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OZET
Yiksek Lisans Tezi

CRISPR/Cas YONTEMI iLE MAKAK MORPHEUS GENININ(NPIPA1)
KNOCK-OUT EDILMESI

Kibra PASPAL
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Molekdiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Damisman: Yrd. Dog¢. Dr. Elif UZ

Gen duplikasyonu icinde bir gen bulunan bir DNA bolgesinin herhangi sekilde
ikilenmesidir Mayoz bélinme sirasinda homolog kromozomlarin hatali hizalanmasi
sonucu esitsiz krosover olarak adlandirilan bir olay olur. Bu rekombinasyonun sonucu,
degisim yerindeki kromozomlardan birinde duplikasyon, ¢biriinde ise bir delesyon
olusur. Segmental duplikasyonlar genomik DNA da bulunan duplikasyon bloklaridir.
Buyiklikleri tipik olarak 1-200 kb arasinda degisir. Insan genomunda, duplikasyon
arastirmalart insan evriminde bilinmeyen kompleksleri ortaya c¢ikarmaktadir. NPIP
(Nuclear Pore Interaction Protein) /Morpheus gen ailesinin primatlarda karsilastirmali
sekans analizine bakildiginda insan-biiyiik maymun evrimi sirasinda evrimsel bir
dinamizim oldugu acik¢a goriilmiistir. Makak maymununda tek kopya olarak
bulunmasina ragmen, insan referans sekansinda 23 tane LCR16A (kromozom 16 da
diisiik-kopya sekans1 ’a’) vardir. Morpheus gen ailesi bu kadar cok duplikasyona
ugramis oldugu halde fonksiyonu bilinmemektedir. Bu calismada amag¢ makak
maymunundaki tek kopya olarak bulunan morpheus genini knock-out ederek
fonksiyonunu aragtirmaktir. Bu amaca yonelik olarak makak maymununun morpheus
geni CV1 hucrelerine CRISPR/Cas metodu kullanarak knock-out edilmistir.
Mutasyonun varligt PZR, Immuno floresan deneyi ve sekans analizi ile kontrol edilmis
ve gosterilmistir. Mikroskopla yapilan incelemeler sonucu CV1 hiicrelerinde fenotipsel
farklilik gortilmemistir ancak bu ilk bulgular gen fonksiyonunun hiicrelerde morfolojik
bir degisiklige sebep olmadigini gdstermistir. Bu calismanin devaminda yapilacak olan
molekdiler analizlerle Morpheus gen fonksiyonu ile ilgili daha cok bilgi edinilmesi
planlanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Segmental Duplikasyon, Morpheus gen ailesi, CRISPR/Cas
metodu,Knock-out , immunofloresan analizi, PZR

2015, viii + 100 sayfa.
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ABSTRACT

MSc Thesis

MAKING KNOCK-OUT OF MACAQUE MORPHEUS GENE(NPIPAL)
USING CRISPR/Cas METHOD

Kubra PASPAL
Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Elif UZ

Gene duplication is defined as any duplication of a gene region of DNA. Duplications
arise from an event termed unequal crossing-over that occurs during meiosis between
misaligned homologous chromosomes. After the homologous recombination, one of
chromosomes possesses two copy of the gene, while the other one has no copy of the
gene. Segmental duplications are duplication blocks which are located in genomic
DNA. Their sizes typically vary from 1-200 kb. Duplication research in human genome
reveals unknown complexity in human evolution. The comparative analysis of human
genome clearly observed that NPIP/Morpeus gene family has an evolutionary
dynamism during human-great ape evolution. Even though there is only one copy of
Morpheus gene in the macaque monkey genome, in human referance sequence, it has
23 LCR16a (low-copy repeat sequence “a' from chromosome 16) Although, Morpheus
gene family recently expanded by duplication within human genome, the function of
Morpheus gene family is not known yet. The main aim in this study is to knock-out
single copy morpheus gene in macaque CV1 cells to investigate the gene function. In
order to study the function of morpheus gene in macaque monkey we used CRISPR/Cas
system and the presence of mutation has been verified by using different techniques
including PCR, immunoflorecense analysis and sequence analysis. Our results show
that Morpheus gene is succesfully knocked out. Using light microscopy, no phenotypic
differeneces between mutated and normal CV1 cells observed, indicating that mutation
in morpheus gene does not result in any morphologigcal change in CV1 cells. Further
molecular studies are planned in order to discover the function of Morpheus gene.

Key Words: Segmental Duplication, Morpheus gene family, CRISPR/Cas System,
Knock-out, Immunoflorence Analysis, PCR

2015, viii + 100 pages.
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1.GIRIS

Gen duplikasyon olaylari, yeni gen fonksiyonlarinin ortaya ¢ikmasinda oncelikli
kaynaklardan biri olup, tiirlerin evrimlesmesini anlamamizda da énemlidir (Ohno 1970).
Ohno, evrensel ortak atanin ortaya ¢ikmasindan beri en 6nemli evrimsel kuvvetin gen
duplikasyonu oldugunu savunmustur (Ohno 1967). Ayrica omurgali olusumunu tiim
genom duplikasyonuna baglamis ve gen duplikasyonlarinin fonksiyonel artisa ve tiirsel

Ozellesmeye neden oldugunu sdylemistir (Ohno ve ark. 1968).

Segmental duplikasyonlar genomik DNA da bulunan duplikasyon bloklaridir.
Buyuklukleri tipik olarak 1-200 kb arasinda degisir (IHGSC 2001). Segmetal
duplikasyonlar yiiksek kopyali tekrarlar ve intron ve ekzon yapisinda gen dizileri gibi
ozel diziler icerirler. insan genomunda, duplikasyon arastirmalar1 insan evriminde
bilinmeyen kompleksleri ortaya ¢ikarmaktadir. Bu ¢alismalar yeni insan-buyik
maymun genlerinin tanimlanmasina onciiliik eder. Ayrica pediyatrik ve eriskin

baslangicli hastaliklarla iliskili olan yeni mutasyonlarin kesfinde yol haritasi olmasini

saglar (Eichler 2009).

Hiyerarsik analiz yapildiginda duplikasyon bloklarinin core veya seed (¢ekirdek veya
tohum) duplikon denilen ve tiim duplikasyon bloklarinda %67 den daha ¢ok bulunan
atasal duplikasyonlar olarak tanimlanan sekanslar etrafinda olustugu goriilmiistiir. Bu
cekirdek (core) sekanslar duplikasyonlarda en ¢ok bulunan ve en eski olan sekanslardir.
Cekirdek (core) duplikonlar tarafindan kodlanan ilgili genler ve gen aileleri insan-
biiylik maymunlar hari¢ diger memeli ortologlarinda eksiktir. Bu insan ve biyltk
maymun genlerinin arasindaki iliskiyi gosterir ( Johnson ve ark. 2001, Paulding ve ark.
2003, Ciccarelli ve ark. 2005).

RANBP2, morpheus (NPIP) ve NBF11 (DUF1220 protein domeni ile de bilinir) gen
aileleri pozitif seleksiyon gosterir. Bu genler insan populasyonunda kopya sayisi
polimorfik olarak bulunur (Sharp ve ark. 2005, Redon ve ark. 2006).

NPIP /Morpheus gen ailesinin primatlarda karsilagtirmali sekans analizine bakildiginda
insan—biiyiik maymun evrimi sirasinda evrimsel bir dinamizim oldugu agik¢a goriiliir.
Makak maymunu sekansinda tek kopya halinde bulunmasina ragmen insan referans

sekansinda 23 tane LCR16A (low-copy repeat sequence ‘a’from chromosome 16)


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Susumu_Ohno&action=edit&redlink=1

(kromozom 16 da diisiik- kopya sekansi ‘a’) sekans kopyasi vardir ve bunlar 40 ila 609
kbg¢ uzunlugundaki 17 kompleks duplikasyon bloguna dagilmis halde bulunur.

Morpheus geni bu kadar ¢ok duplikasyona ugradig1 halde fonksiyonu bilinmemektedir.

Bu tez calismasinda makak maymununda tek kopya olarak bulunan morpheus geninin
programlanabilir niikleazlar ile genom diizenleme ydntemi olan CRISPR/Cas sistemi ile
susturulmas: ve ileriki fonksiyon galismalarina hazirlanmasidir. Boylece makak
maymunu genomunda morpheus geni bulunmayacagindan bu genin yokluguna
hiicrelerde ne gibi degisiklikler oldugu arastirilacaktir. Calismadan elde edilen

sonuglarin fonksiyon ¢alismalarina yardimci olmasi beklenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Segmental Duplikasyonlar

Gen duplikasyonu, iginde bir gen bulunan bir DNA boélgesinin herhangi sekilde
ikilenmesidir; homolog rekombinasyon sirasinda bir hata sonucu, retrotranspozisyon
olay1 veya tiim bir kKromozomun ikilenmesi sonucu meydana gelebilir (Zhang 2003).
Genin kopyasi selektif baskidan yoksun oldugu i¢in, ondaki mutasyonlarin organizma
tizerinde zararli etkisi olmaz. Dolayisiyla, organizmanin nesilleri boyunca, islevsel tek

kopyal1 bir gene kiyasla daha hizli mutasyona ugrar.

Ikilenmenin meydana gelme mekanizmalarindan biri hatali rekombinasyondur. Bu
durumda ikilenme ve silinme (delesyonun) beraber meydana gelir. Mayoz bolinme
sirasinda homolog kromozomlarin hatali hizalanmasi sonucu esitsiz krosover olarak
adlandirilan bir olay olur. Bu rekombinasyonun sonucu, degisim yerindeki

kromozomlardan birinde bir ikilenme, 6bdrlnde ise bir delesyon olusur.

Duplikasyona ugramis sekanslarin fenotip ve genotipteki roliiniin anlanmasi ilk olarak
Droshopiladaki Bar lokusunun esit olmayan krossing-over sonucunda eye-reduction

fenotipini olusturmasinin kesfiyle olmustur (Bridges 1936).

Gen duplikasyon olaylari, yeni gen fonksiyonlarinin ortaya ¢ikmasinda dncelikli
kaynaklardan biri olup, tiirlerin evrimlesmesini anlamamizda da 6nemlidir (Ohno 1970).
Ohno, evrensel ortak atanin ortaya ¢ikmasindan beri en 6nemli evrimsel kuvvetin gen
duplikasyonu oldugunu savunmustur (Ohno 1967). Ayrica omurgali olusumunu tiim
genom duplikasyonuna baglamis ve gen duplikasyonlarinin fonksiyonel artisa ve tiirsel

ozellesmeye neden oldugunu sdéylemistir (Ohno ve ark. 1968).

Segmental duplikasyonlar genomik DNA da bulunan duplikasyon bloklaridir.
Buykltkleri tipik olarak1-200 kb arasinda degisir (IHGSC 2001). Segmetal
duplikasyonlar yiiksek kopyali tekrarlar ve intron ve ekzon yapisinda gen dizileri gibi

Ozel diziler igerirler.

Bu nedenle normal genomik DNA olusumunda segmental duplikasyonlar dnceden tespit
edilemez; bircok intra-ve interkromozomal segmental duplikasyon deneysel analizlerle
kesfedilmistir ( Wong ve ark. 1990, Tomlinson ve ark. 1994, Eichler ve ark. 1997,


http://tr.wikipedia.org/wiki/Homolog_rekombinasyon
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Retrotranspozon&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kromozom
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Mazzarella ve Schlessinger 1997, Regnier ve ark. 1997, Zimonjic ve ark. 1997, Eichler
1998, Trask ve ark. 1998, Jackson ve ark. 1999, Ji ve ark. 1999).

Segmental duplikasyonlar nokta mutasyonu ve retrotranspozon aktivitesiyle yavas
yavas zamanla olusmustur (Wu ve Li 1985, Tanimura 1987, Waterston ve ark. 2002,
Consortium 2005).

Insan genomunda, duplikasyon arastirmalari insan evriminde bilinmeyen kompleksleri
ortaya ¢ikarmaktadir. Bu ¢alismalar yeni insan-blyik maymun genlerinin
tanimlanmasina onciiliik eder. Ayrica pediyatrik ve eriskin baslangicli hastaliklarla
iliskili olan yeni mutasyonlarin kesfinde yol haritas1 olmasini saglar. (Eichler
2009).Y1iksek oranda benzer paraloglar arasinda anormal krossing-over sonucunda
velocardiofacial/DiGeorge, Smith-Magenis, ve Prader-Willi/Angelman sendromlari gibi
genetik hastaliklar olusabilir (Chen ve ark. 1997, Amos-Landgraf ve ark. 1999,
Christian ve ark. 1999, Edelmann ve ark. 1999, Shaikh ve ark. 2000).

Memeli hayvanlar arasinda insan ve fare genomu assembled sekanslama yontemi ile

sekanslanarak yap1 ve organizasyonlar1 belirlenmistir.

