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OZET

Akgay, D. Fare miyoblast hiicre hattinda (C2C12 hiicre hatti), KIf5 geni iizerinde
hedefli insersiyon gerceklestirilmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitlisi Tibbi Biyoloji Programi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2015. KIf5, embryonik
kok hicreler ve eriskin epitel dokuda yaygin ifadesi olan, doku ve hiicre tipine gore
farkl islevler sergileyen ¢inko parmak yapisinda bir transkripsiyon faktérudir. KLF5,
gelisim silirecinde, embriyonik kok hiicrelerin kok hiicre 6zelliklerinin
surdirilmesinde gorev almaktadir. Ayrica somatik hicrelerde farklilasmanin
kontroll, mitoz, apoptoz, hiicre gocl, enflamasyon, anjiyogenez ve farklilasma gibi
cok cesitli temel hicresel islevleri dizenledigi bilinmektedir. Daha 6nce yapilan
calismalar KIf5 transkripsiyon faktorindn, iskelet kasi kok hiicrelerinin cogalma ve
farklilagma siireglerini dogrudan dlzenledigini goéstermistir. Bu g¢alismalarin
devaminda ylrutilecek olan islevsel genombilim calismalari icin alinan ticari
antikorlarin biylk kisminin 6zgulligindn sinirli, afinitesinin disik oldugu ve KIf5’in

III

islevselliginin  gerektirdigi  “post-translasyone modifikasyonlari  tanimadigi
anlasilmistir. Western blot, protein immiingdktiirme, kromatin immiingoktirme gibi
islevsel protein c¢alismalarinda karsilasilan  soruna ¢6zim olusturabilecek
yaklasimlardan biri de genom diizenleme araclari yardimi ile hiicre genomunda yer
alan ve KIf5 proteinini kodlayan genin N-terminaline karsilik gelen kismina, proteinin
taninmasini kolaylastiracak yeni bir epitop dizisi yerlestirilmesidir. Bu tezin amaci
genom dizenleme araglari aracihg ile KLF5 proteininin N-terminal kismina
yerlestirilen V5-epitop dizisini ifade eden “engineered” bir fare miyoblast hiicre
hatti olusturmaktir. V5 epitop dizisi yardimi ile KLF5 proteininin hiicre iginde
taninmasi ve takibi saglanarak yukarida bahsedilen sorunlara alternatif bir ¢oziim

olusturulmustur.Bu calisma sonucunda elde edilen model hiicre hatti ile islevsel

protein calismalari mimkin hale gelmistir.

Anahtar Sozciikler: Genom diizenleme, genom mihendisligi, hedeflenmis

insersiyon, kok hucre biyolojisi, transkripsiyon faktora
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ABSTRACT

Akcay, D. Generation of targeted insertion in the KIf5 gene of mouse myoblasts
(C2C12 Cells). Hacettepe University Insitute of Health Sciences, M.Sc. Thesis in
Medical Biology, Ankara, 2015. KIf5 is a zinc finger transcription factor that is
expressed in early embryonic stem cells as well as adult somatic epithelial tissue.
The function of KIf5 is diverging in a context dependent manner in cells and tissues.
During development, KIf5 has a role in the maintenance of undifferentiated state in
embryonic stem cells. Moreover, KIf5 is also acting on cellular processes such as cell
migration, apoptosis, inflammation, angiogenesis and differentiation. Previous
studies showed a novel role for KIf5 as a regulator of proliferation and
differentiation in skeletal muscle stem cells. Detection of KIf5 at the protein level
harbor technical obstacles. Commercially available antibodies exhibit low affinity,
low specificity and fail to recognize post-translationally modified forms that is
directly relevant to the function. Since these obstacles prevent further functional
protein studies such as western blots, protein co-immunoprecipitation and
chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays, genome editing applications such as
CRISPR/Cas9 system provide solution opportunities. This thesis is conceptuated to
establish a stable cell line that express a V5-epitope tag within the N-terminal of
KIf5 protein. Targetted insertion via CRISPR/Cas9 system is suggested to overcome
the above mentioned obstacles. An N-terminal V5 epitope tag would not interfere
with the KIf5 function and enable the use of an anti-V5 antibody in the established
C2C12 mouse myoblast cells to identify endogeneous KIf5. This tool will aid in for

the advancement of the current functional protein studies.

Key Words: Genome editting, genome engineering, targeted insertion, stem cell

biology, transcription factor
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1. GiRiS

Kriippel-like faktor 5 (KIf5), embryonik kok hiicreler ve eriskin epitel dokuda
yaygin ifadesi olan, doku ve hiicre tipine gore farkh islevler sergileyen bir
transkripsiyon faktortdur. Erken embriyo gelisiminde kok hiicrelerde ve somatik
hiicrelerde farklilasmanin kontrolli, mitoz,apoptoz, hiicre gocli, enflamasyon ve
anjiyogenez gibi ¢ok cesitli temel hiicresel islevleri diizenledigi bilinmektedir (1).
Simdiye dek bolimumiizde kas hastaliklarinin hiicresel temellerini arastirmaya
yonelik yapilan calismalar, KIf5’in kas dokusu gelisimi ve tamirinde rol aldigini
gostermistir.Yapilan calismalarda C2C12 miyoblast hiicre hattinin farklilasma
surecinde, KIf5 ifadesinin mRNA ve protein diizeyinde 10 kata varan artig gosterdigi
belirlenmistir.KIf5 transkripsiyon faktoriniin, C2C12 hiicrelerinde ve sican primer
miyoblast hicrelerinde farklilasma stirecinde miyotiip olusumu ile birliktegekirdekte
yerlesim sergilemektedir. Ayrica kas dokusu tamiri siirecinde yeni olusan kas
liflerine miyoblastlarin katilimi ve kas liflerinin olgunlasmasi sirasinda KIf5 ifadesinin
arttigl gosterilmistir.Bu bulgular, KIf5’in miyojenik farklilasma ve kas rejenerasyonu
slireclerinde yeni miyotiplerin olusmasi ve bunlarin gelisimi ile iliskili oldugunu
gostermektedir (2, 3). KLF5 proteininin kas dokusundaki roli ve goérevlerinin
tanimlanmasi siirecinde bir sonraki basamak, KLF5 ile etkilesime giren diger
proteinlerin (aktivator ve represor nitelikte protein-protein iliskisi) ve genomdaki

hedeflerinin anlasiimasina yonelik islevsel calismalarinin gerceklestirilmesidir.

Simdiye dek bu yodnde vyirutilen g¢alismalarda, KLF5 proteinini tanima
amaciyla c¢esitli ticari kaynaklardan elde edilen antikorlar kullanilmistir. Bu
antikorlarin 6zgulligindn sinirli, afinitesinin distk oldugu gorilmis ve KLF5'in
islevselliginin  gerektirdigi  “post-translasyonel” modifikasyonlari  tanimadigi
anlasilmistir. Bu nedenler, islevsel protein calismalarinda yiratilen western blot,
kromatin ¢oktirme, protein ¢oktlirme uygulamalarini sinirlamaktadir. Bu tez
kapsaminda, bu soruna ¢6ziim olarak 6nerilen bir yaklasim denenmistir. Genom
diizenleme araglari kullanimi ile hiicre genomunda yer alan ve KLF5 proteinini

kodlayan genin okuma cercevesini ve islevselligini bozmayacak sekilde proteinin



taninmasini kolaylastiracak yeni bir epitop dizisi yerlestirilmesi planlanmistir.Tez
calismasi sonucunda elde edilen “engineered” miyoblast (C2C12) hiicre hatti KIf5
geninde V5 epitop dizisini tasimaktadir. Bu hiicrelerde, anti-V5 antikoru kullanilarak
endojen KLF5 proteininin taninmasi saglanmis, KLF5’in kas kok hticreleri ve kas
dokusundaki protein etkilesimlerinin kesfi ve hedef genlerin belirlenmesi ile ilgili

islevsel calismalari engelleyen sinirlamalar ortadan kalkmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Genombilim Arastirma Yontemleri

Genombilim, DNA dizilerinin ve genlerin islevlerini, ifade dizeylerini ve
ifadeyi diizenleyen kosullari sorgulayan bir disiplin ve galisma alanidir. Nukleik asit
teknolojilerinin gelismesi ile birlikte, gectigimiz 40 yil icerisinde, genombilim
calismalari ve insan saghgina yonelik uygulamalar hiz kazanmis ve yayginlasmistir.
Genombilim alanindaki gelismelerle birlikte insan genomunda yer alan bircok gen ve
diger DNA dizilerinin islevleri ve hastaliklarla olan iliskisi aydinlatilmistir.
Hastaliklarin temelinde yer alan ve bu siirecte hiicresel cevabi belirleyen akut ve
kronik olaylar gen ifadesidlizeyinde degisikliklere neden olmaktadir. Bu nedenle,
hastaliklarin molekiler temellerini anlayabilmek icin genom bilim teknolojileri
onemli ve degerli yeni bakis acilari sunmaktadir(4). Bu teknolojiler hastaliklarin
molekiler temellerinin anlasiimasi ve yeni tedavi yaklasimlarinin gelistiriimesine

olanak saglamistir.

DNA dizisinden veya mutant organizmanin fenotipinden yola ¢ikarak bir
genin islevini aydinlatmak icin yapilan genombilim calismalari klasik genetik
yaklasiminin temellerini olusturmaktadir. Bu yaklasim, hasta fenotipinden yola
¢ikarak sorumlu genin belirlenmesi sirecini kapsamaktadir (5). Diger yonden, ayni
yaklasim, model organizmalarda, olusturulan rastgele mutasyonlar sonucu gozlenen
fenotipten yola ¢ikarak sorumlu gen ya da gen gruplarinin tanimlanmasi seklinde
uygulama alani bulmustur (6). Yeni teknolojilerin ve kullanilan yontemlerin gelismesi
ve genom projesinin tamamlanmasi ile birlikte ilgili gen dizisinden yola c¢ikarak gen
islevini belirlemeye yonelik calisamalar hiz kazanmistir. 20. Yizyilin son 10 yilinda
daha yaygin kullanima giren bu yaklasimin temelinde, gesitli yontemler araciligi ile
ilgilenilen genin islevini bozup, ortaya cikan fenotipten yola cikarak gen islevini
tanimlamak yer almaktadir. Transgenesis, islev kaybi, islev kazanimi veya
hedeflenmis mutasyon yontemleri ile yapilan genombilim calismalari ile DNA dizisi

bilindigi halde roli bilinmeyen birgok genin islevi aydinlatiimistir(7).



2.1.1 Transgenesis

Transgenesis  yaklasiminin  temelinde yabanci bir DNA pargasinin
organizmaya kalici olarak aktarimi yer almaktadir. Transfer edilen gene “transgen”,
yabanci DNA parcasini genomunda bulunduran model organizmaya ise “transgenik
organizma” adi verilir. Bu yaklasimdaki amag, cesitli yontemler aracihg ile (viral
enfeksiyon, enjeksiyon vb.) hiicreye gonderilen DNA dizisinin c¢ekirdege tasinarak
kalici olarak genoma entegre olmasini saglamaktir. Genoma yerlesim sirasinda
transgen, homolog rekombinasyon araciligi ile hedeflenen gen dizisi ile yer
degistirebilir ve boylelikle modifiye gen dizisinin genoma insersiyonu saglanir. Fakat
bu nadir rastlanan bir durumdur. Genellikle transgen dizisinin genoma insersiyonu
rastgele gerceklesir ve genom icerisinde farkli bolgeye veya bdlgelere yerlesir.
Transgenik organizmanin genomundan ifade edilen yabanci genin olusturdugu
fenotipten yola cikilarak bu gen dizisinin islevinin aydinlatilabilmesi mimkandir.
Transgenesis teknolojisi,C. elegans, S. cerevisiae, M. musculus basta olmak Uzere

bircok model organizmada kullaniimaktadir(8, 9).
2.1.2 islev kaybi (Loss of function) Mutasyonlari

Gen islevinin arastirilmasi calismalarinda kullanilan yontemlerden biri de ilgili
gende islev kayblr mutasyonlari olustururarak gen silinmesi (knock-out) araciligi ile
gen ifadesini ortadan kaldirarak veya gen ifadesini baskilayarak (knock-down) olusan
mutant fenotipi incelemektir. ilgilenilen genin bulunmadigi durumda hiicre veya
model organizmanin verdigi cevabi ve ortaya c¢ikan fenotipi incelemek gen islevinin
aydinlatilmasi konusunda bilgi verici bir yéntemdir. islev kaybi mutasyonlari gen
islevi arastirmalarinda yaygin kullanilan bir yaklasim olup ayni zamanda tek gen
hastaliklarini da basari ile modelleyebilmektedir. ilgilenilen genin farkli RNA
etkilesim (RNAJ/) mekanizmalari kullanilarak susturulmasi da islevsel genombilimin
arastirma yontemleri arasindadir. Bu amacla kullanilabilecek teknikler arasinda

SiRNA (small interfering RNAs)veya shRNA(short hairpin RNAs)gibi farkli RNA



etkilesim (RNAi) mekanizmalari yer almaktadir. ilgilenilen gene ait mRNA
molekilinin hedefli olarak yikilmasi, islevsel protein sentezini azaltarak gen islevi

hakkinda bilgi vermektedir (10).
2.1.3 islev Kazanimi (Gain of function) Mutasyonlari

Dogal (Wild-type) gen Uriniiniin overexpression araciligl ile yiksek miktarda
ifade ettirilip ilgilenilen hiicre hatti veya model organizmada meydana gelen
fenotipik degisikliklerin incelenmesi, gen islevinin arastirilmasinda yaygin olarak
kullanilan yontemlerdendir. Yukarida da bahsedildigi gibi ilgilenilen genin ifadesini
hiicre icin gereken alt sinirin altina indirerek veya genin ifadesini tamamen
engelleyerek olusan mutant fenotipin incelenmesi degerli bir genombilim arastirma
yontemidir. Ancak ilgilenilen genin ifadesini artirarak hicre veya model
organizmada meydana gelen hasarin arastirilmasi da hem genin gorev aldig
yolaklarin aydinlatiimasi hem de gen tedavisi yaklasimlarinin ortaya konabilmesi icin
gerekli bir ydbntemdir. ifade vektorleri aracilig ile “wild-type” genin ifadesi gegici bir
sure igin artirilabilecegi gibi, transgenesis yontemi kullanilarak mutant gen dizisinin

hiicre veya organizma genomuna ilavesi ile ifade ve islev artisi saglanabilir(11).
2.2 Hedeflenmis Mutasyonlar Araciligi ile Gen islevinin Aragtirilmasi

ilgili gende hedeflenmis mutasyon olusturulmasi ile istenilen hiicre ya da
organizmada s6z konusu genin islevinin arastirilabilmesi mimkindir. Disaridan
yabanci bir gen dizisinin model hiicre veya organizmaya aktarimi ile hedeflenen
bolgede istenilen dizinin silinmesi, genin tamaminin silinmesi veya istenilen DNA
insersiyonunun gerceklesmesi saglanabilir. llgilenilen hiicrenin veya model
organizmanin genomunda hedeflenen mutasyonun vyaratilabilmesi icin disaridan
gonderilen DNA dizisi ile genomdaki hedef bolgenin birbirleri ile dizi homolojisi
gostermesi gereklidir ve bu sayede, “homolog rekombinasyon” olarak adlandirilan
bir mekanizma araciligi ile iki 6zdes dizinin birbirleri ile yer degistirebilmesi saglanir.
Prokaryot hiicrelerin ve S. cerevisiae’ in genomuna uygulanan hedefli mutasyonlar

etkin bir sekilde uygulanabilmektedir(12). Ancak memeli genomunun daha



kararliyapisindan dolayr homolog rekombinasyon etkinligi ¢ok duslktir ve bu

durum, bu yontemin yaygin uygulanabilirligini kisitlamaktadir.

Fizyolojik sartlarda, homolog rekombinasyonun memeli genomundaki ¢ok
dislik etkinligine ragmen, DNA hasari tamiri sirecinde memeli hiicrelerinde
homolog rekombinasyon mekanizmalari harekete gecmektedir(13). Literatiirde
yapilan ¢alismalar istenilen bélgede hedeflenmis mutasyon olusturmadan énce, o
bolgede DNA hasari olusturuldugu takdirde, hasarin tamir sirecinde aktive olan
homolog rekombinasyon mekanizmasi ile hedeflenmis mutasyon etkinliginin ¢ok
daha arttigini gostermistir (14). Bu yaklasimdan hareketle 21. yizyilda gelistirilen ve
gunimiizde yaygin uygulamaya sunulan genom dizenleme araglarinin ¢alisma
prensibi, 6ncelikle hedeflenen boélgede cift sarmal kirik olusturulmasi ve sonrasinda,
memeli hiicresinde aktive olan DNA tamir mekanizmalari ile bu kirigin onarilmasina
dayanmaktadir. Bu onarim siirecinde hiicrenin izleyecegi yol dizenlenerek, genom
Uzerinde istenen hedefli degisikliklerin gerceklestirilmesi saglanabilmektedir. Bu
suregte dizenlenmesi hedeflenen bolgeye homoloji gosteren bir DNA pargasi
hiicreye disaridan gonderildigi takdirde hedef hiicre homolog rekombinasyon
mekanizmasina yonlendirilerek disaridan gonderilen DNA dizisi Uzerindeki
degisikligin kalici olarak genoma ilavesi saglanabilmektedir (15). Hiicre igcinde
homolog rekombinasyon igin uygun bir “donor” DNA pargasinin bulunmadigl
durumlarda ise tamir siireci homolog rekombinasyon yerine non-homolog ug
birlestirme ile gergeklesir. Bu durum, hedeflenen bdlgeye bir veya birkag¢ nikleotid
ilavesi veya kaybi ile sonuclanmaktadir. Genomda yer alan protein kodlayan
dizilerde meydana gelen non-homolog ug birlestirme araciligi ile gerceklesen tamir
slireci sikhkla okuma c¢ercevesi mutasyonlarina neden olmaktadir. Bu durum,
istenilen bolgede hedeflenmis gen silinmesi, insersiyon veya delesyon mutasyonlari
olusturarak knock-out modelleri ile gen islevi arastirmalarinda basvurulacak uygun

bir yaklasim sunmaktadir (15, 16).



