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1. OZET

KOSULLU MUTAGENEZ TEKNIiGi ILE TRANSGENIK AXOLOTL
GELISTIRILMESINE YONELIK VEKTORLERIN TASARLANMASI VE iN-
VivO INCELENMESI

Fiziksel travma, yaslanma ve gesitli hastaliklar, hiicrelerde, dokularda ve hatta
organlarda kalict hasarlara sebep olabilmekte ve insanlarin yasam kalitesini
diisiirebilmektedir. Yarali dokular1 veya organlart normal islevlerini yeniden
kazanacak sekilde eski haline getirmek, bu kisitlamalari hafifletecek ve yasam
kalitesini arttiracaktir. Ne yazik ki, cogu memeli dokusunun yenilenme potansiyeli
siirhdir ve/veya yoktur. Ancak, semenderler kalp, omurilik, belirli beyin bélgeleri ve
tim uzuvlar1 gibi karmasik biyolojik yapilari hem yap1 hem de islev olarak yeniden
olusturabilmektedirler. Ayrica, semenderler, tiim tetrapodlarin arasinda en yiiksek
rejenerasyon yetenegine sahip canlilardir. Bu nedenle, semender Ambystoma
Mexicanum'da (aksolotl) yenilenmeyi saglayan mekanizmalar1 incelemek, bu dogal
stire¢ hakkinda fikir edinmemize yardimci olacaktir. Bu genleri rejenerasyon sirasinda
incelemek i¢in doku ve/veya zamana 6zgii kosullu mutasyonlarin iiretilmesi 6nem arz
etmektedir. Zira mevcut metodolojiler, dokuya 6zgii fonksiyon kaybi mutantlarin
iretilmesine izin vermemektedir. Bu tez ¢alismasindaki temel amacimiz, aksolotlda
tek jenerasyon igerisinde kosullu mutasyonlar iiretmemizi saglayacak metodolojiler
gelistirmektir. Bu amag dogrultusunda gen hedefleme teknolojilerinden CRISPR/Cas9
aracili doku spesifik ve zamansal kontrollii vektorler 6zel promotor-enhensir dizileri
altinda klonlanmustir. Uretilen bu vektérlerin in vitro ve in vivo fonksiyonalitesi ve
ekspresyon seviyeleri ileri mikroskopi teknikleri araciligiyla goriintiilenmistir.
Tasarlanan vektorlerin doku ve zamansal hedeflemesinin basarili olmasi durumunda
aksolotl rejenerasyon mekanizmalarinda rol alan genler igin kullanilabilecek bir sistem
gelistirilmis olacak ve bu sayede rejenerasyon temelli bir¢ok hastaligin anlasilmasi ve
mevcut teraptik manipiilasyonlarin gelistirmesine yardimci olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Aksolotl, CRISPR/Cas9, doku spesifik enhensirlar, kosullu

mutagenez, rejenerasyon

Bu tez calismasinin yer aldigi proje Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Aragtirma

Kurumu (TUBITAK) tarafindan 120C104 numarali proje ile desteklenmistir.
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2. ABSTRACT

DESIGNING AND IN VIVO INVESTIGATION OF VECTORS FOR THE
DEVELOPMENT OF TRANSGENIC AXOLOTL BY CONDITIONAL
MUTAGENESIS TECHNIQUE

Physical trauma, aging, and some diseases can cause permanent damage from tissues
to entire organs. Such situations decrease the quality of human life. Restoring injured
tissues and organs to their normal function will alleviate these limitations.
Unfortunately, most mammalian tissues lack functional regenerative capacity. While
mammalian tissues have limited self-regeneration, salamanders can reconstruct
complex biological structures like the heart, spinal cord, certain brain regions, and
entire limbs in both structure and function. In addition, salamanders have the highest
regeneration ability among all tetrapods such as axolotl. Unraveling the mechanisms
underlying the regeneration process requires functional study of the genes involved.
Studying these genes during regeneration often requires the creation of tissue and/or
time-specific mutants. Current methodologies do not allow us to generate tissue-
specific loss-of-function mutants, and therefore, new methods are needed. Our main
goal is to develop a methodology that will enable us to generate conditional mutations
in a single generation axolotl. For this purpose, one of the gene targeting technologies,
CRISPR Cas9, and particular promotor-enhancers, were used to develop tissue specific
and temporally controlled targeting. These unique promotor-enhencers were cloned
into vectors before being tested in vitro and in vivo. Afterwards, expression results
were demonstrated by advanced microscopy. If the vectors that allow tissue specific
and temporal targeting in axolotls are successful, we can use this system to target genes
that are involved in regeneration and study their specific functions in certain tissues
and/or at a defined time during regeneration. A better understanding of the tissue
specific function of certain genes should allow to understand and improve current
therapeutic manipulations of many regeneration-based diseases.

Keywords: Axolotl, CRISPR/Cas9, conditional mutagenesis techniques, tissue
specific enhancers, regeneration

This project is supported by The Scientific and Technological Research Council of

Turkey (TUBITAK) with the project number: 120C104.
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3. GIRIS VE AMAC

Kayip veya hasar gormils dokulara yenilenebilme, yani rejenerasyon
Ozelliginin kazandirilmasi, organ yetmezligi, uzuv kayiplar1 veya iiglincii derece
yaniklar gibi bedensel fonksiyon kaybi yasayan Kkisilere biiyiik Ol¢iide fayda
saglayacaktir. Ayrica rejeneratif tiptaki gelismeler, alzaymur, parkinson, kanser ve
osteoporoz gibi yaslanmaya bagli olarak ortaya ¢ikan hastaliklarin da hafifletilmesine
yardimet1 olacaktir [1]. Bu sebeple rejenerasyon mekanizmalarini daha derin bir sekilde
anlamak, insanlarda meydana gelen yaralanmalarin ve dejeneratif hastaliklarin tedavi

edilmesi i¢in bir arag olacaktir [2].