2.1.1.Insan ve Fare Segmental Duplikasyonlarinin Ozellikleri

Fare ve insan karsilastirilmis genomu gostermistir ki (Collins ve ark. 2004, Church ve
ark. 2009), fare ve insan duplikasyonlarinda (>%90) benzerlik vardir. Fakat fare ve
insan segmental duplikasyonlar1 arasinda 3 6nemli fark vardir. Birincisi, farede
segmental duplikasyonlar ardarda dizili halde bulunurken insan segmental
duplikasyonlarinin gogu serpistirilmis halde bulunur. Bir genin paralogu olan baska bir
gen ile arasinda 1Mbg ten fazla uzaklik vardir veya gen haritalandiginda non-homolog
kromozomdaki gen ile eslesir. (She ve ark. 2008). Ikincisi insan duplikasyonlar1 spliced
transkript olusturmaya egilimliyken, farede duplikasyona ugramis genlerde islevsiz gen
ve transkript gorilir. (She ve ark. 2008). Uciincii olarak, insan genomunda daha ok
bulunan segmental duplikasyonlar yeni olusan duplikasyonlarin gostergesidir. Daha ¢ok

lokasyonda bulunan segmental duplikasyonlar esit olmayan krossing-over sonucudur ve



insan genomunu dozaj ve pozisyon etkisine kars1 daha hassas olmasini saglar (Eichler
ve ark. 2009).

2.1.2 Primat Segmental Duplikasyonlarimin Karsilastirilmasi

Whole genom sequence (WGS, tiim genom sekansi) verilerine bakildiginda insan
duplikasyonlarinin sempanze, orangutan ve makak maymunu genomu ile iliskili oldugu
goriilmiistiir (Sekil 2.1). Duplikasyon miktar1 sempanze ve insanda hemen hemen esittir
(Cheng ve ark. 2005, Marques-Bonet ve ark. 2009).Afrika biiyliik maymunlari ve
insanin ortak atasi ile Asya maymunlari ve eski diinya maymunlari karsilagtiridiginda,
Afrika biiyiik maymunlar1 ve insanin ortak atasinda digerlerine gore 2-4 kat daha fazla
intrakromozomal segmental duplikasyon vardir (Sekil 2.2). Segmental duplikasyonlar
primat evrimi boyunca devam eder. (Fortna ve ark. 2004, Dumas ve ark. 2007, Hahn ve
ark. 2007).

Sempanze

Sekil 2.1 Dort primat genomlari arasindaki ortak ve soy-spesifik duplikasyonlari
goOsteren Venn diyagrami (Marques-Bonet ve ark. 2009).



B Orangutan Goril Sempanze Bonobo Insan

~12-16 Myr

Sekil 2.2 Soy agacindaki her tiir igin duplikasyon karsilagtirmasi ve tamini
megabaz/milyonyil oran1 (Marques-Bonet ve ark. 2009).

2.1.3 Duplikasyon Organizasyonu ve Cekirdek (core) Duplikonlar

Modifiye edilmis Brujin grafi teorisi kullanildiginda, insan genomunda atasal orjinli
4692 tane insan duplikasyon lokasyonu ve 437 duplikasyon blogu bulunmustur (Jiang
ve ark. 2007) (Sekil 2.3). (Dallarin her biri 437 segmental duplikasyon blogundan birini

temsil etmektedir.).

Duplikasyon bloklar1 igeriklerine gore siniflandirildiklarinda 24 ayr1 grup olusur. Bu
gruplar da 2 tiptir: Bir grupta genetiksel bilginin evrimsel akisi homolog olmayan
kromozomlar arasinda gergeklesir (n=10). Digerinde bu mozaik yapilar biiyiik 6l¢tide

spesifik bir kromozom i¢inde olusmustur (n=14).
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Sekil 2.3 Atasal duplikasyon igerigine gore insan segmental duplikasyonlarinin
hiyerarsik analizi (Jiang ve ark. 2007).

Hiyerarsik analiz yapildiginda duplikasyon bloklarinin core veya seed (gekirdek veya
tohum ) duplikon denilen ve tiim duplikasyon bloklarinda %67 den dah ¢ok bulunan
atasal duplikasyonlar olarak tanimlanan sekanslar etrafinda olustugu goriilmiistiir. Bu
cekirdek (core) sekanslar duplikasyonlarda en ¢cok bulunan ve en eski olan sekanslardir.
Gekirdek(core) duplikonlar tarafindan kodlanan ilgili genler ve gen aileleri insan- blyik
maymunlar hari¢ diger memeli ortologlarinda eksiktir. Bu insan ve buyik maymun
genlerinin arasindaki iliskiyi gosterir ( Johnson ve ark. 2001, Paulding ve ark. 2003,
Ciccarelli ve ark. 2005).

Ornegin; TRE2 onkogeni USP32 proteaz ve TBC1D3 core duplikonun fiizyonu ile
olusmus bir gendir. Béyle olusan bu fiizyon gen sadece insan ve biyik maymunlarda
eksprese olur (Paulding ve ark. 2003).

RANBP2, morpheus (NPIP) ve NBF11 (DUF1220 protein domeni ile de bilinir ) gen
aileleri pozitif seleksiyon gosterir. Bu genler insan popiilasyonunda kopya sayisi
polimorfik olarak bulunur (Sharp ve ark. 2005, Redon ve ark. 2006). TBC1D3 core

duplikonun fonksiyonel karakterizasyonu yapildiginda gelisim sirasinda biiyime faktor



sinyallerini diizenleyebilecegi bulunmustur (Hodzic ve ark. 2006, Wainszelbaum ve ark.
2008 ).

2.2 LCR16A(NPIP/Morpheus gen ailesi)

NPIP /Morpheus gen ailesinin primatlarda karsilastirmali sekans analizine bakildiginda
insan—biiyiik maymun evrimi sirasinda evrimsel bir dinamizim oldugu agikca goriiliir.
Insan referans sekansinda 23 tane LCR16A (low-copy repeat sequence “a' from
chromosome 16) (kromozom 16 da diisiik- kopya sekansi’a’ ) sekans kopyasi vardir ve
bunlar 40 ila 609 kb¢ uzunlugundaki 17 kompleks duplikasyon bloguna dagilmig halde
bulunur. LCR16 ya ek olarak, farkli evrimsel kokenli 11 tane daha segmental
duplikasyon blogu kromozom 16 iizerinde bulunmaktadir. 20kb LCR16a bazen tek bir
duplikon olarak yani yaninda baska duplikon olmadan olusmasina ragmen, hemen
hemen tiim diger LCR16 elementleri LCR16a core dupliconuyla iliskili olarak olusur.
Filogenetik analize gore, insan genomunda gozlenen karmasik duplikasyon bloklari
incelendiginde yan yana olan dupliconlar daha ¢cok LCR16a duplikasyonlari ¢evresinde
birikmistir. Makak ve babun karsilagtirmali dizi analizine bakildiginda (Eski Diinya
grup disi tirleri) agiga ¢ikmustir ki her bir segmental duplikasyon kromozom 16 daki tek
kopya dizisinden kokenlenmistir.

Bu ¢alismalar gdstermistir ki LCR16a core dupliconunun duplikasyon i¢in dogal bir
egilimi vardir. Hem orangutan hemde makaklarda olusan ana soya 6zel duplikasyonlar
biiyiik duplikasyon bloklarmin ortaya ¢ikmasina katkida bulunur. iki bagimsiz LCR16a
olusumu farkli maymun soylarinda 12 milyon y1l 6nce meydana gelmistir (Bonet ve

Eichler 2009).



Insan genomunda fiziksel haritalama ve sekans analizi yapildiginda duplikasyona
ugramis genomik segmentlerin kromozom 16 da birden c¢ok sitogenetik bant ile eslestigi

goriilmiistiir. Bu tekrarlar insan 16. Kromozomuna spesifik olarak bulunmaktadir (Sekil

2.4).
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Sekil 2.4 insan 16. Kromozomunda LCR16a duplikasyonlarmin dagilimmin (kirmizi
cubuklar) sistematik olarak gosterildigi ideogram (Evan E. Eichler ve ark. 2001).



Orangutanda LCR16a elementlerinin Bakteriyel yapay kromozom (BAC) tabanl: sekans
analizi yapildiginda insan ve afrika buyik maymunlariyla kiyaslandiginda orangutanda
LCR16a elementlerinin bagimsiz olarak duplikasyona ugradigi ve ortolog bdlgesinin
bulunmadigr goriilmiistiir. Ayrica orangutanda LCR16a kromozom 13 te kolonize
olmustur. insanda,LCR16a ¢ekirdek duplicon (kirmizi) kromozom 16 Gzerindedir. Tum
sorumlu duplikasyonlar makakta tek kopya olarak bulunurken, orangutanda, LCR16a
nonorthologous yerlerde ve farkli kromozom (kromozom13) Gzerinde bulunur. Haritada
lokasyonlar insan referans sekansina gére numaralandirilmistir ve atasal lokasyonlar

yildiz ile isaretlenmistir ( Bonet ve Eichler 2009) (Sekil 2.5).

Sekil 2.5 LCR16 duplikasyonlarinin dagiliminin karsilastirmali sistematik gosterimi. .
Renk ¢ubuklari LCR16 dupliconlarini gosterir (Bonet ve Eichler 2009).
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Primat metefaz kromozomlari ve interfaz nukleuslari ile LCR16a probu kullanilarak
(FISH) Fluorescence in situ hybridization analizi yapildiginda primatlarda LCR16a
dupliconunun kopya sayis1 ve kromozomal harita lokasyonu tespitedilmistir (Evan E.

Eichler ve ark. 2001) (Sekil 2.6).

xXVi Vil XVl Xl

Great apes

Catharrhine

OWM

Platyrrhine NWM

Sekil2.6 Primatlar arasinda karsilastirmali FISH analizi.Metefaz kromozomlar1 (sagda)
ve interfaz niikleuslar1 (solda). New World monkeys (yeni dinya maymunlari)
(NWM: CMO, Callicebus mollochus), Old World monkeys (eski diinya maymunlari)
(OWM: MFU, Macaca fascicularis; PAN, Papio anubis; PCR, Presbytis cristata) and
hominin tirler (HSA, Homo sapiens; PTR, Pan troglodytes; PPA, Pan paniscus; GGO,
Gorilla gorilla; PPY, Pongo pygmaeus). Hominin tirlerde tekrar eden bodlge 16.
Kromozomun kisa kolunda bulunmaktadir. Orangutan’da (PPY ) LCR16a duplikonlar1
hem 16. Kromozomda hem de 13.kromozomun perisentromerik bélgesine
daglmislardir. Interfaz nukleusunda yesil floresan boya ile gdsterilmistir. (Evan E.
Eichler ve ark. 2001).
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Insan 16. Kromozomunun kisa kolunun 15 Mb’inda transpozisyon, poliferasyon ve
seleksiyon tanimlanmistir. Homininlerde bu segmentin kromozomal olarak yeri ve
kopya saysi gesitlilik gdstermektedir. insanda bu duplike olmus segmentte morpheus
adi verilen bir gen ailesi tanimlanmuistir. Protein kodladig1 varsayilan exonlar
karsilagtirildiginda homininler arasinda pozitif seleksiyon goriildiigii agiga ¢ikarilmistir.
Ana aminoasid degisimi insan ve bilyiik maymun soylarinin orangutandan

ayrilmasindan sonra oldugu saptanmustir.

Pozitif seleksiyon ile aminoasid kompozizyonunun degisimi insan ve sempanze
soylarinin ayrimidan sonra da devam ettigi goriilmiistiir. Insan ve Afrika
maymunlarinin ortaya ¢ikmasi sirasinda morpheus gen ailesinin adaptif evrimi,

niikleotid degisimine bagli olarak aminoasiddegisimi ile olmustur.

Eger es anlamli olmayan aminoasiddegisiminin ( Ka) es anlamli aminoasiddegisimine
(Ks) oran1 (Ka/Ks) 1’den biiyiikse pozitif seleksiyon gergeklesmis demektir. Morpheus
geninin 2. Ekzon (Ka/Ks =35.0) ve 4. Ekzonlarinda (Ka/Ks = 4.67) insan ve
sempanze soylarinin orangutandan ayrildiktan sonra 6nemli 6l¢iide pozitif seleksiyon

goriildiigii saptanmistir (Eichler ve ark. 2001).

Morpheus gen ailesinin cDNA’larindan reverse transkriptaz enzimi ile RT-PCR analizi

yapildiginda insanda hemen hemen tiim dokularda ekspresyonunun oldugu gériilmiistiir
(Sekil 2.7).
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Sekil 2.7 insan morpheus gen ailesinin RT-PCR analizinin jel goriintisi (Evan E.
Eichler ve ark. 2001).

Morpheus gen ailesi immiinolokolizasyon ¢alismalarinda yesil floresan protein ile
fiizyon edildiginde niikleer membranda lokalize oldugu gériilmiistiir. (Eichler ve ark.
2001) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8 Yesil floresan protein ile fiizyona ugratilmis morphus proteininin
immunolokolizasyon analizi gorunttst ( Eichler ve ark. 2001).