2.3 KIf5 Geni ve Proteini

KIf5, Kriippel-like factors (KIfs) ailesinin Gyesi bir transkripsiyon faktoridur.
Kriippel-like faktorler ¢inko parmak vyapisina sahip, farklilagsmayi, geligimi,
proliferasyonu, ve programli hiicre 6limini dizenleyen transkripsiyon faktoérleridir.
KIf aile Uyeleri Drosophila melonogaster viicut segmentasyonunda gorev alan
Krippel proteini ile gosterdigi homoloji nedeniyle bu sekilde adlandirilmistir.
Kriippel-like faktor ailesinin farkli Gyeleri farkli hedef genlerin transkripsiyonunu

kontrol eder ve birbirinden farkli biyolojik stireglerde gorev alir(17).

DNA baglanma bolgesi bakimindan KIf5, KIf ailesinin diger Gyelerine en az
benzerligi gosterir. KIf5, hem embriyonel gelisim doneminde hem de eriskin epitel
dokuda yaygin ifadeye gosteren bir transkripsiyon faktoriidur. Literatirde yer alan
calismalar, Northern blot analizi ile insan ve farede mide, pankreas, kalin bagirsak,
ince bagirsak, testis, mide, prostat, plasenta, iskelet kasi ve akcigerlerde yiksek
Kriippel-like faktor 5 mRNA ifadesi oldugunu gostermistir (18). Kriippel-like faktor 5
ifadesi ¢ogu dokuda epitelyal kokenli olmakla birlikte, korneada (19), néronal
hiicrelerde (20), lenfoid hiicreler (21) ve kardiyovaskiiler diiz kas hiicrelerinde (22)
de ifade olmaktadir. KIf5, hicre ve doku tipine gore ¢ok cesitli ve zit islevler
sergileyebilir. Erken embriyo gelisiminde ve somatik hiicrelerde farklilasmanin
kontroll, mitoz, apoptoz, hiicre gbgu, enflamasyon ve anjiyogenez gibi ¢ok cesitli
temel hicresel islevleri diizenledigi bilinmektedir. Simdiye kadar islevi tanimlanan
dokular diginda bolimimuzde yapilan ¢alismalar, KIf5 transkripsiyon faktorinin,
iskelet kasi kok hticrelerinin ¢cogalma ve farklilasma siireclerinin dizenlenmesinde
de rol aldigini gostermistir. Yapilan calismalardaC2C12 miyoblast hiicre hattinin
farklilagma surecinde, KIf5 ifadesinin mRNA ve protein dizeyinde 10 kata varan bir
artis gosterdigi belirlenmistir.Farklilasma sirecinin baslamasiyla birlikte KLF5’in
K151 lizin rezidisinden SUMOIlanmakta ve gekirdek igcinde yerlesim gostermektedir.
KLF5 in K202 lizinrezidisiinden de ikinci kez SUMOlanmasi halinde sitoplazmik
yerlesimgosterdigi  belirlenmistir.C2C12 hiicrelerinin farklilasma sirecinde KIf5

ifadesinin susturulmasi susturulmayan C2C12 hiicrelerine gbére daha distk



sayidamiyotip (kiglk capli ve daha az sayida miyotiip iceren) olusmasina neden
olmaktadir. C2C12 hiicrelerinin  farkhlasmasindan sonra KIf5 ifadesinin
susturulmasinin miyotiip olgunlasmasini engellemedigi gozlenmistir. Bu bulgu,
KLF'in  olgun  miyotlplerin yapi ve islevini dogrudan etkilemedigini
gostermektedir.Yapilan c¢alismalar sonucunda KLF5' in miyogenez siirecinde
miyoblastlarin ¢ogalma, farklilasma, flzyon ve hiicre hareketliligi asamalarinin
onemli bir diizenleyicisioldugunu gostermektedir(2, 3). KLF5, birlikte hareket ettigi
diger dizenleyici proteinlerle beraber cesitli biyolojik stireclerde hem aktivator hem
de represor olarak davranabilmektedir. KLF5 farkli dokularda yaygin ifade
sergilerken Siklin D1, Siklin B, PDGFa ve FGF-BP gibi onemli transkripsiyonel

hedeflerin ifadelerini diizenler (1).

Kriippel-like faktor 5 korunmus bir gen ve protein yapisina sahiptir.
Memelilerde yaklasik 18kb uzunlugunda ve 4 ekzondan olusan bir gendir. Farede 14
E2.2, insanda ise 13921 lokusunda yer almaktadir. Protein {rlint, yaklasik 45-55 kDa
araliginda (insanda 45 kDa, fare de 52 kDa) ¢inko parmak yapisina sahip bir
transkripsiyon faktoridir. KLF5, ailesinin diger Uyeleri gibi, C-terminalinde g ardisik
¢cinko parmak (3XZF) bolgesi araciligl ile genomda yaygin yerlesim gosteren GC
kutularini tanir. Cinko parmak kisimlarinin 6niinde prolin amino asitinden zengin
transaktivasyon kismi (TAD) bulunmaktadir. Niikleer lokalizasyon sinyali (NLS) ¢inko
parmak kisimlarinin N-terminali yoninde yer almaktadir ve niikleer eksport sinyali
(NES) ise, amino terminal ug kismi ile transaktivasyon sinyali arasinda bulunur (Sekil

2.1.) (23).

KIf5 transkripsiyon faktorunin gen ifadesi ve islevi, Ras/MAPK, PKC ve TGFB
gibi  farkh sinyal vyolaklari ile dizenlenirken, fosforillenme, asetillenme,
ubikutinlenme ve SUMO ilavesi gibi post-translasyonal modifikasyonlar ile aktivitesi
kontrol edilmektedir. Bu post-translasyonal modifikasyonlar, KLF5’in hiicre igi
protein miktarinin ve transaktivasyonunun diizenlemesi agisindan énemlidir. KLF5’in
aktivitesini ubikitinasyon negatif yonde etkilerken fosforilasyon pozitif yonde

etkilemektedir. SUMOIlanmanin ve asetilasyonun etkileri ise hicrenin bulundugu



151 202

duruma gore farkhlik gostermektedir (1). KLF5, K™~ ve K™ “(lizin) rezidilerinden
PIAS1 E3 ligaz araciligi ile SUMOlanmaktadir. Yapilan calismalar, SUMO ilavesinin
KLF5’in hucresel yerlesimi agisindandnemli oldugunu gostermistir. 151. Lizin
rezidlslinin yakin komsulugunda bulunan cekirdek eksport sinyali SUMO ilavesi
sonrasi maskelenir ve bu sayede KLF5’in, cekirdek icerisinde lokalizasyonu saglanir
(24). Asetilasyon ve SUMO ilavesi KLF5’in aktivitesi igin birer kontrol mekanizmasi
olarak davranmaktadir. Bu kontrol mekanizmalari sayesinde KLF5, cevresel
faktorlerin  de etkisiylehedef genlerinin ifadesini baskilayabilmekte veya

artirabilmektedir.

A.

Gen ~18.5 Kb

1 2 3
Ll |

1
: & & | i
Protein NLS
i '\QE beflam 45000

Sekil 2.1insan KLF5geni ve protein yapisi.A.KLF5geni dort ekzondan olusmaktadir
(sirasiyla 1585, 2874, 60 ve 1831 bg) ve yaklasik 18 Kb uzunlugundadir. B.KLF5
proteini 457 amino asit uzunlugundadir. 1 transaktivasyon bolgesi (TAD) ve 3¢inko

parmak bolgesi (3XZF) kutularla gosterilmistir. KLF5 proteini nikleer eksport

sinyali(NES) yakininda S153’te fosforilasyon (P), K162 ve K209’da SUMOQilasyon

(Su),transaktivasyon bolgesinde ubikitinasyon (Ub) ve K369’da asetilasyon (Ac) gibi

cesitli translasyon sonrasi modifikasyonlaraugrayabilmektedir.



10

2.4 KLF5 proteinine yonelik hedefli mutasyon olugturmanin gerekliligi

Kas hasari tamiri ve farklilasma sirecinin molekiler temellerini daha iyi
anlamaya yonelik olarak simdiye dek yirutilen galismalar, KIf5 proteininin, kas kdk
hiicrelerinin idamesi ve farkhlasmasinda rol aldigini gostermistir.Eriskin kas
dokusunun tamir ve idamesinden sorumlu olan somatik kok hicreler olarak
nitelendirilen “satellit” hiicreler kas dokusu i¢inde kas liflerinin yakin komsulugunda
yerlesim gostermektedir. Kas hasari halinde bu satellit hicreler aktive
olarak“miyoblast” hiicrelerine déniismektedir. Miyoblast hiicreleri cogalarak, hasar
bolgesine go¢ etmektedir. Kas hasarinin tamirinigerceklestirmek tGzere miyoblastlar
birbirleri ve kas lifleri ile “flizyon” yaparak birlesmektedir(25, 26). Bolimimizde
yapilan calismalar, KIf5 transkripsiyon faktoriniin kas 6ncili miyoblast hiicrelerinin
¢ogalma surecini durdurdugu ve farklilasma surecini idame ettirdigini ortaya

koymustur(2, 3).

KLF5’'in iskelet kasi farklilasma ve dejenerasyon siirecindeki roliinin
aydinlatilmasinda sonraki adim, bu transkripsiyon faktoriiniin hedef genlerinin,
etkilestigi proteinlerin ve hiicre ici trafiginin anlasilabilmesi icin islevsel protein
calismalarinin yapilmasidir. Bu galismalarin gergeklestirilebilmesi igin KLF5’i etkin
sekilde taniyan ve vyiiksek 0Ozgillik gosteren bir antikora ihtiyac vardir. KLF5
proteinini tanimaya yonelik cesitli ticari kaynaklardan elde edilen poliklonal
antikorlar islevsel protein calismalarinda kullanilmak Gzere denenmistir. Ancak, bu
proteini etkin sekilde taniyan bir antikorun bulunamamasi bu siiregte karsilasilan en
onemli sorundur. Ticari antikorlarin 6zgUlligiinin sinirh, afinitesinin distk oldugu

|II

ve KLF5’in “post-translasyonel” modifikasyonlarini tanimadigi anlasiimistir. Bu
durumun baslica nedeni, KIf5’i taniyan ticari poliklonal antikorlarin hemen hepsinin
“N” terminal kismini hedefliyor olmasidir. Bu kisim tiirler arasinda en az korunmus
kissm olmakla birlikte, KIf5'in en fazla post-translasyonel modifikasyonlara
ugrayankismidir. Bu nedenle antikorlarin pek cogunun tanidigi epitoplar, post-

translasyonel modifikasyonlar ile kapatilmakta veyadegisiklige ugramaktadir.Satin

alinan vedenenen ticari antikorlarin biyilk bir kismi 6zellikle SUMO’lanmis formlari
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taniyamamaktadir. Bu durum,KLF5’in, etkilesime girdigi digerproteinlerin (aktivator
ve represor nitelikte protein-protein iliskisi) ve genomdaki hedeflerinin belirlenmesi

gibi galismalarin guvenilirligini vedevamini sinirlamaktadir.

Bu soruna ¢6zim olusturabilecek alternatif yaklagimlardan biri de genom
dizenleme aracglart yardimi ile hiicre genomunda yer alan ve KLF5 proteinini
kodlayan genin uygun bir kismina yeni ve etkin bir epitop dizisi yerlestirilmesidir. Bir
antikorun mevcut olmadigi durumlarda, genom diizenleme araglari kullanilarak ilgili
gen dizisinin uygun bir bolgesine yerlestirilen bir etiket (epitop) yardimiyla bu sorun
asllabilir(27). Protein etiket dizileri (tag), monoklonal antikorlar araciligi ile
taninmayi saglayabilen ve hedef hicre iginde ifadesi bulunmayan epitoplar
kodlayan 10-14 aminoasit uzunlugunda peptid dizileridir. Bu diziler icinde sikhkla HA
(insan influenza viriisii hemaglutinin epitop dizisi), V5 (paramyxovirus V5 kapsid
proteini epitop dizisi) ve c-myc (myc onkogeninin mutant formuna ait epitop dizisi)
epitoplari tercih edilmektedir. Bu tez kapsaminda, genom diizenleme araglari
aracihg ile KIf5 gen dizisi igerisine V5 epitop dizisini kodlayan 42 nikleotidlik dizi
ilavesi amaclanmistir. KLF5’in post-tranlasyonel modifikasyonlari g6z 6niine
alindiginda, bu proteinin N-terminal kismi post translasyonel modifikasyonlarin en
az oldugu kisimdir. Ayni zamanda bu kisim tirler arasinda en az korunmus olan
kissmdir ve simdiye dek yapilan g¢alismalar, N-terminal kismina yapilan benzeri
modifikasyonlarin mutant proteinin islevini bozmadigini gostermistir(1, 28). Bu
nedenle, KIf5 proteininin N-terminal kismi, genom diizenleme araglari ile
hedeflenmis mutasyon olusturulabilecek en uygun kisimdir. Boylece anti-V5
antikoru kullanilarak, endojen KLF5’in hiicre ic¢i yerlesimi ve trafigi takip

edilebilmektedir.
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2.5 Genom Diizenleme Araglari KullanilarakKIf5 igin bir “islevsel genombilim araci”

gelistirmenin saglayacagi yararlar

Kas hastaliklari dogumsal (konjenital) ve edinsel olarak iki ana gruba ayrilir.
Dogumsal kas hastaliklari genetik kdkenlidir ve ensik rastlanilan Duchenne Kas
Distrofisi (DMD) 3300 canli erkek dogumda bir ortaya ¢ikmaktadir. DMD disinda
konjenital kasdistrofisi, limb girdle kas distrofisi, distroglikanopatiler gibi pek ¢ok
genetik kokenli kas hastaliklari toplumda gorilmektedir. Gerek DMD gereksediger
genetik kokenli kas hastaliklarinin bilinen bir radikal tedavisi yoktur. Simdiye kadar
yapilan calismalarda, genetik kokenli kas hastaliklarinin tedavisi icin hayvan
modellerinde etkili olan vyaklagimlar hastalarda basarisiz  olmustur. Kas
hastaliklarinin tedavisi icin gelistirilebilecek farkh tedavi yaklasimlari icin kas
hasarinin ve tamir mekanizmalarinin daha iyi anlasiimasi gerekmektedir. Bu amagla
bolimimiizde ydiritilen calismalarda, gerek DMD, gerek bu hastaligin hayvan
modelleri ve diger kas dejenerasyonu modellerinde, KIf5 transkripsiyonfaktoriiniin
ifadesinin degisim sergiledigi gortlmus ve KIf5’in kas dokusu gelisimi ve tamirindeki
roli kismen aydinlatiimistir. KLF5 proteininin kas dokusundaki rolii ve gorevlerinin
tanimlanmasi siirecinde bir sonraki basamak, bu proteinin etkilesime girdigi
digerproteinlerin (aktivator ve represor nitelikte protein-protein iliskisi), hiicre igi
trafiginde etkilestigi proteinlerin ve genomdaki hedeflerine yoénelik islevsel
calismalarinin yiratilmesidir. Genom diizenleme yaklasimikullanimi ile KIf5genini
hedefleyen yeni bir “islevsel genombilim araci” gelistirilmesi, KLF5’'in kas kok
hiicreleri ve kas dokusundaki protein etkilesimlerinin kesfi ve hedef genlerin

belirlenmesi ile ilgili islevsel calismalara olanak saglayacaktir.