Semenderler yiiksek derecede rejeneratif kapasiteye sahip olan canlilardir ve
yetiskin hale geldiklerinde bile kaybedilen uzuvlarin1 yerine koyabilmektedirler. Bu
baglamda, bir Meksika semenderi olan Ambystoma Mexicanum (aksolotl) organ ve
uzuv yenilenme mekanizmalarini incelemek igin 6nemli bir model organizma olarak
karsimiza ¢ikmaktadir [3]. Aksolotllar tiim uzuvlarini, kalp, beyin ve akcigerler gibi i¢
organlari da dahil olmak iizere yara izi birakmadan yenileyebilmektedirler.
Aksolotllarda gelistirilecek olan rejenerasyon ve yaslanma modeli ¢alismalari,
insanlarda da goriilen benzer fizyolojik durumlarin anlagilmasina adina 6nem arz

etmektedir [4].

Rejenerasyonu kontrol eden biyolojik siireclerin anlagilmasi, bu siiregte rol
alan genlerin karakterizasyonunu gerektirmektedir. Bu acidan bakildiginda,
hedeflenen genlerin fizyolojik isleyisinin anlasilmas1 elzemdir. Bir genin
fonksiyonunu anlamanin en iyi yollarindan biri ise onu bloke etmektir. Bu islem i¢in
DNA dizileri hedef alinmakta ve mutasyonlar (null mutations) olusturulmaktadir.
Buna ragmen, tiim organizmayi etkileyen fonksiyon kayb1 mutasyonlari, rejenerasyon
sirasinda gen fonksiyonunun anlagilmasini kisitlayabilmektedir. Cogu gen, bir
organizmanin yasami boyunca farkli anlarda gorev aldigindan, islevlerini tamamiyle
bloke etmek rejenerasyon disinda daha birgok siireci de etkileyebilmektedir. Ustelik,
bu mutasyonlar istenilen asamalarda gelisse bile, global (tiim organizmayi kapsayan)
mutasyonlar, hiicre otonomuna karst hiicre otonom olmayan mutasyonlar

degerlendirmeye izin vermez. Hiicre disi otonom mutasyonlar, bir hiicredeki
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mutasyonlarin diger yabanil tip hiicreleri etkilediginde ortaya ¢ikar. Tiim hiicreler
mutant oldugunda bu analiz gergeklestirilemez. Bir genin islevini istenilen herhangi
bir dokuda ve herhangi bir zamanda incelemek igin yersel-zamansal mutasyonlar

olusturmak, yani kosullu mutagenenez yontemleri gelistirilmelidir.

Genomik DNA’y1 olduk¢a verimli bir sekilde hedeflememize ve mutant
organizmalar iiretmemize izin veren yontemler mevcuttur ve bu yontemlerin basinda
ise giiniimiizde oldukga popiiler olan CRISPR/Cas9 sistemi gelmektedir. Bu yontem
bir klavuz RNA (guide RNA, gRNA) aracili spesifik hedefleme yoluyla genomda ilgili
geni bulmakta ve Cas9 proteini araciligiyla da ¢ift zincirli kirilmalar yaratarak gen
diizenlemesini miimkiin kilmaktadir [5]. Bu sistemi daha da gelistirmek, doku ve
zamansal kontrolii saglayabilmek i¢in ardisik iki hedefleme planlanmaktadir. Bunun
icin genoma entegre olacak ve gRNA’ y1 tiim hayvanda, Cas9 cDNA’y1
(komplementer DNA) ise doku veya zamansal kontrollii olarak eksprese edecek bir
transgen dizayn edilmistir. ilk hedeflemede genoma entegre edilecek bu vektordeki
(plazmit DNA) dur kodu ile, daha 6nce aksolotlda hedeflenebilirligi gosterilmis tirozin
(tyr) geninin ilk allelinin inaktivasyonu sonucu heterogizot aksolotl olusacaktir. Ikinci
hedeflemeyle ise diger allelin doku spesifik inaktivasyonu saglanacaktir. Bu ikinci
hedefleme esnasinda genoma entegre olmus transgen dokuya Ozgii ve zamansal
kontrolii saglayacak promotdr-enhensir (gen ekspresyonunu baslatan ve regiile eden
6zel DNA bolgeleri) altinda bir Cas9 eksprese edecektir. Bu sayede sadece eksprese
olacak bu spesifik Cas9’a sahip olan dokularda ikinci hedefleme gerceklesebilecektir.
Yesil floresan proteini (GFP, green fluorescence protein) igeren transgen sayesinde
hedefleme olaylar1 takip edilebilecektir. Tirozin (tyr) geninin homozigot mutasyonu
sonucu albino aksolotl (derideki melanin eksikliginden kaynakli) olustugu daha 6nce
gosterilmistir [6]. Ardisik iki hedefleme yontemi ile zigota (tek hiicre asamasinda)
enjeksiyon sonrasinda tek jenerasyonda spesifik dokulara 6zgili ve zamansal kontrollii
albino kisimlara sahip aksolotllar olusturulmas: hedeflenmektedir. Bu kapsamda
yapilan tezin amaci ise doku ve zamansal kisitl hedeflemeyi saglayacak vektorlerin
tasarlanmasi, tyr gRNA’nmn c¢alisirhgmin kontrol edilmesi admna alternatif GFP

gRNA’nin tasarlanmasi ve bunlarin in Vvitro ve in vivo incelenmesidir.
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Tasarlanan plazmitlerin dokuya o6zgii bir sekilde veya zamansal kontrolii
saglayacak bi¢cimde Ozel promotor-enhensir bolgeleri altinda eksprese olan Cas9
proteinine sahip olmalar1 gerekmektedir. Zamansal ifade i¢in yapay bir 1s1 soku
enhensint test edilecektir. Is1 soku proteinleri 1s1 soku elemanlarini (heat shock
elements, HSE) igerir [7]. Birden fazla HSE igeren bir enhensirin, hem HELA
hiicrelerinde hem de medaka baliklarinda 1s1 kaynakli transkripsyonel aktivasyona
ugradigi yapilan daha Onceki c¢alismalarda gosterilmistir [7]. Doku spesifik
hedeflemede ise deriye 6zgii ekspresyon i¢in daha 6nce Xenopusta (bir kurbaga tiirii)
gosterilen minimal Keratin enhensir1 se¢ilmistir [8]. Alternatif olarak ise daha 6nce
Drosophila ve farede ¢alistigi gosterilen ve goze 6zgii oldugu bilinen 200 niikleotit
uzunlugundaki Eye enhensir1 secilmistir [9]. Diger bir enehensir ise, ndéronal
gelisimde, pronefroz dallanmada, kalp ve goz gibi bolgelerde 6zellikle erken gelisim
sathasinda oldukga etkin olan Iroquois gen enhensiri olarak belirlenmis ve enhensir
aktivitesinin  Xenopus ve Zebra baliginda bulundugu yapilan c¢aligmalarda
gosterilmistir [10]. Secgilen bu enhensirlarin daha Once benzer ve farkli tiirde

organizmalarda ¢alistig1 gosterildigi i¢in aksolotlda da ¢alisacagi diisiiniilmektedir.

