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OZET

Fehime Deniz KANAT, CRISPR/Cas9 Sistemi ile BCR/ABL Gen Fiizyonunun in vitro
Kalitatif Analizi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Genetik Tezli Yiiksek Lisans
Programi, Ankara, 2020

Losemi, kemik iligi tarafindan iiretilen beyaz kan hiicrelerinin kanseridir. Losemi akut ve
kronik olmak iizere iki gruba ayrilir. Kronik miyeloid 16semi (KML) tiim yetiskin 16semilerin
%15’ini olusturur. Yirmikinci kromozom ile 9. kromozom arasindaki karsilikli parga degis
tokusu sonucunda yeni olusan 22. kromozom Philadelphia kromozomu (Ph) olarak adlandirilir.
Ik olarak 1960 yilinda KML'li bir hastada tamimlanmistir. BCR-ABL1 fiizyon geni KML
patogenezinde Onemli rol oynayan tirozin kinaz aktivitesine sahip bir proteindir. Bu
onkoproteinin ifadelenmesi, hiicre sag kalimin1 ve ¢ogalmasini arttiran sinyal yolaginin daha
alt basamaklarinda yer alan sinyal proteinlerini aktive ederek hematopoetik progenitor hiicreleri
doniistiirdir.

Bu ¢aligmanin amac1 BCR-ABL1 flizyon geni varligint CRISPR/Cas9 sistemini kullanarak
saptamaktir. Bu kapsamda BCR-ABL1 fiizyon genine sahip iki KML hastasinin komplementer
DNA (cDNA)’s1, polimeraz zincir tepkimesi (PZR) yontemi ile ¢ogaltildi. Flizyon bdlgesini
saptamak amaciyla Sanger dizileme yapildi ve BCR-ABL1 fiizyon bdlgesinin dizisi ¢ikarildi.
Bu calismada, hastalardan birinden elde edilen BCR-ABL1 fiizyon genini hedefleyen kilavuz
RNA dizayn edildi. Cas9 endoniikleaz ve kilavuz RNA birlikte kullanilarak laboratuvar
ortaminda BCR-ABL1 fiizyon bdlgesinin belirlenip, kesim yapilmasi saglandi. Yapilan tez
calismas1 sonucunda elde edilen verilere gore, flizyon dizisi tanima hassasiyeti %2 olarak tespit
edildi. Bu yontem CRISPR/Cas9 yonteminin sadece genom diizenleme i¢in degil ayn1 zamanda
translokasyon tipi mutasyonlarinin da tespit edilmesi amaciyla kullanilabilecegini

gostermektedir.

Ileride yapilacak calismalarda testin hassasiyeti ve ayni anda taniyabilecegi fiizyon noktalarmin

sayisinin arttirabilecegi ongoriilmektedir.

Anahtar kelimeler: Kronik miyeloid 16semi, CRISPR/ Cas9, mutasyon analizi, fiizyon



ABSTRACT

Fehime Deniz KANAT, in vitro Qualitative Analysis Of BCR/ABL Gene Fusion With
CRISPR/Cas9 System, Instute of Health Sciences, Master in Medical Genetics with
Thesis, Ankara, 2020

Leukemia is a cancer of white blood cells produced by the bone marrow. Leukemia is
divided into two main groups: acute and chronic. Chronic myeloid leukemia (CML)
accounts for 15% of adult leukemia. The Philadelphia chromosome (Ph), was first
described in a patient with CML in 1960, had a reciprocal translocation between the
proto-oncogene tyrosine-protein kinase (ABL1) gene on chromosome 9 to the
breakpoint cluster region (BCR) gene on chromosome 22. The product of the BCR-
ABL1 fusion gene is a protein with tyrosine kinase activity that plays an important role
in the pathogenesis of CML. The characteristic expression of this oncoprotein
transforms hematopoietic progenitor cells by activating downstream signaling cascades
that increase cell survival and proliferation. This study aims to detect patients who have
a BCR-ABL1 fusion gene with the CRISPR / Cas9 system. For this reason, two patients’
cDNAs who have the BCR-ABL1 fusion gene is amplified by polymerase chain reaction
(PCR). Sanger sequencing was performed to detect the fusion region and its’ sequence.
In this study, A guide RNA was designed for targeting the BCR-ABL1 fusion region of
a patient’s ¢cDNA. The fusion region detection sensitivity is calculated as 2%. The
CRISPR / Cas9 method can be used not only for genome editing but also to detect
translocation type gene rearrangement.

In future studies, it is predicted that the sensitivity of the test and the number of fusion
regions that can be detected at the same time might be increased.

Keywords: Chronic myeloid leukemia, CRISPR/Cas9, mutation analysis, fusion
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1. GIRIS

Kronik miyeloid 16semi (KML) tiim yetiskin 16semilerin%]15’ini olusturur (1).
Dokuzuncu kromozom iizerinde bulunan ABL1 (proto-onkogen tirozin-protein kinaz) geni
ile 22. kromozom iizerinde bulunan BCR (breakpoint cluster region) geni arasinda
gerceklesen dengeli translokasyon sonucunda, Philadelphia kromozomu iizerinde BCR-
ABL1 fiizyon geni olusur (2, 3). Olusan bu fiizyon gen yapisal tirozin kinaz aktivitesine sahip
bir flizyon proteini iiretir ve kontrolsiiz hiicre ¢gogalmasina sebep olur (4). Ayn1 zamanda
BCR-ABL1 onkoproteinin ifadelenmesiyle hematopoetik hiicrelerin malign doniistimii
indiiklenir (5). KML, hastaligin gelisim ve ilerlemesi agisindan kronik, hizlandirilmis ve
patlama olmak tlizere 3 farkli fazda bulunur. Hastalik genellikle kronik fazda teshis
edilmektedir (6). Pek ¢ok hastalikta oldugu gibi gliniimiizde KML’nin de erken tan1 ve tedavi
uygulamalar1 genom teknolojileri sayesinde ilerleme kaydetmistir (7).

En son gelistirilen ve kullanilan diger genom diizenleme teknolojilerine gore nispeten
daha ucuz ve hizli olmasiyla CRISPR/Cas9, bakterilerin adaptif immiin sisteminden kaynak
alan lciincl nesil gen diizenleme teknolojisidir (8). Hedef DNA ¢ift zincirinde kirik
olusmasini saglayan Cas9 endoniikleaz enzimi ile dogru yonlendirmeyi saglayan tek bir
rehber RNA molekiilii (sgRNA) olmak iizere temel olarak iki bilesenden olusur. Enzim,
kesim yapabilmek i¢in hedef DNA dizisinin 3’ ucunda kisa, protospacer adjacent motif
(PAM) ad1 verilen bir diziye ihtiya¢ duyar. Hedef bolgeyi ve 5’ ucunda PAM dizisini bulan
Cas9 enzimi DNA cift ipligini keser. Hiicre, ¢ift iplik kirigin1 tamir etmeye caligir (9). Cift
zincir kiriklarmin tamiri DNA yapisina rastgele niikleotidlerin girmesine veya eksilmesine
neden olan Non-Homolog End-Joining (NHEJ) veya daha dogru calisan homoloji
yonlendirmeli tamir (HDR) yontemlerinden biri ile yapilir. Genom diizenleme
calismalarinda var olan bir bolgede hedeflenmis degisikligin yapilmasi i¢in hiicreye, Cas9
ve sgRNA ile birlikte ayn1 zamanda homoloji kollar1 igeren tamir zinciri de gonderilir. Cas9
niikleazlar1 sadece DNA zincirinde kirik olusturmakla kalmamakta, transkripsiyonun
baskilanmasi veya aktive olmasini veya genomda epigenetik degisiklikler yapilmasini
saglayacak sekilde yeniden programlanabilmektedir. Boylelikle genom miihendisligi ile
yapilabilecek degisikliklerin sinirlar1  giderek genislemektedir (10). CRISPR/Cas9
sisteminin farkli deneysel siireglere kolay uygulanabilmesi ve maliyetinin géreceli olarak
daha diistik olmasi nedeni ile giin gectikce kullanim alan1 ve amaci genislemektedir.

Baglangigta gen yeniden diizenlemesi, gen ifadelenmesinin diizenlenmesi, farkli model



organizmalarda (fare, sican, zebrafish, domuz ve maymun) ve hiicre diizeyinde genlerin
fonksiyonlarmin anlasilmasima yonelik yapilan calismalarda kullanilan CRISPR/Cas9
sistemi ayni1 zamanda in vitro’da DNA diizeyinde hedef dizilerin belirlenmesi potansiyeli de
tasimaktadir (8). Son donemde Cas9 niikleazlarinin DNA ve RNA diizeyinde olusan
degisikliklerin tespit edilmesinde yararli bir ara¢ olarak kullanilabilecegini gdsteren
caligmalar bulunmaktadir. Cas9 niikleazin in vitro sartlarda DNA’da var olan mutasyonlari
%1-10 arasinda degisen hassasiyet ile saptama kapasitesi oldugu vurgulanmaktadir (8).
Simdiye kadar yogunlukla fonksiyonel ¢alismalarda kullanilan bu yontem, yaptigimiz
tez caligmasinda bir tan1 araci olarak kullanilmigtir. Bu proje kapsaminda oncelikle Cas9
enzimi kullanilarak BCR-ABLI1 fiizyonunun saptanmasini gerg¢eklestirmis bulunmaktayiz.
Boylece, kronik miyeloid 16semi hastalarinda, bu yontemle BCR-ABL fiizyon geninin
kalitatif analizinin yapilabilecegini gdstermis olduk. Yontemin gelistirilmesiyle birlikte
farkli gen flizyonlarinin tespit edibilebilecegi yeni bir arag haline getirilebilecegi

distiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Kanser Enstitiisii’niin yaptig1 tanima gore kanser,
hiicrelerin kontrolsiiz olarak bdliindiigii ve ¢evresindeki dokular istila ettigi hastaliktir.
Kanser hiicreleri viicudun diger bolgelerine kan ve lenf sistemleri yoluyla yayilabilir.
Losemi, kemik iligi gibi kan olusturan dokularda baslayan ve ¢ok sayida anormal kan
hiicresinin iiretilmesine ve kana girmesine neden olan bir kanserdir (11). Losemi bir grup
heterojen hematopoietik kok hiicre (HSC) malignitesidir (12). Yani, olgunlasmamis klonal
hematopoietik hiicrelerin anormal proliferasyonu ve dolasimi ile karakterize kan veya kemik
iligi kanseridir. Losemi ile iliskili hastaliklar yaygin olarak hematolojik neoplazmlar olarak
adlandirtlir (13).

Saglikli kan hiicrelerinin iiretimine miidahale eden, kemik iliginde sinirsiz ¢cogalma
yapabilen farklilasmamis blastlarin anormal birikimi ile karakterizedir (12). Losemi, kan
hiicrelerinin kanser tiirleri i¢in genis bir terim olmakla birlikte hangi ¢esit olacagi, kansere
doniisen kan hiicresinin tipine ve ne hizla biiyiidiigiine baghdir. Etkilenen kan hiicresinin tipi
(Ienfoblastik / lenfositik veya miyeloid / miyelojen6z) ve baslangicina (akut veya kronik)
gore siniflandirilir. Dort ana klinik 16semi tiirii ve farkli patolojik alt tipler vardir. Yaygin
16semi tiirleri; akut miyeloid l6semi (AML), akut lenfoblastik 16semi (ALL), kronik
miyeloid 16semi (KML), kronik lenfositik 16semi (KLL) dir (Sekil 1) (14).

Sekil 2.1: Dort ana klinik 16semi tiirii (15)

Kronik miyeloid, kronik miyelositik veya kronik graniilositik 16semi olarak da

adlandirilan KML, doniistiiriilmiis, ilkel hematopoietik progenitdr hiicrelerin dolasima



sokuldugu klonal miyeloproliferatif bir hastaliktir. KML, farklilagma kapasitelerinde kayip
olmadan graniilositik hiicrelerin ¢ogalmasi ile karakterizedir (16).
Hematopetik kok hiicrelerden (HSC) embriyonik gelisim sirasinda ve yetiskinlik

boyunca kan sistemine ait hiicreler tiretilir ve yenilenir (Sekil 2) (17).
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Sekil 2.2: Hematopoez (kan hiicresi bilesenlerinin olusumu) embriyonik gelisim
sirasinda ve yetigkinlik boyunca kan sistemini iiretmek ve yenilemek igin ortaya ¢ikar (18).