2.6 Genom Diizenleme Araglari

Genom dizenleme araglarl, genomda hedeflenen DNA dizisi (zerinde
istenilen  degisikliklerin,  “hedeflenmis  mutasyonlar” aracihg ile kalic
olarakolusturulmasina olanak saglayan araclardir. Bu teknigintemelinde, genomda
hedef DNA nikleotid dizisinin degistiriimesi (editting) yer almaktadir. Bu yaklagim,

iki ardisik basamak ile gerceklesmektedir. Bunlardan ilki, restriksiyon enzimleri gibi
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islev gorennilkleazlarin hedeflenen bdlgeye o6zgillik gosterecek sekilde
yonlendirilerek hedeflenen boélgede c¢ift zincir kirngi olusturmaktir.Bu amacgla
gelistirilen yaklasimlar,tarihsel sirasiyla, 1995 yilinda kullanilmaya baglanan ginko
parmak nikleazlar (hedef bdlgeye 06zglil tasarlanmis g¢inko-parmak proteinler
araciligi ile non-spesifik nikleazlarin hedeflenmesi), 2011 yilinda kullanima sunulan
TALE nikleazlar (hedef bolgeyi taniyan protein yapilari araciligi ile non-spesifik
nikleazlarin hedeflenmesi) ve son olarak 2013 vyilinda gelistirilen CRISPR/Cas9
sistemidir (hedef bolgeye komplementer olarak tasarlanmis gRNA araciligi ile 6zgdil
olmayan nikleazlarin hedeflendirilmesi) (29). Cift zincir kiriginin olusumu
sonrasinda, memeli hicresinde aktiveolan DNA tamir mekanizmalari ile bu kirik
onarilmaktadir. ikinci asamada ise bu onarim siirecinde hiicrenin hangi yolu
izleyecegidlizenlenerek, genom (izerinde istenen degisikliklerin gerceklestirilmesi
saglanabilir. Bu sirecte dizenlenmesi hedeflenen bélgeye homolojigbsteren bir
DNA parcasi da hicreye disaridan gonderilebilir. Bu sayede, hilicrenin homolog
rekombinasyon mekanizmasina yonlendirilmesi ile disaridan génderilen DNA dizisi
Uzerindeki degisikligin kalici olarak genoma ilavesi saglanir. Hiicre icinde homolog
rekombinasyon i¢in uygun bir “donor” DNA parcasinin bulunmadigi durumlarda ise
tamir slreci non-homolog ug birlestirme ile gerceklesir. Bu durum, hedeflenen
bolgeye bir veya birkag niikleotid ilavesi veya kaybi ile sonuglanir. Non-homolog ug
birlestirme araciligi ile gerceklesen tamir sirecinde siklikla okuma cercevesi
mutasyonlari meydana gelmektedir. Sonug¢ olarak, hedeflenmis genin silinmesi

saglanabilir (15, 16).

Son on yil icinde gelisim gosteren genom dizenleme araclari (genome
editing tools), genomda hedeflenmis kalici degisikliklerin yapilabilmesine olanak
saglamaktadir. Bu araclara duyulan ihtiyacin temelinde, hatali oldugu distnilen gen
dizilerinin dizeltilmesi yer almaktadir (gen tedavisi). Ancak, zaman iginde gelisim
gosteren bu araglar glinimiiz bilim diinyasinda, hedeflenen bélgede amaclanan
insersiyon veya delesyon mutasyonlarini olusturarak gen islevlerinin galisilmasi,
hastallk modellerinin  olusturulmasi,protein  kodlamayan DNA bolgelerinin

islevlerinin arastirilmasi gibi islevsel genom-bilim ¢alismalarinda ve yeni ilaglarin
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kesfedilmesi ~ ve  gelistirilmesi  alanlarinda  yaygin  bir ara¢  olarak
kullanilmaktadir(30).Ayrica KIf5 proteinin islevi ile ilgili arastirmalar sirecinde
yasanan sorunlara benzer sekilde, yeni bir genin protein rlinlini ¢alismak, protein
Urinind taniyan antikorun elde edilmesindeki kisitlamalar nedeniyle ¢cogu zaman
mumkinolmamaktadir. Western blot, immun c¢oktirme ve kromatin immun
coktirme (ChIP) gibi islevsel arastirmalara yonelikdeneylerin yapilabilmesi igin
gerekli olan antikorun mevcut olmadigi durumlarda, genom diizenleme araglari
kullanilarak ilgili gendizisinin uygun bir bdlgesine yerlestirilen bir etiket yardimiyla
bu sorun asilabilir (27). Bu basit ama etkili araglar 6zellikle tek gen hastaliklarin
tedavisinde umut vadetmekle birlikte, kompleks hastaliklar (kanser vb.), infeksiyoz

hastaliklar ve kisisellestirilmis tip alanindaki calismalarin hiz kazanmasini saglamistir.

2.7CRISPR/Cas9 Sistemi

2.7.1 CRISPR/Cas9 Sisteminin Calisma Prensibi

CRISPR/Cas9, “Clustered, Regularly-Interspaced, Short Palindromic Repeats
(CRISPR)-Associated protein system (Cas)”, genom dizenleme araglarinin ¢alisma
prensibi, diger genom diizenleme araglarinda da oldugu gibi, 6zgil olmayan
nikleazlarin programlanarak hedef bdlgeye tasinmasi ve bu bdlgede hedeflenmis
cift sarmal kirik olusturmasina dayanmaktadir. CRISPR/Cas9 sistemi islevselligini iki
farkli yapi ile saglamaktadir. Bunlardan biri RNA (guide RNA) digeri ise
proteinyapisindadir (Cas9 niikleaz). Bu iki yapi bir araya gelerek islevsel CRISPR/Cas
sistemini olusturmaktadir (gRNA’lar araciligi ile Cas9 nikleazlari istenilen 6zgil
bolgeye yonlendirilebilmektedir).Bu iki yapi, hedef hiicrede ayni vektor araciligi ile
ayni anda sentezlenebilmektedir. Vektorden sentezlenen gRNA (guideRNA) iki farkl
islev gormektedir; komplementer yapisi ilehedef diziye 6zgulligh belirlemekle
birlikte, sekonder yapisi ile Cas9 nikleazini hedef bolgeye tasiyarak cift iplik
kingiolusturmasini saglamaktadir (sekil 2.2). Hedef diziye komplementer olarak
tasarlanan gRNA dizisi 20nlkleotid uzunlugunda bir diziden olusmaktadir.
CRISPR/Cas9 sisteminin etkin sekilde ¢alisabilmesi igin, bu komplementer dizinin “G”

niikleotidi ile baslamasi ve hedef dizi 6zgulliigini saglayan 18 nikleotid sonrasinda
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“GG” nikleotidleri ile sonlanmasi gerekmektedir (G-NNNNNNNNNNNNNNNNNN-
GG). Bu komplementer yapinin 3’ucunda yer alan “NGG” dizisine PAM (protospacer-
adjacentmotif) dizisi adi verilir ve gRNA'nin hedef bdlgeyi tanimasi igin gereklidir.
gRNA PAM dizisi aracihgl ile hedef bolgeyi taniyarak RNA-DNA hibrid yapisini
olusturur ve yapiya eslik eden Cas9 niikleaz, hedeflenen bodlgenin 3’kisminda yer
alan -NGG dizisinin 3-4 niikleotid proksimalinden (5’kismindan) ¢ift sarmal kirik

olusturur (16).

CRISPR/Cas9 sistemi, memeli genomunda es zamanh olarak birden fazla
bolgenin hedeflenerek istenilen modifikasyonlarin gergeklestiriimesine olanak
saglamaktadir. Diger yandan, literatiirde yer alan galismalar, CRISPR/Cas9 sisteminin
etkinliginin hedeflenen bolge ve hiicre tipine bagl olarak degistigini gostermistir

(15).

Cas 9 i
nil kleaz\ -
20 baz uzunlugunda ve B4
hedef diziye
komplementer gRNA
5

KIf5 genomik DNA

m— NCC
m— 3’
5!

—NGG

20 baz hedef dizi
cift zincir kingi komsulugunda yer alan
PAM dizisi
Sekil 2.2CRISPR/Cas9 sisteminin yapisi ve ifade edildigi hiicrede hedef genom

dizisini tanima ve kesme islemi

Hedefli ¢ift zincir kirigin olusumunu takiben, memeli hiicrelerinde aktive olan
DNA tamir mekanizmalari ile bu kirik onarilmaktadir. Hiicrenin tamir sirecinde
izleyebilecegi birden fazla olasi yol vardir. Hiicrenin bu sirecte hangi yolu izleyecegi

dizenlenerek, genom Uzerinde istenilen degisiklikler gerceklestirilebilir.
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a) Homolog Rekombinasyon (HR)

DNA dizisi lizerinde hedeflenmis mutasyon yaratmak, istenilen DNA dizisinin
ilavesini saglamak veya hatali olan gen dizilerini diizeltiimek (gen tedavisi) amaciyla,
genom dlzenleme araglari ile hedeflenen bélgede cift sarmal kirik olusturulmasini
takiben (in vitro ve in vivo) hiicreye disaridan gonderilen donor DNA pargasi aracilig
ile tamir sirecinde, homolog rekombinasyon (HR) gergeklestirilmektedir. Homolog
rekombinasyonun etkin bir sekilde islev gorerek hedeflenen bolgede kalici bir DNA
dizi degisikligi olusturmasi igin, disaridan verilen DNA pargasinin hedef bolge ile
homoloji gosteren kisimlarinin (homology arms) bulunmasi gerekmektedir.
Homoloji kollari araciligi ile disaridan génderilen donor DNA pargasi ile hedef dizi
arasinda parca degisimi meydana gelmektedir (29). Literatiirde yer alan calismalar,
hedef bolgeyle homoloji gosteren kollarin uzunlugunun homolog rekombinasyonun
etkinligi ile dogrudan iliskili oldugunu gostermistir(31).HR tamir siirecinde 6celikle
ATM kinaz cift sarmal kingin meydana geldigi bolgeye baglanarak aktive olur
veMrell, Exol ve CtIP gibi ekzonlikleaz ve endoniikleazlari aktive ederek DNA
sarmallarini birbirinden ayirir. DNA hasarinda aktive olan ssDNA binding protein
Rad51, diger islevsel aksesuar proteinler ve niikleoprotein filamentlere baglanir. Bu
sirada ortamda hedef bélgeye homoloji gosteren donor DNA parcasinin varliginda
istenilen bolge ve donor DNA pargasi arasinda degisim meydana gelir ve ¢ift sarmal
kirik onarilirken hedef bolgeye istenilen insersiyon gerceklestirilir (32, 33). Fizyolojik
sartlarda, hedeflenen bdélgede herhangi bir kirgin olmadigl durumlarda,memeli
genomunun kararli yapisinda dolayi, donor DNA parcasi ile hedef dizi arasinda
benzerlik ne kadar fazla olursa olsun, homolog rekombinasyon etkinligi yok denecek

kadar azdir, bu olasilik, her 10*- 107 hiicrede bir ihtimalle gerceklesmektedir (14).

Normal kosullarda, homolog rekombinasyonun memeli genomundaki disik
etkinligine ragmen, DNA hasari tamiri surecinde memeli hiicrelerinde homolog
rekombinasyon mekanizmalari harekete gecmektedir (13). Genom diizenleme

araglari aracihgl ile olusturulan gift sarmal kirik, homolog rekombinasyonun
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meydana gelme olasihigini arttirarak hedeflenen bolgede istenilen degisikligin kalic

olarak gerceklesmesine olanak saglar (14).
b) Non-Homolog Ug Birlestirme (NHEJ)

Genom dizenleme araglari ile hedeflenen bélgede ¢ift sarmal kirik
olusturulmasini takiben, hicreye disaridan verilen donor DNA pargasinin
bulunmadigl durumlarda, hataya ¢ok daha agik bir ¢ift zincir DNA hasari tamiri
secenegi olan non-homolog uc¢ birlestirme (NHEJ) mekanizmasi etkinlesir. NHEJ,
homolog rekombinasyonun aksine, hasar tamiri sirecinde homoloji gosteren bir
diziye ihtiyac duymamaktadir. NHEJ, nikleaz aktivitesi ile kirilan fosfodiester
baglarini tekrar bir araya getirerek kirtk DNA pargalarini birlestirir. Bu siregte
oncelikle kirik uclar Ku70/80 heterodimeri araciigl ile bir araya getirilir ve
heterodimer yapi DNA bagimh protein kinazlara (DNA-PKcs) baglanir. Sonraki
adimda niikleazlar veya DNA polimeraz (Pol y, Pol A vb.) araciligi ile her iki sarmalda
da birbiriyle uyumlu uglar olusturulur. Son olarak DNA ligase IV, X-ray cross-
complementation group 4 (XRCC4) ve Xrcc4 like factor (XLF)’ den olusan ligasyon
kompleksi ile kirik uglar birlestirilir (34). Kirik uglarin birlesmesi sirasinda, hedeflenen
bolgede, bir veya birkac nikleotid ilavesi veya kaybi meydana gelmektedir. Bu
slirecte okuma cercevesi mutasyonlarinin olusmasi ile hedeflenen bolgede gen

silinmesi veya islev kaybi (loss-of-function) mutasyonlari yaratilabilir (14).
2.7.2 CRISPR/Cas9 Sisteminin Okaryotlara Adaptasyonu

Genom diizenmele araglari arasinda en son gelistirilen (2013) yaklasim olan
“Clustered, Regularly-Interspaced, Short Palindromic Repeats (CRISPR)-Associated
protein system(Cas)” bakterilerde ve arkealarda bulunan niikleik asit temelli bir
dogal savunma mekanizmasidir.CRISPR aracilikli savunma mekanizmasinin ¢alisma
prensibi, hicreyi enfekte eden yabanci DNA dizilerinin (virGsler, plazmidler vb.),
prokaryot genomundan sentezlenen kiiclik RNA molekdlleri tarafindan 6zgiil olarak
taninmasina ve etkisiz hale getirilmesine dayanmaktadir (35). Prokaryot genomunda

bulunan CRISPR lokusu (S. Pyogenes SF370Type Il CRISPR) dort gen icermektedir.
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Bunlar; Cas9 nukleaz, iki farkli protein kodlamayan (non-coding) CRISPRRNA
molekili (crRNA ve trans-activating crRNA (tracrRNA)) ve oOnci crRNA (pre-
crRNA)’dir. Cas9 niikleazin yabanci DNA dizilerini taniyip etkisiz hale getirmesi igin
gerekli olan rehber diziler (spacers), genomda bulunan 06zdes tekrar dizilerinin
(identical direct repeats) arasinda yer almaktadir(36). Bu dizilerden kodlanan RNA
molekillerinin gorevi, Cas9 nikleazi hedef bolgeye tasiyarak yabanci DNA dizisi
Uzerinde cift sarmal kirik yaratmaktir. Bu sayede prokaryotik host hiicreleri yabanci
DNA’lar tarafindan ilk kez enfekte edildiklerinde yabanci DNA dizilerini bir gesit
genetik hafizaya yerlestirmektedir ve ayni DNA dizisi ile tekrar enfeksiyon halinde bu

yabanci diziyi taniyarak etkisiz hale getirmektedir (37).

Yukarida da bahsedildigi gibi S.pyogenes Type Il CRISPR sistem iki ana
elemandan olusmaktadir: RNA bilesenleri (crRNA ve tracrRNA) ve Cas9 niikleaz.
crRNA ve tracrRNA sentezlendikten sonra bir araya gelerek Cas9 proteinini hedef
bolgeye 6zgil hale gelerek hedefli ¢ift sarmal kirik olusmasini saglamaktadir. 2013
yilinda bu sistem modifiye edilerek ilk defa 6karyotik hiicrelerin genomunda hedefli
degisikliklerin gerceklestirilmesi icin kullaniimistir. Bu yeni yaklasim, Okaryot
hlcrelerin  genomunda istenilen diizenlemelerin hizli ve etkili bir sekilde
yapilabilmesine olanak saglamaktadir. 2013 vyilinin ilk yarisinda, Cong ve ark.
bakteriyel Tip Il CRISPR/Cas9 sisteminin protein ve RNA bilesenlerini modifiye
ederek insan genomuna uygulamislardir(15). Bunun icin oncelikle C terminalinde
SV40 nikleer lokalizasyon sinyali iceren Cas9 nikleazin insan kodon dizenine
uyarlanmis (human codon-optimized) sekli memeli ifade vektorine klonlanmistir.
Daha sonra, insan U6 polimeraz lll promoter araciligi ile crRNA ve tracrRNA
elemanlarini birlikte sentezleyen RNA molekilla (fusion transcript) gelistirilmis ve
guide RNA olarak adlandirilmistir. Tasarlanan CRISPR vektori (pX330-U6-
Chimeric_BB-CBh-hSpCas9)araciligi ile gRNA ve Cas9 nikleaz ayni anda
sentezlenebilmektedir. Bu sayede, gRNA komplementer yapisi ile hedef bdlgeyi
tanimanin (hedef bolgedeki PAM dizilerini taniyarak) yani sira sekonder yapisi

araciligl ile Cas9’u hedef bolgeye tasimaktadir ve RNA aracilikh genom diizenleme
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islemi ile hedeflenen bdlgede istenilen diizenlemenin vyapilmasina olanak

saglamaktadir.

2.7.3 CRISPR/Cas9 Aracilikh Genom Diizenleme islemi icin Segilen

PlazmidVektor ve Memeli Hiicresi Modeli
a)pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 Ekspresyon Plazmidi

Cong ve ark. tarafindan yapilan g¢alismalar, tracrRNA, 6ncil crRNA, host
factor ribonuclease (RNAse) Ill ve Cas9 niikleaz ekspresyonu ile birlikte okaryot
hiicrelerde (in-vitro) DNA diizenlemesinin yapilabilecegini gostermistir (15). Kodon-
optimize S.pyogenesCas9 (SpCas9) ve RNAse Ill (SpRNaselll) gen dizilerine niikleer
lokalizasyon sinyali eklenerek, sentezlenen molekillerin g¢ekirdekte yerlesim
gostermesi saglanmistir. S. Pyogenes tip Il CRISPR/Cas9 sistemi elemanlarindan
tracrRNA ve oncul crRNA molekillerinin sentezi RNA polimeraz Il U6 promoter
araciligi ile saglanmistir. Genom diizenleme araci olarak kullanilan CRISPR sistem
elemanlarini olusturan SpCas9, SpRNase I, tracrRNA ve 6nciil crRNA (pre- crRNA) In
varliginda hedeflenen bolgede istenilen kirigin olustugu gosterilmistir. Ayni grubun
yaptigi calismalarin devaminda SpRNase Il sentezi olmadan da non-coding
RNA’larin islevsel oldugu ve sistemin ayni etkinlik ile calistig1 gbsterilmistir. Endojen

memeli RNAse’ler sistemin calismasi icin yeterli olmaktadir.