Bu tezin yukarida belirtilen temel amaci dogrultusunda tasarlanacak olan
vektorlerin ve gRNA’nin dncelikle uygun bir plazmite kosullu mutagenezi saglayacak
enhensir ve promotorler ile birlikte klonlanmast ve ardindan HEK293T hiicrelerine
trasfeksiyonu ile in vitro incelemelerinin yapilmasi amaglanmigtir. Daha sonra ise
gelistirilen vektorlerin aksolotl derisine elektroporasyon yontemi ile transfeksiyonun
gergeklestirilmesi ve bu sayede in vivo incelemelerinin de yapilmasi hedeflenmistir.
Gergeklestirilecek tiim in vitro ve in vivo ekspresyon analizleri igin ileri mikroskopi

tekniklerinin kullanilmasi planlanmaktadir.
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4. GENEL BILGILER

4.1. Rejenerasyon

Rejenerasyon, tlirler arasinda biiyiik farkliliklar gostermekle birlikte
organizmalarin hasarli veya kayip dokularini yerine koymasi olarak tanimlanmaktadir
[2]. Teleost baliklar1 ve aksolotl gibi memeli olmayan birgok omurgali yiiksek
rejeneratif kapasiteye sahiptir ve tiim uzuvlarini, kalbin genis bir boliimiinii, kesilmis
bir omiriligi ve daha bir¢ok dokularini yenileyebilmektedir [11]. Omurgasiz
hayvanlardan hidra ve planaryalar ise kii¢iik viicut parcalarindan tiim organizmay1
yeniden iiretebilecek kadar etkili rejenerasyon dzelligine sahiptirler [11]. Insanlarin da
dahil oldugu memeli tiirlerinde ise, karaciger, bagirsak epiteli, deri ve kan gibi baz1
dokular yagsam boyu yenilenme potansiyeline sahiptir ancak, memelilerde goriilen
rejenerasyon kapasitesi oldukea sinirhidir [12] [1]. Ornek vermek gerekirse, karaciger
rejenerasyonunda, kaybedilen/ampiite edilen doku kismi tamamiyle biiytimediginden,
biiyiiyen doku telafi edici hiperplazi (compensatory hyperplasia) olarak
tanimlanmaktadir [13]. Kas rejenerasyonu ise satellite hiicreleri araciligiyla
memelilerde gozlenen doku rejenerasyonunun bir bagka Ornegi olarak karsimiza
cikmaktadir. Bu tip rejenerasyon, hasarli kas liflerinin onarilmasinda ¢ok etkilidir

ancak eksize edilmis tiim kaslarin yenilenmesini saglamamast ile sinirlidir [14].

4.2. Rejenerasyon Mekanizmalar:

Doku rejenerasyonunun bilinen mekanizmasi, yaralarin iizerinde morfogenezi
baglatmasi bakimindan embriyonik gelisimin belirli 6zellikleriyle aymidir [2].
Embriyogenez sirasinda kritik olan ve tipik olarak proliferatif, go¢ edebilen veya
morfogenetik islevleri yiiriiten gen aktivasyonlari, rejenerasyon boyunca da siiren
baskin bir durumdur [2]. Bu baglamda, {i¢ temel rejenerasyon yolu bulunmaktadir ve

bunlar asagida 6zetlenmistir.
4.2.1. Epimorfoz (Epimorphosis)

Epimorfoz (epi- iizeri, morf -form), ampiitasyon giidiigiiniin ucunda bulunan

bir proliferatif hiicre kiitlesi olarak adlandirilan blastema dokusunun olustugu
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rejenerasyon yontemi olarak tanimlanmaktadir. Yarali uzuvun yeni yapilandirilmast,
olgun uzuvdan tamamen farklilasan hiicrelerin hiicre dongiisiine geri dondiigii ve
yenilenme siirecinde farklilasarak farkli hiicre tipleri olusturuldugu bir siireci

kapsamaktadir [15].
4.2.2. Morfalaksiz (Morphallaxis)

Morfalaksiz (morf-form, alaksiz-degisim), c¢ogalma olmadan yeniden
sekillenmeyi igermektedir. Hiicre boliinmesinin olmamasi, morfalaksizi tanimlamak
icin yeterli bir kriter olarak goriilmemektedir [15]. Mevcut dokularin yeniden
modellenmesi yoluyla gergeklesmekte ve ¢ok az miktarda yeni biiyiime goriilmektedir.

Bu tiir rejenerasyona, hidralarda goriilen yenilenme 6rnek olarak verilebilmektedir

[16].
4.2.3. Kompansatuar (Compensatory) Rejenerasyon

Ugiincii tip rejenerasyon, bir ara tiptir ve telafi edici rejenerasyon olarak kabul
gormektedir. Burada hiicreler boliinmektedir ancak ayni zamanda farklilagsmis
karakter Ozelliklerini ve islevlerini korumaktadirlar. Boylece farklilasmamis doku
kiitlesi olusturmazlar ve kendilerine benzer hiicreler iiretirler [16]. Burada oli
hiicrelerin uzaklastirilmasi, progenitor hiicrelerin cogalmasi ve dokularin fonksiyonel
restorasyonu ile hasar goren dokularin tamiri gergeklestirilir [15]. Kompansatuar

yenilenme, memeli karacigeri, derisi ve kemiginde goriilmektedir [16].

