). Pulmoner sistemi etkileyen tiim kanser tiirleri icinde KHDAK, tiimoérlerin
yaklasik %385'ini  olusturmaktadir (Suster ve Mino-Kenudson 2020). Tedavi
secenekleri arasinda en yaygin kullanilan kemoterapidir. Son yillarda kemoterapi
sirasinda gelisen ilag direnci 6nemli bir sorun haline gelmistir. Kanser hiicreleri dogal
olarak ilaca direngli olabilmekte veya tedavi sirasinda kemoterapotige karst direng
gelistirebilmektedirler. Kazanilmis direngte tiimorler yalnizca o tedavi i¢in kullanilan
ilaclara direngli hale gelmekle kalmayip, ayn1 zamanda farkli etki mekanizmalarina
sahip diger ilaglara karsi da ¢apraz direngli hale gelebilmektedirler (Longley ve
Johnston 2005).

Cisplatin en yaygin kullanilan platin bazli kemoterapétik ajanlardan biri olup KHDAK
basta olmak tiizere birgok farkli kanserin tedavisinde kullanilmaktadir (Cetintas ve
Eroglu 2013). Cisplatinin DNA {izerindeki piirin bazlariyla etkilesime girmesi sonucu
olusan DNA lezyonlari proliferasyonu engelleyerek apoptozu indiiklemektedir (Basu
ve Krishnamurthy 2010; Ghosh 2019). Olduk¢a etkili olmasina ragmen, tedavi
sirasinda edinilen ilag direnci cisplatinin etkinligini sinirlamaktadir. Kanser hiicreleri
baslangicta cisplatin tedavisine duyarli olsalar da zamanla ¢esitli mekanizmalar
araciligiyla direng gelistirebilmektedir (Makovec 2019). Cisplatin direncinden
sorumlu genetik faktorler belirlenerek direncin listesinden gelmek tedavi etkinligini
arttiracaktir. Bu yiizden direncten sorumlu genetik bilesenlerin belirlenebilmesi i¢in
yeni genetik tarama stratejilerinin denenmesi gerekmektedir (Basu ve Krishnamurthy
2010; Dasari ve Tchounwou 2014).

Farkli kanser tiirlerinde cisplatin direncinden sorumlu bagimli bilesenlerin
belirlenebilmesi i¢in CRISPR tarama g¢alismalar1 yapilmaktadir. Literatiirde akciger
kanserinde cisplatin direncinden sorumlu genetik faktorleri belirlemek i¢in yapilan bir
CRISPR tarama g¢alismast heniiz bulunmamaktadir. Bu nedenle, yapilan bu tez
calismas1 KHDAK’da cisplatin diren¢ mekanizmasinin altinda yatan ve direncli
hiicrenin bagimli oldugu genetik faktorlerin belirlenmesi i¢in yapilan ilk CRISPR-
Cas9 tarama ¢alismas1 olacacaktir. Calismada doz artirnmi metoduyla Calu-1 hiicresi