2.1 Philadelphia Kromozomu

Kanser hiicrelerinin belirleyici 6zelliklerinden birisi kromozom anomalileridir.
Translokasyonlar gibi kromozom diizenlenmeleri, ¢esitli tiimor tiplerinde siklikla bulunur
ve bunlarin timorigenezin temel yonlendiricileri olduguna dair giiglii kanitlar vardir (19).
Gen flizyonlari, dengeli kromozom translokasyonlari sonucunda olusur. Translokasyonlar
bir genin aktivasyonuna veya asir1 ifadelenmesine yol acabilir. Bu nedenle gen fiizyonlari,
timor tipi ile giliglii bir sekilde iliskilidir ve kanser teshisi veya tedavisi i¢in hedef
biyobelirteg olarak kullanilmaktadir (20). Kromozomal diizenlemelerden kaynaklanan
flizyon proteinlerinin kronik miyeloid 16semi (KML) gibi ¢esitli hematolojik neoplazmalarin
patogenezini tetikledigi bilinmektedir (21-23). ilk olarak 1960 yilinda KML'i bir hastada

tanimlanan Philadelphia kromozomu (Ph), 9 ve 22. kromozomalarin karsilikli par¢a degis



tokusu sonucu olusan yeni 22. kromozoma verilen addir. KML igin bir biyobelirtegtir (24).
Bu yer degistirme, yapisal tirozin kinaz aktivitesini barindiran BCR-ABL1 onkogenik
fiizyon proteininin ortaya ¢ikmasia neden olur. Bu onkoproteinin ifadelenmesi ile hiicre
sagkalimi ve boliinmesini artiran sinyal yolaklar1 aktive edilir. Sonugta hematopoetik
hiicrelerin malign doniisiimii indiiklenir (5). Kisaca olusan bu fiizyon geni Tirozin Kinaz’in
(TK) fazla tiretilmesine, dolayisiyla da kontrolsiiz cogalmasina sebep olur (4).

Degisen
Kromozom 9

Kromozomlarin kirilip

Normal yer degistirmesi
Kromozom 9
Degisen
Kromozom 22
Normal ( Philadelphia
Kromozom 22 kromozomu )

— ! BCR-ABL

lAﬂBL
Sekil 2.3. Kromozom 9 ve kromozom 22’den kopan parcalarin birbiriyle yer
degistirmesi. BCR-ABL fiizyon geni, kromozom 9 parcasinin baglandigi kromozom 22

tizerinde olusturulur. Degisen kromozom 22, Philadelphia kromozomu olarak adlandirilir
(25)

2.2 BCR-ABL1 Fiizyon Proteini

Philadelphia kromozomunun {iriinii olan bu fiizyon protein, transformasyona yol agan
gesitli sinyal yollarmi aktive ederek bir onkoprotein gibi davranir (26). BCR-ABL
ifadelenmesi olan hiicrelerde bir¢ok sinyal proteininin BCR-ABL1 ile etkilesime girdigi
gosterilmistir (27). Ber-Abll fiizyon proteini RAS/MAPK, PI-3 kinaz, c-ABL yolaklari ve
CRKL yolaklar1 ve JAK-STAT gibi ana sinyal yollarin1 aktive eder ve Src yolagi da
transformasyon ve proliferasyonda énemli bir rol oynar (Sekil 4) (28). BCR genindeki farkli



kirik noktalarindan kaynaklanan heterojenlik, sitogenetik olarak ayirt edilemedikleri i¢in bu

farkliliklar molekiiler testlerle tespit edilebilir (29).
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Sekil 2.4. BCR-ABL tarafindan aktive edilen molekiiler yolun sematik gosterimi (30)

Insanda ii¢ farkli BCR-ABL formunun farkli 16semi formlariyla iliskili olduguna dair
kanitlar vardir (31). Kromozom 22’de yerlesik BCR geninde farkli noktalarda olusan
kiriklar sonucunda molekiil kiitlelerine gore 190, 210 ve 230 kD olarak ti¢ farkli flizyon
proteini tretilir (Sekil 5) (32, 33). Bunlar olusan flizyon proteininin boyutlarina gore
strasiyla kiiclik kirilma noktas1 kiime bdlgesi (m-ber), biiyiik kirilma noktasi kiime bolgesi
(M-bcr) ve mikro kirilma noktasi kiime bolgesi ( p ber) olarak adlandirilir (34-37). M-bcr
kirilma noktalar1 BCR geninde ekzon 13'ten (e13 veya b2) veya ekzon 14'ten (e14 veya b3)
sonra ortaya ¢ikar. KML hastalarinin ¢ok biiyiik bir kisminda (%99) p210 fiizyon proteini
tiretilmektedir. Bu fiizyon proteini t(9;22) pozitif 6nciil B-lenfoblastik 16semili (B-ALL)
pediatrik hastalarin %10'unda ve yetigkinlerin % 40'mda saptanmaktadir (35). m-BCR
kirilma noktalari, BCR geninde ekzon 1'den (el) sonra ortaya g¢ikar ve daha biiyiik

transformasyon potansiyeline sahip p190 flizyon transkriptinin olusmasina sebep olur (35,



36, 38). Bu m-ber kirtlma noktalar1 ve flizyon transkriptleri, t(9;22) pozitif B-ALL'li
pediatrik hastalarin %90'inda, yetiskin hastalarin % 60'inda saptanirken (35) KML
hastalarinda ¢ok nadir gozlenir (29). BCR geninde ekzon 19 (el19) ve ekzon 20 arasinda
olusan kirik p-ber olarak adlandirilir (39). Olusan fiizyon geni, daha biiyiik bir transkript
olan p230 fiizyon proteini ile sonuclanir (34, 37, 40). Anormal sekilde aktive olan bu
kinazlar, sinyal yollaklarinin devamli aktive olmasina neden olur. Bu da hiicrelerin
kontrolsiiz ¢ogalmasina, farklilasmanin durmasina ve hiicre Oliimiine karsi direncin

olusmasina neden olur (32, 33).
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Sekil 2.5. BCR-ABL1'e ait ii¢ farkli fiizyon proteinine genel bakis (41)

Aktin Baglayici P2 lO(M-BCR)

Kronik (KML-CP), hizlandirilmis (KML-AP) ve patlama fazi (KML-BC) (42) olmak
tizere li¢ ayr1 klinik asamada tanimlanan KML’de tan1 genellikle kronik fazda konulur (29).
Tedavi edilemez ise, hastalik nispeten iyi huylu KML-CP'den KML-AP'ye, KML-BC'ye
dogal bir ilerleme izler (42).

BCR-ABLI1 gen flizyonu, tan1 ve tedavi i¢in klinik bir biyobelirteg olarak gorev yapar
(5, 20). Daha once STI571(Signal Transduction inhibitér 547 ) olarak anilan Imatinib
(Gleevec, Novartis, Basel, Isvicre), Philadelphia kromozomu pozitif (Ph+) 16semide BCR-
ABLI1 hedefleyen bir tirozin kinaz inhibitorii olarak kullanilir. (4). Imatinib, hiicre

dongiisiiniin kontrolii, hiicre yapismasi, hiicre iskeleti organizasyonu ve son olarak Ph (+)



hiicrelerinin apoptotik 6liimiinde yer alan ¢esitli genlerin iglevinin degistirilmesine yol acan

konstitiitif tirozin kinaz aktivitesini dogrudan inhibe eder (43).

Onkogenik BCR-ABL tirozin kinaz proteininin aktivitesi, ATP {izerindeki fosfat
grubunun c¢esitli substratlar iizerinde ABL1’in aktif bolgesindeki tirozin kalintilarina
aktarmasi ile saglanir (Sekil 6). Bu devamli aktif tirozin kinaz proteini daha asagida yerlesik
sinyal yolaklarinin aktive olmasina ve miyeloid serisi hiicrelerin asir1 ¢ogalmasina neden
olur. Imatinib, ATP'nin BCR-ABL1’in kinaz domainine baglanmasmi engeller ve
aktivitesini inhibe eder. ABL1 tirozin kinaz aktivitesi olmadan, substratlar artik fosforile

edilemez ve diizensiz ¢ogalmaya yol acgan hiicresel olaylar kesintiye ugrar (Sekil 6) (44, 45).
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Sekil 2.6. imatinibin BCR-ABL fiizyonuna etki mekanizmasi (46).

Bircok kanserde oldugu gibi KML’de de somatik mutasyonlar ilaca direng saglar.
Imatinibin dikkat ¢ekici basarisma ragmen, BCR-ABL1 kinaz domainindeki nokta
mutasyonlart nedeniyle direng tespit edilmistir (4). Giincel kilavuzlar direng gelismesi
durumunda ikinci ve tiglincii nesil tirozin kinaz inhibitorlerinin kullanilmasin1 6nermektedir

(47-49).

2.3 BCR Geni

22ql1°de lokalize olan BCR geni (Sekil 7), 23 ekzondan olusur. BCR geni,
serin/treonin kinaz aktivitesi gosteren 160kDa'luk bir fosfoproteini kodlar (31, 50). BCR geni



oncelikle miyeloid farklilagsmasinin erken evrelerinde ifade edilir. Miyeloid farklilasmasinin
ilerleyen evrelerinde BCR geninin ifadelenme seviyesi diiser. Calismalarda BCR proteininin
sitoplazmik bir protein oldugu gosterilmistir. Ayrica BCR proteinin mitotik DNA’ya
baglandig1 da gosterilmistir (22, 51) BCR geninin ilk ekzonunda serin/treonin kinaz domaini

ve en az 2 SH2 baglanma domaini kodlayan dizi yer alir (52).
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Sekil 2.7. BCR geninin 22. kromozomdaki yerlesimi. BCR geni 22q11°de yerlesiktir
(53).

2.4 ABL1 Geni

9q34°de lokalize olan ABL1 geni (Sekil 8), 12 ekzondan olusur. ABL1, Abelson murin
16semi viriis onkogeninin insandaki homologu olan bir proto-onkogendir. Philadelphia
kromozomunun olusumu sirasinda ABL geni intron 1’den kirilir (22). ABL1 geni hiicre

boliinmesi, farklilasma ve strese yanit dahil olmak {izere cesitli hiicresel islemlerde yer alir

(54).
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Sekil 2.8. ABL1 geninin 9. kromozomdaki yerlesimi (55).

2.5 Genom Diizenleme Teknolojileri

Son yillarda biiyiik ilerleme kaydeden gen diizenleme teknolojisi, saglik ve tip basta
olmak tizere biyoteknoloji, tarim ve hayvancilik gibi cok ¢esitli alanlarda ¢alisma imkan
sunmustur. Bu teknoloji organizmalarin hedef genom dizisinde genetik degisiklikleri
olusturmak i¢in belirlenmis noktalardaki niikleotidleri niikleazlar araciligiya degistirmek
icin kullanilir (56, 57). Niikleazlar sayesinde diizenlenecek hedef bolgede ¢ift iplik kirigt
olusur. Tamir sirasinda yapiya rastgele niikleotidlerin girmesine veya eksilmesine neden

olan Non-Homolog End-Joining (NHEJ) veya Homoloji yonlendirmeli tamir (HDR)



mekanizmalar1 ile olusan kirik tamir edilir (10). ilk olarak 1995 yilinda ¢inko parmak
niikleazlarin (ZFN'larin) kesfiyle genom diizenleme teknolojileri kullanilmaya baglandi.
Daha sonra 2011 yilinda ikinci genom diizenleme teknolojisi olan transkripsiyon aktivatori
benzeri efektor nukleazlari (TALEN'ler) kesfedildi (57). Son olarak 2012 yilinda
prokaryotlarda adaptif immiin sistem olarak ¢alisan ve hiicreyi viriis ve plazmid gibi yabanci
DNA isgalinden koruyan savunma mekanizmasi diizenli araliklarla kesisen kisa palindromik

tekrarlar (CRISPR'ler) kullanima sunuldu (8, 58)

2.5.1 Diizenli araliklarla kesisen kisa palindromik tekrarlar (CRISPR)

1987 yilinda E.coli’de alkalinden sorumlu iap geninin niikleotid dizisi ile ilgili yapilan
calismada ilk kez prokaryotlardan bagka hic¢bir yerde homolog dizisi bulunmayan 29
niikleotidli ¢cok iyi korunan tekrar dizisi oldugu ve bu tekrar bdlgelerinin biyolojik 6neminin
bilinmedigi belirtilmistir (59). 2002 yilinda tekrar dizileriyle ilgili yapilan in silico ¢alismada
ilk kez 6karyotlarda bulunmayan, sadece arkea ve bakterilerde bulunan yeni bir tekrarlayan
DNA dizi ailesi incelenmistir. Bu tekrarlayan dizi ailesinin boyutlarmin 21bp ile 37bp
arasinda degistigi bulunmustur. Karakteristik yapisini incelemek amaciyla bu aile, diizenli
aralikli kisa palindromik tekrarlar (CRISPR) olarak adlandirilmistir. Bu tekrar dizilerin tiir
icinde ¢ok iyi korundugu gozlemlenmistir (60). Ayni sekilde CRISPR sisteminde korunan
diger bir dizi olan PAM dizisinin istilact DNA iizerinde hedefleme aracisina karsilik
gelen bolge oldugu 2009 yilinda yapilan cgalisma ile kesfedilmistir (61). Coklu
kromozomal CRISPR lokuslarinin varligi, CRISPR'larin mobil elementler oldugunu
diistindiirmektedir. CRISPR ile iliskili (Cas) genler, CRISPR igeren prokaryotlarda
tanimlanmistir. Cas genleri her zaman bir CRISPR lokasyonuna bitisik olarak

konumlanmistir. Bu da Cas genlerinin ve CRISPR lokuslarinin fonksiyonel bir iliskiye sahip

oldugunu gostermistir (60).