4.3. Aksolotl (Ambystoma Mexicanum)

Ambystoma cinsi, Giiney Kanada’dan Orta Meksika’ya kadar uzanan 32 yakin
iligkili tiirii icermektedir. 16 Meksikali Ambystoma tiirii arasinda en ¢ok arastirilan
Aksolotl (Amystoma Mexicanum) isimli tirdir [17]. Aksolotl tek seferde c¢ok
miktarda yumurta birakmasi (300-500 embriyo/ciftlesme), ex vivo embriyonik
gelisimi, muazzam doku rejenerasyon yetenekleri nedeniyle hayvan gelisimi ve doku
rejenerasyon calismalart igin miikemmel bir model olarak goriilmektedir [18].
Embriyogenez yaklasik 2 hafta siirdiirdiigii aksolotlin yasam dongiisii, insanlara gore
daha hizli gelismektedir. Bu siire sonunda larvalar yumurtalarindan ¢ikip serbestce
yiizebilmektedir. Uzuvlar1 sekillenip, akcigerleri gelisinceye kadar gelisimleri

aylarca devam etmektedir. Déllenmeden yaklasik 1 yil sonra, hayvanlar solungaglarin
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tutulmasi, suda yasam gibi larva 6zelliklerini muhafaza etmelerine ragmen cinsel
olarak eriskin hale gelmektedirler [4]. Gelisim evreleri ve genel goriiniimleri sekil
4.3.1°de verilmistir. Neoteni ya da paedomorfoz olarak bilinen bu fenomen, iireme
yetenegine sahip yetiskin canlmin larva morfolojisini koruma yetenegi olarak da
bilinmektedir [19]. Baskalasim (metamorfoz), kurbagalarda rejenerasyonu kisitlayan
bir adim olarak goriilmektedir ve aksolotl, cinsinin diger iiyelerinin yaptigi gibi

karasal semender hale gelmek i¢in baskalasim (metamorfoz) gegcirmemektedir [20].

Sekil 4.3.1: Aksolotl gelisim evreleri sirasiyla: 3 haftalik yavru aksolotl, 3 aylik yavru, 5 aylik geg
yavru ve cinsel olgunluk seviyesinde 1 ve 3 yasinda bir yetiskin aksolothn canli goriintiileri.

4.4. Aksolotlda Uzuv Rejenerasyonu

Aksolotlda uzuv rejenerasyonu en ¢ok calisilan rejenerasyon modellerinden
biridir. Aksolotl uzuv ampiitasyonundan sonra 6 ila 12 saat icinde, epidermal
hiicreler, yara yiizeyini Ortmek icin go¢c etmekte ve yara epidermisini
olusturmaktadirlar. Bu tek katmanli yap1 uzvun yenilenmesi i¢in oldukga gereklidir
ve ¢ogalarak apikal ektodermal basligi1 olusturur. Bu yap1 sayesinde, memelilerdeki

gibi yara izi olusumu gozlenmez. Ayrica, dermis, epidermisle birlikte hareket
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etmemekte ve ampiitasyon bolgesini 6rtmemektedir. Uzuvlari inerve eden sinirler,
ampiitasyon diizleminin proksimalinde kisa siirede igerisinde dejenerasyona
ugramaktadir [21]. Sonraki dort giin boyunca ise, gelisen kapagin altindaki hiicreler
farklilasma gegirmektedir; kemik hiicreleri, fibroblastlar, kikirdak hiicreleri,
miyositler ve sinir hiicreleri farklilagmisg 6zelliklerini yitirip birbirinden
ayrigmaktadirlar. Farklilasmis dokularda eksprese edilen genler (kas hiicrelerinde
eksprese olan MRF4 ve MYF5 gibi) asagi regiile (down regulation) edilirken,
embriyonik uzuvun g¢ogalan ilerleme bolgesi mezensimi ile iligskili, MSX1, gibi
genlerin ekspresyonunda dramatik artis goriilmektedir [16]. Gudigin kesik
kenarinda yapilandirilan bolgede apikal ektodermal basligin hemen altinda ¢ogalan,
ayirt edilemeyen farklilagmamas hiicre kiitlesi olusmaktadir. Bu farklilagmamais hiicre
kiitlesi rejenerasyon blastemi olarak adlandirilmaktadir. Bu hiicreler ¢ogalip
farklilagarak yeni uzuv yapilarimi olusturular [16]. Bu mekanizmalarin gelisim

stiregleri sekil 4.4.1°de gosterilmistir.

h)\ | IH ||\|nl € Fa l.ll

ol Mmtmim

B veidermis I Bag dokn [7] Kiwardan inicler [ Apikat Extadermal Kupak Farkhlaymamiy blastemn dokusu

Sekil 4.4.1.: Aksolotlda kesilmis uzuv gelisim basamaklar1. (1) Solda saglam bir uzvun ampiitasyon
sonrast sirastyla saga dogru 1, 7,9, 11, 13, 15, 17, 21, 25 ve 31 giin sonrasi1 blastema gelisiminin canli
gorlintiileri. (2) Blastema gelisimi sirasindaki onemli olaylar, dokularun (epidermis, bag dokusu,
kikirdak, kas ve sinirler) farkli renk gosterimleriyle betimlenmistir.

4.5. Kosullu Mutagenez

Rejenerasyon siirecinin altinda yatan mekanizmalarin ¢dziilmesi, siirece dahil
olan genlerin islevlerinin anlasilmasi ile miimkiin olabilecegine inanilmaktadir. Bu
genleri rejenerasyon sirasinda incelemek, genellikle doku ve/veya zamana

(yersel/zamansal) 6zgii yani kosullu mutasyona sahip hayvanlarin olusturulmasini
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gerektirmektedir. Kosullu bir genetik modifikasyon, tetrasiklin transaktivatorii (tTA)
veya Cre rekombinaz gibi proteinlerin aktivitesi ile spesifik bir kosul altinda gen
ekspresyonunu degistiren veya silmeler yaparak genleri inaktive eden bir yontemdir.
Bahsedilen kosul, belirli bir hiicre, doku veya organizma popiilasyonuna 6zel ve
belirli bir zaman noktasinda olusturulabilmekte, boylece modifikasyon mekansal
veya zamansal olarak kisitlanmis olmaktadir [22]. Kosullu gen inaktivasyonu,

genlerin fizyolojik fonskiyonlarini belirlemek igin gerekli goriilmektedir [23].