Bu galismalar sonucunda elde edilen verilerden hareketle tasarlanan px330
ifade vektori, CRISPR/Cas9 sisteminin etkin bir sekilde calisabilmesi icin gerekli ve
yeterli olan guide RNA (gRNA) ve Cas9 elemanlarini ayni anda sentezleyerek memeli
hiicrelerinde hedeflenen bolgelere istenilen genom degisikliklerinin yapilabilmesine

olanak saglamaktadir.
b)C2C12 Hiicre Hatti

C2C12 hiicre hatti, embryonik C3H fare susundan izole edilmis 6limstliz ve
miyoblast niteliginde bir hicre hattidir (38). Hiicre kiiltiriinde bu hiicreleri idame

ettirmek icin diusik yogunlukta (en fazla %50 yogunluk) cogaltarak,mitojenlerden
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zengin bir besiyeri kullaniimasi gereklidir. Hicreler yliksek yogunluga (%90-100)
ulastiktan sonra ¢ogalmayi indiikleyen faktorlerin bulundugu serum konsantrasyonu
azaltildiginda C2C12 hicreleri bélinmeyi durdurarak farklilasma siirecini
baslatmaktadir. Farklilagsma sirasinda birbirleri ile flizyon yapan hicreler kontraktil
proteinlerin sentezlenmesiyle birlikte cok cekirdekli kalin miyotipleri olusturur.
Miyoblastlardan meydana gelen saf bir hiicre hatti olmasi, ¢abuk farkhlasmasi ve
karakteristik kas proteinlerini ifade eden kasilabilir kas liflerine donismeleri
nedeniyle, C2C12 hiicre hatti, iskelet kasi farkhlasmasinin in vitro modeli olarak

yaygin olarak kullanilmaktadir(39).

2.8 AMAC

Kas hasari tamiri ve farklilasma sirecinin molekiler temellerini daha iyi
anlamaya yonelik olarak bolimimizde simdiye dek yiratilen galismalarda, KLF5
proteininin, kas kok hicrelerinin idamesi ve farklilasmasinda rol oynadigi
anlasilmistir. KIf5 transkripsiyon faktortinin kas oncili miyoblast hicrelerinin
¢ogalma surecini durdurdugu ve farklilagsma sirecinde rol aldigi ortaya konmustur.
Bu transkripsiyon faktoriniin hedef genlerinin, etkilestigi proteinlerin, hiicre ici
trafiginin anlasilabilmesi igin islevsel protein galismalarinin yapilmasi gereklidir. Bu
calismalarin gergeklestirilebilmesi icin KLF5’i etkin bir sekilde taniyacak yiksek
0zglllik gosteren antikorlara ihtiyag vardir. KLF5 proteinini tanimaya yoénelik ticari
poliklonal antikorlara bagimliligi ortadan kaldiracak, 6zgillik, ve afinite sorunlarini
asarak KLF5’in “post-translasyonel” modifikasyonlari taniyarak islevsel protein
calismalarini (western blot, kromatin ¢oktiirme, protein ¢oktliirme vb.)mimkin kilan

bir ydonteme ihtiyac vardir.

Bu ihtiyaca ¢6zim olusturabilecek yaklagsimlardan biri de genom diizenleme
araclari yardimi ile C2C12 hiicre hatti genomunda yer alan ve KLF5 proteinini
kodlayan genin uygun bir kismina proteinin taninabilmesini kolaylastiran yeni bir
epitop dizisi yerlestiriimesidir. Yerlestirilen epitopa hedefli monoklonal antikorlar,

amaglanan protein ¢alismalarina olanak saglayacaktir.
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Bu tezin amaci, “Fare kas miyoblast hiicre hatti ggenomunda, KIf5 proteininin
N-terminaline, V5 epitop yapisini kodlayan 14 aminoaside karsilik gelen dizinin
yerlestirilmesidir.” Bu degisikligin gergeklestirilmesi ile hiicre hattinda, V5 epitopunu
taniyan antikorlar araciligi ile endojen KLF5 proteininin taninmasi miimkdn olacaktir.
Son iki yil icinde gelistirilerek kullanimi yayginlasan genom diizenleme araglari
(genome editing tools) bu konuda yeni bir imkan sunmaktadir. Bu tez Onerisi,
etkinligi ve uygulanabilirligi yiksek bir yontem olmasi nedeni ile CRISPR/Cas9

sisteminin kullanimi yéniinde gergevelendirilmistir.
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3 GEREC VE YONTEM
3.1 Geregler
3.1.1 Hiicre Kiiltiirii

C2C12 Fare Miyoblast Hiicre Hatti

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Biochrome F-0425)
Fotal Dana Serumu (FCS) (Biochrome S0123)

L-Glutamin (Biochrome K0282)

1X PBS (Phosphate buffered saline) (pH: 7,4) (Sigma P2194)

At Serumu (Biochrome S9133)

Streptomisin/Penisilin (Biochrome A2210)

Tripsin EDTA (Sigma)

3.1.2.Klonlama
PGEM-T Easy vektori (Promega, A1360) (bkz. Sekil 3.2.)
pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 vektori (Addgene plasmid # 42230) (bkz. Sekil
3.2)
Bbsl (Thermo Scientific, #ER1011)
EcoRI (Promega, R6011)
Aval (NEB, # R0152S)
T4 DNA Ligaz (Promega, M180A)
Ligasyon tamponu: 10x Ligation Buffer (Promega, C126A)
Ligasyon tamponu: 2x Rapid Ligation Buffer (Promega)
Nlalll (NEB, # R0O125S )
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pGEM®-T e Neol | 37
Vector Sacll 46
(3000bp)

Sekil 3.1pGEM-T Easy vektoriiniin haritasi.

Klonlama bolgesinde yer alan Restriksiyon enzimi tanima bdlgeleri ve DNA dizi
analizi uygulamalarinda kullanilabilecek sekans primerleri sag tarafta gosterilmistir.
PGEM-T Easy vektori ile transformasyon sonrasi bakteri ampisilin direnci
kazanmakta ve hedef DNA dizisinin klonlama bdlgesine yerlesmesi ile lacZ ifadesi
bozulmaktadir. Bu sayede mavi-beyaz koloni segimi yapilabilmektedir.

puC ori Human U6 Promoter
.’

i
I / ____-Ub terminator

pX330

8530 bp

Sekil 3.2 Px330 CRISPR/Cas9 vektérunin haritasi. U6 promoter araciligi ile hedef
bolgeye komplementer olan gRNA ve hedef bdlgede cift sarmal kirik olusturacak
Cas9 niikleazin es zamanl ifade olmasina olanak saglamak (izere tasarlanmistir.
Ayrica SV40 ¢ekirdek lokalizayon sinyali araciligi ile sentezlenen Cas9 nikleazin

cekirdege tasinmasini da saglamaktadir.



3.1.3 Plazmid izolasyonu

Plasmid Midi Kit (Qiagen, 12145)
Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System kiti (Promega, A1460)
izopropanol

Etanol, %70
3.1.4 Bakteri Kultiirii

Kompetan JM109 bakteri susu (Promega, P9751)
Agar, bakteriyoloji kullanimi safliginda (AppliChem)
Sivi LB besiyeri (pH=7,0-7,5):

Maya ozutl 5gr
NacCl 5gr
Tripton 10gr

Distile su ile toplam hacim 1L'ye tamamlanir

ve otoklavlanir

Kati LB besiyeri: %1,5 agar iceren sivi LB besiyeri
Ampisilin (Ampisina IV flakon)
X-Gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktozid) stok ¢ozeltisi (dimetilsilfoksit

icinde %5’lik ¢cozelti)

IPTG (izopropil-B-D-1-tiyogalaktopiranozid) stok ¢dzeltisi (su icerisinde 0,1M)

3.1.5 Transfeksiyon

ECM 830 Elektroporasyon Sistemi (BTX Harvard Apparatus)
BTXpress electroporation buffer (BTX Harvard Apparatus)

4mm Gap Cuvettes (BTX Harvard Apparatus)
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3.1.6 DNA izolasyonu

Proteinaz K (Sigma, P2308)
Amonyum asetat (Sigma, A1542)
EDTA (Sigma, E9884)

NaCl (Sigma, S9888)

Tris-Base (Sigma, T1503)

SDS (Sigma, L3771)

Etanol (Riedel de Haen)

3.1.7 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Pfu DNA Polymerase (Fermentas, EP0502)
GoTag DNA Polymerase (Promega, # 9PIM300)
dNTP Mix, 10mM (Fermentas, R0193)

PZR Aracilikli Mutagenez Primerleri

V5 epitop dizisi insersiyonu dogrulama primerleri

GeneAmp PCR Systems 9700 (appliedbiosystems)

3.1.8 DNA Dizi Analizi

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, 4336917)
T7 promoter primeri (Promega, Q5021)

Puc/M13 primeri (Promega, Q5391 )

SP6 promoter primeri (Promega, Q5011)

Etanol

Formamid

Sodyum asetat (3M)
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3.1.9 DNA Agaroz Jel Elektroforezi:

Agaroz, molekdler biyoloji kullanimi safliginda (Prona)

Tris-asetat-EDTA (TAE) tamponu (pH: 8.0):

Glasiyal asetik asit (Merck)
Na,EDTA (Merck)
Tris baz (Merck)

Yiikleme tamponu:
Gliserol (Merck)
1X TAE tampon
Orange G boya (Merck)

Etidyum bromir (Sigma): 10mg/ml distile su
Molekiler agirhk belirleyicisi: 100bpDNA Ladder (Promega)

3.1.10 Modifiye Agaroz Jelden DNA izolasyonu

Agaroz, molekdler biyoloji kullanimi safliginda (Prona)

Etidyum bromdr (Sigma), 1mg/ml distile su

Molekiler agirhik belirleyicisi: 1kb DNA Ladder (Promega)
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System kiti (Promega, A9282)
Modifiye TAE tamponu konsantresi, 50x (Millipore, LSKG ELO 50)

3.1.11 Protein izolasyonu ve Kantitasyonu
Proteaz inhibitori tablet (Roche, Complete Mini, 11 836 170 001)

Tris HCI, 0,5M, pH=6,8 2,5ml

Protein izolasyon tamponu (toplam 20ml):
Tris HCI, 0,5M, pH=6,8 2,5ml
EDTA, 0,5M 200yl
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1,14ml
0,5M
2M

5,5ml
4,5ml
0,01gr



SDS, %20 10ml
Proteaz inhibitori tablet 2adet
Distile su 7,5ml

Sonikator (Sonics Vibra Cell, islemci modeli VCX 130, prob modeli CV 18)
BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, #23225):

3.1.12 Western Blot

Elektroforez tamponu (distile su igcinde):

Sodyum dodesil silfat (SDS) %0.1
Glisin 0,192M
Trizma baz 0,025M

%12’lik ayirici jel:

%30 Akrilamid / bisakrilamid 4,0ml
1,5M Tris (pH=8,8) 2.5ml
%10 SDS 0,1ml
%10 APS (amonyum persiilfat) 0,1ml
TEMED (N,N,N’,N’-tetrametil-etan-1,2-diamin) 0,004ml

Distile su 10ml’ye tamamlanir

indirgeyici ajan: NuPAGE 10x Sample Reducing Agent (Invitrogen, NPO004)
Ornek tamponu: LDS 4x Sample Buffer (Invitrogen, NPO0O08)

%5’lik toplayici jel:

%30 Akrilamid / bisakrilamid 0,33ml
1,0M Tris (pH=6,8) 0,25ml
%10 SDS 0,02ml
%10 APS (amonyum persiilfat) 0,02ml
TEMED (N,N,N’,N’-tetrametil-etan-1,2-diamin) 0,002ml

Distile su 2ml’ye tamamlanir
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Protein agirlik belirleyicisi:

Novex Sharp Protein Standard (Invitrogen, LC5800)
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ColorPlus Prestained Protein Ladder, Broad Range (NEB, P7711S)

Yari kuru elektroforetik transfer cihazi (Bio-Rad, 170-3940)
PVDF membran (Immun-Blot PVDF, BioRAD)

Glg kaynagi (Cleaver, CS-3AMP)

Dikey elektroforez sistemi, OmniPAGE Electrophoresis System (Cleaver,VS10WDSYS)

Yari kuru transfer tamponu:
Trizma baz
Glisin
SDS (%10)
Metanol

Distile su ile 1L'ye tamamlanir

Coomassie Bluegozeltisi:
%0,025 Coomassie Blue R-250
%40 metanol

%7 glasial asetik asit

Stripping ¢ozeltisi:

2-merkaptoetanol
Tris-HCl, 1M, pH=6,8
SDS (%10)

Metanol

Distile su ile 50ml’ye tamamlanir

5,82g
2,93g
3,75ml
200ml

357ul
3,125ml
10ml
200ml



Tris tamponlu salin (TBS) (10x) (pH=7,6):

Trizma baz 6lg
NaCl 90g

Distile su ile 1L'ye tamamlanir

Ponceau S ¢ozeltisi (Sigma, P3504)
TBS(T) sollisyonu: 1x TBS iginde %0,05 Tween-20
Whatman filtre kagidi

Nitroselliloz membran (0,45um kalinhginda) (Thermo Scientific, 88018)

Yagsiz sit tozu

Primer antikorlar:

Rabbit polyclonal to KLF5 (Abcam, ab24331)

Monoclonal Anti-a-Tubulin- — Mouse IgG1 (Sigma, T 6074)
Monoclonal Anti-V5 tag antibody [SV5-Pk1] (Abcam, ab27671)
Sekonder antikorlar:

Goat anti-rabbit IgG (H+L) HRP conjugate (Invitrogen, G21234)
Goat anti-mouse IgG (H+L) HRP conjugate (Invitrogen, G21040)
Goruntileme kiti:

SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific)
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3.2 Yontemler
3.2.1 Plazmid Uretimi ve izolasyonu

CRISPR/Cas9 sisteminin ¢alisabilmesi igin gerekli olan gRNA ve Cas9
nikleazin sentezini saglayan pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 ifade vektori
(Addgene plasmid # 42230) bu vektori tasarlayan arastirict Feng Zhang (MIT)
tarafindan hediye edilmistir. Oncelikle pX330 vektériiniin kompetan JM109 bakteri
susuna transformasyonu vyapildi. Transformasyon sonucu elde edilen bakteri
kolonileri segilerek miniprep yontemi ile plasmid izolasyonu yapildi. Miniprep

sonrasi elde edilen plazmidlere EcoRI enzim kesimi yapildi (plasmid kalite kontroli).

EcoRl restriksiyon enzimi 0.5 ul

10X tampon 2 ul

Plasmid DNA’s| 44l 37°Cde 1 saat
inklibasyon

dH20 13.5 pl

Toplam hacim 20 ul

Enzim kesim Urlnleri %1’lik agaroz jelde yurutuldi. Kalite kontrol sonucu
olumlu sonuglanan plazmidlerden ikisi midiprep ile cogaltildi. Boylece pX330

vektori klonlama igin uygun hale getirildi.
3.2.2 Klonlama Calismalari
a) CRISPR/Cas9 vektori klonlama galismalan

CRISPR/Cas9 araciligi ile istenilen bolgenin hedeflenip Cas9 nikleaz aracilig
ile ¢ift sarmal kirik olusturabilmesi igin pX330 vektorl igerisine hedef bolgeye
komplementer gRNA dizisinin klonlanmasi gerekmektedir. Bu tez kapsaminda, KIf5
gen dizisinin 1. ekzonunda yer alan 4. ve 41. aminoasitleri kodlayan DNA dizilerini
hedefleyen iki farkli CRISPR/Cas9 vektorl hazirlanmistir. CRISPR/Cas9 vektoru

icerisine gRNA dizisinin klonlanabilmesi icin oncelikle pX330 vektorinin Bbsl
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restriksiyon enzimi ile kesilmesi ve ug¢ kisimlarinin gRNA oligonikleotidleri ile

uyumlu hale getirilmesi gerekmektedir.