[k olarak 2012 yilinda dért farkli arastirma grubu Mali ve arkadaslar1 (62), Wright ve
arkadaglar1 (63), Jinek ve arkadaslar1 (58), Swiech ve arkadaslari (64) tarafindan ayn1 anda,
prokaryotik bagisiklik sisteminin bir gen diizenleme araci olarak memeli hiicrelerinde
kullanilmast rapor edilmistir. Bakteride, kendi kendine CRISPR ile Cas proteininin
kombinasyon halinde enfeksiyonlara kars1 bagisiklik sagladigi bulunmustur.

CRISPR / Cas9 sisteminde yaygin olarak Streptococcus pyogenes (Sp) tarafindan
gelistirilmis Cas9 (SpCas9) kullanilir. Enzimlerin kokenlerine bagl olarak ¢ok cesitli PAM

dizileri vardir. SpCas9’dan tiiretilmis Cas9 enzimi kullanilmas1 durumunda hedeflenebilir
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bolgeyi siirlandirmak amaciyla kullanilan tanima motifi PAM 5'-NGG-3’ i¢li dizisidir
(65, 66). Bunun disinda PAM dizisinin motifi iki ilave guanin bazindan olusabilir (67). Cas
proteinleri, istenen DNA dizisini tanimak ic¢in diger genom teknolojilerinde oldugu gibi

proteinler tarafindan degil, onlardan farkli olarak RNA tarafindan uyarilir (63, 68, 69).

Genomic locus - - 1 . --
.

Target (20 bp) y PAM

5 . .AATGGGGAGGACATCGATGTCACCTCCAATGACTAGGGTGGECAACCAC. . 3
DNA target FEELRRLIEEETTTTR L LTI
3" . .TTACCCCTCCTGTAGCRACAGTGGAGGTTACTGATCCCACCCGTTGGTG. . &

(AR RARRRARARRNRANY
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111G
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Sekil 2.9. Spesifik olarak sgRNA, PAM motifinin, hedef DNA dizisinde Cas9 niikleaz1
almas1 kosuluyla, PAM adli iiglii dizilimin yukarisinda yer alan hedef diziyi tanir (70).

RNA kilavuzlu Cas9 niikleazinin semasi. S. pyogenes'den (sar1) Cas9 niikleazi, 20
nt'lik bir kilavuz sekansi (mavi) ve bir iskele (kirmiz1) iceren bir sgRNA tarafindan genomik
DNA'ya yoneliktir (Sekil 9). Spesifik olarak kilavuz RNA dizisi, hedef DNA dizisinde Cas9
niikleaz1 almas1 kosuluyla, bitisik motifinin (PAM; pembe) {iglii dizilimin yukarisinda yer
alan hedef DNA dizisini (iist iplik¢ikte mavi ¢ubuk) tanir ve eslesir. Cas9, PAM'n (kirmizi
tiggen) 3 baz ¢ifti uzaginda bir ¢ift zincir kirigi olusturur (70, 71).

Ucgiincii nesil genom diizenleme teknolojisi olan kiimelenmis diizenli araliklarla
kesisen kisa palindromik tekrarlar (CRISPR) ile iligkili protein 9 (Cas9) sistemi olarak
adlandirilan yeni bir RNA kilavuzlu endoniikleaz, genomik miihendisliginde yeni bir strateji
sagladi (72, 73).

CRISPR Cas9 sistemi bir bakteri ve archea’nin bagisiklik sisteminin, viral enfeksiyona
kars1 verdigi cevabi diizenler. Bu cevap genel olarak {i¢ agamadan olusur. Adaptasyon olarak
bilinen ilk asamada, Cas1-Cas2 protein kompleksi, hedef DNA'nin bir segmentini ¢ikarir ve
yeni bir bosluk olusturarak bir CRISPR dizisinin 5’ ucundaki tekrarlar arasina yerlestirir.

[fadelenme asamasinda, bir CRISPR dizisi, preCRISPR RNA (precrRNA) olarak bilinen
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uzun bir transkript icine kopyalanir ve ayr1 Cas proteinleri veya Cas olmayan konakg1
RNazlar kompleksi tarafindan olgun kii¢iik CRISPR RNA (crRNA)’lara islenir (74).

Son olarak interferans asamasinda, Cas protein kompleksi, hedef DNA veya RNA'yl
ayirmak amaciyla viriis veya plazmidin genomundaki “protospacer” dizisini tanimasi i¢in
kilavuz olarak crRNA'y1 kullanir. Daha sonra efektoriin bir parcasi olan veya girisim

asamasinda ise alinan bir Cas niikleaz (veya niikleazlar) tarafindan inaktive edilir (Sekil 10)
(75).
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Sekil 2.10. CRISPR sisteminin molekiiler mekanizmasi (76)

CRISPR/Cas sistemlerinin, mobil genetik elemanlarla gelistigi ve Cas protein
dizilerinin ¢ok fazla ¢esitlenmesine ve CRISPR/Cas lokuslarinin belirlenmesine sebep
oldugu disiiniilmektedir (74). CRISPR-Cas sistemi, Smif 1 (Tip I, Il ve IV) ve Siif 2 (Tip
I1, V, VI) olarak toplam alt1 tiir (74) ve 19 alt tiire ayrilmaktadir. Stnif 1 CRISPR/Cas
sistemleri, tanimlanmig tiim CRISPR-Cas lokuslarinin yaklasik % 90'm1 i¢eren bakterilerde
ve arkealarda (tiim hipertermofiller dahil) yaygindir. Geri kalan yaklasik % 10 CRISPR/Cas
lokuslari, sinif 2 CRISPR/Cas sistemlerine (tip I, tip V veya tip VI efektor protein kullanan)

aittir; bu sistemler sadece bakterilerde bulunur ve hipertermofiliklerde tanimlanmamistir
(74).

CRISPR tipleri, kendine 6zgii proteinlerin varligi sayesinde kolayca ayirt edilebilir.
Tip I i¢in Cas3, tip Il igin Cas9, tip Il i¢in Casl0, tip V i¢in Casl2 (Casl2a (Cpfl), Casli2b
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(C2cl)) ve tip VI igin Cas13’tiir. Ayrica Cas9, Casl10, Casl2 ve Casl3 proteinleri CRISPR
Cas yanitinda farkli asamalarda katkida bulundugunu gercegini yansitmaktadir (75, 77).

Smif 1 CRISPR sistemleri birkag Cas proteini ve crRNA ile bir efektor kompleksi
olusturur (78). Smif 1 sistemleri, daha ¢ok arkeada bulunan, bakterilerde daha az goriilen bir
CRISPR sinifidir. Yaygin olarak tip I ve tip III ile nadir bulunan tip IV'i igerir. Tip I ve tip
III’e ait efektor kompleksleri, biiyiik ve kii¢iik alt birimden olusan RRM (RNA Recognition
Motif)’i igerir (Sekil 11). Ayrica bu kompleksler bir Cas5 ve birka¢g Cas7 alt birimi igerir.
Kompleks, spacer ve tekrar bolgesinin bir kismini i¢eren kilavuz RNA'y1 barindirir. Cas5 alt
birimi, crRNA’ya baglanir ve biiyiik alt birimle (tip I'de Cas8 ve tip III'te Cas10) etkilesir.
Kiigiik alt birim tipik olarak birka¢ kopya halinde bulunur ve Cas7'ye bagli crRNA ile
etkilesime girer. Her ne kadar tip I ve tip III efektdr komplekslerindeki protein alt
birimlerinin dizileri birbirine benzerlik gosterse de, her iki kompleks tipi de cryo-elektron
mikroskopisi altinda yapisi farklidir. Cas6, efektor kompleksi ile iligkilidir ve tipik olarak
crRNA 0Oncesi islemde tekrar spesifik RNaz olarak islev goriir (79).
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Sekil 2.11. CRISPR-Cas sistemi siniflandirilmasi (75)

Sinif 2 CRISPR sistemleri, etkilesime aracilik etmek icin crRNA'lar ile birlikte biiyiik
tek bilesenli Cas proteini kullanir (78). Ug tipten olusur. Bunlar; Tip II, Tip V ve Tip VI “dir
(74).
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Tip V igin ayirt edici olan protein Casl12’dir (75). Bakteri ve arkeanin genomunda
bulunan cpfl, Casl, Cas2 ve CRISPR dizisine bitigik konumlanmistir. Tip V efektorlerin
prototipi olan Cas12a (Cpfl), iki RuvC benzeri niikleaz domaini igerir, ancak HNH domaini
bulundurmaz. Ancak, Casl2a-crRNA-hedef DNA kompleksinin yapisal analizi, Cas9'un
HNH alanina islevsel olarak benzer oldugunu, kendine 6zgii katlanma ile ikinci bir niikleaz
domaini ortaya c¢ikarmistir. Casl2a, Cas9 aktivitesi i¢in vazgegilmez olan bir tracrRNA
gerektirmeyen tek RNA kilavuzlu bir niikleazdir. Ayrica Casl2a, Cas9’un kesim

paterninden ve PAM taninmasindan farklidir (77).

Tip VI efektorler Cas13a ve Casl3b spesifik olarak RNA'y1 hedef alir, boylece RNA
interferansina aracilik eder. Cas13a ve Cas13b, Tip II ve tip V efektorlerinden farkli olarak
RuvC benzeri niikleaz domainine sahip degildir ve bunun yerine HEPN domain olarak

adlandirilan niikleotid baglanma bdlgesine sahiptir (77).

En yaygin ve en iyi anlagilan Sinif II sistemleri, Cas9 proteinini efektor olarak kullanan
tip II'dir (80). Cas9, iki niikleaz domaininden olusur. Bunlar, DNA kesiminden sorumlu
RuvC ve HNHdir (77). Cas9, REC (tanima) lob ve NUC (niikleaz) lob olarak adlandirilan
iki bolgeden olusur (81). REC lob, niikleik asit tanimasindan sorumludur. NUC lobunda
HNH ve RuvC niikleaz domainleri ve PAM ile etkilesen (PI) bir domain i¢eren C-terminal
bolgesi bulunur. HNH ve RuvC domainleri, crRNA ve diger DNA ipligi ile bir dubleks
olusturarak DNA zincirini ayirir, boylece hedef DNA'da ¢ift zincir kirig1 meydana gelir.
Cas9-crRNA-tracrRNA kompleksi, PAM igeren yabanci DNA'ya baglanir. Burada Cas9,
crRNA ve yabanct DNA'nin dubleks olusumunu indiiklemek i¢in yabanct DNA'nin ¢ift

zincirine baglanir ve zinciri gevsetmeye baslar (Sekil 12) (77).
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Sekil 2.12. crRNA, tracrRNA, Cas9 kompleksinin hedef DNA kesim mekanizmasi
(77)

Cas9, crRNA ve bir trans-aktive edici crRNA (tracrRNA) ile bir riboniikleoprotein
(RNP) kompleksi olusturur ve bu kompleks DNA'y1 pargalar (82). TracrRNA molekiili, tip
IT sistemlerde crRNA oncesi islem ve hedef tanima igin de gereklidir (77). SgRNA,
programlanabilir CRISPR RNA'dan (crRNA) ve islem yapan bir RNA'dan (tracrRNA)
olusan kimerik bir RNA molekiiliidiir. Bu sgRNA, DNA hedef bolgesini belirleyen 20
niikleotid dizisi igermektedir (Sekil 13) (58).
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Sekil 2.13. CRISPR Cas9 aracili genom diizenleme mekanizmasi (83)

Bu sistemin c¢aligma mekanizmasi temel olarak Cas9-gRNA kompleksinin, DNA
tizerinde belirli bir bolge olan protospacer bitisik motif (PAM) dizisini taniyip o bolgede ¢ift
iplik kopmasinin (DSB) indiiklemesiyle gergeklesir. Yani PAM dizisi, dogru DNA dizisinin
taninmasinda ve RNA'nin kendi kendine hedeflere ve spesifik olmayan dizilere
yonlenmesinin dnlenmede belirleyici rol oynar (84). Genomda olusan ¢ift iplik kiriklar
genomun biitiinliiglinii bozdugu icin onarim mekanizmalar1 devreye girer. Homolog
olmayan son birlestirme (NHEJ) tamiri gergeklestirilirken bazen ekleme veya silme (indel)
mutasyonlart olusturularak tamir gerceklestirilir. Hiicrenin, hiicre dongiisiinde bulundugu

asamaya bagli olarak homoloji odakli onarim (HDR) mekanizmasi da kullanilabilir (85).