6.3-kat cisplatine direngli hale getirildikten sonra duyarli ve direncgli Calu-1 hiicreleri
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19,114 insan genini hedefleyen ve toplam 76,441 gRNA’dan olusan “Brunello
kiitiiphanesi™ni tasiyan lentiviriisle transfekte edildi. Transfeksiyonun ardindan tiim
gruplarin genomik DNA’lar1 izole edilerek, her gruptaki gRNA dagiliminin
belirlenmesi i¢cin NGS ile amplikon sekanslama yapildi. NGS sonuglarin
biyoinformatik analizleri gergeklestirilerek her hiicre grubunda artan ve azalan
gRNA’lar belirlendi ve ilgili gRNA’larin hedefledikleri genler listelendi. Calu-1
cisplatin tedavisi uygulanmamis grupta artan 42 - azalan 13, Calu-1 cisplatin tedavisi
uygulanmis grupta artan 39 - azalan 36, CR-Calu-1 cisplatin tedavisi uygulanmamis
grupta artan 11 - azalan 64, CR-Calu-1 cisplatin tedavisi uygulanmig grupta artan 17 -
azalan 63 aday gen belirlendi. CR-Calu-1 hiicresinde cisplatin tedavisi sonras1 ilgili
genin hedefledigi gRNA miktarinin azalmasi, bu genin cisplatin direncinden sorumlu
oldugu anlamina gelmektedir. Bu yiizden aday genler cisplatin direncli hiicrede azalan
gRNA’larin hedefledikleri genler arasindan sec¢ildi. Azalan genlerin hiicre dongiisii,
protein veya lipid metabolizmasi, vezikiil, protein veya iyon transportu, DNA tamiri,
mRNA splicing, gen ekspresyonu, RNA islenmesi, epigenetik, apoptoz, protein
modifikasyonu gibi 6nemli biyolojik yolaklarda rol oynadiklari belirlendi. CR-Calu-1
hiicrelerinde azalan genler arasindan gen skoru ve yiiksek ekspresyon seviyesine gore
GPR89A aday gen secildi. Bu aday gen direngli Calu-1 hiicrelerinde knock-out
edildikten sonra hiicre canlilig, sitotoksisite, apoptoz, hiicre dongiisii, koloni olusumu,
migrasyon gibi onemli hiicresel islevler lizerine ve ATF4 gen ekspresyon seviyesine
etkileri fonksiyonel testlerle belirlendi. Yapilan sitotoksisite analizi sonucunda
GPR89A knock-out CR-Calu-1 hiicrelerinde cisplatin duyarliliginin ~3-kat, Calu-1
hiicrelerinde ise ~2-kat arttigi tespit edildi. Boylece, GPR89A geninin cisplatin
direncinde O6nemli bir rol oynadigi ve knock-out edildiginde direngli Calu-1

hiicrelerinin cisplatin duyarligin1 geri kazandiklar tespit edildi.

Yapilan apoptoz analizi sonucunda GPR89A knock-out hiicrede cisplatin tedavisi
sonrast DNA fragmentasyonunun ve kesilmis Kaspaz 9 ekspresyonunun arttigi, buna
bagli apoptozun gerceklestigi belirlendi. Genomda herhangi bir yeri hedeflemeyen

Renilla transfeksiyonunun apoptoz iizerine bir etkisinin olmadig1 gorildi.

GPR89A knock-out CR-Calu-1 hiicrelerinde cisplatin tedavisi sonrasinda yapilan
hiicre dongiisii analizinde GPR89A geninin susturulmasmin G2/M evresinde
durdurucu etkisinin oldugu ve poliploidiyi artirdig1 goriildii. Son yapilan ¢aligmalara

gore poliploidi, kanser hiicrelerinin stabilitesini bozarak onlar1 savunmasiz hale
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getirmektedir (Tovar ve ark. 2010). Kanser hiicrelerinde poliploidi indiiksiyonunun
onlar1 genotoksik ajanlara karst duyarliligini artirdig bildirilmistir (Hau ve ark., 2006).
Poliploid kanser hiicreleri siirekli cogalma talepleriyle bas edememekte ve
cogunlugunun cisplatin varliginda yeni bir mitotik dongiiye girmeye ¢alisirken mitotik
katastrofu ve hizli apoptotuzu indiikledigi 6ngoriilmektedir. Cisplatin uygulanmis
CR-Calu-1 ve GPR89A knock-out hiicrelerinde hiicre diingiisiiniin S evresinde durarak
mitotik katastrofa neden oldugu tespit edildi. Mitotik katastrofa neden olan ayni
cisplatin konsantrasyonunun CR-Calu-1 hiicrelerinde apoptotik etkisi olmadigi igin
cisplatinin olusturdugu hiicre dongiisii S evre arrestinin DNA tamir mekanizmalariyla
onarildigi ve bir silire sonra hiicrenin yeniden proliferatif o6zellik kazandigi

diistiniilmektedir.

CR-Calu-1 hiicrelerinde GPR89A geninin knock-out edilmesi ve ilgili genin
susturulmasi ile cisplatin kombinasyonu sinerjistik etki olusturarak koloni olusumunu

ve migrasyonu azalttigi goriilmiistiir.