2.3. Programlanabilir Niikleazlar1 Kullanarak Genom Diizenlenmesi

Hedeflenmis genom diizenlenmesi (6nceden Kararlastirilmis bir lokusta genom
modifikasyonu yapilmasi) biomedikal arastirmalarda,tipta ve bioteknolojide
kullanilmaktadir.Ornegin;spesifik genin veya non-coding (kodlanmayan)

elementin (microRNA gibi ) fonksiyonunu bulmak icin onlar segilip inaktive edilir ve
hiicrede veya tiim organizmadaki fenotipik degisimler incelenir.Small interfering RNA
‘lar (siRNA) gen fonksiyon calismalarinda yaygin olarak kullanilmasina ragmen
siRNA’lar ile gen knockdown (susturma) genellikle yetersizdir ve spesifik degildir
(Krueger ve ark. 2007, Jackson ve ark. 2003).

Geleneksel gen hedefleme metodlari homolog rekombinasyon ile gen inaktivasyonuna
dayanir. Fakat yiksek okaryotik hlcrelerde homolog rekombinasyon olayinin etkisi ¢cok

diisiiktiir (1/108-1/107) . Bu nedenle rutinde kullanimlarini engellemektedir.
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Programlanabilir niikleazlar ise ; bolgeye 6zgii DNA ¢ift zincir kiriklari
olusturmaktadirlar. Boylece hedeflenmis mutasyona sebep olan homolog olmayan
uclarin birlestirilmesi tamir mekanizmana egilimli bir hata olusmasiyla homolog
rekombinasyonun etkisi artmaktadir (Bibikova ve ark. 2002).

Genom diizenleme teknolojisi hizla gelismektedir. Zinc finger nukleases (ZFN , ¢inko
parmak nlkleaz) 6nceleri genom diizenlemesi ile ilgilenen arastirmacilarin tek segenegi
iken 2011 yilinin sonlarindan itibaren transcription activator-like effector nucleases
(TALEN) genom diizenlemede kullanilmaya baslanmistir. Ocak 2013 te bakteriyel
adaptif immun sistemi olan ve DNA baglanma proteini yerine KigUk rehber RNA
bulunduran CRISPR /Cas sistemi (clustered regulary interspaced short palindromic
repeat, RGEN, RNA-guided engineered nucleases) bir cok grup tarafindan bagimsiz
olarak rapor edilmistir (Cho ve ark. 2013, Cong ve ark. 2013, Hwang ve ark. 2013,
Jiang ve ark. 2013, Mali ve ark. 2013, Jinek ve ark. 2013).

2.3.1 Programlanabilir Nukleazlarin Ortak Ozellikleri

2.3.1.1 DNA Cift Zincir Kiriklarim Tamir Etmeleri

DNA’y1 nadir kesen endoniikleazlara hedef bolge tanitilarak ¢ift zincir kirig
olusturulmus ve boylece fare kok hiicrelerinde homolog rekombinasyon oraninin arttig1
gozlemlenmistir (Rouet, Smih ve Jasin 1994). Homolog rekombinasyon yaparken ya
DNA kendisinin homologu olan DNA y1 ya da disaridan donor olarak verilen saglam

DNAy1 kullanmaktadir.

Cift zincir kiriklar1 homolog rekombinasyon yapacak donor DNA veya saglam homolog
DNA bulunmadigi durumlarda NHEJ (nonhomolog end joining, homolog olmayan
uglarin birlestirilmesi) tamir mekanizmayla tamir edilir (Bibikova ve ark. 2002). Bu
tamir mekanizmanda DNA ligaz kirik uglari higbir islem yapmadan birlestirmektedir.
(Sekil 2.9).
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Her iki tamir mekanizmasi da gen engellenmesi, gen eklenmesi, gen duizeltilmesi ve

kromozomun yeniden diizenlenmesi gibi hedeflenmis genetik modifikasyonlara neden

A) NHEJ B) HR
Ku70 / KuS0 (DSB sensing) & MIRN (DSB sensing)
DNA-PK activation AT activation

Ligase IV / XRCCa / XLF

SESES € 5= aasss NN ™ : _—
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Sekil 2.9 Cift zincir kiriklarinin tamir makenizmalari. A)NHEJ tamir mekanizmasi B)
Homolog rekombinasyon tamir mekanizmasi (http://cdn.intechopen.com/pdfs-
wm/38812.pdf).

2.3.1.2 Gen Engellenmesi

Gen knock-out (susturulmasi) genom diizenlenmesinin en basit seklidir. NHEJ tamir
mekanizmasini kullanarak hedeflenmis bolgede insersiyon ve delesyonlar olusmasi
saglanir. Bunun sonucunda genellikle frameshift (¢cergceve kaymasi) mutasyonu olusur
ve genetik bilgi kesintiye ugrar. Boylece gen susturulmus olur. Bu islem i¢in donor

DNA igeren bir vektore ihtiyag yoktur.

Gen susturulmast, organizmada ve hiicrede gen fonksiyonu bulma ¢aligmalarinda ¢ok

Onemli bir yere sahiptir.
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2.3.1.3 Gen Insersiyonu

Ilgilenilen geni genoma yerlestirmek igin genellikle plazmid DNA’s1 veya viral vekorler
kullanilir. Bu metodlar kullanildiginda insersiyon bolgesi kontrol edilemez. Transgen ve
onun diizenleyici sekansi istenmeyen bir bolgeye eklenebilir. Bu da hayati 6Gneme sahip
bir genin inaktivasyonuna veya protoonkogenin aktivasyonuna neden olabilir ( Hacein-
Bey-Abina ve ark. 2003).

Nikleazlar homolog rekombinasyonun etkisini arttirmakta ve bunu bdlgeye spesifik
olarak yapmaktadir. BOylece genin istenilen bolgeye yerlesmesi daha giivenli
olmaktadir ( Li ve ark. 2011, Doyon ve ark. 2011, Hockemeyer ve ark. 2011). Bu
islemi gerceklestirmek i¢in niikleaz ile birlikte eklenmek istenen geni ve kirtk

olusturulan bolgenin homologunu igeren "hedef vektor’ trasfekte edilir.

Bu metod ayrica genlerin ekspresyonunu izlemek icin genlere reporter gen veya peptid

tag (isaret) eklemek i¢in kullanilmaktadir (Doyon ve ark. 2011).

2.3.1.4 Gen Dogrulama ve Nokta Mutasyonlari

Hicrelere programlanabilir nikleazlar ve hedef vektor birlikte transfekte edildiginde
nokta mutasyonlari diizeltilebilir ya da tek niikleotidten olusan genetik varyasyonlar
genoma tanitilabilir (Bibikova ve ark. 2001, Bibikova ve ark. 2003, Porteus ve
Baltimore 2003, Urnov ve ark. 2005).

Bu islem hayvanlarda hastalik modeli olusturmakta da kullanilabilir ( Cui ve ark. 2011,
Wefers ve ark. 2013, Wang ve ark. 2013).

2.3.1.5 Kromozomlarin Yeniden Diizenlenmesi

Cift zincir DNA kirigi ile indiiklenen DNA tamiri sirasinda kromozomal degisimler
veya yapisal varyasyonlar artig gosterebilir. Programlanabilir niikleazlarla hiicrelerde

veya tiim organizmada megabaz boyutunda insersiyon ve delesyonlar olusturulabilir.
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Boylece biiylik kromozom degisimleriyle olusan genetik bozukluklarin diizeltilme
olasilig1 artmis olur. Eger ¢ift zincir kirig1 iki farkli kromozomda meydana gelmisse
kromozomal translokasyonlar olusabilir. Bu translokasyonlar birgok kanser iliskili
mutasyonun temelinde bulunmaktadir. istenmeyen kromozomal degisimler niikleazlarin

yanlis hedefleri kesmesinden (off-target) kaynaklanmaktadir.

2.3.2 Programlanabilir Nukleazlar
2.3.2.1 Zinc Finger Nucleases (Cinko Parmak Nukleazlar, ZFN)

ZFN’ler viriis, bakteri, nematod, kurbaga, bitki, bocek, fare, sigan, domuz gibi
organizmalarda endojen gen modifiye edilmesinde ve kiiltiire edilmis memeli
hicrelerinde gen diizenlenmesi amaciyla kullanilmaktadir ( Gaj ve ark. 2013, Urnov ve
ark. 2010).

ZFN’ler iki domenden olusurlar. Bunlar DNA-baglanma ¢inko parmak protein domeni
(ZFP) ve Fok I restriksiyon enziminden olusan niikleaz domenidir ( Kim, Cha ve
Chandrasegaran 2006). ZFN olusturulurken Fokl enziminin DNA baglanma domeni
¢ikartilmig onun yerine ZFP eklenmistir. FOk | DNA da gift zincirli kirik
olusturabilmesi i¢in dimerize haldedir ve Fok I restriksiyon enzimi 5-7 b¢ uzunlugunda
bir pargay1 genomdan keserek ayirir ( Bitinaite ve ark. 1998). Bu dimerlesme tanima
bolgesinin uzun olmasi igin gereklidir. Boylece ZFN’lerin spesifitesi artar. ZFN’lerin
spesifitesi ZFP’ler tarafindan belirlenir. ZFP’ler yiiksek dkaryotik organizmalarda en
¢ok bulunan DNA baglanma motifi olan C2H2 zinc finger (g¢inko parmak) motifi
igerir. (Tupler ve ark. 2001). Her bir zinc finger 3 bazgifti DNA sekansini tanir ve 3-6
tane zinc-finger motifi 9-18 b¢ DNA sekansina baglanacak olan tek bir ZFN alt birimini
olusturmak i¢in kullanilir ( Desjarlais ve Berg 1992, Rebar ve Pabo 1994). Zinc finger
niikleazlar genellikle guanin nikleotidi bakimindan zengin ve 5’- GNN- 3’ tekrar
sekansi iceren hedef bolgelerde basarili olurlar ( Kim ve ark. 2009) (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10 Zinc-finger nikleaz(ZFN) ciftinin sistematik gosterimi (Carroll ve ark.
2011).

2.3.2.2 Transcriptional Activator-like Effector Nukleases ( Transkripsiyonel
Aktivator Benzeri Efektor Nukleazlar, TALEN)

TALEN’ler viriis, maya, nematod, kurbaga, bitki, bocek, fare, rat, domuz gibi
organizmalarda endojen gen modifiye edilmesinde ve kiiltiire edilmis memeli
hicrelerinde gen diizenlenmesi amaciyla kullanilmaktadir (Gaj ve ark. 2013, Segal ve
Meckler 2013, Sun ve Zhao 2013, Joung ve Sander 2013).

TALEN’ler zing finger niikleazlara yap1 organizasyonu bakimindan benzer (Miller ve
ark. 2011). TALEN’ler de zinc finger nlkleazlar gibi karboksi uglarinda Fokl nikleaz
domeni bulundururlar. Fakat TALEN ‘lerde Transcriptional Activator-like Effector
(Transkripsiyonel Aktivator Benzeri Efektor, TALE) olarak bilinen ve bitki patojeni
olan Xanthomonas spp. bakterisinden elde edilen farkli sinif DNA baglanma domeni
kullanilir (Li ve ark. 2013, Doyle ve ark. 2013).

TALE’ler 33-35 aminoasid tekrarlarinin arka arkaya dizilmesiyle olusurlar. Her bir
aminoasid DNA da bir bazgiftini tanir (Mak ve ark. 2012, Deng ve ark. 2012). Tekrar
domenindeki niikleotid spesifitesi 12 ve 13. pozisyonda bulunan ve repeat variable
diresidues (RVDs) olarak adlandirlan iki aminoasit tarafindan belirlenir (Boch ve ark.

2009, Moscou ve Bogdano 2009). Guanin, adenin, sitozin ve timin bazlarini taninmasi
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icin farkli RVD modiilii yaygin olarak kullanilir. Bunlar; Asn-Asn, Asn-lle, His-Asp ve
Asn-Gly modulleridir.

TALEN’lerin herhangi bir DNA sekansina gore dizayn edilebilmesi, diger niikleazlarla
karsilastirildiginda avantaj olarak goriilmektedir. Ornegin; kiiciik DNA sekanslari
(enhancerlar ve miRNA kodlayan sekanslar gibi) hedef bolge bakimindan ZFN ve
RGEN’ler ile mutasyona ugratilamazlar fakat TALENIer kullanilarak kolayca

mutasyona ugratilabilirler.

TALENTIerin dizayn edilmesindeki tek zorluk hedef sekansin 5’ucunda iki amino-
terminal sifreli tekrar i¢eren katlanmalar tarafindan taninan timin niikleotidine ihtiyac

duyulmasidir (Mak ve ark. 2012).
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Sekil 2.11 TALEN ciftinin sistematik gosterimi (Mak ve ark. 2012).
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2.3.2.3. RNA-guided Engineered Nucleases(RNA rehberli tasarlanmms nukleazlar)
veya CRISPR/Cas sistemi (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats)(DNA’da diizenli olarak bulunan ve palindromik

tekrarlarla aralara serpistirilmis diziler)

Baglangigta bu RNA rehberli sistemler, bakteri, zebra balig1 embriyosu ve memeli
hiicrelerinde hedeflenmis mutasyonu indiiklemek i¢in kullanilmigtir. Daha sonra
RGEN’lerin genom diizenlenmesinde kullanimi bitki, nematod, meyve sinegi, fare,
sigan, insan olamayan primat ve insan pluripotent kok hiicreleri gibi birgok
organizmada artmistir ( Li 2013, Nekrasov ve ark. 2013, Shan ve ark. 2013, Friedland
ve ark. 2013, Dickinson ve ark. 2013, Cho ve ark. 2013, Gratz ve ark. 2013, Li ve
ark. 2013, Sung ve ark. 2014, Shen ve ark. 2013. Li ve ark. 2013, Niu ve ark. 2014,
Ding ve ark. 2013, Wang ve ark. 2013, Mali ve ark. 2013).