1pg pX330 vektoru

Fast digest Bbsl restriksiyon enzimi
10X Fast Digest Buffer

dH,0

Toplam Hacim

1ul
1ul
0
2ul 37°C c.je g.ece
boyu inkiibasyon
l6ul
20ul

Enzim kesimi sonrasi linearize edilen pX330 vektorli %1’lik agaroz jelden

purifiye edildi. PZR Grlintnin saflastiriimasi icin Wizard SV Gel and PCR Clean-Up

System kiti kullanildi. Daha sonra gRNA dizisini olusturan 22 nikleotidlik

oligonikleotid DNA yapilarin birbirlerine baglanmasi ve ¢ift sarmal yapi olusturmasi

icin annealing reaksiyonu kuruldu:

100 uM oligol (sense ) 1l
100 uM oligol (antisense ) 1l
10X annealing buffer Sul
dH20 43l

95°C'de 5 dakika, daha sonra
5°C/dk olacak sekilde 25°C’ye
kadar sogutuldu ve hizlica buza
alindi

10X annealing buffer : (alikotlanip -20°C’de sakland)

1M Tris pH 8.0 400pl
1M MgCI2 200 pl
5M NaCl 100 pl
0.5M EDTA pH 8.0 20pl

dH20 280 ul

Oligolarin baglanma reaksiyonu sonrasinda pX330 vektori ile ligasyon reaksiyonu

kuruldu: (3:1, vektér omurgasi: insert molar orani)
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Bbsl digested pX330 vektoér backbone

(18 ng/ i) 4.44l
160C'de  gece
Oligolar (annealing sonrasi) 4.1ul  boyu
. inklibasyon
T4 DNA ligase 0.5 ul
10X DNA ligase Buffer 1wl

14-16 saat inkubasyon sonrasi ligasyon Urinlerinin kompetan JM109 E.coli
bakterilerine transformasyonu yapildi. Ertesi giin toplanan bakterilerden miniprep
yontemi ile plazmid izolasyonu yapmak icin Wizard Plus SV Minipreps DNA
Purification System kiti kullanildi. izole edilen plazmidlerin kalite kontrolii (hedef
dizinin plazmid icerisindeki yerlesimi) Nlalll restriksiyon enzim kesimi (4.aminoasidi
hedefleyen CRISPR vektoru icin)ve Bbsl/ Agel es zamanh kesimi (41.aminoasidi
hedefleyen CRISPR vektori icin) ile yapildi. Dogru diziyi iceren kolonilerden ikisi 100
mL LB kiltlrl igerisinde 14-16 saat cogaltildi ve Plasmid Midi Kit kullanilarak

plazmid izolasyonu yapildi.
b) “Donor” Plazmid Vektori Klonlama Calismasi

CRISPR/Cas9 sistemi araciligi ile hedeflenen bolgede c¢ift sarmal kirik
olusturulmasindan sonraki basamak, hicrede istenilen bodlgede hedeflenmis
insersiyonun olusturulabilmesi i¢in disaridan goénderilmesi gereken donor
DNAyapisinin hazirlanmasidir. Bu amagla, PZR araciliki mutagenez yoluyla
hazirlanan DNA pargalari “Gene-Soeing” yontemi ile bir araya getirildi ve donor
plazmid klonlama calismalari yapay olarak olusturulan ve hedef diziye homoloji
gosteren DNA pargasinin pGem-T easy vektor igerisine yerlestirilmesi ile baglandi.
Bunun icin oncelikle PZR driinleri %0,7'lik agaroz jelden purifiye edildi.Purifiye
edilen amplikonlarin saflastiriimasi icin Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System Kkiti
kullanildi. T vektor araciligi ile yapilan ligasyon, Taq polimeraz ile amlifiye edilen
DNA parcalarinin 3’ucuna eklenen adenin uzantilarinin, dogrusal vektoérin timin
uzantilari ile birlesmesi ile gerceklesmektedir. Ligasyon reaksiyonu 16°C’de O/N

yapildi.
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pGem-T easy vektor 1l
T4 DNA Ligase 1l
2X Rapid Ligase Buffer 5ul
insert (3:1 oraniicin) 3ul

14-16 saat inkubasyon sonrasi ligasyon Uriunid kompetan E. Coli JM109

hiicrelerine aktariladi ve mavi-beyaz koloni secimini gerceklestirmek icin100 ul IPTG

(100mM), 20 uL X-Gal (50mg/ml) ve 50ug/ml ampisilin iceren kati LB besiyerine

ekildi. Klonlamanin gerceklestigi beyaz koloniler secilip cogaltildiktan sonra miniprep
yontemi ile plazmid izolasyonu yapmak icin Wizard Plus SV Minipreps DNA
Purification System kiti kullanildi. izole edilen plazmidlerin kalite kontrolii (hedef
dizinin plazmid igerisindeki yerlesimi) restriksiyon enzim kesimi ile yapildi. Dogru
diziyi iceren kolonilerden ikisi 100 mL LB kiltlrl icerisinde gece boyu ¢ogaltildi

vePlasmid Midi Kit kullanilarak plazmid izolasyonu yapildi.

3.2.3CRISPR/Cas9 vektoériiniin ve donor plazmidin DNA dizi analizi ile

dogrulanmasi

Restriksiyon enzim kesimi ile dogrulanan plazmidler C2C12 fare miyoblast
hiicre hattina elektroporasyon araciligi ile verilmeden dnce DNA dizi analizi yapildi.
Plazmidde yer alan hedef dizinin dogru bdlgeye yerlestigi ve donor DNA pargasinin
icerisinde KIf5’'in islevini bozacak herhangi bir mutasyon olmadigiT7 ve SP6
primerlerinin kullanildigi DNA dizi analizi ile dogrulandi. Ayrica, CRISPR vektoriniin
icerisine gRNA dizisinin dogru bdlgeye klonlandigi LKO 1.5 primeri kullanilarak
yapilan DNA dizi analizi ile dogrulandi. Boylece px330 CRISPR/Cas9 ve donor DNA

pargasini iceren vektorlerin klonlama galismalari tamamlandi.
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Dizi Analizi Reaksiyonu :

Kalip DNA (1000ng/pl) 1ul 94°C 5 dk
Reaction Premix (RR-100) 4yl 94°C 15 sn
; ; X25
BigDye Sequencing Buffer 2l 50°C 15 sn
dongi
Primer (3,3pmol/pul) 1pl 60°C 4 dk
dH20 12yl 60°C 1 dk

Dizi analizi reaksiyonundan sonra PZR Urinlerinin purifikasyonu yapildi:

Orneklerin izerine toplam hacmin 1/10’u miktarinda 3M NaOAc eklendi
ve 1,5ml’lik eppendorfa alindi.

2,5 kat soguk %100 etanol eklendikten sonra 3-4 kez ters yiiz

yapilarak karistirildi ve -20°C’de en az 30 dakika inkibe edildi.

inkiibasyondan sonra maksimum hizda 30 dakika santrifiij edildi.
Pelletin Uzerine soguk %70’lik etanol (200pl)ilave edildi, hafifce

karistirildi.

Maksimum hizda 10 dakika santrifiij edildi ve pelet kurutuldu.

Peletin Gizerine 20pl formamid ilave edildi, peletin ¢6zlinmesi saglandi.

Ornekler 96’lik sekans yiikleme plate’ine aktarildi ve 98°C’de 10 dakika

denatiire edildi. Denatirasyon sonrasi plate buz Uzerinde 5 dakika bekletildi ve

fluorimetrik DNA fragman analizi cihazina ylklendi (Applied Biosystems ABI 3110

Genetic analyzer).
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3.2.4 “Gene-Soeing” Yontemi ile PZR Aracilikh Mutagenez Olusturulmasi

Bu tez kapsaminda KIf5’in 4. ve 41. Aminoasitlerini hedefleyen bolgelere, PZR
aracihkli mutagenez islemi kullanilarak olusturulan donor DNA pargasi araciligi ile V5
epitop dizisini kodlayan 42 nikleotidlik insersiyonun gerceklestiriimesi
hedeflenmistir. PZR kullanimi ile iki asamali mutagenez islemi, DNA fragmanlarinin
amplifikasyonu sirasinda kullanilan uzun primer dizilerinin gergeklestirilmek istenen
mutasyonu icermesi temeline dayanmaktadir.

Gene-soing yoOnteminde, kullanilan iki primerden biri, dogal diziye
komplementer olmayan ve olusturulmak istenen mutasyonu tasiyan baz dizisini
icerir. Bu sayede kalip gorevi géren dogal DNA dizisi kullanilarak yapilacak PZR
esnasinda, mutant primer sayesinde istenilen mutasyon degisikligini olusturulur. Bu
amagla tasarlanan primer dizileri asagida verilmistir:

Oligo Dizi

KLV5-4MF 5”GGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCT

CGATTCTACGCGGGTGCTGACCATGAGCGCG-3~

KLV5-4MR 57 CGTAGAATCGAGACCGAGGAGAGGGTTAGGGA

TAGGCTTACCCGTGGGCATGGACGGTCAAGCTT-3~
KLV5-41MF 57 GGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCT
CGATTCTACGGACGCGGCGCTCTTCTCCGGAGA-3~

KLV5-41MR 57 CGTAGAATCGAGACCGAGGAGAGGGTTAGGGAT
AGGCTTACCCGTGGGCATGGACGGTCTGGGGA-3”

Malzemeler hacim

5XgoTaq Polymerase Tampon 10ul

25Mm MgCl, 7ul 94c| 3dk

10Mm DNTPs 2ul 94°C | 30sn

Primer-F (10pmol) 1yl 63>59°C | 40sn X40 dongii
Primer-R (10pmol) 1l 72°C 1 dk

DNA kalip 10ul 72°c| 4dk

DH,0 16.5ul 4°C o

Toplam hacim 50ul
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Cift sarmal kingin tamir stirecinde homolog rekombinasyon mekanizmasini
etkinlestirmek icin donor plazmid hazirlanmasi sirasinda gerceklestirilen adimlar

asagida siralanmustir:

e PZR aracilikh mutagenez calismalarinda kalip olarak kullanilacak olan
genomik DNA’nin eldesi igin fare akciger dokusu orneklerinden DNA

izolasyonu yapildi.

e Fare KIf5 gen dizisi Uzerinde mutasyon hedeflenen bolge PZR ile ¢ogaltildi.
Cogaltilan PCR fragmaninin pGem-T easy vektore klonlanabilmesi icin

modifiye agaroz jelden saflastirildi.

e KIf5 geni Uzerinde hedeflenen ve PZR ile gogaltildiktan sonra jelden purifiye
edilen PZR Uridnleri pGEM-T easy vektor icerisine takildi. Ligasyon ve
transformasyon islemleri sonrasi elde edilen kolonilerden plazmid izolasyonu

yapildi.

e Secilen kolonilerin dogrulugu DNA dizi analizi yontemi ile gosterildi.PCR
aracilikli mutagenez ile plazmid icerisinde yer alan; KIf5 exonl DNA
dizisininin hedef bdlgesine, V5 epitopuna karsilik gelen gen dizisi yerlestirildi

(“Gene-soeing” yontemi).

e PCR aracilikli mutagenez yontemi ve adimlari Sekil 3.3’de 6zetlenmistir.Bu
amacla oncelikle V5 insersiyonu gerceklestiriimek istenen nokta ortak olmak
Uzere dogal (wild type) DNA dizisinin (yukarida hazirlanan plazmid Grint) 5
ve 3’ kisimlarini hedefleyen iki ayri PZR amplifikasyonu farkli tliplerde
gercgeklestirildi ve amplifikasyon urinlerinden 3’ kolunun 5’ ucunda, 5
ucunun ise 3’ ucunda V5 epitopunu kodlayan DNA dizisini iceren ve kismen
ortlisen (komplementer) iki PCR Uruni elde edildi (Sekil 3.3.B1 ve B2). Bu

PZR urinleri modifiye agaroz jelden saflastirildi (Sekil 3.3.C).

e Onceki asamada saflastirilan iki PZR amplikonu ayni tip icine bir Uriin

digerinin iki kati molar oranda olacak sekilde ikinci PZR reaksiyonu
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gerceklestirildi. Bu asamada birbirine komplementer yapida olan DNA
fragmanlarinin ortak dizileri “annealing” asamasinda birbirleri icin primer
(megaprimer) gorevi gorir ve kalip DNA zinciri Gzerinde DNA polimeraz
enzimi tarafindan dizi tamamlanir(Sekil 3.3.D). Bu sayede 5’ ve 3’ uglarindan
V5 epitop dizisini kodlayan gen dizisini kapsayan homoloji kollari arasina
hedeflenmis insersiyon olusturuldu(Sekil 3.3.E). Elde edilen PZR Grini
pGem- T easy vektor icerisine klonlandi. Klonlarin dogrulugu DNA dizi analizi

ile kontrol edildi.

Ayrica CRISPR/Cas9 sistemi ile olusturulan kirigin tamir stirecinde hedeflenen
bolgeye yesil florasan proteini (GFP) kodlayan 330 aminoasit bliytkliglinde dizinin
yerlestirilebilmesi icin yukarida anlatilan PZR aracilikh mutagenez yaklasimi ile yeni

bir donor plazmid hazirlandi.



A g
—
( | 5'UTR . |( intron 1)
E<—--------Ekzon 1--------3:E
«— V5 epitop dizisi
f —S— |
B 1 5'UTR Ekzon 1 (. intron 1()

>

TSSO

B2 e % b
5'UTR Ekzon1 ( intron 1

=N

II.1IIIIIIIIlllIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

3 L ‘
—>
NITOTCS
<O OO IIIEOEL =
E l|l|'l|ll|""ll|||'llll"'lllllll'll'l'lll..u'l'l"'l||l'l'l"l'l|||||||"|'|"lll""|l

— 2
( [surr | V5] |£ intron 1{)

38

Sekil 3.3. PZR araciligi ile mutagenez yaklasimi semasi. A.ilk asamada birinci tiipte

gerceklestirilen PZR reaksiyonu sonunda Kif5geni 1. ekzon lizerinde hedeflenen

bdlge ¢ogaltildi.
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B1, B2.Mutasyon gergeklestirilmek istenilen nokta ortak olmak {izere bir &nceki
basamakta elde edilen kalip DNA dizisinin 5’ ve 3’ uclarina dogru iki ayri PZR
amplifikasyonu farkli tiiplerde gergeklestirildi.C.Amplifikasyon Urilnlerinin birinin 5’
ucunda, digerinin ise 3’ ucunda mutasyon igeren ve kismen ortiisen (komplementer)
iki PCR Griind elde edildi. D.Kalip DNA’dan arindirmak tzere bu iki PCR rini agaroz
jelden saflastirildi ve ayni tlp igerisinde biri digerinin iki kati molar miktarlarda
konarak tekrar PZR reaksiyonu gerceklestirildi. Komplementer dizileri tasiyan DNA
fragmanlarinin ortak dizileri “annealing” asamasinda birbirlerine birer primer gorevi
olusturarak 5’3’ yéniinde DNA polimeraz enzimi tarafindan tamamlandi. E. ikinci
reaksiyonun sonucunda mutasyon bolgesini bulunduran tam uzunlukta DNA

fragmani elde edildi.

3.2.5 C2C12 Fare Miyoblast Hiicre Hattina Elektroporasyon Araciligi ile

GenTransferi

a) C2C12 Fare Miyoblast Hiicre Hattinin Proliferasyonu

C2C12 Hdcreleri igin Proliferasyon Besiyeri:

DMEM iginde:

FCS %10
L-Glutamin %1
Streptomisin/Penisilin %1

Sivi azot tankinda %10 DMSO (dimetil silfoksit) iceren FCS icerisinde
saklanan C2C12 hicreleri 37°C’deki su banyosu icerisinde hizlica ¢ozdirilerek

proliferasyon besiyerine alindi ve 400g X 5 dakika santriflij yapilarak ¢okturuld.
Hiicre peleti proliferasyon besiyeri icerisinde ¢dziindiikten sonra ilk olarak75cm?lik
filtreli steril hiicre kaltiri sigesi igerisine alindi. Proliferasyon asamasindaki hiicreler,

%50 yogunlugu gecmeyecek sekilde idame ettirilerek 37°C'da %5 CO2’li etiivde

cogaltildi ve pasajlandi.
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b) Elektroporasyon Araciligi ile Gen Aktarimi

Literatlirdeki calismalar CRISPR/ Cas9 sisteminin etkin bir sekilde
calisabilmesi igin Crispr/Cas9 vektoriiniin ve donor DNA'y!1 iceren vektorin 1:1 molar
oranda hiicrelere transfer edilmesi gerektigini bildirmektedir(16). C2C12 hiicre
hattina gen transferi icin bilinen en etkin yol olan elektroporasyon yaklasimi tercih
edilmistir. Bu amagla, ECM 830 elektroporasyon sistemi (BTX Harvard)
kullanilmistir. Proliferasyon asamasindaki C2C12 hiicreleri tripsin ile kaldirilip tripan
mavisi ile sayildiktan sonra 2x10° hiicre santrifij ile ¢okturulmistir. Hicre pelleti
200 ulBTXpress Electroporation Buffer (10pg px330 ve 10ug donor plazmid
vektorleri eklenmis) igerisinde ¢6ziinmis vedmm plaka acikhgl bulunan kivetler
icerisine alinarak hizlica elektroporasyon islemi yapilmistir. Elektroporasyon
tamponu icerisinde hicrelerin 15 dakikadan fazla beklemesi hiicre 6limiine neden
olmasindan dolayi elektroporasyon sonrasi hiicreler proliferasyon besiyeri icerisine

alinmis ve idame ettirilmistir. Elektroporasyon kosullari asagida verilmistir:

Voltaj 360V
Pulse length 10msec
Pulse sayisi 1

Mode LV

3.2.6 C2C12 Hiicrelerinin Klonlanmasi

Elektroporasyon araciligi ile gen aktarimindan 72 saat sonra hicreler
tripsinle kaldirilmis ve limit dilisyon yontemi ile 48 kuyucuklu hiicre kiltara
kaplarina ekim yapilmistir (her iki kuyudan birine hiicre diisecek sekilde ekim
yapilmistir). Hiicrelerin yaklasik dort, bes giin biiylimesi beklenmistir. Hiicreler, DNA
izolasyonu icin vyeterli yogunluga ulastiktan sonra hiicre kiltliri kaplarinda
klonlanan hicrelerin yarisi kuyucuk icerisinde birakildi, diger yarisi DNA izolasyonu
icin ayrildi. Bu ornekler, DNA izolasyonu sonrasi PZR yontemi ile pozitif klonlarin
belirlenmesi icin kullanildi. Toplanan hiicre taramasi sonuglanana kadar kuyucuk

icerisinde kalan hiicrelerin idamesi saglandi.
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3.2.7 Pozitif Hiicre Klonlarinin PZR ve DNA Dizi Analizi ile Dogrulanmasi
a) DNA izolasyonu ve PZR ile dogrulama

DNA izolasyonu protokoli;

e Tripsin ile kaldirldiktan sonra 400xg’'de 5 dakika santrifiij yapilarak

¢oktlrilen hiicre peletinin tzerine 500ul nikleer liziz tamponu, 50ul %10

SDS ve100pul 20mg/ml Proteinaz K eklendi.

e 552C’de O/N inkubasyona birakildi

e Ertesi glin 250ul amonium asetat eklendi ve 9-10 kez ters ylz edilerek
karistirildi

e Odasisinda 15 dakika inkiibe edildi.

e 10000rpm’de 20 dakikal02C’de santrifij edildi ve stipernatant farkli bir tliipe
aktanldi.

e Silpernatantin Uzerine 2 kati volimde soguk absolut etanol eklendi ve-
202C'de 1 saat inklibasyona birakildi.

e inkiibasyon sonrasi 10000rpm’de 20 dakika102C’de santrifiij yapildi.

e Santrifilj sonrasi sipernatant atildi ve DNA pelletinin izerine %70’lik soguk
etanol eklendi.

e 10000rpm’de 20 dakika 102C’de santrifiij edildi.

e Sipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet kurumaya birakildi.

e Hucre peletlerinin tGzerine 40 pl dH20 eklendi ve 372C’'de 1saat inklibasyona
birakildi.

e PZR Oncesi Nanodrop spektrofotometre ile konsantrasyonu o6lcildi, saflik ve

miktar tayini yapildu.