Farkli kanser tiirlerinde mevcut kanser tedavilerini giiclendirmek icin yapilan
CRISPR-Cas9 tabanli genetik taramalar sonucunda bagimli genler belirlenmis ve bu
genlerin cisplatin direnciyle iliskili olduklar1 gosterilmistir. Malign plevral
mezotelyoma kanser hiicrelerinde genomdaki tiim kinazlar1 hedefleyen bir CRISPR-
Cas9 tarama calismasi sonucunda WEE1, AURKA, MPP3, MAP3K12, DGKD ve
SPEG aday genleri belirlenmistir. Validasyon g¢aligmalar1 ile hiicre dongiisiinde
gorevli WEEI kinaz inhibisyonunun cisplatin direncini kirdigi gésterilmistir (Xu ve
ark. 2020). Mesane kanserinde “GeCKO Kiitiiphanesi” kullanilarak tiim genomu
hedefleyen CRISPR-Cas9 tarama ¢alismasinin sonucunda MSH2, MLH1, FAM89B,
XPC ve PMS2 ilk bes aday gen olarak belirlenmistir. MSH2 geninin knock-out edildigi
validasyon calismalarinda hiicrelerin cisplatine daha direngli oldugu ve hiicrelerde
cisplatine bagli apoptozun azaldigr gdzlenmistir. Bu da MSH2 geninin direng
gelisiminde 6nemli oldugunu gostermektedir (Goodspeed, Jean ve Costello 2019).
Over kanserinde “GeCKO kiitiiphanesi” kullanilarak genom ¢apinda yapilan CRISPR-
Cas9 tarama caligmasiminin sonucunda validasyonu yapilan ZNF587B, TADA1,
SEMA4G, POTEC ve USP17L20 aday genlerinden ZNF587B ve SULF1 kaybinin
cisplatin direncine neden oldugu belirlenmistir (Ouyang ve ark. 2019). Melanoma
kanserinde genom c¢apinda yapilan CRISPR-Cas9 ve shRNA (small hairpin RNA)

taramas1 sonucunda cisplatin direnci ile ZNRF3, NF2 ve ARIH1 genlerinin iliskili
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oldugu gosterilmistir (Ko ve Li 2019). CD133" safra yolu kanser hiicrelerinde
mir1249’un (microRNA1249) CRISPR-Cas9 ile knock-out edilmesinin ardindan bu
miRNA’nin cisplatin ve gemcitabin direng gelisiminde etkili oldugu bulunmustur
(Carotenuto ve ark. 2020). Germ hiicreli tiimor hiicrelerinde CRISPR-Cas9 ile
ARID1A geninin knock-out edilmesinin ardindan hiicrelerin cisplatine karst
duyarliliginin arttig1 belirlenmstir (Kurz ve ark. 2020). Over kanserinde anti-apoptotik
genleri hedefleyen bir CRISPR-Cas9 kiitiiphanesiyle yapilan taramada BCL2L1 anti-
apoptotik protein kayb1 olan hiicrelerde cisplatin tedavisi sonrasinda apoptozun arttig1
belirlenmistir (Stover ve ark. 2020). Haploid insan hiicre serisinde 388 SLC
transmembran tasiyict genlerini hedefleyen CRISPR-Cas9 kiitiiphanesiyle yapilan
taramada cisplatin direncinde SLC35A2/SLC38AS5 transmembran tasiyicilarinin
onemli oldugu belirlenmistir (Girardi ve ark. 2020). Farkli kanser tiirlerinde yapilan
CRISPR-Cas9 tarama calismalar1 ile o kanser tiirlerinde Onemli olan cisplatin
direnciyle iligkili mekanizmalar ortaya c¢ikarilmis ve her kanser tlirlinde bagimli

genetik faktorlerin degistigi belirlenmistir.