CRISPR/Cas9 sisteminin farkli deneysel siireglere kolay adapte edilmesi ve
maliyetinin daha diisiik olmasi1 nedeni ile giin gectikge kullanim alan1 ve amaci
genislemektedir. Baglangicta gen yeniden diizenlemesi, gen ifadelenmesinin diizenlenmesi,
farkli model organizmalarda ve hiicre diizeyinde genlerin fonksiyonlarinin anlasilmasina

yonelik yapilan ¢alismalarda kullanilan CRISPR/Cas9 sistemi ayni zamanda in vitro’da
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DNA diizeyinde hedef dizilerin belirlenmesi potansiyeli de tasimaktadir (8). Yaptigimiz
calismada CRISPR sistemini tedavi alam diginda, bir tani araci olarak kullanmay1

hedefledik. Bununla birlikte ileride yapilacak c¢alismalarda, ¢esitli translokasyonlardan

kaynaklanan hastaliklarin, hizl1 ve ucuz tespitinin miimkiin oldugunu 6ngérmekteyiz.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1

Yapilan ¢alisma (Proje No: KA 18/418) Baskent Universitesi T1p ve Saglik Bilimleri
Aragtirma Kurulu ve Girisimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu tarafindan
09/01/2019 tarih ve 19/09 sayil1 karar ile onaylanmis ve Baskent Universitesi Arastirma
fonunca desteklenmistir.

3.2. Hasta Secimi

Baskent Universitesi Hematoloji Anabilim Dalina basvuran ve Baskent Universitesi
Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda genetik test yapilip kronik myeloid 16semi (KML) tanis1
almis hastalardan arsivlenen cDNA ornekleri kullanildi. Bu kapsamda bes hastanin PZR
yontemi ile flizyon geninin ¢ogaltilmasi saglandi. Yapilan PZR iirlinlerinin kalitesine gore
en iyi ii¢ hasta 6rnegine Sanger dizileme yapildi. ki hastaya ait dizilemede fiizyon bolgesi
acik bir sekilde belirlenebilirken, diger {igiincii hastaya ait fiizyon bolgesi net sekilde
belirlenemedi. Flizyon bdlgesi anlasilir olan iki hasta deneysel siireglerde kullanildi. Bu iki
hasta “Hedef Hasta” ve “Hedef Dis1 Hasta” olarak nitelendirilmistir. Farkli kesim
noktalariyla olusan flizyon proteinlerine gore dizayn edilen gRNA Hedef Hastaya aittir.
Dolayisiyla bu gRNA ve Cas9 kombinasyonunun Hedef Hastay1 taniy1p sadece onda kesim
yapmasi beklenirken, Hedef Dis1 Hastada herhangi bir kesim yapmamasi beklendi.

3.3. Kullanilan kimyasal malzemeler

e Agaroz (Serva Katalog No: :11404)

e 0,5X Tris-borik asit EDTA (TBE) 40 mM Tris-HCI, pH 8.3. 45 mM borik asit. 1
mM EDTA

e Orange G

e EtBr (Etidyum Bromur)

e DNA molekiil agirlik belirteci 100bg (Thermo Scientific™ Katalog No: SM0242)

e 100bp DNA Ladder (Geneaid Katalog No: DL007)

e Nester

e (Camasir suyu
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e Omega Bio-Tek E.Z.N.A Gel Extraction Kit, Katalog No: D2500-00

e EXOSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent Applied Biosystems™,
Thermo Scientific Katalog No: 78201

e BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems™, Thermo
Scientific Katalog No: 4337455

e Low Melting Agaroz Sigma Katalog No: A9414

e Sephadex G-50, Sigma Aldrich

e Platinum Taq Polimeraz ,Invitrogen Katalog No: 10966034

e Hot Start Tag Polimeraz NEB Katalog No: M0495L

e HiScribe T7 Quick High Yield RNA Synthesis Kit, NEB Katalog No E2050S

e Invitro digestion of DNA with Cas9 Nuclease, S.pyogenes , Katalog No NEB
MO0386

e DNase | recombinant, RNase-free — Roche- Katalog No: 04 716 728 001

3.4. Kullanilan alet ve cihazlar

e PZR Cihaz1 (Veriti™ 96-Well Thermal Cycler)

e Yatay elektroforez tanki (Cleaver Scientific)

e Elektroforez gii¢ kaynagi (Consort)

e Jel goriintiileme sistemi (Syngene InGenius LHR)
e Mikro Pipet takim1 (Eppendorf)

e Buz makinesi (Elektrolux)

e Mini santrifiij (Biosan combispin FVL-2400N)

e Hassas Terazi

e Nanodrop 2000c (Thermo Scientific, USA)

e Santrifii

e ABI-Prism 3500 (Applied Biosystems, USA)

3.5. Yontem

Yapilan tez ¢caligmasinda; tanis1 konulmus KML hastalarinda BCR-ABL fiizyon geni

varliginin tespit edilmesi amaciyla asagida belirtilen deney plan1 yapilmustir.
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Filizyon bolgesi net olan iki hastaya ait -20°C’de saklanan cDNA’lar PZR yontemiyle
cogaltildi. Elde edilen PZR firiinleri Agaroz Jel Elektroforez ile kontrol edildikten sonra
dizilemenin temiz olmasi1 amaciyla Omega E.Z.N.A Gel Extraction Kitine uygun protokol
uygulanarak %1°lik Agaroz jelden saflastirma yapildi. Saflastirilan jelden {iriinler kalip
olarak kullanilarak yeniden PZR yapildi. Cogaltilan PZR iiriinleri %2’lik agaroz jel
elektroforeziyle kontrol edildikten sonra, ExoSAP kullanilarak saflastirildi. Saflastirilan
ExoSap iiriinlerine Sanger dizileme yapildi. Bu kapsamda BigDye v3.1 uygulama kosuluna
gore islemler gerceklestirildikten sonra Sephadex protokoliine gore dizileme sonrasi
saflastirma yapildi. Sanger dizileme sonrasinda Chromas programi ile analiz edilen dizileme
sonuglarina gore BCR-ABL fiizyon bolgeleri tespit edildi. Bu flizyon genlerinden birine gore
Yale Universitesine ait CRISPRScan (https://www.crisprscan.org) yardimci programiyla
gRNA dizayn edildi. Dizayn edilen tek zincir gRNA’lar ¢ift zincirli hale getirildikten sonra
boylar1 agaroz jel ile kontrol edildi. HiScribe T7 Quick High Yield RNA Synthesis Kit (NEB
#E2050S) kullanilarak ¢ift zincirli oligolardan RNA sentezi gergeklestirildi. RNA
saflastirilip bleach jel ile kontrol edildi ve sonrasinda Cas9 enzimi ile kesildi. Deney plani
iki asamada gerceklestirildi. ilk olarak deney planmin olusturulmas: ve degiskenlerin
islevlerini dogru yaptigin1 gdstermek amaciyla protokol uygulandi. ikinci kisimda ise kesim
hassasiyetini belirleme amaciyla gRNA dizayn edilen PZR iiriinii ile BCR-ABL fiizyon geni
iceren ancak kesim yapmamasi beklenen ikinci hastaya ait PZR {iriinii belirli oranlarda

karistirilarak deney plani uygulandi.

3.5.1 PZR yontemi ve cDNA’nin PZR ile ¢ogaltilmasi

Baskent Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda BCR-ABL fiizyon geni igeren
KML tanis1 almig iki hastaya ait arsivlenen cDNA 6rnekleri PZR yontemi ile ¢ogaltilmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Kary Mullis tarafindan gelistirilen bir yontem olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR), belirli bir DNA parg¢asinin istenilen miktar kadar ¢ogaltilmasina olanak saglar (86).
1980 yilinda gelistirilen bu yontem ile Kary Mullis, 1994 yilinda Nobel Odiilii almistir (87).
Bir PZR reaksiyonunda DNA Polimeraz, ¢ogaltilmak istenilen bdlgeye 6zgii primerler,
niikleotidler ve kalip DNA bulunmas: gerekir (88). Uc¢ asamadan olusur. Bunlar;
denatiirasyon, yeniden birlesme ve uzamadir. Bu {i¢ faz farkli sicakliklarda meydana gelir

ve bu nedenle hizli sicaklik dongiisii gereklidir (89). Denatiirasyon, iki DNA dizisindeki
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tamamlayici baz ¢iftleri arasindaki hidrojen baginin ayrilmasini saglayan 95°C'ye 1sitilmay1
icerir (90). Daha sonra sicaklik, spesifik primerlerin, hibridizasyon veya yeniden birlesme
olarak bilinen bir islem olan hedef DNA segmentlerine baglanmasina izin verecek sekilde
diisiiriiliir. Son asamada ise sicaklik tekrar yiikseltilir, bu sirada DNA polimeraz, primerlerin

3’OH uglarma yeni niikleotidler ekleyerek yeni zincirin uzamasini saglar (88).
Kullanilan primer dizileri, malzeme miktarlar1 ve 1s1 dongiisti Tablo 1°de belirtilmistir.

Tablo 3.1. BCR-ABL1 geninin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan primer dizileri

Gen Ad1 Primer Dizisi

BCR (F) 5" GAG CAG CAG AAGAAGTGTTTCAGA ¥

ABL1 (R) 5 CTC TAG CAG CTC ATA CAC CTG GG 3°
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Tablo 3.2. BCR-ABLI1 genini ¢ogaltmak i¢in kullanilan malzeme ve miktarlar

Bilegenler 50 plreaksiyon  5on konsantrasyon
10X Standart Taq Reaksiyon Tamponu Sul 1X

Q Tampon (5X) 10pl 1X

MgCl, (25mM) 1pl 0,5mM
20pmol/ul Forward Primer (BCR) lul 0,4pmol/pl
20pmol/ul Reverse Primer (ABL1) lul 0,4pmol/pl

10 mM dNTPs lul 0,2mM

Hot Start Tag DNA Polymerase (5U/pul) 0,2ul 1U

cDNA 2ul

dH,0 28,8ul

Tablo 3.3. BCR-ABLI geni i¢in uygulanan 1s1 dongiisii

95 °C 15 dakika
95°C 40 saniye
60 °C 1 dakika 35 tekrar
72 °C 2 dakika
72 °C 7 dakika
352
4°C 00

Cogaltilan cDNA’nin Agaroz jel ile kontrol edilmesi

PZR fiirtinleri %2’lik agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi. Bu islem sirasiyla su

sekilde gerceklestirildi.

2 gram agaroz hassas terazi ile tartildi. 100ml 0.5X konsantrasyonlu TBE tampon
¢ozeltisi i¢erisinde mikrodalga firin yardimiyla ¢6ziildii. Cozelti oda sicakligina geldiginde
2ul EtBr (10mg/mL) eklendi, karistmin homojen hale gelmesi saglandi. Tabakta
polimerlesen jelin ilk kuyucuguna 2ul 100bp DNA belirte¢ konuldu, daha sonra kuyucuklara
Sul PZR iirtinii ile Spl orange G karistirilip yiiklendikten sonra 100V ve 60 dakika yiiriitiildi.
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Beklenen bant boyu disinda kirliliklerin uzaklagtirilmas1 amaciyla agaroz jelden saflagtirma

islemi gerceklestirildi.