Kosullu dokuya 6zgli mutantlarin iiretilmesinin en 6nemli nedenlerinden bir
tanesi organizmanin biitiinlinde meydana gelen mutasyonunun neden oldugu olasi
zararl etkileri atlamasi ve bir genin dokuya 6zgii islevlerini incelemeye izin
vermesidir. Tam (organizmal) fonksiyon kaybi mutasyonlari, rejenerasyon sirasinda
spesifik bir gen fonksiyonunun calisilmasini engelleyebilmektedir. Cogu gen, bir
organizmanin yasami boyunca farkli anlarda farkli isleve sahip oldugundan,
islevlerini bloke etmek, rejenerasyon disinda daha fazla biyolojik siireci
etkileyebilmektedir. Dokuya 6zgii mutantlarin {iretilmesinin bir diger 6nemi ise,
mutantlarin istenilen agsamaya gelismeleri saglansa dahi, global mutasyonlar, hiicre
otonomuna kargi hiicre otonom olmayan kusurlarin degerlendirilmesine izin
vermemektedir. Hiicre dis1 otonom kusurlar (non-cell autonomous defects), bir
hiicredeki mutasyon yabamil tip (wild type) hiicreleri etkilediginde ortaya
c¢ikmaktadir. Dolayistyla, tiim hiicreler mutant oldugunda bu analiz
gerceklestirilememektedir. Yani, mutant organizmalarda tiim hiicreler mutant
oldugundan, hangi mutant hiicrenin mutant fenotipe neden oldugundan emin

olunamamaktadir.

4.6. Crispr/Cas9 Sistemi

Kiimelenmis diizenli aralikli kisa palindromik tekrarlar (clustered regularly
interspaced short palindromic repeats, CRISPR’lar) ve CRISPR iliskili protein, Cas9,
dogada faj- plazmit enfeksiyonlarina karsi bir bakteriyel savunma mekanizmasidir.
Bu mekanizma yeniden tasarlanip RNA giidiimliit DNA hedefleme sistemi olmakta
ve genom diizenleme, transkripsiyonel bozulma, epigenetik modiilasyon ve genom

goriintiileme araci olarak kullanilmaktadir [24]. Arastirmacilar, bu programlanabilir
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endoniikleaz teknolojisi ile bir deneyde birden fazla genomik lokusu ayni anda
hedefleyebilmekte ve boylece daha biiylik gen kiimelerini veya mutasyonlar igeren
patolojik siire¢leri anlamlandirabilmektedirler [25]. Bu sistem, fare, zebra balig1 ve
bazi kurbaga tiirleri gibi ¢ok sayida organizmada genom diizenleme araci olarak
kullantilmistir. Ayrica Crispr/Cas9 sistemi ile tipik olarak organizmanin tamamini

kapsayacak bigimde genom diizenlemesi yapilmaktadir [23].

Ambystoma mexicanum genomundaki genleri de etkili bir sekilde hedeflemek
icin kullanilan CRISPR/Cas9, sekansa 6zgii bir “kilavuz RNA” (guide RNA, gRNA)
ve Cas9 niikleazindan olusan bir riboniikleoprotein kompleksi igermektedir. Klavuz
RNA genellikle, Cas9 tarafindan taninan dizilerin yanisira hedeflenecek genomun
sekansina Ozel tasarlanmis tamamlayic1 olan yaklasik 20 niikleotit dizisinden
olusmaktadir. Cas9 ise, hedef sekans tanindiktan sonra, asagi akista bulunan proto-
aralayici bitisik motifin (proto-spacer adjacent motif, PAM) (N20NGG) taninmasi ile
DNA’nin ¢ift zincirinin kesilmesini saglamaktadir [26]. Dolayisiyla, bu yolla
olusturulan ¢ift sarmal kiriklar hiicre tarafindan sekil 4.6.1°de gosterildigi gibi ¢esitli
tamir mekanizmalar1 ile onarilmaktadir. Hataya meyilli, homolog olmayan ug
birlestirme (nonhomologous end joining) veya mikrohomoloji aracili ug birlestirme
ile ¢ift zincir kirnk onarim, kiigiik indeller (insersyon, delesyon) ile
sonuglanabilmektedir. Ek olarak, homolojiye bagli onarim yolu (homology directed
repair, HDR) ile de eksojen DNA molekiilii (transgen), kirik bolgesine entegre
edilebilmektedir [25]. Bunun igin sentetik bir onarim sablon DNA (template DNA)
gereklidir ve boylece istenen herhangi baz ¢ifti degisikligi saglanabilir [27]. Entegre
edilecek olan sekansin genomdaki yerlesecegi ve eksprese olacagi yer tahmin
edilemedigi i¢in doku spesifikligi saglayacak promotorlerin (gen transkripsiyonu

baglatan DNA bolgesi) kullanilmasi olduk¢a 6nemli hale gelmektedir [28].
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Sekil 4.6.1.: CRISPR Cas9 aracinin gerekli elemanlari ve kullanilan temel tamir mekanizmalar1. Cas9
ile yapilan ¢ift zincir kiriklart indel mutasyonlarina yol agan homolog olmayan ug birlestirme
mekanizmasi tarafindan veya istenen dizi degisikliklerinin eklenmesini saglayan sentetik bir dondr
DNA sablonu kullanilarak HDR tarafindan onarilir.