Son yillarda, pH homeostazinin timor progresyonunda onemli bir rol oynadigi
gosterilmistir. Kanser hiicreleri, hiicre biiyiimesini ve hayatta kalmasini saglamak i¢in
gerekli enerjiyi glikoz alimini arttirarak kargilamaktadir. Glikoliz yoluyla kazanilan
enerji ayn1 zamanda hiicrede alkali pH olusumuna neden olmaktadir. Bu nedenle tiimor
hiicreleri alkalin pH’1 korumak zorundadir. Golgi'nin, bir proton havuzu gibi islev
gorerek kanserde bu alkalin sitozolik pH''n korunmasma katkida bulundugu
gosterilmistir (Kellokumpu 2019; Kellokumpu ve ark., 2002). GPR89A (GPHR) geni
genomda kromozom 1q21.1 bolgesinde lokalizedir. Hiicre igerisinde golgi
membraninda lokalize olan GPR89A, iyon iletkenligi yoluyla golginin pH'imni
diizenleyen, plazma zarmin ve salgt proteinlerinin translasyon sonrasi
modifikasyonunu kontrol eden voltaj kapili bir kloriir(Cl") kanali olusturmaktadir
(Maeda ve ark. 2008). GPR89A 'min inaktivasyonu ya da ekspresyonunun azalmasi
yeni sentezlenmis proteinlerin golgiden plazma zarina gecikmeli tasinmasina,
proteinlerin bozulmus glikozilasyonuna ve golgi aygitinin yapisal diizensizligine

neden olmaktadir (Kellokumpu ve Sormunen, 2002, Ferro ve ark., 2018).

Kanser tedavisinde mutasyona ugramis genler terapotik hedef olarak kullanilmaktadir.
Ancak, son zamanlarda mutasyona ugramamis genlerin de ila¢ hedefi olarak

kullanilabilecegi bildirilmistir. Prostat kanserinde mutasyona ugramamis bir gen olan
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GPR89A’nin siRNA ile susturulmasi sonucunda kanser hiicrelerinde 6liim oraninin
arttig1 belirlenmistir. Ayrica, GPR89A siRNA ve docetaxel kombinasyonunun
sinerjistik etkisi oldugu bildirilmistir. Elde edilen bu sonuglar mutasyona ugramamis
genlerin kanser gelisiminde 6nemli bir role sahip olduklarin1 géstermektedir (Ma ve
ark., 2018). Bu tez ¢aligmasi ile CR-Calu-1 hiicrelerinde GPR89A susturulmasinin
cisplatin ile kombinasyonunun sinerjistik etki yaratarak apoptozu artirdigi
goriilmiistiir. Bu nedenle duyarli ve direngli kanser hiicrelerinde GPR89A inhibisyonu
ve farkli ilaglarla kombinasyonunun yeni bir tedavi segene8i olabilecegi

distiniilmektedir.

Agresif papiller adenokarsinom hiicrelerinde GPR89A gen ekspresyon seviyesinin
yiiksek oldugu bildirilmistir (Surowy ve ark. 2019). Tan ve ark.’larinin yaptiklart
calismada akciger kanser hiicrelerinde kromozom 1q21-43 amplifikasyonlarinin ve bu
bolgede lokalize olan PI4KIIIf ve GPR89A genlerinin timor progresyonuyla ve
ozellikle metastatik siireglerle iliskili oldugu bildirilmistir (Tan ve ark. 2020). Ancak,
simdiye kadar akciger kanser hiicrelerinde GPR89A geni i¢in inhibisyon c¢aligsmasi

yapilmamistir.

Ferro ve ark.’larmin yaptiklari bir ¢alismada GPR89A’nin meme Kkanserinde
ekspresyonunun yiiksek oldugu ve bu genin inhibisyonunun hiicre proliferasyonunu
ve koloni olusturma yetenegini bozdugu bildirilmistir. Ayn1 zamanda GPR89A’ nin
endoplazmik retikulum (ER) stresi ile olusan katlanmamis protein yaniti olarak
IREL/XBP1 yolagint pozitif, ATF4/CHOP yolagin1 negatif yonde regiile ettigi
gosterilmistir (Ferro ve ark., 2018). Bu tez calismasi ile GPR89A knock-out
edilmesinin cisplatin ile kombinsyonunun ATF4 ekspresyonunu artirdigi belirlendi.
Activating Transcription Factor 4 (ATF4), ER ve golgi stres olusumunun ardindan
indiiklenen PERK yolaginda yer alan ve hiicrede apoptozu indiikleyen bir transkripyon
faktoridiir (Paul 2021; Rozpedek ve ark. 2016).