RNA rehberli DNA kirici sistem, arkelerde ve bakterilerde faj ve plasmidlere karsi
adaptif bagisiklik sistemi olusmasini saglar (Makarova ve ark. 2006, Barrangou ve ark.
2007). Bu organizmalar karsilastiklari faj ve plasmid DNA’lariin genellikle 20 bg
uzunlugundaki pargalarini (protospacer) kendi genomlarina CRISPR formunda entegre

ederler.

CRISPR/Cas sisteminde bu CRISPR alanlar1 pre-CRISPR RNA (pre-crRNA) olarak
transkribe edilir ve hedefe 6zgiin crRNA(crispr RNA) olusturmak igin islenir. Ayrica
lokustan hedeften bagimsiz olarak trans-activating crRNA (tracrRNA) transkribe
edilir. Trans-activating crRNA (tracrRNA) da pre-crRNA islenmesine katkida bulunur
(Deltcheva ve ark. 2011).

Daha sonra genellikle dualRNA—-Cas9 olarak adlandirilan aktif DNA endoniikleazi
olusturmak i¢in crRNA ve tracrRNA birlikte CRISPR-associated protein 9 (Cas9) ile
kompleks olusturular (Jinek ve ark. 2013). Sonug olarak endontkleaz 23 bg
uzunlugundaki hedef DNA sekansini ¢ift zincirli olark kirar. Bu 23 bg¢’nin 20 si
crRNA’daki rehber sekansin hedef sekanstaki karsiligi (protospacer), 3’iiise
Streptococcus pyogenes bakterisinden elde edilen DNA da ¢ift zincir kirik olusturan

Cas9 proteinin tanidig1 5’-NGG-3’ niikleotidlerinden olusan protospacer adjacent motif
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(PAM) sekansidir (Hsu ve ark. 2013, Mali ve ark. 2013, Mojica ve ark. 2009)
(Sekil 2.12).
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Sekil 2.12 RNA-guided engineered nucleases (RGENs) sematik gosterimi (Hyongbum
Kim ve Jin-Soo Kim 2014).
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3.MATERYAL VE YONTEM
3.1Hucre Kaltara
3.1.1 Hicre Materyali

Calismada kullanilan CV1 (makak maymunu bébrek fibroblast ) hiicreleri Max Plack
Institute for Evolutionary Biology de doktora sonrasi arastirmaci olarak ¢alisan
Cemalettin Bekpen tarafindan saglanmistir. Caligmalar sadece laboratuvar kosullarinda

yapilmustir.

3.1.2Donmus Hiicrelerden Kiiltiir Yapilmasi

Cemallettin Bekpen tarafindan -80°C s1v1 azot tankinda saklanan 1 ml CV1 hiicre
stispansiyonu -80 °C den alinip hiicre kiiltiirii laboratuvarina getirilmistir. Hiicre
slispansiyonunun erimesi saglanmistir. Eriyen hiicre siispansiyonu i¢cinde 10 ml
DMEM(Dulbecco's Modified Eagle Medium), yiksek glukoz, piriivat (gibco)besiyeri

bulunan 20 ml hacmindeki falkona konmustur. Boylece hiicreler ¢ozdiiriilmiistiir.

Cozlnen hicreler Ependorf Centrifuge 5810 R cihazinda 300 g de 4 °C derecede 5 dk
santrifiij edilmistir Santrifiijden sonra siipernatant atilip geriye kalan pelet 4ml DMEM,
yuksek glukoz, piruvat (gibco) besiyerinde pipetaj ile ¢ozdirilmiistiir.

Cozdurulen hicreler icinde 10 ml DMEM, yiiksek glukoz, pirtivat (gibco) mediumu
bulunan 75 cm’lik flasklara alinmistir. Flasklardaki hiicreler Leica 11k mikroskobu ile

gozlenmistir.

Hazirlanan kiiltiirler %5 CO2 li 37 °C etiivde saklanmustir.
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3.1.3 Hiicrelerin Pasajlanmasi

37 °C ,%b5 CO: i etiivde tireyen hiicreler pasajlanmistir. Etiivden ¢ikarilan 75 cmlik
flasklar 6nce 151k mikroskobunda kontrol edilmistir. Doluluk oran1 %80 nin tizerinde

olan hiicre kiiltiirleri seyreltilerek pasajlanmugtir.
Pasajlama islemi su sekilde yapilmstir:

Flask giivenilir kabine alindiktan sonra kapag1 acilip vakum makinesiyle i¢indeki

DMEM, yiksek glukoz, pirivat (gibco) besiyeri flasktan uzaklastirilmistir.

Flasktaki hucreler 10ml DPBS (Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline) (without Ca,
Mg)(PAN) ile 2 kere yikanmustir.

Hiicreleri yiizeyden kaldirmak amaciyla 4 ml tripsin (%0,05 tripsin-EDTA(1-X)-fenol
red) (gibco) eklenmis ve 37 °C %5 CO02 i etiivde 5 dk bekletilmistir.

Etiivden ¢ikarilmis hiicre kiiltiirii 151k mikroskobunda incelendikten ve hiicrelerin
yiizeyden kalktig1 saptandiktan sonra tripsinin reaksiyonunu sonlandirmak amaciyla
tripsin (%0,05 tripsin-EDTA(1-X)-fenol red) (gibco) oraninin 2 kati olacak sekilde 8
ml DMEM, yuksek glukoz, piriivat (gibco) besiyeri eklenmistir.

Flaskin i¢inde 12 ml olan hiicre sispansiyonu 20ml hacmindeki falkona alinarak,
hicreler ile DMEM, yuksek glukoz, pirtvat (gibco) ve tripsin (%0,05 tripsin-EDTA(1-
X)-fenol red) (gibco) karigimini ayirmak i¢in 300 g de 4 °C’de 5 dk santrifiij edilmistir.
Santrifijden sonra stipernatant atilip, geriye kalan pelet 4ml DMEM, yiiksek glukoz,
pirtivat (gibco) besiyerinde pipetaj ile ¢ozdiiriilmiistiir.

Gozdurdlen hicrelerin 1ml si alinarak 1/4, seyreltme olacak sekilde icinde 10 ml
DMEM, yiiksek glukoz, piriivat (gibco) mediumu bulunan 75 cm’lik flasklara
alinmistir (duruma gore 1/2, 1/10 vb. seyreltmeler de yapilmistir ). Seyreltme oranini
bulmak i¢in hiicre sayimi yapilmistir. Imilyon hicre olan bir stispansiyondan 250.000
hiicre olacak sekilde pasajlama yapilmistir. Hazirlanan kiiltiirler %5 CO; li 37 °C etiivde

saklanmustir.
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3.1.4 Hucrelerin sayilmasi

Icinde bulunan hiicrelerin sayisini tespit etmek istedigimiz flask giivenilir kabine
alindiktan sonra kapagi a¢ilip vakum makinesiyle i¢indeki DMEM, ylksek glukoz,
pirtivat (gibco) besiyeri flasktan uzaklastirilmistir.

Flasktaki hiicreler 10ml DPBS (without Ca, Mg) (PAN) ile 2 kere yikanmustir.

Hiicreleri yiizeyden kaldirmak amaciyla 4 ml tripsin (%0,05 tripsin-EDTA(1-X)-fenol
red) (gibco) eklenmis ve 37 °C %5 CO21i etiivde 5 dk bekletilmistir.

Etiivden ¢ikarilmis hiicre kiiltiirii 151k mikroskobunda incelendikten ve hiicrelerin
yiizeyden kalktig1 saptandiktan sonra tripsinin reaksiyonunu sonlandirmak amaciyla
tripsin oraninin 2 kat1 olacak sekilde 8 ml DMEM, yiiksek glukoz, pirlivat (gibco)

besiyeri eklenmistir.

Flaskin i¢cinde 12 ml olan hiicre siispansiyonu, 20ml hacmindeki falkona alinarak
hicreler ile DMEM, yuksek glukoz, pirtivat (gibco) ve tripsin karigimini ayirmak igin
300 g de 4 °C de 5 dk santrifuj edilmistir. Santrifiijden sonra siipernatant atilip, geriye
kalan pelet 4ml DMEM, yiiksek glukoz, pirtivat (gibco) mediumunda pipetaj ile

¢Ozdiirilmiistiir.

Bir ependorf tiipti alinip igine 20 pl tripan blue (sigma) ¢ozeltisi ve 20 pl hiicre
stispansiyonu eklenmistir ve 37 °C %5 CO021i etiivde 2 dk bekletilmistir.

Hemositometrenin oluklari arasina 10ul alttan 10ul Gistten olmak {izere karisim

yiiklenmistir.

Isik mikroskobunda kiigiik karelerin etrafindaki biiyiik 8 kare sayilip 2x1.000.000

ile ¢arpilarak 1ml deki toplam hiicre sayis1 bulunmustr.
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Sekil 3.1 Hemositometre

3.1.5 Hiicrelerin DNA izolasyonuna hazirlanmasi

DNAsimi almak istedigimiz hiicrelerin bulundugu flask giivenilir kabine alindiktan
sonra kapagi a¢ilip vakum makinesiyle i¢indeki DMEM, yiiksek glukoz, pirlivat (gibco)

besiyeriu flasktan uzaklastirilmistir.
Flasktaki hiicreler 10ml DPBS (without Ca, Mg) (PAN) ile 2 kere yikanmuistir.

Hicreleri yuzeyden kaldirmak amaciyla 4 ml tripsin (%0,05tripsin-EDTA(1-X)-fenol
red ) (gibco) eklenmis ve 37 °C %5 CO02 li etiivde 5 dk bekletilmistir.

Etiivden ¢ikarilmis hiicre kiiltiirii 151k mikroskobunda incelendikten ve hiicrelerin
yiizeyden kalktig1 saptandiktan sonra tripsinin reaksiyonunu sonlandirmak amaciyla
tripsin oraninin 2 kati olacak sekilde 8 ml DMEM, yiiksek glukoz, pirtivat (gibco)

besiyeriu eklenmistir.

Flaskin i¢inde 12 ml olan hiicre siispansiyonu 20ml hacmindeki falkona alinarak,
hicreler ile DMEM, yiksek glukoz, pirtvat (gibco) ve tripsin karisimini ayirmak i¢in
300 g de 4 °C derecede 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra siipernatant atilip,
geriye kalan pelet izerine 5ml DPBS (without Ca, Mg) (PAN) eklenip pipetaj ile
¢ozdirilmistir. DPBS (without Ca, Mg) (PAN) te ¢ziinem hiicreler 300 g de 4 °C de
5 dk tekrar santrifiij edilmistir. Stipernatatnt atilip pelet, DNA izolasyonu yapilana kadar
-20 °C dolapta saklanmustir.
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3.1.6 Hiicrelerin dondurulmasi
Islem uygulanmayacak hiicreler daha sonra kullanmak amaciyla dondurulmustur.

Dondurma islemi i¢in kullanilan 1ml hacimli tiipler 6nceden iizerine hiicrelerin isimleri

ve tarih yazilarak buzda bekletilmistir.

Ayrica dnceden dondurma soliisyonu hazirlanmigtir. Dondurma soltisyonu iginde % 5
oraninda DMSO (sigma) bulunan DMEM besiyeridir. 14 ml DMEM, yiiksek glukoz,
pirivat (gibco) besiyerine 700l DMSO (sigma ) 20ml hacmindeki falkona konularak
hazirlanmistir. Dondurma soltisyonu filtreden gecirildikten sonra 20ml hacmindeki

falkona alinarak buzda bekletilmistir.

Dondurma soliisyonu hazirlandiktan sonra, dondurmak istedigimiz hiicrelerin
bulundugu flask giivenilir kabine alinmis, sonra kapagi agilip vakum makinesiyle

icindeki DMEM, yuiksek glukoz, pirivat (gibco) besiyeri flasktan uzaklastirilmistir.
Flasktaki hiicreler 10ml DPBS (without Ca, Mg) (PAN) ile 2 kere yikanmustir.

Hiicreleri yiizeyden kaldirmak amaciyla 4 ml tripsin (%0,05tripsin-EDTA(1-X)-fenol
red) (gibco) eklenmis ve 37 °C %5 CO: li etiivde 5 dk bekletilmistir.