3.5.3 Jelden saflastirma

Hastaya ait 95ul PZR iiriinii 15 pl Orange G ile karistirildi. Uriinler 1% Low Melting

Agaroz jelde 40V’da, 4 saat yiriitiildii. UV altinda bakilarak nester yardimiyla beklenilen

yerdeki bant kesildi, daha 6nce bos halde tartilan (1,01gr) 1,5ml eppendorf tiipe konuldu.

E.Z.N.A kit protokoliine gore asagidaki islemler sirasiyla uygulandi.

1
2
3.
4
5

9.

10.

11

. Ist blogu 60°C’ye 1s1tild1.

. Jel konulan eppendorf tiip hassas teraziyle tartildi.

Jel miktar1 kadar baglanma tamponu eklendi.

60°C, 7 dakika 1s1 blogunda jelin erimesi beklenirken 2 dakikada bir vorteks yapildi.
Siire sonunda eriyen jel mini kolon ve buna uygun tiipe konularak 10,000g, 1dakika
oda sicakliginda santrifiij edildi.

Filtrenin altindaki (tiipteki) jel kalintis1 atildiktan sonra filtrenin iizerine 300ul
baglanma tamponu eklendi.

14,000 rpm 1 dakika, oda sicakliginda santrifiij edildi.

700ul yikama tamponu filtreye eklendi ve 14,000 rpm 1 dakika, oda sicakliginda
santrifiij edildi. Bu islem iki kez tekrarlandi. Filtrenin altindaki atik dokiildii.
Filtreye bir soliisyon eklenmeden bos sekilde 14,000 rpm 2 dakika santrifiij edildi.
Filtre temiz 1,5ml eppendorf tiipe konuldu ve 30ul eliisyon tamponu eklendi. Oda
sicakliginda iki dakika beklendi.

. 14,000 rpm’de 1 dakika, oda sicakliginda santrifiij edildi ve iirlinler elde edildi.

Saflastirilan fragmentler Nanodrop kullanilarak 6l¢iildi.

Tablo 3.4. Saflagtirma yapilan jelden elde edilen iiriiniin kalitesi

Konsantrasyon (ng/ul) 260/280 260/230

Ornek 9,4 2,0 0,73

3.5.4 PZR iiriinii saflastirilmasi

PZR reaksiyonu sirasinda kullanilmayan primerlerin ve niikleotitlerin uzaklastirilmasi

amaciyla ExoSAP-IT™ kullanildi. Kit iceriginde belirtildigi gibi -20°C’de saklanan
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ExoSAP’tan 2ul ile 5ul PZR iiriinii 0,2ml’lik PZR tiipiinde karistirildi. Buz {izerinde
gerceklestirilen bu islemin 1s1 dongiisii asagidaki Tablo 5’de belirtildigi gibidir.

Tablo 3.5. ExoSAP 1s1 dongiisii

37°C 15 dakika
80°C 15 dakika
4°C 0

3.5.5 Sanger Dizileme uygulamasi

Sanger dizileme yapmak ic¢in BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

kullanilarak asagidaki tabloda verilen reaksiyon gergeklestirildi.

Tablo 3.6. Dizileme i¢in BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit kosullari

F zinciri R zinciri

BigDye™ Terminator v3.1 Reaksiyon karisimi 0,5ul 0,5ul
BigDye™ Terminator v3.1 Sekans tamponu 1,75ul 1,75ul
F Primer (5pmol/ul) 1ul -

R Primer (5pmol/pul) - lul
DNaz- RNaz distile su 4,75ul 4,75ul
Saflastirilan PZR tiriinii 2ul 2ul
Toplam hacim 10ul 10ul

Tablo 3.7. Big Dye (Dizileme) PZR i¢in uygulanan 1s1 dongiisii

Sicaklik Stire Tekrar Sayisi
94°C 5dakika 1
94°C 10saniye
50°C 5 saniye 45
60°C 170saniye
60°C 1 dakika 1
4°C 00

Islem sonrasinda PZR tiipleri -20°C’de karanlikta bekletilir.
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3.5.6 Sekans reaksiyonu sonrasi saflastirma islemi

1. Hassas terazide tartilan 1 gr Sephadex G50 medium ile 14 ml distile su 50ml’lik steril
tiipte 45 dakika ¢alkalayicida calkalanir.

2. Hazirlanan ve homojen hale getirilen Sephadex G50 600yl filtreli kolon tasiyan tiipe
konulur ve 2 dakika boyunca 5500 rpm’de santrifiij edilir.

3. Daha sonra Sephadex G50 tasiyan kolon, temiz bir eppendorf tiipe saktarilir.

4. Big Dye V3.1 iiriinleri Sephadexli filtrenin ortasina aktarilir ve 5500 rpm’de 2 dakika
boyunca santrifiij edilir.

5. Siiziilen yaklasik 10pul {iriin sekans cihazina yiiklenir.

3.5.7 Dizileme sonucuna gore hedeflenen BCR-ABL fiizyonuna uygun gRNA
dizayni

Yapilan dizileme reaksiyonu Chromas programi (Technelysium Pty Ltd) ile analiz
edildi. BCR-ABLL fiizyon bolgesi tespit edildi. Hedeflenen hastaya ait diziye uygun gRNA
dizayn edildi. Bu amagla CRISPRScan programi kullanildi.

Tablo 3.8. Dizayn edilen sgRNA dizileri

Oligo dizisi
Sabit 5S’AAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACG
Bolge GACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAAC3’
RNA S’TTCTAATACGACTCACTATAGGGAGTTCAAAAGCCCTTCA
J GGTTTTAGAGCTAGA3’
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3.5.8 Tek zincir oligolarin ¢ift zincire doniistiiriilmesi

Dizayn edilen tek zincirli oligolarin ¢ift zincirli hale gelmesi icin iki protokol
uygulandi. Bunlardan birincisi Phusion DNA Polimeraz kullanilarak yapild: (91). ikinci
protokolde ise Invitrogen ™ Platinum ™ Tag DNA Polimeraz kullanilarak yapild.

Tablo 3.9. Tek zincirli oligolarin ¢ift zincirli hale doniistiiriilmesi i¢in uygulanan
birinci protokol

Bilesenler

dH-0 17,75ul
5X Phusion Tampon 2,5ul
10mM dNTPs 0,5ul
Oligolar (10uM sabit bolge /10uM gRNA) 0,5ul/0,5ul
Phusion DNA Polimeraz 0,25ul
Toplam 25ul

Tablo 3.10. Tek zincir oligolarin ¢ift zincir oligoya doniistiiriiliirken birinci protokole
uygulanan 1s1 dongiisii

Sicakhik Siire
98°C 2dk
50°C 10dk
72°C 10dk

4°C 0

Tablo 3.11. Tek zincirli oligolarin ¢ift zincirli hale doniistiirilmesi i¢in uygulanan
ikinci protokol

Bilesenler

dH20 20,15ul
10X PCR Tampon 2,5ul
50mM MgCl; 0,75pl
10mM dNTPs 0,5ul
Oligolar (10uM sabit bolge /10uM gRNA) 0,5ul/0,5ul
Platinum Tag Polymeraz 0,1ul
Total 25ul
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Tablo 3.12. Tek zincir oligolarin ¢ift zincir oligoya donistiiriiliirken ikinci protokole
uygulanan 1s1 dongiisii

Sicakhik Siire Tekrar Sayisi
94°C 2dk 1
94°C 30sn
45°C 30sn 35
72°C 20sn
72°C 2dk
4°C 0

3.5.9 Cift zincir oligolarin kontrol edilmesi

Cift zincirli oligolarin varligi ve boyutu %2’lik Agaroz jel kullanilarak analiz edildi.
Bu amagla 4pul oligo ve 4ul Orange G ile karigtirildi ve jele yiiklendi. Sonucunda yaklasik
120 baz ¢ifti uzuluguda bant elde edildi.

3.5.10 RNA sentez asamasi

NEB HiScribe T7 Quick High Yield RNA Synthesis Kit (NEB #E2050S) kullanilarak

in vitro transkripsiyon islemi gergeklestirildi.

Tablo 3.13. RNA sentez protokolii

Kullanilan malzeme Reaksiyon basina konulacak miktar (ul)
dH20 14pul
NTP Tampon Karisimi 10ul
Kalip DNA 4ul
T7 RNA Polimeraz 2ul
Toplam 30ul

Hazirlanan karigim 37°C’de 16 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda enzimin inhibe edilmesi igin iiriinler 1pl DNaz | (Roche
Katalog No: 04716728001) ve 3,5ul 10X tampon eklenerek 37°C’de 20 dakika inkiibe
edildi.

27



3.5.11 RNA saflastirilmasi

Bir 6nceki basamakta elde edilen iiriinler agagidaki protokol uygulanarak saflagtirildi.

145,5 ul DEPC’li su ve 20ul 3M Sodyum Asetat karisima eklendi.
Karisim dikkatlice pipetaj ile karigtirildi.

200u1 Fenol/Kloroform eklendi, ¢ok iyi bir sekilde vortex yapildi.
4°C’de 5 dakika en yiiksek hizda santrifiij yapildu.

Santrifiij sonras1 olusan fazlardan iist faz alinip yeni tiipe aktarildi.

Yeni tiip 4°C en yliksek hizda ve 5 dakika boyunca santrifiij yapildi.

N o a A w D Pe

183 ul olarak ol¢iildii.

Santrifiij sonrasi olusan fazin tist kismu tekrar farkli bir yeni tiipe aktarilirken miktari

8. Elimizdeki fazin iki kat1 kadar (366pl) -20°C’de bekletilen %100 EtOH eklendi ve

urinler 2 saat -20°C’de bekletildi.

9. Bu bekletilme islemi gergeklestirildikten sonra, 4°C’de 10 dakika boyunca

maksimum hizda santrifiij yapildi ve santrifiijden sonra olusan fazin iist kismi atildu.

10. Kalan pellete 500ul -20°C’de bekletilmis %70°lik EtOH eklendi.

11. 4°C’de 10 dakika boyunca maksimum hizda santrifiij yapildi ve fazin iist kismi atild1.

12. Bu islemden sonra tiipiin agz1 acik birakilarak pelletin hafif¢e kurumasi saglandi.

13. Pellet hafifce kuruduktan sonra lizerine 25ul DEPC’li su eklendikten sonra

konsantrasyon 6lgiimiine hazir hale getirildi.

14. Hazirlanan RNA, DEPC’li su ile dara aliarak spektrofotometre ile olgtildii.

Konsantrasyonu 6lgiilen RNA farkl tiiplere esit sekilde paylastirildiktan sonra -

20°C’de saklanda.

3.5.12 Saflastirma sonrasi RNA’nin kontrol edilmesi

1. %1’lik bleach jel; 1ml ¢amasir suyu ve 2gr agaroz tartilarak 99 ml TBE iginde

¢oziilerek hazirlandi (92).

2. 10 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra 5ul EtBr eklendi ve homojen hale

geldikten sonra polimerlesmesi beklendi.

3. 50 baz ciftlik molekiiler agirlik belirteci kullanildi.

4. 6X Loading Dye ile RNA, 2:1 oraninda (toplam 3 pl) karistirildiktan sonra jele

yiiklendi.

5. Jel yiritiiliirken tankin cevresi buz akiileriyle kapatildi. Jel 40 Voltta 2 saat

yiiriitiildii.
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3.5.13 Cas9 enzim ile kesim:

Saflagtirilan RNA ve Cas9 enzimi kullanilarak hedef DNA dizileri laboratuvar

sartlarinda kesildi.

Tablo 3.14. Saflastirilan RNA kesim protokolii

Bilesenler Miktar
Steril Su 21.5ul
NEBuffer 3.1 3ul
Stok sgRNA 2ul
Stok Cas9 Nuclease, S. pyogenes 0.5ul
Reaksiyon hacmi 27ul
10 dakika, 25°C inkiibasyon

Kalip DNA 6 ul
17 saat, 37°C inkiibasyon

Toplam reaksiyon hacmi 33ul
Proteinaz K Tul

30 dakika, 37°C inkiibasyon

Toplam reaksiyon hacmi 34ul

Bu diizene gore deney planinin ilk kismi i¢in diizenlenen protokol asagida belirtildigi

gibi diizenlenmistir.