Golgi aygiti sadece proteinlerin taginmasi, islenmesi ve hedeflenmesinde kilit rol
oynamakla kalmayip ayn1 zamanda olgi stres tepkisi araciligiyla sinyal gonderen bir
stres sensOrli olarak da islev gormektedir (Paul 2021). Golginin ana islevi olan
glikozilasyon mekanizmasindaki bozukluklar golgi stresi olusumuna neden
olmaktadir. Golgi stres yanit1 olarak TFE3, musin, proteoglikan, HSP47, CREB ve
PERK yolaklar1 aktive olmaktadir. Endoplazmik retikulum stresinden farkli olarak
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PERK yolaginda BiP/GRP78 saperonu aktive olmamakta ve bu sekilde golgi stresi,
ER stresinden ayrilmaktadir (Hu ve ark. 2019; Paul 2021). Golgi stresér monensin
tarafindan aktive edilen PERK yolaginin indiiklenmesi ATF4/CHOP aktivasyonuna
neden olmaktadir. ATF4/CHOP yolagi 6liim reseptorleri (DR4, DR5) ekspresyonunu
artirarak, anti-apoptotik genleri baskilayarak ve pro-apoptotik gen ekpresyonunu
indiikleyerek apoptoza neden olmaktadir (Rozpedek ve ark. 2016). Bu tez calismasi
ile CR-Calu-1 hiicrelerinde GPR89A geninin knock-out edilmesinin golgi pH’in1
degistirerek protein modifikasyon ve transportunda bozulmalara sebep olarak golgi
stresi olusumunu indiikledigi dngoriilmektedir. Direncli hiicrelerde stres olusumunun
yant sira cisplatin uygulanmasinin PERK/ATF4/CHOP yolag: araciligiyla apoptozu

indiikledigi ve buna bagli cisplatin direncinin kirildigi diistiniilmektedir.

Sonug olarak, bu tez calismasinda KHDAK hiicrelerinde cisplatin direnci gelisiminden
sorumlu genetik faktorleri belirlemek amaciyla ilk kez genom ¢apinda CRISPR-Cas9
temelli bir tarama yapilarak GPR89A geninin cisplatin direnci gelisiminden sorumlu
oldugu ve bu genin knock-out edilmesi ile cisplatin direncinin kirilabilecegi tespit
edildi. Cisplatin direncinin {istesinden gelebilmek i¢in bu genin terapotik olarak

hedeflenmesinin yeni bir tedavi segenenegi olabilecegi diisiiniilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Kanser tedavisinde gelisen ilag direnci hastalarin yasam kalitesini etkilemektedir.
Diren¢ meknizmasinin altinda yatan mekanizmalar ise bilinmemektedir. Farkli kanser
tirlerinde yapilan CRISPR-Cas9 taramalar1 ile hiicrelerin bagimli oldugu genetik
faktorler belirlenmektedir. Bu faktorler her hiicre tipinde degiskenlik gostermektedir.
Yapilan bu tez ¢alismasinda akciger kanserinde cisplatin direncinden sorumlu bagimli
genetik bilesenler belirlendi. GPR89A geninin ilk kez cisplatin direnci gelisimine
katkida bulundugu ve bu genin knock-out edilmesinin cisplatin direncini kirdigi
goriildi. Bu nedenle akciger kanserinde GPR89A’nin terapdtik hedef olabilecegi
diistiniilmektedir. GPR89A geninin etki mekanizmasinin ve cisplatin direnci ile olan
iligkisinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in transkriptom, 3D-hiicre kiiltiirii ya da farkh

model organzimalarda yapilacak ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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