Etiivden ¢ikarilmis hiicre kiiltiirii 151k mikroskobunda incelendikten ve hiicrelerin
yiizeyden kalktig1 saptandiktan sonra tripsinin reaksiyonunu sonlandirmak amaciyla
tripsin oraninin 2 kat1 olacak sekilde 8 ml DMEM, yiksek glukoz, piriivat (gibco)

besiyeri eklenmistir.

Flaskin i¢inde 12 ml olan hiicre siispansiyonu 20ml hacmindeki falkona alinarak,
hiicreler ile DMEM ve tripsin karigimini ayirmak i¢in 300 g de 4 °C de 5 dk santrif(ij

edilmistir.

Santrifujden sonra stipernatant atilip, geriye kalan pelete 800l dondurma soliisyonu

eklenip pipetaj ile ¢ozdiirtilmiistiir ve buzda bekletilen 1 ml lik tiiplere aktarilmistir.

Hiicre soliisyonunun bulundugu tiipler iginde izopropanol bulunan kutulara konularak
-80 °C buzdolabinda 24 saat saklanmustir. 24 saat sonra tiipler kutudan ¢ikarilip -180°C

olan s1v1 azot tankinda daha sonra kullanilmak iizere saklanmustir.
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3.2. px330 CRISPR /CAS Vektorunun Hazirlanmasi

Addgene firmasindan saglanan px330 CRISPR /CAS Vektoriiniin transfeksiyona

hazirlanmasi tiretici firma tarafindan gonderilen px330 vektori CRISPR Genom

Engineering toolbox Target Sequence Cloning Protocol ‘line gore yapilmistir (Sekil

3.2).

Bu islemler Max Plack Institute for Evolutionary Biology de doktora sonrasi arastirmaci

olarak calisan Cemalettin Bekpen tarafindan yapilmistir.

Oncelikle Morpheus geninin 4. Exonunun PAM (NGG) dizisine gére oligolar dizayn

edilmis ve oligolar Eurofins Genomic firmasindan saglanmistir.

Sekans (5'den 3'e)
>RhNPIP exon 4 ileri primeri
caccgtggaagacctctttacttca
>RhNPIP exon 4 geri primeri

aaactgaagtaaagaggtcttccac

CTTGAAAAA c . TG .3

ue CBh NLS hSpCas9 NLS
pX330: hSpCas9
+ chimeric guide RNA D
., Bbsl Bbsl
5° - ARAGGACGARACATCGGGTCTTCGAGAAGACCTG AGAARTAGCAAGTTA AT
il
o ot IIIIIIIIIIIIIII\IHII\IIIII\IHIHIH\I\IIIIHIHIHII\I\|\\IIII\\I\IHI\I\II\IIIII\I\III\ IHI\IHIHIHIHIH\I
3. FITCCTGETTTGTB6C CCAGAAGC TCTTCTGGACAA4ATC TCGATCTTTATCGTTCARTTTTATTCCGATCA A .
guide sequence >~ CACCTHIAIRIRINITRNIT %'
insert 3~ CHNNNNNNNNNNND NCAAA -5°

Sekil 3.2 px330 CRISPR/Cas vektoriiniin sematik gosterimi
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3.2.1.px330 vektorunun Bbsl restriksiyon enzimi ile kesilmesi.

200 pL steril PZR tlpindn icerisinde 1ug pX330 vektord,1ul FastDigest
Bbsl(Fermentas),1ul FastAP (Fermentas),2ul 10X FastDigest Buffer, 15ul ddH20 son
hacim 20ul olacak sekilde karistirtlmistir. 30 dk 37°C de Aplied Biosystem veriti 96
well fast thermal cycler cihazi kullanilarak vektoriin kesim islemi yapilmigtir ve %1’lik

agaroz jelde yiiriitiilmiistiir.

3.2.2. Kesilmis px330 vektoriiniin jelden saflastirilmasi

Kesilen bantlar ‘‘Qiagen QIAquick Gel Extraction Kit”’ kullanilarak {ireticinin tavsiye

ettigi sekilde jelden temizlenmistir.

Kesilen Jel pargasi tartilarak, 3 birim tampon QG 1 birim jele eklenmistir
(100mg~100uL). Tip 10 dk 50 °C’de inkiibe edilmistir (jel tamamen ¢oziinene kadar).
1 birim izopropanol eklenerek karistirllmigtir. DNA’nin baglanmasi igin, Ornekler
QIAquick kolonuna yiiklenmis ve 1 dk 13 000 rpm’de santrifiij edilmistir. Akigkan
kisim atilarak, QIAquick kolon tekrar ayni toplama tiiplerinin igine yerlestirilmistir.
0,5 mL tampon QG, QIAquick tampona eklenerek 1 dk 13 000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Yikamak i¢in, 0,75 mL tampon PE QIAquick kolona eklenmis ve 13 000
rpm’de 1 dk santrifiij yapilmistir. Akiskan kisim atilarak, QIAquick kolon 1 dk daha 13
000 rpm’de santrifiij edilmistir. QIAquick kolon 1,5 mL’lik temiz mikrosantrifiij
tiplerine yerlestirilmis ve DNA’yr ayrnistirmak i¢in 50 pL  tampon EB,

QIAquickmembran’in ortasina eklenerek 1 dk santrifiij yapilmistir.

3.2.3.0ligolarn fosforile edilip cift zincirli hale getirilmesi

Dizayn edilen ve addgene firmasindan alinan oligolar kesilen vektor ile birlestirilmeden

once fosforile edilip ¢if zincirli hale getirilmistir.

200 pL steril PZR tapunin igerisinde 1pl oligo 1 (caccgtggaagacctctttacttca) (100mM )
, 1pl oligo 2 (aaactgaagtaaagaggtcttccac) (100mM), 1ul 10X T4 Ligation Buffer
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(NEB), 6.5ul ddH20, 0.5u1 T4 PNK (NEB) son hacim 10uL olacak sekilde
karigtirilmistir.

Reaksiyonun ger¢eklesmesi igin Aplied Biosystem veriti 96 well fast thermal cycler
cihaz1 kullanilarak PZR tipleri 37°C ‘de 30 dk, 95°C’ de 5 dk, 25 °C’de 5dk
beketilmistir.

3.2.4 Oligolarin Vektor ile Ligasyonu

200 pL steril PZR tlpdnun icerisinde 1 pl Bbsl restriksiyon enzimi ile kesilmis px330
vektorl (50 ng) , 1pl fosforile edilip cift zincirli hale getirilen oligo cifti (1:200
dilisyon), 5ul 2X Quick Ligation Buffer (NEB), 3 ul ddH20, 1pl Quick Ligase (NEB)
son hacim 11yl olacak sekilde karistirilmistir ve oda sicakliginda 10 dk inkiibe

edilmistir.

3.2.5 Ligasyon Reaksiyonunun istenmeyen Rekombinasyon Uriinlerinden

Kurtulmak I¢in Pasmidsafe exoniikleaz ile Muamele Yapilmasi

200 pL steril PZR tapunun igerisinde 11pul ligasyon reaksiyonu, 1.5 pl PlasmidSafe
Buffer, 1.5 pl 10 mM ATP, 1 pl ddH20 son hacim 15ul olacak sekilde karistirilmistir ve
Aplied Biosystem veriti 96 well fast thermal cycler cihazi kullanilarak 37°C ‘de 10 dk

inkiibe edilmistir.

3.2.6 px330 Vektéruniun E.Coli ‘ye Trasformasyonu

E. coli DH5-a (invitrogen TOP10 chemically competant cell) kompetan hiicrelerine

px330 vektoru Uretecinin tavsiye ettigi sekilde aktarilmistir.

50pL E. coli DH5-a (invitrogen TOP10 chemically competant cell) kompetan hiicre

uzerine 5 pL ligasyon firtinii eklenmistir.

Karisim 30 dk buzda bekletildikten sonra 42 °C’de 1dK 1s1 soku uygulanmistir. Karisim
1 dk buzda bekletildikten sonra (izerine 250 pl SOC (invitrogen ) besi yeri eklenmistir.
Daha sonra hcreler 37 °C 250 rpm calkalamali etiivde 1,5 saat biyiitiilmistiir ve
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ampisilin iceren LB agar besiyerine ekilerek gece boyunca 37 °C etlivde’de

biiylimistiir. Koloniler rastgele segilerek hiicrelerden plazmit izolasyonu yapilmustir.

3.2.7 Maxi Plasmid izolasyonu

Plazmid izolasyonu ‘’Qiagen EndoFree Plasmid Maxi Kit >’ kullanilarak ireticinin
tavsiye ettigi sekilde yapilmistir.

2 mL bakteri kiilttirti alinip 15 dk 6000g 4°C’de santrifiij edilerek toplanmustir. Santrifij
sonrasi iistte kalan sivi dokiilerek, tiip ters diiz edilimis ve fazlalik olusturan maddeleri
uzaklastirmak igin kagit havlu ile kurutulmustur. Ttpe tampon P1 (10ml) eklenerek ve
hiicre peleti vorteks yapilarak tamamen akici hale getirilmistir. Tampon P2 (10ml)
eklenerek ve tlp dort kere yavasca ters diiz edilerek karistirilmis, yaklasik 5 dk oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Orneklere buzda bekletilmis tampon P3(10ml) eklenerek,
dort sefer ters diiz edilerek karistirilmustir. Lizat Qiafilter kartusuna dokiilmiis ve oda
sicakliginda 10dk bekletilmistir. Lizat 50ml lik falkona filtre edilmistir. 2,5ml tampon
ER eklenmis ve on kere ters diiz edilerek karistirilmistir ve 30 dk buzda bekletilmistir.

Bos 50 ml lik falkona kolon yelestirilmistir ve kolonun 1slanmasi i¢in 10ml tampon
QBT eklenmistir.Kolona lizat yiikklenmistir ve 2 kere 30ml tampon QC eklenip kolona
baglanmasi saglanmistir. Kolon ¢ikarilip baska 20 ml lik bos falkona alinmistir ve 15ml
tampon QN eklenip DNA ‘nin kolondan falkona ge¢mesi saglanmistir. Kolon ¢ikarilip
falkona 10,5 m1 %100 ‘liik isopropanol eklenmistir ve 4 °C , 15000 g ‘de 30 dk santrifiij
edilmigtir.Stipernatant atilip kitte bulunan endotoxin free ile hazirlanmis oda
sicakliginda %70 lik EtOH eklenmistir ve 4 °C , 15000 g ‘de 10 dk santrifiij edilmistir.
Stipernetant atilip oda sicakliginda 5-10dk kurumaya birakilmaistir.

Kuruyan orneklerin (zerine DNA’y1 ayristirmak igin 20ul endotoxin free tampon
eklenerek Nanodrop ile DNA konsantrasyonlar1 dlgiilmiistiir. Izole edilen plazmitlerin

Sanger sekanslama metodu ile saglamas1 yapilmistir.

31



3.3. Morpheus Gen Dizisi Tastyan px330 CRISPR /CAS Vektorinin CV1

Hucrelerine Transfeksiyonu

Transfeksiyon <’Lonza Nukleofection Amaxa Kit*’ kullanilarak iireticinin tavsiye ettigi
sekilde yapilmaistir.

Icinde CV1 hiicre Kkiiltiirii olan ve px330 vektoriiniin transfeksiyonunu yapmak
istedigimiz istedigimiz flask giivenilir kabine alindiktan sonra kapagi agilip vakum
makinesiyle icindeki DMEM, yiksek glukoz, piriivat (gibco) besiyeriu flasktan

uzaklagtirilmastir.
Flasktaki hiicreler 10ml DPBS (without Ca, Mg) (PAN) ile 2 kere yikanmuistir.

Hiicreleri yiizeyden kaldirmak amaciyla 4 ml tripsin (%0,05tripsin-EDTA(1-X)-fenol
red) (gibco) eklenmis ve 37 °C %5 CO, i etiivde 5 dk bekletilmistir.

Etiivden ¢ikarilmis hiicre kiiltiirii 151k mikroskobunda incelendikten ve hiicrelerin
yiizeyden kalktig1 saptandiktan sonra tripsinin reaksiyonunu sonlandirmak amaciyla
tripsin oraninin 2 kat1 olacak sekilde 8 ml DMEM, yiiksek glukoz, pirtivat (gibco)

besiyeri eklenmistir.

Flaskin i¢cinde 12 ml olan hiicre siispansiyonu, 20ml hacmindeki falkona alinarak
hicreler ile DMEM, vyiksek glukoz, piriivat (gibco) ve tripsin karigimini ayirmak igin
Ependorf Centrifuge 5810 R cihazinda 300 g de 4 °C de 5 dk santrifilj edilmistir.
Santrifujden sonra slipernatant atilip, geriye kalan pelet 4ml DMEM, yuksek glukoz,

pirtivat (gibco) mediumunda pipetaj ile ¢ozdiirilmiistiir.
Hiicre sayimi yapilmistir.

Bir ependorf tiipii alinip igine 20 ul tripan blue (sigma ) ¢ozeltisi ve 20 ul hiicre

stispansiyonu eklenmistir ve 37 °C %5 CO0: li etiivde 2 dk bekletilmistir.