Tablo 3.15. Kesim Protokolii

Deney sartlar A B C D E-F
Bilesenler

Steril su 21,5ul 21,5ul 21,5ul 21,5ul 21,5ul
NEBuffer 3ul 3ul 3ul 3ul 3ul
Stok gRNA 2ul 2ul - 2ul 2ul
Stok Cas9 0,5ul 0,5ul 0,5ul - 0,5ul

25°C’de 10 dakika inkiibasyon (toplam 27ul)
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PZR Uriinii - - 6ul 6ul 6ul

37°C’de 17 saat inkiibasyon (toplam 33pul)

Proteinaz K - Tul Tul Tul Tul

37°C’de 30 dakika inkiibasyon (toplam 34ul)

Oda sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra agaroz jel elektroforez ile fragment

analizi yapilir.

3.5.14 Cas9 kesimi fragment analizi

Kesim trtinleri %2,5 agaroz jel elektroforez ile kontrol edildi. Toplam 9 kuyucuga

sirasl ile asagida belirtilen sekilde yiikleme yapildi.

kuyucuk: 1,5 pl 100bp marker

kuyucuk: 2ul Orange G + 2ul PCR iiriinii (Hedeflenen hastaya ait)
kuyucuk: Sul Orange G + 15ul kesim {irtinii (A)

kuyucuk: 5ul Orange G + 15ul kesim iiriinii (B)

1.
2.
3.
4.
5. kuyucuk: 5ul Orange G + 15ul kesim tiiriinii (C)
6. kuyucuk: Sul Orange G + 15ul kesim {iriinii (D)
7. kuyucuk: Sul Orange G + 15ul kesim tirtinii (E)
8. kuyucuk: 5ul Orange G + 15ul kesim iiriinii (F)
9.

kuyucuk: 1,5 ul 100bp marker

3.5.15 Cas9 enzimi ile kesim hassasiyetinin belirlenmesi
Deney plani birinci boliimde elde edilen verilere gére en uygun kosullarin E-F

(Tablo 15) olduguna karar verildi.

Tablo 3.16. Optimize edilen kesim protokolii

Bilesenler Miktar
Steril su 21,5ul
NEBuffer 3ul
Stok gRNA 2ul
Stok Cas9 0,5ul
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25°C’de 10 dakika inkiibasyon (toplam 27ul)

PCR Product oul

37°C’de 17 saat inkiibasyon (toplam 33pul)

Proteinaz K Tul

37°C’de 30 dakika inkiibasyon (toplam 34ul)

Tabloda uygulanan protokole gore, kesim hassasiyetinin belirlenmesi amaciyla
kullanilacak hedef ve hedef dis1 PZR iiriin miktarlar1 asagidaki tabloda belirtildigi sekilde
uygulandi.

Tablo 3.17. Yiizdelik konsantrasyonlarina gore hassasiyet belirleme

Kongairil?rigsyon ;'Zege;;lf;i S;;cgflsl%slé Toplam miktar  Adlandirma
Miktar:

%100 10ul - 10ul A-1
%90 9ul Il 10ul A-2
%80 8ul 2ul 10ul A-3
%70 Tul 3ul 10ul A-4
%60 6ul 4ul 10ul A-5
%50 Sul Sul 10ul A-6
%40 4ul ol 10ul A-7
%30 3ul Tul 10ul A-8
%20 2ul 8ul 10ul A-9
%10 Tul ul 10ul A-10

%0 - 10ul 10ul A-11

3.5.16 Fragment analizi

Kesim tirtinleri % 2,5 agaroz jel elektroforez ile kontrol edildi. Toplam 14 kuyucuga

sirasi ile asagida belirtilen sekilde yiikleme yapilarak 30 Voltta yaklasik 10 saat yiirtitildii.

1. kuyucuk: 1,5 pl 100bp marker
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. kuyucuk: 5ul Orange G + 15pul kesim iriinii (A1)
. kuyucuk: 5ul Orange G + 15pul kesim Tiriinii (A2)
. kuyucuk: 5ul Orange G + 15ul kesim {iriinii (A3)
. kuyucuk: 5ul Orange G + 15ul kesim iiriinii (A 4)
. kuyucuk: 5ul Orange G + 15ul kesim {iriinii (A 5)
. kuyucuk: 5ul Orange G + 15ul kesim {iriinii (A 6)
. kuyucuk: 5ul Orange G + 15ul kesim iiriint (A 7)

© 0O N O O A W DN

. kuyucuk: 5ul Orange G + 15ul kesim {iriinii (A 8)

10. kuyucuk: 5ul Orange G + 15ul kesim tirtinii (A 9)

11. kuyucuk: 5ul Orange G + 15ul kesim iiriinii (A 10)

12. kuyucuk: Sul Orange G + 15ul kesim iirtinii (A11)

13. kuyucuk: 2ul Orange G + 2ul hedeflenen per tiriinii

14. kuyucuk: 2pul Orange G + 2ul hedef dis1 per iirtini

Kesim sonrasi hassasiyet %10’luk konsantrasyonda dahi belirgin bir sekilde gézlenebildigi

icin, hassasiyet orani %8, %6, %4 ve %2 seklinde tekrar diizenlenmistir.

Tablo 3.18. Hassasiyet Orani

Kons‘{ag?c(ri;syon Hedef PCR Hegg:fF;hSl -;?irllltzlrp Adlandirma
%8 0,3ul 9,2ul 10ul Cutl2
%6 0,6pl 9,4ul 10ul Cut13
%4 0,4ul 9,6ul 10ul Cutl4
%2 0,2ul 9,3ul 10ul Cutl5

% 2,5 agaroz jel elektroforez ile kontrol edildi. Toplam 7 kuyucuga sirasi ile asagida

belirtilen sekilde yiikleme yapilarak 30 Voltta yaklasik 10 saat yiirtitiildii.

1. kuyucuk: 1,5 pl 100bp marker

2. kuyucuk: 5ul Orange G + 15ul kesim {iriinii (Cut12)
3. kuyucuk: 5ul Orange G + 15ul kesim {irtinii (Cut13)
4. kuyucuk: 5ul Orange G + 15ul kesim {irtinii (Cut14)
5. kuyucuk: 5ul Orange G + 15ul kesim {iriinii (Cut 15)
6. kuyucuk: 2pl Orange G + 2ul hedeflenen pzr iiriinii
7. kuyucuk: 2ul Orange G + 2ul hedef dis1 pzr tiriinii
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4. BULGULAR

4.1 PZR ile cogaltilan cDNA jel goriintiisii

Ik asamada gergeklestirilen BCR-ABL1 genine ait PZR iiriiniiniin agaroz jel
elektroforez ile kontrolii sekilde gosterildigi gibidir.

Sekil 4.1. BCR-ABLI1 geni amplifikasyonuna ait agaroz jel elektroforez goriintiisii.

Gorlintliye ait M: 100bp marker, 1 numarali kuyucuk hedeflenen hastaya ait PZR
iriinii, 2 numarali kuyucuk hedef disindaki hastaya ait PZR {riiniinii belirtmektedir. %2’lik
hazirlanan agaroz jel elektroforezinde 40.dakikada, 500ms 1s1ma ile goriintii elde edilmistir.

4.2 Hedeflenen Hastaya Ait BCR-ABL1 Fiizyon Geni Sanger Dizileme Ensembl
Verileri

Hastalara ait fiizyon geninin tespiti amaciyla Sanger dizileme yapildi. BCR ve ABL1
genlerine ait dizi ayr1 ayr gosterildi. Bu amagla ENSEMBL verilerine gore hastadaki fiizyon
bolgesinin BCR geni ile basladigr Sekil 15°te ve ABL1 geni ile basladigi Sekil 16’da
gosterilmistir. Ayni hastaya ait dizileme Chromas (Technelysium Pty Ltd) ile analiz edildi.
Sekil 15°de BCR geni ile biten ve ABL1 geni ile baslayan flizyon bolgesi gosterildi.
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4.3 Sanger dizileme yapilan hedef hastaya ait Chromas analizi

Hastaya ait analizi yapilan dizileme sonucunda 167-168. bazlar arasinda kalan mor
cizgi flizyon bolgesini ifade etmektedir. Bu ¢izginin 6ncesi BCR genine ait, sonrasi ise
ABL1 genine aittir. Bu verilere gore dizayn edilen gRNA 5-
GAGTTCAAAAGCCCTTCAGCGG-3’ (CGG = PAM dizisi) seklindedir.

Hedef 160
" [}

Sekil 4.2. Hedeflenen hasta i¢in flizyon bdlgesinin Sanger Dizileme goriintiisii.

4.4 Hedef Dis1 Hastaya Ait Sanger Dizileme Ensembl Verileri:

Hedef dis1 hasta olarak tanimlanan hastanin BCR-ABLI1 fiizyon bolgesi dizilendi. Bu
dizileme sayesinde hastaya ait BCR geni Sekil 18’de ve ABL1 geni Sekil 19°da ayr1 ayri
gosterildi. Olusan fiizyon bolgesinde her iki gen ile benzerlik gosterdigi Sekil 20°de
belirtildi. gRNA’nin tanima bdlgesi olan protospacer olarak nitelendirilen 5°-NGG-3’
(PAM) dizisi bu fiizyon bolgesinde bulunmamaktadir. Bu hastanin fiizyon bolge dizisinde
gRNA’nin herhangi bir tanima yapamamasindan dolayr hasta, Hedef Dis1 Hasta olarak

nitelendirilmistir.

4.5 Sanger Dizileme Yapilan Hedef Dis1 Hastaya Ait Chromas Analizi

Hedef dis1 hasta i¢in yapilan dizileme sonucunda 42 ile 53. bazlar arasinda yer alan 5°-
CCGTGGTGCTGC-3’ dizisi her iki gen icin de kesisim bolgesini ifade etmektedir.
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Sekil 4.3. Hedef olmayan hasta i¢in BCR-ABL fiizyon bdlgesine ait Sanger Dizileme

|

goruntiisi.

4.6 Cift Zincir Oligo Sentezi

Dizayn edilen gRNA ve Cas9 ile baglanmasini saglayacak sabit bolgesi

birlestirildikten sonra in vitro transkripsiyon islemi Oncesinde ¢ift zincirli DNA haline
getirildi. Bu dizinin beklenen bant boyu yaklasik 120 baz giftidir. Tek zincirden ¢ift zincire

getirilen oligonun agaroz jel elektroforezi goriintiisii Sekil 17°de verilmistir.

Sekil 4.4. Cift zincir oligoya ait agaroz jel goriintiisii. M1: 50bp marker, S: Stok gRNA,
M2: 100bp marker. Goriintii 1s 00ms pozlama zamaninda elde edilmistir.

4.7 Sentezi Yapilan RNA’nin Agaroz Jel ile Kontrolii
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Cift zincirli hale getirilen DNA’dan in vitro transkripsiyon ile tracrRNA iiretildi.
Agaroz jel elektroforezi islemi sirasinda Sentezlenen RNA’nin degrade olmamasi igin
camasir suyu kullanildi. Sekil 18’de sentezlenen tracrRNA’nin %?2’lik agaroz jel
elektroforezi goriintiisii verilmistir. Bu optimizasyon igin iki farkli protokol izlendi. Bu iki
protokol arasindaki farklilik kullanilan enzimdir. 1 numarali kuyucukta uygulanan
protokolde Phusion DNA Polimeraz (91) kullanirken, 2 numarali kuyucukta InvitrogenTM
PlatinumTM Taq DNA Polimeraz kullanildi. Beklenen bant boyu yaklasik 120bp’dir.
Platinum DNA polimeraz protokoliindeki bandin daha belirgin olmasindan dolay1 deneyin

devaminda bu protokol kullanildi.