4.7. Crispr/Cas9 Aracili Kosullu Mutagenez

Omurgalilarda rejenerasyon gibi karmasik biyolojik olaylarda yer alan genleri
taramak i¢in, yersel ve zamansal kontrollii CRISPR aracili gen hedefleme yontemleri
onemli araglar olarak goriilmektedir [29]. CRISPR mutagenezinin kosullu kontroliinii
saglamak i¢in, CRISPR sisteminin en az bir bileseninin ifadesinin zamansal ve/veya
mekansal olarak modifiye edilmesi gerekmektedir. Transkripsiyonun (gen ifadesinin)
diizenlenmesi, genel olarak cesitli transkripsiyon faktorlerinin baglanma bolgelerini
iceren  enhensir-promotér DNA  dizileri tarafindan  gergeklestirilmektedir.
Enhensirlar, genlerin promotorlerine goére konumlarindan, mesafelerinden veya
yonelimlerinden bagimsiz olarak da transkripsiyonun aktivasyonunu saglayabilirler
[30]. Dokuya 6zgii ve zamansal kisith Cas9 ekspresyonu i¢in ¢esitli dokuya 6zgi
promotor-enhensirlar, gegici kontrolii saglayan 1s1 soku indiiksiyonu veya tetrasiklin
bazli yontemler ile farkli sistemlerin kombinasyonu da benzer sekilde

kullanilabilmektedir [23]. Son yapilan bir ¢alismada, zebra baliklarinda somatik
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dokularda gen inaktivasyonu i¢in basit ve 0l¢eklenebilir bir CRISPR tabanli vektor
sistemi rapor edilmistir [31].

Bu metodolojileri daha da gelistirmek igin iki ardistk CRISPR/Cas9 aracili
hedefleme olayr gerekmektedir. Ilk hedefleme, embriyonik CRISPR/Cas9
enjeksiyonu ile bir transgenin entegre edilmesiyle, ilgili genin bozulmasina
dayanmaktadir. Bu ilk hedefleme heterozigot mutanat hayvan olusturacaktir. ikinci
gen hedefleme olay, ilgili gene karsi gRNA ve dokuya 6zel bir promotdr-enhensir
dizisine sahip Cas9 cDNA’y1 iceren transgen araciligtyla saglacaktir. Bu transgenik
yapi, ilgili genin diger yapanil tip allelini hedefleyecektir. Sonucta, ayn1 genin iki

alleli hedeflenmis olacagindan homozigot mutant doku olusmus olacaktir.

Aksololt tizerinde yapilan bir galigma, tirozin (tyrosin, tyr) homozigot
mutasyonlariin albino aksolotllar olusturdugunu gostermistir [6]. Bu albino fenotip,
derideki melanin eksikliginden kaynaklanmaktadir. Ek olarak, tyr geni onceden
embriyonik enjeksiyon ile hedeflenmis ve bu sayede lokusun CRISPR/Cas9 yontemi
ile ¢ift zincir kirig1 olusturularak mutagenez i¢in uygunlugu gosterilmistir [28]. 1lk
adimda tek hiicre seviyesindeki embriyolar hedeflenmis ve genoma transgenik yap1
entegre edilmistir. Entegre edilen yap1 bir deriye 6zgii Keratin enhensirt kontroliinde,

aksolotl derisinde tyr gRNA ve Cas9 cDNA ekspresyonu saglamistir [8].

4.8 Doku Spesifik Promotor-Enhensirlar
4.8.1. Keratin

Ara filament gen ailesine ait olan keratin, omurgalilarin epitel hiicrelerinde
hiicre iskeletini olusturan bir gendir. Tip I ve II olmak iizere siniflandirilan keratinler,
izoelektrik noktasi ve molekiiler agirhgr gibi biyokimyasal &zelliklerine gore
ayrilmaktadirlar [32]. Hiicre tipine 6zgii olarak ekspresyon seviyesi siki bir sekilde
diizenlenen keratin genleri, organogenez, patogenez, hiicre farklilasmasi ve
transformasyonunda rol almaktadir [33]. Bu sebeple, gesitli teknikler kullanilarak,
keratin genlerinin transkripsiyonel regiilasyonunun, organogenez, patogenez
sirasindaki epitel farklilasmasi ve transformasyonunun altinda yatan molekiiler

mekanizmalari ile iligkisini aydinlatmak i¢in detayli calismalar yapilmastir.

22



Xenopus leavis olarak adlandirilan sucul kurbaga cinsinde, yenilenen kuyruk
dokusunda birka¢ keratin geninin giiglii bir sekilde indiiklendigi, diger bir keratin
geninin ise uzuv blasteminde inaktive edildigi gosterilmistir. Yine, X. laevis'te
yiizge¢ ve solungac rejenerasyonu sirasinda yara epitelinde indiiklenen yeni bir tip I
keratin geninin varligi saptanmistir [34]. Keratin | geninin transkripsiyonel
reglilasyonunu in vivo incelemek igin Keratinin 4.2 kb (kilobaz) yukari akisina
(upstream) sekil 4.8.1.1 ‘deki enhensir (yiikseltici) bolgesine floresan isaretleyici
konulmus ve bir transgenik hat olusturulmustur. Isaretletici ekspresyonu sayesinde,

gelismekte olan solungagta oldukea yiiksek keratin ekspresyonu tespit edilmistir [35].

-567 GCM NFATC2

476
[PTAAAAACAGATGTCATTATTTATGGCATCTTCAAGAAAACCAAAAGCATTGATCAAACTCT
SP1
PCTAGATCACAGTGATATTCCTGTTCCTCTGGAATTGCTAGAATTATTATATAAATTAGAAC
SOX SOX

AACAAAGCAAGAACTGCTTCTTCTGTGTCCCACAGGCACARAGGGAAGCAATAAATTAAAAG

-342
AGAAAAAAGGGGAAAGCAAACAGGCAGTTGTCATGTTCACAAGTGTTACGGGGAAAGACGTC

AP2
TCATAAAAGGCACATCTCCCTCCACCCCTCCCTATTGTACTGTACCAAAATTGCCTGAGGCA

-177

GTCAGGTACGARGATGT G TTACATCTGTTGTGATCATTGCATGTGGGCGCAACAAGCAR

ETS C/EBP SOX

78
AAAAAGAAAACAACACGCACGGGCCCTCCCACTTCACCAGTATATAAAGTGACATAGTAAA

MTT'

Sekil 4.8.1.1: X. Leavis FGK (fin and gill keratin) (ylizge¢ ve solungag keratini) promotériine yakin
bolgenin genomik dizisi. Yukart akis dizisi ve TATA kutusu sirasiyla siyah ve kirmizi olarak
gosterilmektedir. Siyah ok, transkripsiyon baslangic bolgesini gostermektedir. Kalin alt ¢izgiler,
varsayilan transkripsiyon faktorii baglanma bolgelerini gostermektedir [35].