Hemositometrenin oluklar1 arasina 10ul alttan 10pul {istten olmak {izere karigim

yiiklenmistir.

Isik mikroskobunda kiigiik karelerim etrafindaki biiyiik 8 kare sayilip 2x1.000.000

ile carpilarak 1ml deki toplam hiicre sayist bulunmustur.
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Hicre solusyonunda 1 milyon hiicre olacak sekilde dilisyon yapilmustir ve 300 g de 4 °C
de 5 dk santrifiij edilmistir.

1,5 ml lik ependorf tiipte her reaksiyon igin 82pl Nucleofactor ™ Solution 18 pl
Suplement, 5 pl px330 vektori (1 pg / pl), 5 pl delition prob karistirilip santrifiij
edilen hiicrelerin bulundugu falkona konmustur. Hiicreler bu karigim ile pipetaj yapilip
lyice ¢oziindiikten sonra hava kabarcig1 olmayacak sekilde kuvete aktarilip kuvetin
kapag1 kapatilmigtir. Kuvet Lonza Nucleofactor ™ 2b cihazina yerlestirilip A-033
programi secilmistir.

Delition probunun sekansi asagida belirtilmistir. Buna gore golgelendirilmis A ve T
niikleotidlerinin arasinda normalde bir C nikleotidi bulunurken deletion probunda bu

nikleotid bulunmamaktadir.

5’-TCCAGGAATTAAAATTGGCCTGGAAGACCTCTTTATTCATGGAGATATAT
GGAAGCCAAAGTTCGAGCTGAGGTCCATA-3

Ayrica ayni islem reaksiyona delition prob konulmadan da yapilmistir. Lonza
Nucleofactor ™ 2b cihazinda transfeksiyon islemi tamamlandiktan sonra hiicre
soliisyonudamlalikla 24 kuyucuklu platelere alinmigtir. Kuyucuklarin her birine 1 ml
DMEM, yiiksek glukoz, piriivat (gibco) besiyeri konulup dilisyon yapilmustir.
Kuyucuktaki hiicre soliisyonu pipet yardimi ile alinarak i¢cimde 10 ml DMEM, yuksek
glukoz, pirtivat (gibco) besiyeriu bulunan 75 cm ‘lik flasklara konmustur. Hiicrelere
kiiltiir olusturmalari igin 48 saat higbir islem yapilmamustir. 37 °C %5 CO: i etiivde 5
dk bekletilmistir.
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3.4. Mikroskop ile Hiicrelerin Morfolojik Olarak Incelenmesi

Transfeksiyon yapilan hiicreler transfeksiyondan 72 saat sonra Leica 151k mikroskobu
ile morfolojik olarak incelenmistir. Ayrica Las ez bilgisayar programi kullanilarak

hiicrelerin fotograflari ¢ekilmistir.

3.5. Immiino Floresan Deneyi

Immuno floresans gériintiilenme yapilmadan &nce transfeksiyon yapilan CV1 hiicreleri

ve kontrol hiicreleri 24 well plate’e aktarilmistir.

Immuno floresans goriintiileme yapmak istedigimiz hiicrelerin bulundugu flask
giivenilir kabine alindiktan sonra kapagi a¢ilip vakum makinesiyle icindeki DMEM,
yuksek glukoz, pirlivat (gibco) besiyeri flasktan uzaklastirilmistir.

Flasktaki hiicreler 10ml DPBS (without Ca,Mg) (PAN) ile 2 kere yikanmustir.

Hiicreleri yiizeyden kaldirmak amaciyla 4 ml tripsin (%0,05tripsin-EDTA(1-X)-fenol
red) (gibco) eklenmis ve 37 °C %5 CO2 i etiivde 5 dk bekletilmistir.

Etiivden ¢ikarilmis hiicre kiiltiirii 151k mikroskobunda incelendikten ve hiicrelerin
yiizeyden kalktig1 saptandiktan sonra tripsinin reaksiyonunu sonlandirmak amaciyla
tripsin oraninin 2 kati olacak sekilde 8 ml DMEM, yiiksek glukoz, pirtivat (gibco)

besiyeri eklenmistir.

Flaskin i¢inde 12 ml olan hiicre siispansiyonu, 20ml hacmindeki falkona alinarak
hicreler ile DMEM, yuksek glukoz, pirtivat (gibco) ve tripsin karigimini ayirmak igin
Ependorf Centrifuge 5810 R cihazinda 300 g de 4 °C de 5 dk santrifiij edilmistir.
Santrifujden sonra slipernatant atilip, geriye kalan pelet 4ml DMEM, yuksek glukoz,

pirtvat (gibco) mediumunda pipetaj ile ¢6zdiiriilmiistiir.

24 well plate i¢indeki her bir kuyucuga 500ul DMEM, yiksek glukoz, piriivat (gibco)
eklenip her bir kuyucugun igine lamel konulmistur. Lamellerin kuyucuk tabanina

yapisabilmesi i¢in pipet yardimiyla bastirilmistir.
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Kuyucuklarin igine goriintiilleme yapmak istenilen hiicre siispansiiyonundan 50 pl

konulmustur.

Immiino floresans deneyi kontrollii olarak yapilmistir. Kontrol i¢in CV1 hiicrelerine
sadece prob ile transfeksiyon uygulanmistir. Diger kontrol ise hicbir islem yapilmamis
CV1 hiicreleri ile yapilmistir. Mutasyonlu hticreler ise sadece px330 vektor
transfeksiyonu yapilan CV1 hiicreleri ve px330 vektorii ile birlikte delesyon probu

transfeksiyonu yapilan CV1 hiicreleridir.

24 well plateteki hiicreler 24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra protein
ekspresyonunun UV 15181 uygulanan ve uygulanmayan hiicrelerdeki farkini gérmek

amactyla kuyucuklarin bir kismina 200 pjoule UV 15181 uygulanmistir.
UV 15181 uygulamasindan sonra her iki well plate de fiksasyon islemi uygulanmustir.

Kuyucuklarin i¢indeki DMEM, yiksek glukoz, pirtivat (gibco) besiyeri vakum
makinesi ile uzaklastirildiktan sonra her bir kuyucuga 500ul -20 °C de bekletilen soguk
metanol eklenip 24well plateler 10dk -20 °Cda bekletilmistir. Daha sonra metanol
kuyucuklardan vakum makinesiyle uzaklastirilmistir ve lamellerin kurumasi i¢in 5 dk

oda sicakliginda bekletilmistir.
Kuruyan kuyucuklar 4kere 1ml DPBS (without Ca,Mg) (PAN) ile yikanmistir

Kuyucuklarin i¢indeki DPBS (without Ca,Mg) (PAN) uzklastirildiktan sonra her bir
kuyucuga 500ul binde birlik saponin soliisyonu eklenmistir ve 10dk calkalayicida
bekletilmistir.

Kuyucuklardan saponin soliisyonu uzaklastirildiktan sonra her bir kuyucuga yuzde
3’lik 300ul bloklama ¢ozeltisi spesifik olmayan antikor baglanmalarini 6nlemek
amactyla konulmustur ve Gzerleri parafin ile kaplanarak 30 dk oda sicakliginda

calkalayicida bekletilmistir.

Kuyucuklardan bloklama ¢6zeltisi uzaklastirildiktan sonra cas proteinini gorintiulemek
icin Vektorde Cas geninin yukari kisminda bulunan FLAG isaretleyicisi vasitasiyla
goriintiilenmistir. Bunun i¢in binde birlik M2 fare monoklonal antikor flag-tag (sigma)
eklenmistir. Daha sonra 1:100 oraninda seyreltmis MP4 tavsan morpheus antikoru sekil
3.3 " te belirtilen farkli kuyucuklara eklenmistir ve 48 saat 4°C de bekletilmistir.
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Tiibilin proteinini goriintiilemek i¢in ayni1 islemler uygulanmig M2 fare monoklonal

antikor flag-tag yerine 1:2000 oraninda Tiibilin antikoru eklenmistir.

4°C’ den cikarilan 24 well plateteki kuyucuklardaki ¢cozelti uzaklastirildiktan sonra
saponin ¢ozeltisi eklenmis ve 20 dk calkalayicida beklenmistir. Bu islem 3 kez

tekrarlanmigtir.

Yiizde 3’liikk bloklama ¢6zeltisi hazirlanarak ikincil (secondary) antikor boyanmasi
gerceklestirilmistir. Alexa fluor 488 goat-anti Mouse (life tecnologies) ve Alexa Fluor
546 goat anti-rabbit (life tecnologies) antikorlar1 1/2000 oraninda ayni falkon iginde
bloklama ¢ozeltisi ile seyreltilmis ve her kuyucuga 250ul eklenmistir. 45 dk
calkalayicida bekletilmistir.

24 well plate teki kuyucuklardaki ¢ozelti uzaklagtirildiktan sonra saponin ¢ozeltisi

eklenmis ve 20 dk plate shaker da beklenmistir. Bu islem 3 kez tekrarlanmastir.

D

Sekil 3.3 Immiino floresans deneyi 6rneklerinin siralanmasi. 1,2,3,4. kuyucuklara UV
15181 uygulanmistir ve 1:100 oraninda MP4 morpheus antikoru ile muamele
edilmistir.5,6,7,8 kuyucuklara UV 15181 uygulanmamistir ve 1:100 oraninda MP4
morpheus antikoru ile muamele edilmistir. 9. ve 10. kuyucuklara UV uygulanmamigtir
ve cas proteininin aktivitesini 6lgmek igin Birincil antikor tubilin yerine flag tag antkoru
kullanilmustir.

A sirasinda px330 vektori ile birlikte delesyon probu transfeksiyonu yapilan
CVlhiicreleri, B sirasinda sadece prop ile transfeksiyon uygulanan CV1hiicreleri,

C sirasinda px330 vektor transfeksiyonu yapilan CV1 hiicreleri,

D sirasinda higbir islem uygulanmayan CV1 hiicreleri bulunmaktadir.
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Lam (superfrost ultrofrost) (25*75*1.0mm) (Thermo scientific ) tizerine 10pl
Prolong®Gold antifade reagent with DAPI (life tecnologies) damlatilarak
kuyucuklardan pens yardimiyla ¢ikarilan cover glasslar iizerlerine kapatilmistir.4°Cda
gece boyunca bekletilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4 Lam iizerine yerlestirilmis coverglasslarin gosterimi

Lamlarin izerlerine bir damla gliserol damlatilip axiophot2(Zeiss) immuno floresans

mikroskopunda goriintiilenmis ve fotograflari ¢ekilmistir.

3.6. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu ‘’Qiagen Blood & Cell Culture Mini Kit”” kullanilarak iireticinin
tavsiye ettigi sekilde yapilmistir.

Onceden DNA izolasyonu igin hazirlanan hiicreler -20 °C buzdolabindan alinarak buzda
eritilimigstir. Ayrica tampon C1, PBS, distile su buza konarak sogutulmustur.

DNA izolasyonu yapilacak hiicrelerin bulundugu falkona 0.5 ml soguk PBS, hiicreyi
pargalamak icin 0.5ml tampon C1, 1.5ml distile su konulup pipetaj yapilarak
kanigtirilmistir ve 10 dk buzda bekletilmistir.

Buzdan alinan karisim 4 °C,1300 g ‘de 15 dk santrifiij edilip niikleer pellet olusmasi

saglanmistir. Siipernetant atilmistir.
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Niikleer pelletten hiicre artiklarini ayirmak i¢in yikama basamagi uygulanmistir.
Niikleer pelletin iistiine 0.25 ml soguk tampon C1, 0.75 ml soguk distile su eklenip
niikleer pellet pipetaj yapip ¢ozdiirilmistiir.Karisim 4 °C, 1300 g ‘de 15 dk santrifij
edilip supernatant atilmustir.

Nikleer pelletin Gzerine 1ml tampon G2 eklenerek iyice ¢Ozdiirilmis, nukleusun
pargalanmasi ve proteinlerin denature edilmesi saglanmistir.

25l Qiagen Protease eklenmistir ve 1.5 ml’lik ependorf tiipe aktarilmistir. 50°C’de 60
dk inkiibe edilmistir. Boylece proteinlerin fragmentlere ayrilmasi ve DNA‘ya bagh
proteinlerin DNA‘dan ayrilmalari saglanmistir.

Bos 20 ml lik falkona kolon yelestirilmistir ve kolonun 1slanmasi i¢in 1ml tampon QBT
eklenmistir.

Inkiibasyondan ¢ikan DNA karisimi kolona yiiklenmistir ve 3 kere 1ml tampon QC
eklenip kolona baglanmasi saglanmistir.

Kolon ¢ikarilip bagka 20 ml lik bos falkona alinmistir ve 2 kere 1ml tampon QF eklenip
DNA ‘nin kolondan falkona ge¢mesi saglanmistir.