M12

Sekil 4.5. RNA Sentezinin agaroz jel ile kontroli. M: 50bp molekiiler agirlik
belirleyicisi, 1. kuyucuk Phusion DNA Polimeraz enzimi uygulanan protokol iiriinii, 2.
kuyucuk Tag Platinum enzimi uygulanan protokol {iriinii

4.8 Kesim Protokoliiniin Belirlenmesi (Optimizasyon)

Kesim protokoliinii belirlemek amaciyla gRNA, Cas9, PZR iiriinii ve Proteinaz K
farkli miktarlarda kullanilarak optimizasyon ¢aligmalar1 yapildi. Denenen deneysel sartlar

Tablo 19’da verilmistir.
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Tablo 4.1. Deney optimizasyonu igin jel yiikleme kriterleri

Bilesenler A B C D E
Steril su + + + + +
NEBuffer + + + + +
Stok gRNA + + - + +
Stok Cas9 + + + - +
PZR - - + + +
Proteinaz K - + + + +
Kuyucuk No 2 3 4 5 6

Yiikleme sirasina gore elde edilen bant boylar1 sekilde gosterildigi gibidir. Jel ilk 6nce
35 Voltta 300 dakika, sonra 50 Volt 60 dakika daha yiiriitiildii. Jelin gériintiisii 1s 500ms
pozlama zamanu ile elde edildi. Sekil 19°da M: 100bp marker ifade ederken 1 numarali 6rnek

hedeflenen hastaya ait PZR {irliniidiir.

\/

Sekil 4.6. Deney kesim protokoliiniin agaroz jel goriintiisii

37



Sekilde, 1. kuyucukta herhangi bir kesim uygulamasi olmadan, sadece hedeflenen
hastanin PZR iiriinii yiiriitiildii ve beklenen bant boyu gozlendi. ikinci kuyucukta gRNA nin
tantyabilecegi herhangi bir PZR f{iriinii olmadig1 icin kesim ger¢eklesmedi. Burada PZR
tirlinli olmadan sistemin ¢alismadigin1 dogruladik, ayn1 zamanda Proteinaz K yoklugunda
Cas9’un kuyucukta kaldigin1 gostermis olduk. Ugiincii kuyucukta PZR 6rnegi olmadig i¢in
kesim olmadi. Ayrica 2. kuyucuga yiiklenen 6rnekten farkli olarak Proteinaz K kullanildig:
icin Cas9’m kuyucukta bulunmadigi gosterildi. Dordiincti kuyucukta gRNA yoklugunda
fiizyon bolgesinin tespiti olmayacagi i¢in Cas9 enziminin kesim yapamadigini dogruladik.
Besinci kuyucukta Cas9 enzim yoklugunda, gRNA hedef bolgeyi tanisa bile herhangi bir
kesim olmadigim1 gosterdik Altinct ve yedinci kuyucuklarda kesim igin biitiin gerekli
bilesenler eklendiginde sistemin dogru c¢alistigini ispatladik. Deneyde kullanilacak kesim

protokoliiniin E/F kosullarina goére olmasina karar verildi

4.9 Fiizyon Bolge Tanima Hassasiyetinin Belirlenmesi

Fiizyon bolgesinin taninma hassasiyetinin belirlenmesi icin iki farkli BCR-ABL1
fiizyon bolgesi kullanildi. Bunlarda birincisi gRNA dizayn edilen hedef DNA dizisi, digeri
ise dizayn edilen gRNA tarafindan tanima bolgesi olmayan BCR-ABLI1 fiizyon bolgesi.
Yapilan ¢aligma kapsaminda hedef dizi miktar1 giderek seyreltilerek Cas9 enziminin kesim
yapip yapamadigi incelendi. Bu amagla uygulanan kesim protokoliinde kullanilan oranlar ve
bu tiriinlerin jelde yiiklendigi kuyucuk numarasi Tablo 20’de verilmistir. Deney planina gore
hedeflenen hasta i¢in hassasiyet 100%’den belirli oranlarla diisiilerek %10’a (Panel A ) ve
daha sonra %10’dan %?2’ye (Panel B) kadar seyreltilerek ¢alisma yapilmistir.
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Tablo 4.2. Fiizyon bolge tanima hassasiyeti i¢in A paneline ait jel ylikleme kriterleri

Yiizde Konsantrasyon Hedef Hasta PZR Hedef dis1 Hasta PZR Jeldeki

Miktar Miktari Yeri

%100 10ul - A-1
%90 ul 1ul A-2
%80 8ul 2ul A-3
%70 Tul 3ul A-4
%60 6ul 4ul A-5
%50 Sul Sul A-6
%40 4ul 6ul A-7
%30 3ul Tul A-8
%20 2ul 8ul A-9
%10 Tul 9ul A-10

%0 - 10ul A-11

Tablo 4.3. Fiizyon bolge tanima hassasiyeti i¢in B paneline ait jel yiikleme kriterleri
ile uygulanan protokol {iriinii

Yiizde Konsantrasyon Hedef PCR Hedef dis1i PCR J(ﬂ(:ﬁiki
%8 0,8ul 9,2ul B-14
%6 0,6pl 9,4ul B-15
%4 0,4ul 9,6ul B-16
%2 0,2ul 9,3ul B-17

Cas9 enzimi ile kesim hassasiyetinin belirlenmesi amaciyla uygulanan kesim
protokoliine ait agaroz jel elektroforez goriintiileri Sekil 20°de verilmektedir. Hedef fiizyon
geninin %2 oraninda bulundugu karisimda fiizyon geninin tespit edilebildigi
gosterilmektedir. A panelindeki goriintiide 12. kuyucuk hedef PZR {iriinii, 13. kuyucuk hedef
dis1 PZR iirlinlinii ifade etmektedir. B panelinde ise 18. kuyucuk hedef PZR firiinii, 19.
kuyucuk hedef dis1 PZR f{iriiniinii ifade etmektedir.
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Sekil 4.7. Flizyon bolge tanima hassasiyetini belirlemek amaciyla uygulanan protokole
ait jel elektroforez goriintiisii M:100bp molekiiler agirlik belirleyicisi. A panelinde goriintii
35 Voltta 300dk ve sonrasinda 50Voltta 60dk yiiriitiilmesi sonucunda 2s 000ms pozlama
zamant ile elde edilmistir. B panelinde goriintii, 60Volt, 180 dakika sonunda 1s 500ms
pozlama zamant ile elde edilmistir.

Hedeflenen hastanin fiizyon bolgesinin tespit edilmesi Sekil 20A°da ¢ift bant seklinde
goriilmektedir. Bunun yani sira, hedef dis1 hastanin PZR iiriiniine ait kesim protokoliiniin
yiiklendigi 11 numarali kuyucukta herhangi bir kesim olmadigi gozlenmistir. Bu sayede
dizayn edilen gRNA’nin sadece hedeflenen hastadaki flizyon bolgeyi saptadigini gostermis
bulunmaktayiz. Fiizyon bolge tanima hassasiyeti %8, %6, %4 ve %2’ye indirdigimizde dahi
hedeflenen fiizyon bolgesinin tespit edilip kesim yapildig:r ve hedef dis1 hastada bir kesim

olmadig1 goriilmektedir.
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5. TARTISMA

Prokaryotlarda adaptif immiin sistem olarak ¢alisan ve hiicreyi viriis ve plazmid gibi
yabanc1 DNA isgalinden koruyan savunma mekanizmasi CRISPR/Cas9 (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/ CRISPR Associated Protein 9) olarak
adlandirilmaktadir (8, 58). Calisma prensibi bir endoniikleaz enzim olan Cas9’un, tek bir
rehber RNA molekiiliiniin yonlendirmesi ile hedef DNA dizisini bulup, ¢ift zincir kirig
olusturmasina dayanmaktadir (8). Enzim, kesim yapabilmek i¢in hedef DNA dizisinin 3’
ucunda kisa, protospacer adjacent motif (PAM) ad1 verilen bir diziye ihtiyag duymaktadir
(10). Simdiye kadar alt1 farkli CRISPR/Cas sistemi (Tip L tip 11, tip IIL, tip IV, Tip V, Tip
VI) tanimlanmistir (74). Bu sistemler temel ozellikler agisindan benzerlik gostermekle
beraber rehber RNA’nin islenip, Cas9 enzimini yonlendirmesi acisindan farkliliklar

tasimaktadir (58).

Son dénemde Cas niikleazlarinin DNA ve RNA diizeyinde olusan degisikliklerin tespit
edilmesinde yararli bir ara¢ olarak kullanilabilecegi yoniinde yaymlar ¢ikmaktadir. Cas9
niikleazin in vitro olarak DNA’da var olan mutasyonlar1 %1-10 arasinda degisen hassasiyet
ile saptama kapasitesi oldugu vurgulanmaktadir [8]. Bununla birlikte biz Cas9 niikleazin
sadece DNA’daki nokta mutasyonlarinin degil translokasyon gibi gen yeniden
diizenlenmelerinin varligin1 da tespit etme potansiyeli oldugu diisiinmekteyiz. Bu proje
kapsaminda Cas9 enzimi ve gRNA kullanarak in vitro sartlarda BCR/ABL fiizyon geninin
saptanabilecegini gosterdik. Boylece, kronik miyeloid 16semi hastalarinda, bu yontemle
BCR/ABL fiizyon geninin varliginin %2 hassasiyetle yapilabilecegini gostermis olduk.
Sonraki projelerde Cas9 enziminin hedeflemesi degistirilerek farkli gen fiizyonlarinin

saptanmasini saglayacak sistemlerin gelistirilmesi diisiiniilmektedir.

1960 yilinda Peter Nowell (93) ve David Hungerford tarafindan KML'nin ayirt edici
ozelligi olarak bulunan anormal kromozom olan Philadelphia kromozomunun, kanserin ilk
kez belirli bir genetik anormallikten kaynaklandigi gésterilmistir (94). Sitogenetik teknikler
gelistikge, 1973'te Rowley, KML'de 9 ve 22 numarali kromozomun uzun kollar1 arasinda bir
translokasyon oldugunu kesfetti (95). Daha sonraki ¢aligmalar, bu translokasyonun kanser
hiicrelerinde ifade edilen yeni bir fiizyon proteini ile sonuglandigimi gosterdi (96).
Dolayisiyla Philadelphia kromozomunun tanimlanmasiyla birlikte genetik tani ¢agi
baslamis oldu. Elde edilen genetik verilerin, neoplazmalarin tan1 ve prognozu ile yakindan

iligskili oldugu ve bdylece kanser sitogenetiginin arastirma laboratuvarlarindan klinik
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uygulamaya tagindigi gosterilmistir. Bu nedenle konvansiyonel sitogenetik analiz; tani,
siiflandirma ve prognozdaki kullanisliligi nedeniyle, yeni teshis edilen tiim l6semiler i¢in

zorunlu kabul edilmektedir (94).

Giincel KML tan1 ve takip kilavuzlari, KML igin ilk degerlendirmenin klinik olarak
yapilmas1 sonrasinda taninin dogrulanmasi i¢in hematolojik ve molekiiler genetik test
yapilmasi 6nerilmektedir. Tan1 aninda BCR-ABLI transkriptlerinin varligini belirlemek i¢in
RT-PCR teknolojisi kullanilmas1 6nerilmektedir. Molekiiler genetik analiz miimkiin degilse,
KML tanisin1 dogrulamak i¢in FISH analizi de kabul edilebilir. interfaz FISH periferik kan
tizerinde gerceklestirilir, ancak kullanilan proba bagl olarak %1 ila %5 arasinda yanlis
pozitiflik de miimkiindiir. Bunun yan1 sira daha hassas olan ¢ift fiizyonlu FISH problar diisiik
yanlig pozitif oranlarla Philadelphia kromozomunun tiim varyant translokasyonlarini tespit

edebilir (97).

Sitogenetik bir teknik olan floresan in situ hibridizasyon (FISH) 1980'lerin basinda
gelistirilmistir (98). FISH, belirli kromozomlar iizerindeki lokuslart haritalamak, hem sayisal
hem de yapisal kromozomal anormallikleri tespit etmek i¢in kullanilir (99) (100). Bu teknik,
geleneksel sitogenetik metafaz karyotip analizi yontemine kiyasla daha az zaman alan bir
uygulamadir (101) (94). Giiniimiizde FISH, marker kromozomlarin ve kromozom kirilma
noktalarimin  tamimlanmasi ile translokasyonlar, inversiyonlar, insersiyon ve
mikrodelesyonlar gibi yapisal yeniden diizenlemelerin tespiti i¢in vazgecilmez bir arag
olarak kullanilmaktadir (102, 103) (104).

Giincel kilavuzlar oOlgiilebilir BCR-ABL1 mRNA transkriptlerinin varliginin ve
miktarmin kantitatif RT-PCR (gQPCR) ilk tan1 sirasinda yapilmasini 6nermektedir. Genellikle
periferik kan {lizerinde yapilan qPCR, BCR-ABL1 mRNA'nin 6l¢limii i¢in mevcut olan en
hassas yontemdir ve 100.000 normal hiicredeki bir KML hiicresini tespit edebilecek
hassasiyete sahiptir. Son yillarda Uluslararas1 Olgek (International Scale, 1S), qPCR
degerlerini ifade etmenin altin standardi haline gelmistir (97) (105). (106).