4.8.2. Is1 Soku Elemanlar1 (Heat shock element, HSE)

Is1 soku tepkisi stresli bir ortamda hayatta kalmak i¢in bir¢ok farkli dkaryot
canli arasinda korunmus bir yanittir [36]. Is1 soku faktorleri, yukar1 akisinda bulunan

diizenleyici 1s1 soku elemani (HSE) olarak adlandirilan elemanlar aracilifiyla
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islevlerini gergeklestirmektedirler. DNA’ya bagli 1s1 soku faktorleri, her bir DNA
baglanma alaninda ¢ift sarmalin genis olugundaki (major groove) is1 soku

elemanlarina baglanmaktadir [37].

Is1 soku gen promotorlerindeki 1s1 soku elemanlart yiiksek oranda korunmus
pentamerik nGAAn dizisinin ters ¢evrilmis tekrarlarin1 (inverted repeats)
icermektedir [38]. Is1 soku genlerinin proksimal promotor bdlgelerinde bulunabilen
1s1 soku eleman tipi, en az ii¢ ters ¢evrilmis bitigik tekrardan NnTTCnnGAANNTTCn
olusmaktadir [38]. Is1 soku faktorii hedef genlerinin promotorleri ayrica birden fazla
1s1 soku elemani icerebildiginden fazla sayida 1s1 soku faktoriiniin ayni anda

baglanmasina olanak saglamaktadir [39].

Gen ekspresyonlarinin doku spesifik kontroliiniin yanisira, zamansal kontrolii
embriyonik gelisim sirasinda gen fonksiyonlarini kontrol eden anahtar unsurlardan
biri olarak bilinmektedir. Is1 soku proteinlerlerinin promotérleri, endojen faktorler
tarafindan indiikklenmekte ve sistemi tek bir ektopik DNA yapisi haline getirmektedir.
Boylece, 1s1 soku proteinlerin promotorleri, indiiklenebilir gen ifade degisimini
saglayan basit tek bilesenli bir sistem olusturmaktadirlar [7]. Memelilerde viicut
sicakliginin sik1 kontrolii nedeniyle bu sistemin in vivo uygulamalari oldukca zordur.
Ancak, bocekler, kurbagalar ve baliklar gibi diger sistemlerde yiiksek sicakliklarda
1s1 soku tepkisinin indiilklenmesi miimkiin goériilmektedir  [40-42]. Is1 soku
elemanlarmin indiiklenebilir gen ifade degisimi daha dnce Medaka baliklarinda ve

HELA hiicrelerinde gosterilmistir [7].

4.8.3.1roquois (Iro-1rx)

Homeoprotein gen ailesini kodlayan Iroquois (Irx-1ro) genleri nametodlardan
insanlara kadar birgok canlida bulunmaktadir. Irx genleri, TALE (three amino acid
loop extentiom) (li¢ amino asit dongiisii uzantisi) sinifinin yiiksek oranda korunmus
homeodomainine ek olarak, Irx proteinleri Iro kutusu olarak adlandirilan 13 amino
asitlik bir bolgeyede sahiptirler [43]. Cesitli gelisimsel siirece dahil olan Irx
genlerinin, bocek duyu organlari ve kanat damarlart gibi desen 6gelerinin gelisimine
kadar birgok gorevi tistlendigi bilinmektedir [10]. Xenopus Irx genlerinin (Xirol, 2,

ve 3) ise erken noériilasyon esnasinda omurgali pronoral genlerinin diizenlenmesine
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katki sagladigi goriilmiistiir [44]. Daha yakin bir zamanda yapilan bir ¢alismada, Xiro
genlerinin gastrulaston sirasinda noronal bolgeleri belirlemek i¢in gerekli oldugu

saptanmustir [45].

Fare ve insanlarda IrxA grubu Irx1, Irx2, ve Irx4 ve IrxB grubu Irx3, Irx5 ve
Irx6 genleri bulunmaktadir, toplamda 6 gen ve iki genomik kiimeden olusmaktadirlar
[46]. Memeli olmayan omurgalilarda, Xenopus ve civciv gibi, bes adet Irx geninin
tanim1 yapilmistir [47]. Zebra baligi ve xenopusta IrxB smifi genlerinin sinir

dokularinda, pronefroz dallanmada, kalp ve g6z otik vezikiillerinde ekpresyonu

bildirilmistir [10].

IrxB smifi igerisinde, iki adet korunmus kodlama yapmayan bdlge
bulunmaktadir. Ultra korunmus kodlamayan bolgeler (ultra conserved regions, UCR)
grubuna ait bu kisimlar 200 baz giftinden daha uzundur ve insanlarda ve
kemirgenlerde %100 dzdestir [48]. iki UCR bélgesi (UCRB1 ve UCRB2) aralarinda
son derece korunmustur ve bunlar, nispeten benzer genomik bolgelerde yer alan IrxA
kompleksindeki diger iki ultra korunmus (UCRA1 ve UCRA2) sekansla yliksek
benzerlige sahiptirler. Xenopusta incelenen farkli omurgalilarin UCRBI1 aktivitesi
hem zebra baliginin ve Xenopus UCRB1’in gbzde ve pronefrozda benzer ifadesi, ek
olarak fare UCRB1’in yalnizca gozde ifade oldugunu gostermistir, sekil 4.8.3.1” de

bu farkli organizmalardaki yiiksek derecedeki sekans benzerlikleri gosterilmistir[49].
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Sekil 4.8.3.1: Sirasiyla Xenopus (X), zebta balig1 (z) ve farenin (m) Irx geninin ultra korunmus

bolgelerinden UCRBI dizilerinin hizalamasi. Y1ldiz isaretleri ortak bazlari ifade etmektedir. [50]