Kolon ¢ikarilip falkona 1,4 ml %100 ‘liikk isopropanol eklenmistir ve 4 °C , 5000 g ‘de
35 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant atilip buzda sogutulmus %70 lik EtOH
eklenmistir ve 4 °C , 5000 g ‘de 10 dk santrifiij edilmistir. Siipernetant atilip oda
sicakliginda gece boyunca kurumaya birakilmistir. Kuruyan orneklerin izerine DNA’y1
ayristirmak i¢in 20uL tampon EB, eklenerek Nanodrop ile DNA konsantrasyonlari

Olclilmiistiir.

3.7.Primer hazirlanmasi
Makak maymunu Morpheus genine ve delesyon mutasyonuna 0Ozgl ileri ve geri

primerler tasarlanmistir.

Rh_NPIP ileri primeri
5'AACAGCTTCTTGCCCTCAGGTTTCT3'
Rh_NPIP geri primeri
5'GTTTGTGTCAAGGCACATCTTACCC3'
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Rh_NPIP delesyon ileri primeri
5'AATTGGCCTGGAAGACCTCTTTATS3'
Rh_NPIP delesyon geri primeri
5'TGGCTTCCATATATCTCCATGAAT3’

Primerler Eurofins Genomic firmasindan saglanmistir. Primerler mutasyonun kontrolii
icin PZR reaksiyonunda kullanilmistir.

PGEMT easy vektori ile mutasyonlu morpheus gen pargasi ligasyon yapildktan sonra
E.coli DH5a 'ya transforme edilmistir. Koloni secilimi yapilip plasmid izolasyonu
yapiliktan sonra secilen kolonilerde morpheus gen parcalarinin olup olmadigini kontrol
etmek icin T7 ileri ve SP6 geri primeri kullanilarak PZR reaksiyonu gergeklestirilmis ve

%1'lik agaroz jelde goriintiilenmistir.

SP6 geri primeri
5'TATTTAGGTGACACTATAG 3’
T7 ileri primeri
5'TAATACGACTCACTATAGGG3'

3.8. PZR Reaksiyonu

200 L steril PZR tipundn icerisinde 4 pL 5X PZR Tamponu (5X Green Go Tag Flexi
Buffer ) (Promega), 0,25 mM dNTP karisimi (Roche), 1,5 mM MgCl> (Promega), 1
unite Tag DNA polimeraz, 15 pmol ileri primer, 15 pmol geri primer ve steril distile su

son hacim 20 pL olacak sekilde karistirilmistir.

PZR dongii kosullart: 95 °C’de 5dk baslangi¢ denatiirasyonu, 42 dongii; 95 °C’de 30 sn,
55 °C’de (optimizasyon sonrasinda en iyi ¢alisan baglanma sicakligi olarak tespit
edilmistir) 15 sn ve 72 °C’de 30 sn, yapildiktan sonra en son 7dk 72 °C’de tutularak

tamamlanmistir. PZR Grlnleri %1°lik agaroz jelde goriintiilenmistir.
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3.9. pPGEM-T Easy Vektoriine PZR Uriiniiniin Klonlanmasi

PZR Urunleri pPGEM-T Easy (Promega) vektoriine (Sekil 3.5) klonlanmistir. 3ul. PZR
urinu, 50 ng pGEM-T Easy vektorl (Promega), 1X ligaz tampon ¢ézeltisi (Promega)
ve 2 Unite T4 DNA ligaz enzimi (Promega) son hacim 10 pL olacak sekilde PZR tiipiine
konulmustur. Karisim gece boyunca 4 °C’de (yaklasik 16 saat) inkiibe edilmistir.
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Sekil 3.5 PGEMT easy vektoriiniin sematik gosterimi

3.10. E. coli Kompetan Hiicrelere ligasyon Urtininiin Aktarilmasi
E. coli DH5-a (invitrogen TOP10 chemically competant cell) kompetan hicrelerine

PGEM-T Easy Vektori Uretecinin tavsiye ettigi sekilde aktarilmistir.

50pL E. coli DH5-a (invitrogen TOP10 chemically competant cell) kompetan hiicre

Uzerine5 UL ligasyon iiriinii eklenmistir.

Karisim 30 dk buzda bekletildikten sonra 42 °C’de 1dk 1s1 soku uygulanmistir. Karigim
1 dk buzda bekletildikten sonra tizerine 250 pl SOC (invitrogen ) besi yeri eklenmistir.
Daha sonra hcreler 37 °C 250 rpm ¢alkalamali etiivde 1,5 saat biyiitiilmiistiir ve
ampisilin iceren LB agar besiyerine ekilerek gece boyunca 37 °C etlivde’de

biiylimiistiir. Koloniler segilerek hiicrelerden plazmit izolasyonu yapilmigstir.
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3.11. Plazmit izolasyonu

Plazmidler ““QIAGEN QIAprep Spin Miniprep Kit’’ kullanilarak firetici firmanin

tavsiye ettigi sekilde izole edilmistir.

2 mL bakteri kiiltiiri alinip 5 dk 15 000 rpm’de santrifiij edilerek toplanmistir. Santrifij
sonrasi iistte kalan s1v1 dokiilerek, tiip ters diiz edilimis ve fazlalik olusturan maddeleri
uzaklastirmak i¢in kagit havlu ile kurutulmustur. Tipe tampon P1 (250 pL) eklenerek
ve hiicre peleti vorteks yapilarak tamamen akici hale getirilmistir. Tampon P2 (250 pL)
eklenerek ve tlip dort kere yavasca ters diiz edilerek karigtirilmis, yaklasik 5 dk oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Orneklere N3 soliisyonu (350 pL) eklenerek, dort sefer
ters diiz edilerek karistirilmistir. Ornek tiipler 10 dk 15 000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Lizat temizlenerek tstteki faz donme kolonuna transfer edilmis ve oda sicakliginda 1 dk

15 000 rpm’de santrifiij yapilmistir.

Santrifijden sonra, toplama tiipiindeki alt faz atilarak toplama tiipii geri ¢ikartilmustir.
750 pL Kolon Yikama soliisyon tamponu PE donme kolonuna eklenerek oda
sicakliginda 1 dk 15 000 rpm’de santrifiij yapilmigtir. Akigkan kisim atilarak toplama
tiipline tekrar yerlestirilmis ve 1 dk daha santrifiij yapilarak kalan yikama tamponu
tamamen uzaklastirilmistir. Donme kolonu igerigi 1,5 mL yeni steril bir tiibe aktarilmais,
plazmid DNA’s1 50 pL tampon EB (elution buffer) eklenerek ve 1 dk 15 000 rpm’de
santrifiij yapilarak ayristirilmistir. Izole edilen plazmid DNA’s1 -20 °C’de saklanmustir.

Izole edilen plazmidler (600 ng) SP6 geri primeri kullamlarak Sanger sekanslama

teknolojisi ile sekanslatilmistir.
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4. BULGULAR
4.1 CV1 Hiicrelerinin Morfolojik Olarak Incelenmesi

Dr. Cemalettin BEKPEN’den temin edilen morpheus geninin exon 4 hedef bolgesini
iceren px330 CRISPR/Cas vektoriiniin CV1 hiicrelerine niikleofactor 2b cihaziyla
transfeksiyonu gergeklestirilmistir.

Transfeksiyondan 72 saat sonra CV1 hiicreleri mikroskop altinda incelenmistir. Deney
kontrollii olarak gergeklesmistir.CV1 hiicrelerinde hi¢bir morfolojik farklilik
gbzlemlenmemistir (Sekil 4.1 ve 4.2)

— - —<

Sekil 4.1 px330 CRISPR/Cas vektdru transfeksiyonu yapilmayan CV1(Makak
maymunu bobrek fibroblast hucreleri)(KONTROL)
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Sekil 4.2 Px330 CRISPR/Cas vektori transfeksiyonu yapilan CV1 (Makak maymunu
bobrek fibroblast hucreleri) (MUTASYONLU) (A,B,C 1.Transfeksiyondan 72 saat
sonra CV1 hicreleri, D,E,F 2. Transfeksiyondan 72 saat sonra CV1 hiicreleri )

4.2 PZR Reaksiyonu Sonuclari

px330 vektor transfeksiyonu yapilmis CV1 hiicresinden DNA izolasyonu yapilarak PZR
reaksiyonu gerceklestirilmistir. Makak maymunu Morpheus genine 6zgu, delesyon
mutasyonuna 0zgu ileri ve geri primerler tasarlanarak reaksiyon gergeklestirilmis ve
%1'lik agaroz jelde goriintiilenmistir. Gortintilenme sonucu mutasyonun gergeklestigi
saptanmustir. (Sekil 4.3).

M M 12 3

Sekil 4.3 px330 vektorii transfeksiyonundan sonra mutasyonlu DNA parcalarinin PZR
sonrasinda %1°lik agaroz jelde goriintiisii.1.kuyucuk ileri morpheus primeri ile geri
delesyona 6zgili primerin reverse primer olarak kullanildigit PZR (155 bg) 2.kuyucuk
geri morpheus primeri ile ileri delesyona 6zgii primerin forward primer olark
kullanildigr PZR(130) 3. Kuyucuk morpheus primerlerinin kullanildigi PZR (260 bg
)M: Molekiiler agirlik markori (FastRuler Low Range DNA Ladder, Thermo scientific)
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PGEMT easy vektorl ile mutasyonlu morpheus gen pargasi ligasyon yapildktan sonra
E.coli DH5a 'ya transforme edilmistir. Koloni seg¢ilimi yapilip plasmid izolasyonu
yapiliktan sonra segilen kolonilerde morpheus gen parcalarinin olup olmadigini kontrol
etmek icin T7 ileri ve SP6 geri primeri kullanilarak PZR reaksiyonu gerceklestirilmis ve
%1'lik agaroz jelde goriintiilenmistir. . GOrlintlilenme sonucu morpheus gen pargalarinin

plasmidlerde bulundugu saptanmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 PGEMT easy ile ligasyondan sonra ileri SP6 ve ger T7 primerleri ile yapilan
PZR sonrasinda %1 ’lik agaroz jelde goriintiisii.1-11. Kuyucuklar propsuz yapilan
2.transfeksiyondan elde edilen DNA ile PGEMT easy vektor ligasyonu. 12-22 .
kuyucuklar proplu yapilan 2.transfeksiyondan elde edilen DNA ile PGEMT easy vektor
ligasyonu.23-33 Kuyucuklar propsuz yapila 1.transfeksiyondan elde edilen DNA ile
PGEMT easy vektor ligasyonu.

34. kuyucuk negatif kontrol M: Molekiiler agirlik markorii (FastRuler Low Range DNA
Ladder, Thermo scientific)

|
-
-
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4.3 Immuno floresans deneyi sonuclari

Kontrol ve px330 vektorii ile transfekte edilmis CV1 hiicreleriyle immiino floresans
deneyi yapilmistir. Deneyler hem UV ile muamele edilen CV1 hiicreleriyle hem de UV
ile muamele edilmeyen CV1 hiicreleriyle gergeklestirilmistir. (Sekil 4.5 ve 4.6).
Bulgularda da goriildiigi gibi px330 vektorii ile transfekte edilen hiicrelerde M4
morpheus proteini transfeksiyon olmayan hiicrelerde de oldugu gibi ¢ekirdekte lokalize
olmus ve expresyonunda belirli bir azalma g6zlenmistir. Daha 6nce ayn1 laboratuarda
yapilmis olan deneylerin bulgulari 1s18inda UV 1sinlarina maruz birakilan CV1
hiicrelerinde morpheus expresyonunun arttig1 gézlenmistir. Bu ¢calismada da hiicrelerin

UV ile muamele edilmesini takiben vektorle transfekte olmus olduklarindan morpheus

gen expresyonunun azaldig: tespit edilmistir. (Sekil 4.5).

Sekil 4.5 Immuno floresans deney sonuglar1 1:100 morpheus antikoru ile boyama.
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Sekil 4.5 Immuno floresans deney sonuglar1 1:100 morpheus antikoru ile boyama.
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Sekil 4.5 Immuno floresans deney sonuglar1 1:100 morpheus antikoru ile
boyama(devam).A.UV ile stimule edilen kontrol CV1 hiicreleri. B. UV ile stimule
edilen px 330 morpheus crispr/ cas vektorii ile transfekte edilmis CV1 hiicreleri C.UV
ile stimiile edilmemis kontrol CV1 hiicreleri D. UV ile stimiile edilmemis px 330
morpheus crispr/ cas vektori ile transfekte edilmis CV1 hiicreleri E. UV ile stimile
edilen delesyon prob ile transfekte edilmis CV1 hiicreleri F. UV ile stimile edilmeyen
delesyon probu ile transfekte edilmis CV1 hiicreleri G. UV ile stimile edilen delesyon
probu ve px330 morpheus crispr/cas vektori ile transfekte edilmis CV1 hiicreleri H. .
UV ile stimiile edilmeyen delesyon probu ve px330 morpheus crispr/cas vektori ile
transfekte edilmis CV1 hiicreleri ( Mavi: DAPI, kirmizi:M4 morpheus, yesil: Tiibilin
antikor boyamasini gostermektedir.)