PZR yontemi ile hiicre klonlarinin taranmasi:
DNA izolasyonu sonrasi KIf5 lzerinde hedeflenen bolgeye V5 insersiyonu

gerceklesip gerceklesmedigini 6grenebilmek icin hedef bolgeyi kapsayan primerler
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yardimiyla 1.ekzon gogaltildi ve 42 niikleotidlik insersiyonun goérilebilmesi igin PZR
drinleri % 2.5’luk agaroz jelde 1V/cm? elektrik alaninda yiratilda.

F-Primer 5’-CGAGTCCGCCGTCCCGTGCCA-3’

R-Primer 5’-ACCAGCTCCTCCGAGGGCAGTCGC-3’

PZR reaksiyonu:

Malzemeler hacim

5XgoTaq Polymerase Tampon 10ul

25Mm MgCl, 7ul 94c  3dk

10Mm DNTPs 2yl 94°C  30sn

Primer-F (10pmol) 1ul 65C  30sn | X35 déngi
Primer-R (10pmol) 1l 72°C  40sn

DNA kalip 10u 72°C  4dk

DH,0 14.5ul 4C o

DMSO 2,5ul

Toplam hacim 50ul

b) DNA dizi analizi ile dogrulama

PZR reaksiyonu sonrasi elde edilen amplikonlar % 2.5’luk agaroz jel
elektroforezinde yirutildi. 42 nikleotidlik insersiyonun gorildigi hiicre klonuna
ayni primerler ile DNA dizi analizi yapildi ve hedeflenen bolgedeki insersiyon dizi

analizi ile dogrulandi.
3.2.8 Protein izolasyonu

Hiicre pelletinin Gzerine 50ul protein izolasyon tamponu eklendi ve izolasyon

protokolline baslandi:
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Sonikator araciligi ile 6rnekler 130W, 20kHz frekans ve %50 genlikte, her
dongl sonrasinda 20sn ara verilerek 8’er kez 20sn siresince sonike
edildi.
Sonikasyon sonrasi 6érnekler 100C'de maksimum hizda 3 dakika santrifj
edildi.

Slpernatan yeni bir tiipe aktarildi ve -800C’da saklandi.

Protein Konsantrasyonu Ol¢ilimii:

BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, #23225) kullanildi.

Olciim icin gerekli olan kor ¢ézelti %1 SDS kullanilarak hazirlandi. 2mg/ml
konsantrasyonundaki albliimin standartlari %1 SDS ile seyreltildi ve
standart ¢Ozeltiler hazirlandi.

Protein drneklerinden 2,5ul alindi ve%1 SDS ile 20 katseyreltildi.

50 hacim Reagent A ve 1 hacim Reagent B kullanilarak BCA indikator
¢Ozeltisi hazirlandi.

1ml BCA indikatori, standart ¢ozeltiler ve ornekler (50 pl total hacim)
Uzerine ¢Ozeltisi eklendi.

Karisimlar vortekslendikten sonra 37°C’de 30 dakika inkiibasyona
birakildi.

inkiibasyon sonrasinda Molecular Devices Spectramax M2 cihaz
kullanilarak standart ¢o6zeltilerin  ve 06rnek ¢ozeltilerin  562nm
dalgaboyunda verdikleri absorbans olcildii ve standard egri yardimi ile
orneklerin konsantrasyonlari hesaplandi.

Bulunan konsantrasyon degerleri, dillisyon faktori (20) ile carpilarak stok

protein ¢ozeltilerinin konsantrasyonlari elde edildi.

3.2.9 Western Blot

%12’lik ayirici nitelikte jel Gzerinde yer alacak sekilde %5 lik toplayici SDS-

poliakrilamid jeli dokilda.
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Polimerlesen jel elektroforez tankina yerlestirildi, elektroforez tamponu
eklendi ve kuyular tampon ile temizlendi.

Ornekler 6ul 6rnek tamponu (4x) ve 2,4ul indirgeyici ajan (10x) ile
birlikte toplam 24ul hacimde hazirlandi. Kuyulara negatif kontrol olarak
C2C12 hiicre hattinda izole edilen protein 6rnegi, pozitif kontrol olarak
KIf5+V5 ifade eden ifade vektorl ile transfekte edilmis C2C12 hiicre
hattindan izole edilen protein 6rnegi yiklendi.

Ornekler ve protein agirlik belirleyici jele yiiklendikten sonra toplayici
jelden ayirici jele gecene kadar 80V (yaklasik 30 dakika) gerilim
uygulanarak yuratuldi. Sonrasinda protein agirhk  belirleyicisi
gozlemlenerek 120V’ta 100-120 dakika boyunca vyiritilmeye devam
edildi.

Orneklerin PVDF membrana aktarimi:

Jele uygun boyutta 4 adet Whatman kagidi ve 1 adet PVDF membran
kesildi.

PVDF membran porlarinin agilmasi igin 1 dakika metanol igerisinde
bekletildi.

Elektroforez tamamlandiktan sonra jel tanktan cikarildi, toplayici jel
atildi. Ayirici jel, membran ve Whatman kagitlari 20 dakika yari kuru
transfer tamponu igerisinde bekletildi.

Yari kuru blotlama cihazinin plaka elektrodlarionce distile su
ilesonrasinda elektrodlar transfer tamponu ile silindi.

Alttaki plakanin Uzerine 6nce 2 adet Whatman kagidi, daha sonra
membran, jel ve yeniden 2 Whatman kagidi yerlestirildi.

Blotlama cihazinin (st plakasi sikica kapatildiktan sonra giic kaynagi
15V’luk gerilimde sabitlenerek 50 dakika boyunca transfer islemi yapildi.
Transfer biitminde jel Coomassie Bluegozeltisi icine birakilarak jelde

kalanproteinler boyandi ve transfer etkinligi incelendi.
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Protein membraninin antikorla isaretlenmesi:

Membran TBS(T) ile 5 dakika yikandiktan sonra, %10’luk sit tozu

icerisinde oda sicakliginda 1 saat calkalayici izerinde bloklandi.

Bloklama islemi sonrasi TBS(T) icerisinde hazirlanmis %5’lik sit tozu
karisimi ile final konsatrasyonu 0.4 mg/ml olacak sekilde seyreltilmis V5
primer antikor c¢oOzeltisi icerisinde +42C’da 16 saat boyunca membran
calkalandi.

Primer antikor ile inkiibasyon sonrasinda membran oda sicakliginda 3
kez 15 dakika boyunca TBS(T) ile yikandi.

Yikamalar tamamlandiktan sonra TBS(T) iginde hazirlanmis %5’lik st
tozu karisimi ile anti-mouse sekonder antikoru (1:8000 oraninda
seyreltilmis) cozeltisi icerisinde membran 1 saat oda isisinda inkibe
edildi.

Sekonder antikor ile inkiibasyondan sonra membran oda isisinda 3 kez

15’er dakika TBS(T) ile yikand.

Membran goriintiileme:

Goruntuleme kitinin igindeki luminol ve peroksit sollisyonlari esit
hacimde karistirilarak membrani kaplayacak sekilde yayildi.4 dakika
beklendikten sonra GeneGnome kemiliiminesans goriintiileme cihazi
kullanilarak 10 dakikalik poz suireleri ile gortintileme yapildi.

V5 proteininin gorintilenmesinin ardindan membran TBS(T) icinde 10
dakika calkalanarak goriintiileme soliisyonlari uzaklastirildi. Daha sonra,
652C’da 30 dakika stripping ¢ozeltisi iginde galkalandi.

Stripping sonrasinda membran 3 kez 10’ar dakika TBS(T) ile yikandi.

KIf5 antikoru ile gorlintlileme yapmak igin bloklama, primer antikor ile
muamele, yikama, sekonder antikor inklbasyonu, yikama ve
goruntileme islemleri yukarida anlatildigi gibi tekrarlandi. KIf5 antikoru
final konsantrasyonu 2 pg/ml olacak sekildekullanildi. Sekonder antikor

olarak anti-rabbit antikoru (1:3000) kullanildi.
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Daha sonra ayni membrana housekeeping protein olarak o-
tibdlingorintileme vyapildi (PMID:18827022). A-tubilin proteininin
gorintlilenmesi igin de yukarida anlatilan basamaklar ayni sekilde
tekrarlandi. A-ttbdlin antikoru 1:2000 derisiminde kullanildi ve sekonder

antikor olarak anti-mouse antikoru (1:8000) kullanildi.
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4 BULGULAR

4.1 Klonlama ve Vektorlerin Hazirlanmasi

4.1.1 CRISPR/Cas9 Vektoriiniin Hazirlanmasi

CRISPR/Cas9 vektoriiniin ¢ogaltilmasi amaciyla kompetan JM109 hicrelerine
transformasyon yapildi ve toplanan bakterilerden miniprep ile plazmidler izole
edildi. Elde edilen bakteri klonlariEcoRI enzimkesimi araciligi ile dogrulandi. EcoRl,
pX330 ve pX335 (nickase aktivitesi gosteren mutant pX330 vektor) iskeletini tek bir
bolgeden keserek dogrusal bir yapi kazandirmaktadir. Dogrusal vektor iskeletleri ile

karsilastirilmak Uizere enzimle muamele edilmemis cembersel vektér omurgasi da

agaroz jele yuklenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1pX330- pX335 plazmidlerinin EcoRl ile enzim kesimi sonrasi agaroz jel
elektroforezinde goriiniimii. pX330 ve pX335 klonlarienzim kesimi sonrasl agaroz
jelde vydiritildi ve dogrusal yapi kazanan yaklasik 10 kb uzunlugunda vektor
omurgalari goérintilendi. EcoRIl kesimi yapilmamis plazmid [ND] ile gosterilen

kuyuya kontrol olarak yiuklenmistir. %1 agaroz jel elektroforezi.

gRNA oligonukleotidlerinin pX330 vektér omurgasi igerisine klonlanabilmesi

icin gerekli olan Bbsl enzim kesimi ve jel izolasyonu gereklestirildi. Bbsl enzim kesimi
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sonrasl pX330 vektor omugasi ardisik iki noktadan kesilerek gRNA insersiyonu igin
uyumlu uclara sahip dogrusal hale getirildi.Enzim kesimi Grtnleri modifiye agaroz
jelden purifiye edildi. Kontrol olarak enzim kesimi yapilmamis non-digestvektor de

agaroz jele yuklendi (Sekil 4.2).

Sekil 4.2pX330 vektor iskeletinin Bbsl restriksiyon enzimi ile kesimi sonrasiagaroz

jel elektroforezinde goriiniimii. Bbsl enzim kesimi ile dogrusal yapi kazanan pX330
vektort ve kontrol olarak yiliklenen enzim kesimi yapilmamis (ND) pX330 vektori

%1’lik agaroz jelde gorintilendi.

gRNA dizilerini olusturan oligonikleotidlerin birbirlerine baglanmasi ve gift
sarmal yapi olusturmasi icin gerceklestirilen annealing reaksiyonu sonrasi gRNA
dizisinin pX330 vektor iskeleti igerisine yerlesmesi igin ligasyon reaksiyonu yapildi.
Bu asamada birbirinin alternatifi olarak kullaniimak tzere KIf5’in 1. ekzonunda iki
ayri bolgeyi hedefleyen (4. ve 41. aminoasitler) iki farkli CRISPR/Cas9 vektori

hazirlandi. Ligasyon Urlnleri kompetan bakterilere aktarildiktan sonra toplanan
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bakterilerden plazmid izolasyonu yapildi ve DNA dizi analizi uygulanarak klonlama

basarisi dogrulandi (Sekil 4.3 ve 4.4).

il

T

L= A

Sekil 4.3KIf5 okuma cercevesinde yer alan 4. aminoasidi hedefleyemek lizere
tasarlanan CRISPR/Cas9 vektoriine yerlesen hedef gRNA dizisinin DNA dizi analizi

ile g6sterimi.

Sekil 4.4KIf5 okuma ¢ergevesinde yer alan 41. aminoasidi hedeflemek lizere

tasarlanan CRISPR/Cas9 vektériine yerlesen hedef gRNA dizisinin DNA dizi analizi

ile gosterimi.

4.1.2 Donor DNA Dizisini igeren Vektoriin Hazirlanmasi

CRISPR/Cas9 sistemi araciligi ile KIf5 geni hedef bolgesinde 6zgul bir gift iplik
kinginin  olusmasi sonrasinda DNA hasarinin tamiri slirecinde, homolog
rekombinasyon araciligi ile istenen genom degisikliginin gergeklestirilmesi igin bu
bolge ile homoloji gosteren ve hedeflenen bdlgede V5 insersiyonunu da

gerceklestirecek donor plazmid hazirlandi. Bu islemin daha sorunsuzca
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ilerleyebilmesi igin, olusturulan ¢ift iplik kiriginin tamiri icin ekzon 1 gen dizisi
icerisinde yer alan 4. ve 5. aminoasitleri kodlayan dizilerin arasina yerlestirilen(ve
alternatif yaklasim olarak 41. aminoasit)V5 epitop dizisini kodlayan DNA dizisini
iceren “rekombinasyon donori” niteliginde bir DNA dizisine ihtiyag vardir. Cift iplik
kiriklarinin tamirinde homolog rekombinasyon etkinliginin olasi en yiksek dizeyde
olabilmesi i¢cin hazirlanacak olan homoloji kollarinin uzunlugunun 600 — 800 baz
uzunlukta olmasi HR etkinligini artirmaktadir. Bu amacla hazirlanan donor DNA
plazmidi, V5 epitopunu sentezleyen 42 nikleotidlik gen dizisini 3’ ve 5’ yonlerinden
600-800 baz uzunlugundaki iki DNA dizisi ile cevreleyecek sekilde hazirlandi (toplam
1542 bg). Bu amagla PCR aracilikli mutagenez teknigi kullanildi ve homoloji kollarinin
arasina okuma cercevesi icinde V5 epitopunu kodlayan 42 niikleotidlik dizi
yerlestirildi. Bu amagla oncelikle fare KIf5 gen dizisi (izerinde mutasyon hedeflenen
bolge PZR ile cogaltildi (Sekil 4.5) ve PZR iriinleri pGEM-T easy vektor icerisine
takildi. Ligasyon ve transformasyon islemleri sonrasi elde edilen kolonilerden
plazmid izolasyonu yapildi ve klonlama basarisi DNA dizi analizi ile dogrulandi.
Asagidaki kromatogramda pGEM-T easy vektore klonlanan KIf5 geni lzerindeki

ekzon1l/intron1 baglanti bolgesi gosterilmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.5KIf5 geni lizerinde PZR ile c¢ogaltilan hedef bodlgenin agaroz jel

elektroforezgoriintiisii.Agaroz jel elektroforezi ile hedef DNA dizisinin gogaltildig
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dogrulandi (~1542bg). Tekrarlanan PZR reaksiyonlarinin 2. ve 3. kuyulardabasarili bir
sekilde gerceklestigi gozlendi. 3.kuyuda bulunan band agaroz jelden saflastirildi.

Ekzon 1 Intron 1

G C T G G T C c A G G T A A G C A G

Sekil 4.6Donor Plazmid icin homoloji kollarini olusturacak DNA pargasinin DNA dizi

analizi ile gésterimi.