2020 yilinin baginda tanimlanan ve Cin’in Vuhan Eyaleti’nden tiim Diinya’ya yayilan
COVID-19 (107) pandemisi ile hastaliklarin hizli ve dogru tanisinin 6nemi bir kez daha
anlagilmis bulunmaktadir. Viriis enfeksiyonlarinin neden oldugu bulasic1 hastaliklarin
tanisinda hizli ve basitlestirilmis tan1 kitlerinin gelistirilme ihtiyaci fark edilmistir. Son
yillarda 6zellikle Latin Amerika ve Glineydogu Asya'da bulunan Zika viriisii gibi, viriislerin

varligimm tespit etmek icin CRISPR/Cas sistemini molekiiler taniya uygulamakla ilgili
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makaleler yayinlamiglardir (108). Pardee ve arkadaslari 2016’da, RNA dizisini amplifiye
etmek icin kullanilan niikleik asit sekans bazli amplifikasyon (NASBA) ile CRISPR-Cas9
teknigini birlikte tan1 amacli kullanmislardir. Izotermal bir amplifikasyon teknigi olan
(NASBA) ile CRISPR-Cas9 teknigi Zika viriis suslarin1 dogru bir sekilde ayirt etmek igin
makak modelinde uygulanmaistir. Arastirmacilar NASBA ile amplifiye edilmis viral RNA'ya
sentetik bir tetikleyici dizi eklemislerdir. Eklenen sentetik tetikleyici ve toehold
(translasyonun baglamasi i¢in ribozumun tanima bolgesini iceren dizi) dizisi birbirine
komplementer olarak yerlesiktir. Ortaya ¢ikan dsDNA CRISPR/Cas9 yontemi ile analiz
edilmis ve susa Ozgii PAM dizisinin varligina gore kesim gergeklesmistir. Cas9, hedef
dsDNA’y1 keserse toehold dizisi ile tetikleyeci dizi arasindaki komplementerlik bozulacagi
icin hedef RNA amplifiye olamayacak. Tam uzunluktaki, kesintiye ugramayan fragmentler
ise tetikleyici diziyi aktiflestirmis ve suslari ayirt edebilmek igin renk degisikligine yol
acmistir (109).

Guk ve arkadaslart metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA)
enfeksiyonlariin yayilmasini1 6nlemek ve hastalarin tedavisine rehberlik etmek i¢in tantya
yonelik ¢alisma yapmislardir. Bu kapsamda MRSA’nin basit ve hassas tespit icin CRISPR
aracilt FISH sistemini kullanmislardir. Bu yontemde, hedefleme materyali olarak CRISPR
ile iligkili protein 9 / tek kilavuz RNA (dCas9 / sgRNA) kompleksini ve floresan prob olarak
SYBR Green I (SG I) kullanir. Bir dCas9 / sgRNA-SG I bazli saptama yaklasimi, hedef gen
ile sekansa 6zgii bir sekilde etkilesime girme kabiliyeti sayesinde geleneksel immiinoanaliz
sistemlerinde monoklonal antikora gore avantajlara sahiptir. MRSA saptama limiti 10
cfu/ml kadar diisiik olmast MRSA'y1 etkili bir sekilde tespit etmek i¢in yeterli bulunmustur.
Calismalar sonucunda hedeflenen genin PZR amplifikasyonu veya gen saflastirma adimlari
olmadan 30 dakika i¢inde tespit edilebilecegini gostermislerdir. Ayn1 zamanda tek kilavuzlu
RNA (sgRNA) dizisini degistirerek bu yontemin MRSA disindaki hedeflere de
uygulanabilecegini ve dCas9 / sgRNA-SG I tabanli algilama yaklasiminin kolay, hizl,
duyarl ve diisiik maliyetli oldugu kanitlandig1 i¢in, bu ¢alismada MRS A'nin yani sira ¢esitli

patojenleri tespit etmek igin dogrudan uygulanabilirligi raporlanmigtir (110).

Niikleik asitlerin tespiti i¢in gelistirilen tekniklerde CRISPR enzimlerinin ayirt edici
enzimatik 6zelliklerinden yararlanilir (111). Bu tespitler i¢in gesitli gruplar tarafindan farkli
platformlar kuruldu. Feng Zhang ve ekibi, 2017 yilinda ¢ok diisiikk seviyelerde bile
patojenlerin varligim1 gosteren niikleik asitleri kolayca tespit edebilen bir yontem

gelistirmislerdir (112).
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Spesifik Yiiksek Hassasiyetli Enzimatik Reporter un-LOCKing (SHERLOCK) ve
DNA Endoniikleaz Hedefli CRISPR Trans-Reporter (DETECTR), attomolar
konsantrasyonlarinda spesifik RNA / DNA'y1 tespit etmek i¢in kullanilabilen tani araglaridir.
HUDSON, viicut sivilarindaki niikleotidlerin dogrudan tespiti i¢cin SHERLOCK ile eslesir.
Viral niikleik asidi dogrudan viicut sivilarindan SHERLOCK ile tespit etmek i¢in, viral
partikiilleri par¢alamak ve viicut sivilarinda bulunan yiiksek RNaz seviyelerini 1s1 ve
kimyasal indirgeme kullanarak inaktive etmek i¢in bir yontem olan HUDSON bulundu
(113). SHERLOCK, izotermal bir niikleik asit amplifikasyonu olan rekombinaz polimeraz
amplifikasyonu (RPA) kullanarak RNA'y1 (veya ters transkriptazli DNA'y1) amplifiye
ederek calisir. SHERLOCK, Cas9 endoniikleaz kullanmak yerine, farkli bir protein olan
Cas13a kullanir. izotermal amplifikasyon, tek bir sicaklik kullandig igin 6zel dlgiim aletleri
gerektirmez. Amplifiye edilmis niikleotidler, ilgilenilen niikleik asit sekansi ile eslesen bir
kilavuz RNA, bir floresan raportor ve bir sondiiriiciiye baglanan kisa bir niikleotid sekansi
olan Cas13a niikleaz ile birlestirilir. Hedef sekans, amplifiye edilmis niikleotidler havuzunda
mevcutsa, Cas13anin spesifik olmayan RNAz aktivitesi aktive olur ve RNA raportorii yarilir
ve floroforun aktivasyonu ile sonuglanir. Bu nedenle, floresan sinyal, hedef dizinin orijinal

niikleotid havuzunda olup olmadigini belirlemek i¢in bir gosterge olarak kullanilir (114).

Calismalar, SHERLOCK'un 2000 kopya/mL (3.2aM) kadar diisiikk konsantrasyonlari
tespit edebildigi ve klinik 6rneklerde (serum veya idrar) Zika viriisii (ZIKV) ve dang viriisii
(DENYV) arasinda ayrim yapabilecegini gostermistir. Ayrica bu yontem ile birkag patojenik
bakteri susu ve insan DNA's1 ayirt edilebildi ve serbest dolasan tiimér DNA'sindaki
mutasyonlar saptanabildi (115). HUDSON ve SHERLOCK, ZIKV ve DENV'yi dogrudan
idrar, tiikiiriik, serum, plazma ve tam kandan 1-2 saatte analiz yapabilecek sekilde gelistirildi
(113).

Gootenberg ve arkadaslari, SHERLOCK teknolojisini SHERLOCKV2'ye giincelledi.
Yeni versiyonda 2 aM'ye kadar numunenin nicel 6l¢iimii yapilabilmektedir. Bu yeni
teknoloji ile bir test ile pnomoni patojenlerinin (viral ve bakteriyel) hizli tespiti, kaynak
sinirli alanlarda tedavi goren HIV hastalarinda viral yiikiin izlenmesi, hiicresiz DNA'daki

mutasyonlar1 tespit etmek igin sivi biyopsi, Patojen diren¢ genlerinin hizli tespiti i¢in
kullanimlar 6nerildi (114).

Tip V CRISPR proteini olan Cas12a (Cpfl)’in DNA’y1 bakteriyel adaptif bagisiklik

sistemlerinin bilesenleri olarak baglayan ve kesen RNA giidiimlii enzim olma 6zelligi tipki
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CRISPR-Cas9’da oldugu gibi ¢ift zincirli DNA kiriklarina neden olmasindan dolay1 genom
diizenleme i¢in kullanilmigtir. 2018’de Chen ve arkadaslarinin yaptigi calismaya gore, RNA
kilavuzlu DNA baglanmasinin, ssDNA molekiillerini tamamen parcalayan Casl2a'nin
rasgele tek sarmallit DNA (ssDNA)’nin boliinme aktivitesini agiga ¢ikardigi gosterilmistir.
Casl2a tek zincir DNaz aktivasyonunu izotermal amplifikasyon ile birlestirerek DNA tespiti
icin attomolar duyarliligi saglayan DNA endoniikleaz hedefli CRISPR trans-raportor
(DETECTR) olarak adlandirilan bir yontem tanimlanmistir (111).

Kiiresel bir pandemi olarak ortaya ¢ikan SARS-CoV-2 enfeksiyonu ile iliskili hastalik
olan COVID-19’un hizli tanisi igin arastirmacilar farkli teknikleri calismiglardir. Bu
calismalardan Chiu ve ekibinin CRISPR tabanli DETECTR testi, gercek zamanli RT-PCR
testine gore daha hizli bir alternatif sundugu rapor edilmistir. Calismada CRISPR-Cas12
tabanli testin 40 dakikadan daha kisa siirede ¢alismas1 gelistirilmistir. Calisma kapsaminda
36 COVID-19 enfeksiyonu olan hasta ve diger viral solunum yolu enfeksiyonu olan 42 hasta
dahil olmak tizere ABD'deki hastalardan alinan referans 6rnekler analiz edildi ve tanilar
dogrulandi. CRISPR bazli DETECTR analizi, Amerika Birlesik Devletleri’nin hastalig
kontrol etmek ve hastaligi onlemek i¢in kullandigt SARS-CoV-2 gercek zamanli ters
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu analizine, %95 pozitif 6n teshis dogrulugu (uyumu)
ve %100 negatif on teshis dogrulugu (uyumu) ile daha hizli ve alternatif bir yaklagim
sunmaktadir (116).

Bulgular kisminda verdigimiz sira ile KML tanisinda CRISPR/Cas9 yonteminin hizli
tan1 amaci ile kullanilabilecegini diistiinmekteyiz. Bu kapsamda yaptigimiz ¢alismada %2
hassasiyete kadar fiizyon gen varligini saptayabildigimizi gosterdik. Diinya’da yapilan ilk
calisgma olma Ozelligini tasiyan yontemimizin gelistirilerek farkli gen filizyonlarindan

kaynaklanan hastaliklarin hizli ve ucuz tespitinin saglanabilecegini diistinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

. Yapilan tez ¢calismasinda hastaya ait hedeflenen BCR-ABLI1 fiizyon bolge tespiti i¢in
kullanilan GAGTTCAAAAGCCCTTCAGCGG (CGG = PAM dizisi) gRNA’nin
dogru bir sekilde calistig1 gosterildi.

. Cas9 niikleazin sadece DNA’daki nokta mutasyonlarmin degil translokasyon gibi
gen yeniden diizenlenmelerinin varligini da tespit etme potansiyeli oldugu gosterildi.
. Cas9 niikleazi ile kesim asamasinda siirenin 16 saate uzatilmasinin daha iyi sonug
verdigi gosterildi.

. Kronik miyeloid 16semi hastalarinda, bu yontemle BCR/ABL fiizyon geni kalitatif
analizinin yapilabilecegi gosterildi.

. DNA diizeyinde hedeflenen diziyi saptama kapasitesinin %2 hassasiyetle oldugu
tespit edildi.

Sonraki calismalar i¢in hassasiyetini arttiracak diizenlemeler yapilmalidir. Bu
durumda KML hastalarinin tanisinda kullanilma potansiyeli bulunabilir. Alternatif
gRNA dizilerinin gelistirilmesi sonucunda {iriniin Kit formatina getirilebilecegi
distiniilmektedir.

. Cas9 enziminin hedeflemesi degistirilerek farkli gen fiizyonlarinin saptanmasini
saglayacak sistemlerin gelistirilmesi durumunda farkli hastaliklarin tanisinin ¢ok

kisa siirede yapilmasina katki saglayacagini diistinmekteyiz.
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