Transfeksiyon islemini takiben 48 saat icinde Cas proteini en yliksek ekspresyon
seviyesine ulagtigindan vektoriin CV1 hiicrelerine alip alinmadigini kontrol amaciyla
ayrica hiicreler anti-Flag proteinin birincil antikoru ile boyanmistir. Bu islemde Flag
proteini Cas proteinin iist kisminda (upstream) bulundugu icin dolayl olarak Cas
proteinin expresyonu gosterilmistir (Sekil 4.6). Sekilden de anlasilacag gibi delesyon
probunun varliginda ve yoklugunda Cas proteini expresyonu gozlenmekte ancak

delesyon probu hiicredeyken Cas’in aktivitesi daha fazla olmaktadir.
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Sekil 4.6 Birincil boyamada tubilin yerine flag tag boyamasi yapilmis immuno floresans
deney sonuglar1 1:100 morpheus antikoru ile boyama

A. px330 vektorii ile birlikte delesyon probu transfeksiyonu yapilan CV1 hiicreleri

B. px330 vektor transfeksiyonu yapilan CV1 hiicreleri( Mavi: DAPI, kirmizi:M4
morpheus, yesil:anti-flag(cas) antikor boyamasini géstermektedir.)
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4.4.DNA Sekanslanmasi Sonuglar

Mutasyonlu hiicrelerden elde edilen PZR Urlnleri pGEMTeasy vektorune ligasyon

yontemiyle aktarildiktan sonra E.coli hiicrelerine tranforme edilmis ve rastgele secilen

33 adet koloniden plasmid izolasyonlarini takiben Sanger yontemi ile sekanslanmuistir.

Sekanslama sonrasi gelen sonuglarin tamami blast (https://genome.ucsc.edu/cqgi-

bin/hgBlat?command=start ) yazilim1 kullanilarak hizalama yapilmistir. Sekil 4.7’de

kontrol ve mutasyona ugramis morpheus gen dizisine ait sekans sonuglar1 érnek olarak

gosterilmis olup segilen 33 koloniye ait sekans sonuglart EK-3de belirtilmistir.

BioEdit Sequence Alignment Editor

ABI Chromatbgram: C:\Users\kubra_000\Dropbox\Kubra\0140_T_Cemali_19_08_2014_2014-08-20\A02_D

el Selected 105 | Sample: D3_1 [File: C'Useryicubra_000'Dropbos} Kubral0140_T_Cemali_19_0_2014_2014.08-20:402_D3_1_002 bl

60 70 80 90 100 110 120 130
CACTAGTGATTAATTGGCCTGGAAGACCTC Y TTATTCATGGAGATATAT GGAAGCCAAAGTTCGAGCTGTAGTCCATAAGG

f f 1 f i
e

_I

BioEdit Sequence Alignment Editor

t view Zoom Horizontal Scale Accesory Application RNA [Window Help

ABI Chromatoglam: C:\Users\kubra_000\Dropbox\Kubra\0141_T_Cemali_19_08_2014_2014-08-20\F04_ED1_

;' Selected: none | S2mple: ED1_3 (File: C:\Users doubra_000Dropbox Hubra\0141_T_Cemali_19_08_2014_2014-08-20F04_ED1_3_012.ab1

60 70 80 ] 100 110 120 130 14
ACTAGTGATTAATTGGCCTGGAAGACCTCTJTATTTCATGGAGATATATGGAAGCCAAAGTTCGAGCTGTAGTCCATAAG

g

Mutasyonlu
(del14903684C)

Morpheus geni
DNA sekansi

Kontrol
DNA
SEKANSI

Sekil. 4.7 Mutasyonlu DNA sekansi ve kontrol DNA sekansi karsilastirmali 6rnegi
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5.SONUC

Segmental duplikasyonlar genomik DNA da bulunan duplikasyon bloklaridir.
Buyuklukleri tipik olarak1-200 kb arasinda degisir (IHGSC 2001). Segmetal
duplikasyonlar yiiksek kopyali tekrarlar ve intron ve ekzon yapisinda gen dizileri gibi

Ozel diziler igerirler.

Segmental duplikasyonlar nokta mutasyonu ve retrotranspozon aktivitesiyle yavas
yavas zamanla olusmustur (Wu ve Li 1985, Tanimura 1987, Waterston ve ark. 2002,
Consortium 2005).

Insan genomunda, duplikasyon arastirmalari insan evriminde bilinmeyen kompleksleri
ortaya ¢gikarmaktadir. Bu ¢alismalar yeni insan /biiyitk maymun genlerinin
tanimlanmasina onciiliik eder. Ayrica pediyatrik ve eriskin baslangicli hastaliklarla
iligkili olan yeni mutasyonlarin kesfinde yol haritasi olmasini saglar.(Eichler
2009)Yiiksek oranda benzer paraloglar arasinda anormal krossing-over sonucunda
velocardiofacial/DiGeorge, Smith-Magenis, ve Prader-Willi/Angelman sendromlari gibi
genetik hastaliklar olusabilir (Chen ve ark. 1997, Amos-Landgraf ve ark. 1999,
Christian ve ark. 1999, Edelmann ve ark. 1999, Shaikh ve ark. 2000).

Insan 16. Kromozomunun kisa kolunun 15 Mb’ ida transpozon Ve tekrar dizilerinde
poliferasyon ve seleksiyon tanimlanmistir. Homininlerde bu segmentin kromozomal
olarak yeri ve kopya sayist ¢esitlilik gdstermektedir. Insanda bu duplike olmus
segmentte morpheus adi verilen bir gen ailesi tanimlanmistir. Protein kodladig:
varsayilan exonlar karsilagtirildiginda homininler arasinda pozitif seleksiyon goriildiigi
aci8a cikarilmistir. Ana aminoasid degisimi insan ve biiylik maymun soylarinin

orangutandan ayrilmasindan sonra oldugu saptanmaistir.

Morpheus geni makak maymunu genomunda tek kopya olarak bulunmasina ragmen
insan genomunda 23 kopya olarak bulunmaktadir. Bu kadar ¢ok duplikasyona ugrayan

genin fonksiyonu bilinmemektedir.

Bu calismada amag¢ makak maymununda tek kopya olarak bulunan morpheus genini

susturmak ve fonksiyon calismalrina katkida bulunmaktir.
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Caligmada niikleazlarla genom diizenleme yontemlerinden en gelismisi olan
CRISPR/Cas sistemi ile morpheus geni susturulmustur. Bu islem makak maymunu CV1
hiicrelerine CRISPR/Cas vektorii transfeksiyonu ile gergeklestirilmistir. Bu yontemin
siRNAyo6ntemine gore avantaji DNA’da istenilen degisikligi yapmasi ve nesiller
boyunca yapilan degisikligin aktarilmasidir. Halbuki siRNA veya benzerleri olan bir
yontem kullanildiginda yapilan degisiklik kalict olmamakta, hiicreler pasajlandikca
etkisi kaybolmaktadir. CRISPR/Cas sisteminin Zinc Finger Nukleazlar ya da
TALEN’lere gore avantaj1 istenmeyen yerlere baglanma tehlikesi daha azdir (off-target

etkileri daha stringentdir).

Transfeksiyon yapilan CV1 hiicrelerinden DNA izolasyonu yapilarak mutasyon
oncelikle PZR ile kontrol edilmistir. Pozitif sonuglar alinmistir. PZR Grlnleri
PGEMTeasy vektoriine klonlanip E.coli ye transforme edilmistir. Besi ortaminda
biiyiiyen E.coli ‘lerden 33 koloni rastgele secilip plazmid izolasyonu yapilmistir.
Plazmidler sanger yontemi ile sekanslanmistir. Hizalama (Blast) sonucunda 28
koloniden elde edilen gende mutasyon olustugu saptanmis, bdylece mutasyon orant

%85 olarak hesaplanmustir.

Morpheus proteinindeki degisiklikleri saptamak amaciyla immunofloresans analiz
gergeklestirilmis ve px330 vektor transfeksiyonu yapilan hiicrelerde yapilmayan
hiicrelere gore morpheus proteininin azaldigi goriilmiistiir. Morpheus geninde
gerceklestirmeye calistigimiz mutasyonlar prob gondererek delsyona ugratma
yoniindedir. Gonderilen probda olusturulan delesyon 1 bazlik olup devaminda gergeve
kaymas1 yaratarak proteinin hasarli ya da giidiik halde ifade edilmesi hedeflenmistir.
Yapacagimiz 3 bazlik delsyon yanlis anlamli mutasyona sebep olabilecegi i¢in
olusturulan mutasyonun proteinde ¢ok belirgin hasara sebep olamama riskine kars1
yapmaya ¢alistigimiz mutasyon 1 bazliktir. Prob gonderilmeyen kolonilerde DNA
hasar1 homolog olmayan ug birlestirmesi (non-homologus end joining-NHEJ)
yontemiyle tamir edilme yoluna gidildigi i¢in ¢erceve kaymasi(frameshift), anlamsiz
(nonsense) ya da yanlis anlamli (missense) mutasyonlara sebep oldugu diistiniilecek
olursa morpheus protein expresyonunda bekledigimiz gibi azalma meydana gelmistir.
Cas proteininin galisip ¢alismadigini kontrol etmek i¢in yapilan immuno floresan
analizlerde plasmid i¢ine yerlestirilen cas proteinin iist bolgesine flag tag yerlestirilmis

ve anti-flag antikoru ile deney gergeklestirilmis, sonucunda cas proteininin galistigi
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tespit edilmistir. Boylece Crispr/Cas yontemi ile gerceklestirmis oldugumuz
transfeksiyonun basariyla sonuglandigi iki ayri goriintiileme ile saglamasi yapilarak

ispatlanmustir.

Dr. Bekpen’in daha 6nce laboratuarda gergeklestirdigi calismalarin sonucunda UV ile
muamele edilen normal fibroblast hiicrelerinde morpheus geninin ifadesinin arttig
g0zlenmistir (basilmamis sonug). Bu gozlemlere dayanarak heniiz fonksiyonu
belirlenmemis olan morpheus proteinin DNA hasar mekanizmasinda ya da apoptoz
mekanizmasinda rol oynayabilecegi fikrini kuvvetlendirmektedir. Bu fikir UV ile
muamele edilen hucrelerimizin bir kisminin sayisinin azalmasi, UV ile muamele
edilmeyen hiicrelerin yogunlugunun daha fazla olmas ile de desteklenmistir. Ayrica
morpheus geninde mutasyon olusturdugumuz hiicrelerde mutasyon olmayan hiicrelere
gore morpheus gen ifadesinde azalma gozlenmistir. Bu gozlemler morpheus gen
tiriiniiniin UV hasari/apoptoz/DNA tamir mekanizmalarindan bir ya da birkaginda rol

oynayabilecegi hipotezimizi giiglendirmektedir.

NPIP (Nuclear Pore Interaction Protein) olarak da bilinen morpheus proteinin hiicredeki
sub-lokalizasyonlarina bakildigi zaman en ¢ok ¢ekirdek i¢inde, ¢cevresinde kiimelendigi
gozlenmistir. Biitiin immuno-floresan boyamalarimiz bu bulguyu desteklemektedir. Bu
bulgular morpheus proteinin ¢ekirdekle sitoplazma arasindaki transfer islemi sirasinda
gorev alabilecegi fikrini dogurmaktadir. Her ne kadar makak maymunu genom
dizilemesi tamamlanmamis olsa da, insan genom projesi tamamlandigi i¢in yapilan
sinteni ¢aligmalarina gore insanda 16. Kromozomda lokalize olmus olan morpheus gen
kopyalarina maka maymunu genomunda sadece 20. Kromozomda tek kopya halinde
rastlanmistir. Bu da primatlarin evrimi sirasinda insan genomunda bu genin kopyalarina
thtiyacin arttig1 fikrini gliclendirmekte fakat neden bu artisin olmasi gerektigi

konusunda bir fikir vermemektedir.

Transfeksiyon yapilan hiicreler mikroskop altinda incelendiginde ve transfeksiyon
yapilmayan hiicrelerle fenotipsel olarak karsilastirildiginda farklilik gézlemlenmemistir.
Morpheus protein fonksiyonu giiniimiize kadar bulunabilmis degildir. Bu ¢alisma ile
makak hicrelerinde tek kopya oldugunu bildigimiz morpheus gen fonksiyonu ile ilgili
hiicre morfolojisini etkileyip etkilemedigini anlamaya c¢aligmak atacagimiz ilk adimdi.

Ancak hiicrelerin mikroskop altinda incelenmesi sonucu gozle goriiliir bir
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sekil/buyukluk/morfoloji degisikligine rastlanmamasi bu proteinin fonksiyonunun daha
molekiiler diizeyde oldugunu anlamamizi saglamis ve calismamizi takiben yapilacak

olan daha detayl1 arastirmalarla fonksiyonun tanimlanabilecegi tahmin edilmektedir.

Bu c¢aligmanin morpheus geninin fonksiyon ¢alismalarina ve diger gen fonksiyonu
arastirma caligsmalarina yardimei olmasi ve duplikasyona ugrayan genlerden
kaynaklanan hastaliklarin kesfine, evrimsel baglantilarin kesfine yardimci olacagi

distiniilmektedir.
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