PZR aracilikli mutagenez ile plazmid icerisinde yer alan; KIf5 exonl DNA
dizisininin yukarida gosterilen hedef bolgesine, V5 epitopuna karsilik gelen gen
dizisi “Gene-soeing” yontemi ile yerlestirildi.Bu amacla oncelikle V5 insersiyonu
gerceklestirilmek istenen nokta ortak olmak Uzere dogal (wild type) DNA dizisinin
yukarida hazirlanan plazmid Urini 5 ve 3’ kisimlarini hedefleyen iki ayri PZR
amplifikasyonu farkli tiplerde gercgeklestirildi ve amplifikasyon urinlerinden 3’
kismini 5’ ucunda, 5 kisminin ise 3’ ucunda V5 epitopunu kodlayan DNA dizisini
iceren ve kismen ortisen (komplementer) iki PZR Urini elde edildi. Daha sonra bu
PZR amplikonlari ayni tip icine bir Girlin digerinin iki kati molar miktarlarda konarak
ikinci agama PZR reaksiyonu gergeklestirildi. Bu sayede 5’ ve 3’ uglarindan V5 epitop
dizisini kodlayan gen dizisini kapsayan homoloji kollari arasina hedeflenmis
insersiyon olusturuldu (Sekil 4.7). 3’ ve 5’ uglarindan hedef bolgeye homoloji
gosteren DNA dizilerinin arasina V5 epitopunu kodlayan gen dizisi PZR ile gogaltildi

ve modifiye agaroz jelden saflastirilarak pGem- T easy vektore klonlandi.
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M12345M

1500 bp—»  HED DD S e
1000 bp—»

500 bp——»

Sekil 4.7 PZR aracihikh mutagenez ile birlestirilen amplikonlarin agaroz jel
goruntisi. Gergeklestirilen 5 farkli PCR reaksiyonunda (1-5) “Gene soeing” yontemi
ile amplikonlarin birlestirme islemi tamamlandi. ~1584 bg¢’lik bant %1 agaroz jelde

gorintilendi.

Ligasyon urinlerinin transformasyonu sonucu elde edilen kolonilerden izole
edilen plazmidlerin dogrulugu DNA dizi analizi ile dogrulandi (Sekil 4.8.) . DNA

Uzerinde olusturulan yeni okuma gergevesinin 14 aminoasit uzunlugunda V5 epitop

260

dizisini kodlayacak sekilde yerlestigi dogrulandi.

e

Sekil 4.8 4. ve 5. aminoasitler arasina yerlestirilen ve V5 epitopunu kodlayan DNA

dizisini iceren donor plazmide aitDNA dizi analizi. DNA dizi analizi ile donor plazmid

icerisine 42 b¢’lik V5 dizisinin yerlestigi dogrulandi.
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DNA dizi analizi araciligi ile CRISPR/Cas9 vektorinin ve hedeflenen bolgede
homolog rekombinasyon ile V5 insersiyonunu gerceklestirecek olan donor plazmidin
hazirlandigl dogrulandiktan sonra bu iki vektoriin es zamanh olarak C2C12 fare
miyoblast hiicre hattina verilmesi icin gen transferi (elektroporasyon araciligi ile)
calismalarina baslandi.

Hedeflenen bolgede V5 epitopunu kodlayan 14 aminoasitlik dizinin
insersiyonunu saglayacak olan donor plazmidin hazirlanmasinin  yani sira,
CRISPR/Cas9 sisteminin hedef boélgedeki etkinligini belirlemek amaciyla hazirlanan
ve yesil florasan proteini kodlayan 330 aminoasitlik diziyi iceren bir diger donor
plazmid gene soeing yontemi ile hazirlandi ve DNA dizi analizi ile dogrulandi (Sekil

4.9)

GFPi KIf5
CGAGCTGACCGGTCAGGTGCTAACCATGAGCS

Sekil 4.9 Yesil florasan proteini kodlayan diziyi tasiyan donor plazmidin DNA dizi

analizi ile dogrulanmasi.

4.2 C2C12 Fare Miyoblast Hiicre Hattina Elektroporasyon Araciligi ile Gen Transferi

ve PZR Araciligi ile Koloni Taranmasi

CRISPR/Cas9 vektorii ve donor DNA pargasini iceren pGem-T easy vektorleri
1:1 molar oranda elektroporasyon araciligl ile C2C12 hiicrelerine aktarildi ve
CRISPR/Cas9 sisteminin etkin bir sekilde ¢alisabilmesi igin 72 saat beklendi. 72 saatin
sonunda limit dilisyon yontemi ile hiicreler 48 kuyucuklu hiicre kilturd kaplarina
ekildi. Hucrelerin yaklasik dort-bes gin buylmesi beklendi. Hicreler, DNA
izolasyonu icin vyeterli yogunluga ulastiktan sonra hiicre kuiltliri kaplarinda
klonlanan hucrelerin yarisi kuyucuk igerisinde birakildi, diger yarisi DNA izolasyonu

icin ayrildi. DNA izolasyonu sonrasinda PZR araciligi ile secilen koloniler taranarak 42
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nikleotidlik insersiyonun gergeklestigi hiicreler % 2’lik agaroz jelde incelendi. Bu
asamada negatif kontrol olarak C2C12 hiicrelerinden izole edilen DNA ile yapilan
PZR reaksiyonu Urtnleri kullanilirken pozitif kontrol olarak donor DNA dizisini iceren
plazmid araciligi ile amplifiye edilen PZR uriina jele yiklendi. DNA izolasyonu ve PZR
aracitigl ile tarama yapilabilmesi icin 0Ornek toplanan hicrelerin taramasi
sonuglanana kadar kuyucuk igerisinde kalan hiicrelerin idamesi saglandi.

Literatlirde yer alan calismalar genom diizenleme araglari kullanilarak
hedeflenen bdlgede vyapilan kalici degisikliklerin etkinliginin hicre hattina ve
hedeflenen bolgeye gore farkhlik gosterdigini ancak C2C12 hiicre hattinin genom
dizenleme araglari agisindan etkinliginin yiksek olmadigini bildirmektedir(40, 41).
Bu bilgilerden hareketle koloni taramacalismalarinda en disiik %2 etkinlik
beklenmekteydi ancak, taranan kolonilerin hemen hepsinin agaroz jelde heterozigot
sonuc¢ sergiledigi gozlendi. Bu durumun elektroporasyon sonrasi erken dénem
hiicreler icinde kalan donor plasmid vektoériniin PCR deneylerini kontamine

etmesinde kaynaklandigi anlasildi (Sekil 4.10.).

(+) plazmid
(-) plazmid
(+) plazmid

Sekil 4.10 Hiicre kolonilerinin PZR araciligi ile taranmasi ile elde edilen yalanci-
pozitif sonuglar. PZR araciligi ile taranan 21 klonun tamaminda agaroz jel
elektroforezinde heterozigot sonug gorilda.

Donor plazmidin meydana getirdigi yalanci pozitif yanilsamalardan
kurtulmak icin yaygin olarak kullanilan bir yontem olan hiicre kolonileri dondurulup
tekrar ¢Ozllerek pasajlandi ve bu islem arka arkaya birka¢ kez tekrarlandi. PZR

aracihg ile pozitif kolonilerin taranmasina devam edildi. Dondur/¢6z asamalarindan
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sonra ayni kolonilerin pozitif gérintistinin kayboldugu ve dogal C2C12 hicre
genomunun PZR amplikonlari ile ayni boyda bantlar elde edildigi goruldid. PZR
aracihkli hiicre taramasi sonucu KIf5’'in iki alelinden birine V5 insersiyonu
gerceklesen diger aleline gergeklesmeyen heterozigot hiicre hattinin genomunda
yer alan 42 nukleotidlik insersiyon agaroz jelde gorintiilendi ve V5 epitopunu
kodlayan dizinin hedeflenen bdlgeye insersiyonu DNA dizi analizi ile dogrulandi

(Sekil 4.11, 4.12 ve 4.13).

(+) plazmid
plazmid

(+) plazmid

(-) Kontrol N/T

(+) plazmid

1500 bp —
1000 IJE—»___

LI

I
I

Sekil 4.11 Hiicre kolonilerinin PZR araciligi ile taranmasi ve pozitif koloninin (klon
1.A3) %2’lik agaroz jelde goriintiisii.PZR aracihigi ile taranan 12 farkl klon iginde
1.A3 klonu, heterozigot sonu¢ gosterirken, diger klonlarda insersiyon

gerceklesmedigi saptandi.

WildType-ATGCCCACGGGT GC TGACCATGAGCGCC CGCCT GGGACCRA
Vi insert-AT G C C CAC |GG G T AAGCCTATCCCTAARACCCT CTCCTCGGTCTC
ccc G cc 6T cc G cococicoe g6 6 aviex 1[4 sie cle c C €T GG G c

==

Sekil 4.12 Pozitif hiicre klonunda hedeflenen bolgede 4. ve 5.aminoasitler arasina

V5 epitopunu kodlayan dizinin heterozigot insersiyonu DNA dizi analizi ile

dogrulanmasi.
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Klon 1-A3
(+) Kontrol
(*) Kontrol

1500 bp——=

1000 bp——
T ——

200 bp——»
100 bp——=

Sekil 4.13 Pozitif saptanan klonda vektdor kontaminasyonu bulunmadigini
dogrulamak iizere vektore 6zgiil primerler ile PZR reaksiyonu kurularak herhangi

bir amplifikasyon gerceklesmedigi agaroz jel ile gosterildi.

Yukarida siralanan galisma sonuglarinin yanisira, yesil florasan protein dizisini
iceren donor plasmid de CRISPR/Cas9 vektori ile 1:1 molar oranda elektroporasyon
araciligl ile C2C12 hicrelerine verildi ve bes giin sonra, yesil florasan proteini ifade
eden hicreler florasan mikroskopta gorintilendi. Bu galismada saptanan pozitif
hiicre sayisi ¢cok az olmakla birlikte, bu hiicrelerin tek koloni izolasyon ¢alismasi
sonu¢ vermedi. Bu nedenle, GFP ifade eden hiicre klonu saf bir sekilde elde
edilemedi. Bu yaklasim sonucu elde edilen GFP(+) hiicreler ve farklilasmis miyotip

gorintileri Sekil 4.14 ve 4.15’te verilmistir.
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Sekil 4.14. KIf5 okuma cergevesi icine (N-terminali) yerlesim gésteren GFP ifade
eden pozitif C2C12 hiicresinin goriintiisii. A. Floresan mikroskopi. B. Floresan ve faz

kontrast goriinti cakistirilmasi C. Faz kontrast gorintlisi. Cubuk = 20 um.

Sekil 4.15GFP ifade eden miyotiip hiicrelerinin florasan mikroskop goriintiisii.

Sekilde gorilen iki farkl miyottipten okla isaretli olanda KIf5 geni Gzerinde
hedeflenen bolgeye GFP insersiyonu gerceklestigi icin KIf5 ifadesi olan miyotipler
yesil florasan proteini de ifade ederken (sagda yer alan miyotiip), GFP insersiyonu
gerceklesmeyen hiicrelerde KIf5 ifadesi oldugu halde GFP ifade olmamaktadir (solda
yer alan miyotip). A. Floresan mikroskopi. B. Floresan ve faz kontrast goriinti

cakistirilmasi C. Faz kontrast gortintisi. Cubuk = 20 um.

4.3 Pozitif Hiicre Klonunun Western Blot ile Dogrulanmasi

DNA dizi analizi ile hedeflenen bolgede V5 insersiyonunun varlg
gosterildikten sonraamaglanan insersiyonun protein diizeyinde dogrulanmasi
calismalari yapildi. Bu amagla, hazirlanan western blot membraninin anti-V5

antikoru ve anti-KIf5 antikoru ile uyumlu ve 6zdes western blot sonuclari eldesi
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hedeflendi. KLF5 proteinin hiicre iginde takibinin yapilmasi igin V5 epitop dizisini
taniyan antikor kullanilarak western blot yapildi. C2C12 hiicre hatti protein ornegi
negatif kontrol olarak kullanilirken, gegici gen aktarimi ile KLF5+V5 ifadesi saglanan
C2C12 hiicre hatti protein Ornegi pozitif kontrol olarak yulklendi. Bu asamada
membran oncelikle anti-V5 antikoru ile isaretlendi. Anti-V5 antikorunun, KIf5
Uzerinde hedeflenen bdlgede V5 epitopunu kodlayan dizinin yer aldigi hiicre
hattindan (Cl.1A3) izole edilen protein 6rneginde bulunan endojen KLF5'i tanidig
goraldu. Ayni zamanda gegici gen aktarimi ile KLF5+V5 ifadesi saglanan C2C12 hiicre
hattindan toplanan protein 6rnegi pozitif kontrol olarak kullanildi ve KIf5 ifadesi
anti-V5 antikoru ile gosterildi. Ancak, dogal C2C12 hiicrelerinden toplanan protein
orneginde bulunan endojen KLF5’in anti-V5 antikoru ile immunoreaktif sonug
vermedigi goruldi. Bu sonucun dogrulanmasi amaciyla ayni membran strip edildi ve
anti-KIf5 antikoru ile isaretlendi. Anti-V5 antikoru ile endojen KLF5’in
isaretlenemedigi dogal C2C12 hiicrelerinden toplanan protein 6rneginin yiklendigi
kuyuda KLF5 proteini ifadesi anti-KIf5 antikoru ile gosterildi. Ayni sekilde diger
kuyularda bulunan KIf5 proteini ifadesi de anti-KIf5 antikoru ile gosterildi. Boylelikle
protein yiklemesi yapilan bitiin kuyularda KLF5 proteini bulundugu fakat endojen
KIf5’in anti-V5 antikoru araciigi ile taninmasi icin KLF5 proteinin ifadesini
bozmayacak sekilde 1. ekzon igerisine yerlestirilen V5 epitopunu kodlayan dizinin
bulunmasinin gerekli ve yeterli oldugu gosterildi. Boylelikle CRISPR/Cas9 sistemi
kullanilarak olusturulan CI.1A3 hiicre klonunun genomunda yer alan V5 epitopu

yerlesimi protein dizeyinde dogrulandi (Sekil 4.16 ve 4.17).
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Sekil 4.16Anti-V5 antikoru ile endojen KLF5 proteininin taninmasi. 3 farkli hicre
hattindan izole edilen protein oOrnekleri kullanilarakwestern blot ¢alismasi
gerceklestirilmistir. Sekilde sirasiyla V5, KIf5 ve a-tlbilin antikorlari ile elde edilen
isaretleme sonuclari, membran goériintiisii ile cakistirilarak verilmistir. Ornekler
ylikleme sirasiyla; C2C12, PZRtaramasi sonucunda pozitif sonu¢ gosteren hiicre
klonu (Cl.1A3) ve KIf5+V5 ifade eden vektor ile transfekte edilmis C2C12 hiicre
hattindan izole edilen protein 6rnekleridir. Cl.1.A3bulunan kuyuda, anti-V5 antikoru

ile yapilan calismada, endojen KIf5 ile uyumlu goriinti elde edilmistir.
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Sekil 4.17Anti-V5 antikoru ile endojen KIf5 proteininin taninmasi. 3 farkli hiicre
hattindan izole edilen protein ornekleri ile western blot c¢alismasi
gerceklestirilmistir. Ayni western blot membrani sirasiyla V5, KIf5 ve a-tiibilin
antikorlari ile isaretlenmistir. Kuyularda yer alan o&rnekler sirasiyla; C2C12,
PZRtaramasi sonucunda pozitif sonug gosteren hiicre klonu (Cl.1A3) ve KIf5+V5 ifade
eden vektor ile transfekte edilmis C2C12 hiicre hattindan izole edilen protein

ornekleridir.
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5 TARTISMA

KIf5, ifade oldugu doku ve hiicre tipine bagh olarak farklh islevler sergileyen
bir transkripsiyon faktéridar. Bolimimuzde yapilan galismalar KIf5 transkripsiyon
faktoranidn, iskelet kasi kok hicrelerinin ¢cogalma ve farklilasma siireglerini
dogrudan diizenledigini ortaya koymustur. Kas hastaliklarinin hiicresel temellerini
arastirmaya yonelik yapilan ¢alismalar, KIf5’in kas dokusu gelisimi ve tamirinde rol
aldigini gostermistir (2, 3). KIf5 proteininin kas dokusundaki rolii ve goérevlerinin
tanimlanmasi slrecinde bir sonraki basamak islevsel protein iliskilerinin
belirlenmesidir. KLF5proteininin etkilesime girdigi aktivator ve represor nitelikte
protein-protein iliskilerinin tanimlanmasi, kas farklilasmasindaki molekdler roliiniin
aydinlatilabilmesi icin gereklidir. Benzer sekilde hiicre ici trafigi,ve kas hicresi
genomunda transkripsiyonunu diizenledigi hedef genlerin anlasilabilmesine yonelik
islevsel calismalarin vyiratilmesi gereklidir. Bu amagla simdiye dek yapilan
calismalarda, 6zgul antikor gerekliligi nedeni ile western blot, kromatin ¢oktiirme,
protein ¢oktirme gibi deneyler sinirli 6lgiide gergeklestirilebilmistir. Bu tez
kapsaminda, bu ihtiyaca cevap verebilecegi distnilen bir yaklasim olarak genom
diizenleme araglari yardimi ile hiicre genomunda yer alan ve KLF5 proteinini
kodlayan genin uygun bir kismina proteinin taninmasini kolaylastiracak bir epitop
dizisi yerlestirilmesi gergeklestirilmistir. Bu tez galismalar sonucunda elde edilen
“engineered”C2C12 hicre hatti aracihgl ile V5 epitop dizisini taniyan anti-V5
antikoru kullanilarak C2C12 genomu tarafindan sentezlenen endojen KLF5’in

taninmasi saglanmistir.

Genom dizenleme teknigi ve kullanimi ile ilgili simdiye dek yayinlanan
calismalar, bu teknigin etkinliginin kullanilan hicre tipine ve hedeflenen bolgeye
bagh olarak degistigini gostermistir. Mali ve ark. tarafindan yapilan ¢alismalarda,
19.kromozom Uzerinde yer alan PPP1R12C geni Uzerinde bulunan AAVS1 lokusu
Uzerinde farkli bolgeleri hedefleyen gRNA dizilerini iceren iki ayri CRISPR/Cas9
vektorld tasarlanmis ve bu boélgeler icin homolog rekombinasyon araciligl ile

hedeflenmis mutasyon gerceklestirme etkinliginin yaygin degisiklik sergiledigi



62

gosterilmistir (T1 bolgesi icin HR orani % 3 iken T2 bdlgesi icin ayni oran % 8’dir). Bu
sonuctan hareketle, tez kapsaminda KIf5’in 1. ekzonu (lizerinde yer alan 4. aminosidi
ve 4l.aminoasidi kodlayan bdlgelerbirbirlerinin alternatifi olarak dislintlerek es
zamanl olarak her iki bolgeyi de hedefleyen CRISPR/Cas9 vektorleri hazirlandi.
Pozitif sonuc elde edilen hiicre hattinda V5 epitopu insersiyonu icin 4.aminoasidi
hedefleyen vektor kullanildi. Yine ayni grubun yaptigi ¢alismalarda Ug farkh hiicre
hatt1,293T hiicre hatti, insan kronik miyeloid l6semi K562 hicre hatti ve insan
indiklenmis pluripotent kék hicrelerinde, iPS,kullanilarak AAVS1lokusu Uzerinde
hedeflenen bolgelerde (T1 ve T2) yeni nesil sekanslama teknigi ile CRISPR/Cas9
etkinligi belirlenmistir. T1 ve T2 bdolgelerindeki NHEJ etkinligi 293T hiicrelerinde
sirasiyla %10 ve %25, K562 hiicrelerinde%13 ve%38,iPS hiicrelerinde %2 ve %4
olarak bulunmustur (16). Bu veriler CRISPR/Cas9 etkinliginin hlcre hattina ve
hedeflenen bolgeye bagh olarak degistigini ve kdk hiicrelerde bu etkinliginin diger
hiicrelere gore daha duslik oldugunu gostermistir. Ayrica literatiirde yer alan diger
calismalar da CRISPR/Cas9 sisteminin insan ve fare embriyonik kok hicrelerinde ve
insan pluripotent kok hiicrelerinde etkin bir sekilde ¢alismakla birlikte uygulanmanin
coklu tekrarlar gerektirdigive etkinliginin diger hiicre hatlarina gére ¢ok daha disik
oldugunu gostermektedir (42-44). Embriyonik koék hucreler, farklilasmis hiicre
hatlarina oranla ¢ok daha yiksek bolinme kapasitesine sahip olduklari halde,
spontan mutasyon sikliklari 1000 kat daha dusikttr. Farklilasmis yapida olan
somatik hiicrelerde meydana gelen mutasyonlar bu hiicrelerin ve etkilesimde
olduklar diger bazi hiicrelerin etkilenebilecegi somatik hastaliklari olusturma riski
tasimakla birlikte embriyonik kok hicrelerde meydana gelen mutasyonlar, canlida
bircok farkli hiicre gesidinin etkilenecegi ve hatta sonraki nesillere de tasinma
olasiligi bulunan katastrofik degisimlerin meydana gelmesine neden olmaktadir. Bu
nedenle, kdk hiicreler 6zellesmis mekanizmalar araciligl ile genom butunliklerini
koruyacak kararli bir yapiya ve savunma mekanizmalarina sahiptir (45, 46). Siralanan
bu gerekgelerden dolayi, kék hicrelerde genom dizenleme araglari kullanilarak
hedeflenmis mutasyon olusturma etkinligi farkhlasmis hiicrelere oranla ¢ok daha

diguktar. Diger kok hiicre modellerine benzer sekilde, C2C12 fare miyoblast hiicre



63

hatti genomuna uygulanan genom dizenleme etkinliginin de disik oldugu

gosterilmistir.

Bu tez galismasinda kullanilan C2C12 hiicreleri ¢ogalma asamasinda somatik
kok hiicre ozelligi gdostermekte, farklilasma ile birlikte ¢ok cekirdekli miyotiplere
donidsmektedir. Bu hiicre hatti kullanilarak, ¢cinko parmak nikleaz(ZFN) teknigi ile
Rosa26 lokusunda olusturulan hedeflenmis mutasyon orani %6,5 olarak
belirlenmistir. C2C12 hiicre genomunda prion geninin CRISPR/Cas9 aracilig ile
(NHEJ) knock-out etkinligi ise yaklasik %2 olarak gosterilmistir (40, 41). Bu sonuglar,
C2C12 hicre hattinin genom diizenleme araglari kullanimi agisindan teknik
gugclikleri barindiran bir model oldugunu géstermektedir. Literatiirde yer alan bu
verilere benzer sekilde, bu tez calismasinda da C2C12 hiicre hattinda
CRISPR/Cas9kullanimi ile KIf5 genine hedefli V5 insersiyon etkinligi PZR aracilikli
taramalar g6z onine alindiginda~%5 olarak gozlenmistir. Diger bir calismada, fare
embriyonik kok hicre genomunda KIf5 geninin (gen Uzerinde 2.ekzon
hedeflenmistir) Cinko Parmak Nukleazlar (ZFN) araciligi ile etkili bir sekilde knock-
out edildigi gosterilmis olmakla birlikte bu yayinda, etkinlik yizdesi hakkinda bilgi

yer almamaktadir (47).

Genom diizenleme araclarinin etkinligi kullanilan hiicre hattina veya model
organizmaya gore, ayrica hedeflenen bdlgeye gore farkhlik gdstermekle birlikte
literatirde yer alan calismalar farkh yaklasimlar ile etkinligin arttirilabilecegini
gostermistir.Ornegin, genom  diizenleme araglari  kullanilarak  homolog
rekombinasyon araciligi ile istenilen bolgede yiiksek etkinlikte hedeflenmis
insersiyon olusturmak veya gen dlizeltmesi saglamak icin kullanilan alternatif
yaklasimlardan biri de, ¢ift sarmal kirigin tamir sirecinde non-homolog ug
birlestirme mekanizmasini  baskilayarak homolog rekombinasyon etkinligini
arttirmaktir. Maruyama ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, hicrenin tamir
siirecinde homolog rekombinasyon mekanizmasini tercih etmesini saglamak
amaciyla, NHEJ mekanizmasinin islevsel olabilmesi igin gerekli olan temel

enzimlerden birisi olan DNA ligase IV’Un Scr7 inhibitori araciligi ile baskilanmasi
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saglanmistir. Boylelikle CRISPR/Cas9 sistemi ile hedeflenen bolgede cift sarmal kirik
olusturulduktan sonra tamir sirecinde homolog rekombinasyon etkinligi
arttinlmistir. Bu ¢alismada memeli hiicre hattinda ve farede doért farkh gen dizisi
hedeflenerek HR etkinliginin 19 kat arttigi gosterilmistir (48). Bu yaklasim genom
diizenleme araclari kullanim etkinligi distk olan hiicre ve hayvan modellerinde ve
hedef bolgelerde, istenilen insersiyonlarin yiksek etkinlikte olusturulmasi igin
kullanabilecek bir alternatiftir. Ayrica, Mali ve ark. tarafindan vyapilan
calismalarnickase aktivitesine sahip mutant Cas9 nikleaz (Cas9D10A nickase)
araciligl ile hedeflenen bélgede olusturulan tek zincir kinginin tamir siirecinde
homolog rekombinasyon etkinliginin ayni kalmakla birlikte non-homolog ug
birlestirme etkinliginin azaldigini gostermistir(16).Ancak, diger bir c¢alisma,
Cas9D10A nickase aracihigr ile iki farkli gRNA kullanilarak ¢ift sarmal kirik
olusturulmasi sonrasinda gerceklesen tamir siirecinde genomdaki off-target etkinin
azaldigini  ve hedeflenmis mutasyon olusturma etkinliginin  arttigini
gostermistir(49).Ayni grubun yaptigi ¢alismalarda, genom diizenleme araglarinin
etkinliginin belirlenmesinde hedeflenen bolgeye yerlestirilecek olan insert boyunun
onemli oldugu gosterilmistir. insert uzunlugu arttikca hedeflenmis insersiyon
etkinligi  azalmaktadir.  Ornegin,Mef2c  lokusunda  hedeflenen  bdlgeye
gercgeklestirilecek olan insersiyon uzunlugu 99 baz ciftinden 720 baz iftine
cikarildiginda etkinlik 9 kat azalmaktadir (% 36.3’dan % 4.3’e distugi gorulmastir).
Bu durum GFP igeren donor plazmid ile yapilan denemelerde gozlenen disuk
etkinligi aciklamaktadir. Diger yonden, homoloji kollarinin uzunlugunun artmasi
homolog rekombinasyon etkinligini de arttirmaktadir. Oct4 lokusunda istenilen
bolgede 720 baz iftlik insersiyonun olusturulmasi igin tasarlanan homoloji kollarinin
uzunlugunun 50 baz ciftinden 200 baz ciftine cikarilmasi ile homolog rekombinasyon
etkinliginin 8 kat arttig gozlemlenmistir (%0.7’den %5.8’e ¢ikmistir). Bu ¢alismalar
goz 6nline alindiginda, uygulanacak alternatif yaklasimlar ile hedeflenen bolgede

gerceklesecek olan CRISPR/Cas9 etkinligini artirmak mamkunddr.

KIf5 geni lzerinde 1.ekzon lzerinde hedeflenen bdélgeye bildirici bir etiket

takilarak endojen KLF5’in taninmasini kolaylastirmak amaciyla, V5 epitop dizisine ek
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olarak ayni yaklasimla 4.aminoasidi kodlayan bélgeye yesil florasan protein (GFP)
yerlestirilebilmesi icin alternatif bir donor plazmid hazirlanmistir. Bu yaklasimin
amaci, PZR ve DNA dizi analizi ile taramadan,pozitif kolonilerin, dogrudan florasan
mikroskop gozlemlenebilmesi ve segilebilmesidir. Bu yaklagimin bir diger amaci da
uygulanan CRISPR/Cas9 yaklasimi ve araglarinin teknik yonden etkinliginin kontrol
edilmesidir. Bu yaklasim, hicre tarama galismalarini kolaylastirmak ve alternatif bir
hiicre hatti elde etmek (izere uygulanmistir.Bu amacla floresan mikroskopta yapilan
calismalarda, GFP ifadesi gosteren C2C12 hiicreleri ve farkhlasmis, GFP (+)
miyotipler gozlenmistir.Ancak, bu hiicreler limit dilisyon yontemi ile tektek izole
edilemedigi icin saf bir hiicre klonu elde edilememistir. GFP ifadesi gosteren C2C12
hiicrelerinin akim sitometrisi yontemi ile ayristirilmasi icin calismalar devam
etmektedir. Yukarida da agiklandigl Ulzere bu yaklasim, c¢alismada kullanilan
CRISPR/Cas9 vektorlerinin etkinligini ortaya koyma bakimindan fayda saglamistir.
Diger yonden, endojen KLF5 proteininin N-terminaline vyerlesim gostermesi
beklenen 330 aa buyukliglinde, hidrofilik ve globller GFP proteininin KLF5 islevine

ve hicre ici trafigine olasi olumsuz etkileri de géz 6ntine alinmistir.

Bu tez galismasinda olusturulan V5 insersiyonunu genin islevsel olmadig
bilinen “N” terminalinde yer almaktadir. Ancak, bu insersiyonun proteinin islevselligi
Uzerine olumsuz etkisinin bulunmadiginin dogrulanmasi gereklidir. KLF5 islevinin
ortadan kalkmasi, miyoblast hiicre dongisini hizlandirmakta ve farklilasma siireci
de baskilanmaktadir (2, 3). Bu yonden, elde edilen hiicre hattinin farkhlasma
calismalari ile islevselligin bozulmadigi dogrulanabilir. Benzer sekilde, KLF5’in
modifikasyonlarinin da etkilenmedigi yapilmasi planlanan islevsel protein ¢alismalari

sonucunda ortaya konabilecektir.

Hedefe 6zgil tasarlanmis niikleazlar araciligi ile hedeflenen bolgede istenilen
mutasyonun olusturulmasina imkan saglayan genom diizenleme araglari, temel
arastirmalar, biyoteknoloji ve gen tedavisi gibi farkli alanlarda etkin bir sekilde
kullanilmakla birlikte genom Uzerinde hedeflenmeyen bolgelerde

olusturabilecekoff-target etki, givenlik endiselerine neden olmaktadir. Genom
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diizenleme araglarini olusturan hedefe 6zgull niikleazlar istenilen bélgede etkin bir
sekilde hedeflenen degisikligi olusturmakla birlikte hedef disi baglanmalar ile genom
Uzerinde meydana getirecegi ¢ift sarmal kiriklar araciligiyla hedeflenmeyen
degisikliklere neden olabilmektedir. Ozgiil olmayan bu aktivitenin yiiksek olmasi
nedeni ile tamir mekanizmasinin yetersiz kaldigi durumlarda olusan sitotoksisite,
apoptoz ile sonuglanmaktadir (50). Literatiirde yer alan ¢alismalar, gelistirilen
genom diizenleme araclari icerisinde en etkin calisan CRISPR/Cas9 sisteminin hedef
bolgeye 6zgllligliniin ZFN ve TALEN teknolojilerine gére daha yiksek oldugu ve off-
target etkisinin daha dusuk oldugunu gostermistir(51). Diger yonden, CRISPR/Cas9
sisteminin off-target etkisinin disik olmakla birlikte g6z ardi edilemeyecek kadar
yiksek oldugunu gosteren raporlar da yer almaktadir. Lander ve ark. tarafindan
insan hicreleri Gzerinde yapilan ¢alisma genom Uzerinde hedeflenen bolgeye bagli
olarak Cas9 niikleazin off-target baglanma etkinliginin 6zgil baglanmasindan daha
yiksek olabilecegini gostermistir(52). Yukarida siralanan bilgiler g6z oOnine
alindiginda genom dizenleme araglari hastaliklarin tedavisinde ve gen diizeltmesi
calismalarinda umut vadetmekle birlikte, insanda ve ozellikle embriyo lizerinde

yapilacak denemelerden uzaktir.
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6 SONUC VE ONERILER

e Bu tez kapsaminda, C2C12 hiicre hattinda KIf5 gen Urinunin taninmasini ve
hicre igi takibini kolaylastirmak amaciyla genom dizenleme araglarindan
yararlanilarak KIf5 proteinin N-terminalini kodlayan bolgeye (4.aminoasit ile
5.aminoasit arasina) V5 epitop dizisini kodlayan 14 aminoaside karsilik gelen
dizi yerlestirilmistir.

e V5 epitopunun hedeflenmis insersiyonu DNA dizi analizi ile dogrulanmis ve
endojen KIf5’in islevselligini etkilemeyecek bdlgesine yerlestirilen bu epitop
aracihgi ile endojen KIf5’i tanidigi gésterilmistir.

o KIf5’in kas kok hiicreleri ve kas dokusundaki protein etkilesimlerinin kesfi ve
hedef genlerin belirlenmesi ile ilgili islevsel calismalarin C2C12 modelinde
devam etmesini engelleyen sinirlamalari ortadan kaldirmaya yonelik bir
genom bilim araci gelistirilmistir.

e Bu calisma sonucunda CRISPR/Cas sisteminin hedeflenen bdlgede istenilen
insersiyonunun gercgeklestirilebilmesi icin kullanilabilecek bir ara¢ oldugu
gorulmastir. KIf5 proteini islevi ile ilgili arastirmalara yonelik olarak yeni bir
genin protein Urdnlnit calismaya yonelik western blot, immun ¢okirme, ve
kromatin immun c¢oktirme (ChIP) gibi islevsel arastirmalar ve deneylerin
yapilabilmesi icin genom diizenleme araclar kullanilarak ilgili gen dizisinin
uygun bir bolgesine bir etiket dizisi ilavesi ile endojen proteinin
taninabilecegi gosterilmistir.

e Bu sonuclar dogrultusunda bu hiicre hatti kullanilarak oncelikli olarak
Onerilen ¢alismalar sunlardir:

e Elde edilen hiicre hattinin farklilasma calismalari ile V5 insersiyonu
sonucunda KLF5 islevselligin bozulmadiginin dogrulanmasi gerekmektedir.

e immiincoktirme yoéntemi kullanimi ile miyoblastlarda, kas farklilasma
surecinde KLF5 ile etkilesime giren proteinlerin ve modifikasyonlarin

tanimlanmasi.
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e Kromatin immingoktirme yontemi ve ardisik yiuksek olcekli dizi analizi
kullanilarak miyoblastlarda farklilasma siirecinde KLF5’in etkilestigi genom

hedeflerinin belirlenmesi.
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