4.8.4 Eyeless (Ey)

Hayvan filumunda goz gelisiminin genetik seviyesinde, yliksek diizeyde islev

goren Ve kilit diizenleyiciler olarak da bilinen genler, omurgalilardaki Pax-6 ve onun

Drosophila melanogaster homologu Eyeless (ey) geni olarak bilinmektedir [51]. Ey

geni, birgok kiiclik gorme birimini igeren bilesik goziin (compound eye)

spesifikasyonunda 6nemli bir isleve sahiptir [52]. Embriyonik gelisim sirasinda, ey

geninin ifade edildigi bolgeler; gbziin hayali disklerinin primordiasi, optic loblar ve

ayrica beynin ve ventral sinir kordonunun diger ayr1 bolgelerileri olarak gosterilmistir
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[51]. Ey geninde bulunan bir intronik bolgede, embriyolarin goz diski
primordialarinda ve larva gelisiminin iglincli evresindeki goz hayali disklerinde
genin géze 6zgl ekspresyonunu diizenleyen bir enhensir (yiikseltici) sekans varligi
tanimlanmistir. Bu enhensiri islevi i¢in 212 baz ¢ifti uzunlugunda bir enhensir
elementinin gerekli ve yeterli oldugu gosterilmistir [53]. Yapilan bir calisma,
Drosophila eyless geninin bir enhensir bdlgesinin, fare Pax6 geninde promotdr
bolgelerinin yukar1 akisina yerlestirilmesi sonucu endojen Pax6 ekspresyon
ozelliklerini dogru bir sekilde gosteren transgenik farelerde de géze ve merkezi sinir
sistemine 6zgii ekspresyon gosterdigini ortaya koymustur. Elde edilen bulgular, Pax6
fonksiyonunun korunmasinin yanisira, yukari akis diizenlenmesinin de tiirler arasi

korundugunu gostermistir [9].

4.9. Transfeksiyon Yontemleri

Transfeksiyon prosediirleri, genetigi degistirilmis hiicreler iiretmek igin
yabanci niikleik asitlerin hiicreye girmesini saglamaktadir. Bu yontemler, gen
fonksiyonu, regiilasyonu ve protein fonksiyonlarmin incelenmesi igin etkili bir
analitik sistem gorevi gormektedir. Hiicreye veya dokuya verilen genetik materyaller
(DNA ve RNA’lar), materyalin dogasina bagli olarak sekil 4.9.1°de sembolize
edildigi tlizre kalici veya gegici olarak hiicreye entegre olurlar [54]. Kalict
transfeksiyon, genellikle se¢ilim i¢in marker gene sahip olup konak¢1 genoma entegre
olan transgenlerdir ve konak¢i hiicreler c¢ogaldiktan sonra bile ekspresyon
gosterebilmektedirler. Kararli olarak transfekte edilmis genlerin aksine, gegici
transfeksiyonda genler genoma entegre olmaz ve simirlt bir siire eksprese edilirler
[55]. Bu yolla transfekte edilmis genetik materyaller, gevresel faktorler ve hiicre
boliinmesi gibi sebeplerle kaybolabilir. Bu nedenle deneyin amacina bagli olarak
kalict veya gegici transfeksiyon yontemi segilmektedir [56]. Transfeksiyon
yontemleri, biyolojik (viral), kimyasal ve fiziksel olmak iizere ii¢ genel sinifa

ayrilmaktadir.
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Sekil 4.9.1: ki farkli transfeksiyon ydnteminin sematik gdsterimi. (A) Kahc1 transfeksiyon, yabanci
DNA genoma entegre olur. Kirmizi dalga, yabanct DNA’y1 temsil etmektedir. Siyah dalga, hiicrenin
DNA’simt gostermektedir. (B) Gegici transfeksiyon, yabanct DNA hiicreye aktarilir fakat hiicrenin
DNA'’sine entegre olmaz. Mor dalga, yabanci mRNA’y1 temsil etmektedir ve sitozolde translasyona
ugrar. Altigenler, eksprese olmus proteinleri géstermektedir [55].

4.9.1. Biyolojik (viral) Transfeksiyon

Tipik olarak plazmit DNA’y1 konakge1 hiicreye aktaracak, giivenli kabul edilen
bir viriis yardimui ile yapilan transfeksiyon yontemidir. Yaygin olarak, adenovirtisler,

adeno-iliskili virtisler (AAV), retroviriislar ve lentivirisler kullanilmaktadir [57].
4.9.2. Kimsyasal Vektorlerle Transfeksiyon

Kargo molekiiliinii hedef hiicrelere aktarmak i¢in lipid vezikiillerinin, polimer
bazli kimyasal vektorlerin kullanildigi bir transfeksiyon yontemidir [58]. Bu
yontemde genel olarak katyonik polimerler, katyonik lipitler veya katyonik amino
asitler kullanilmaktadir [55]. Polimerlerden en yaygin olanlarindan biri,
polietilenimindir (PEI) [59]. Polietilenimin, transfekte edilecek DNA’y1 (negative
yiiklii) anyonik hiicre ylizeylerine baglayan pozitif yiiklii parcaciklar haline
getirmektedir. Olusan PEL:DNA kompleksi hiicreler tarafindan endositozla
alinmaktadir ve dolayisiyla hedef DNA sitoplazmaya salinmaktadir [60]. Bu
yontemin, CHO-S ve HEK 293 GnTi gibi siispansiyon hiicre hatlar i¢in uygunlugu
gosterilmistir [59].
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4.9.3. Fiziksel Yolla Transfeksiyon

Cesitli fiziksel araglar yardimiyla niikleik asitleri iletmek i¢in kullanilan en
yeni yontemlerden biri fiziksel transfeksiyondur [55]. Fiziksel transfeksiyonda,
elektriksel, termal ve mekanik kuvvetlerden gelen enerji yardimi ile transfeksiyon
gerceklestirilmektedir. Uygulanan kuvvetler ile hiicre zarina zarar verilerek kargonun
hiicreye yayilmasi saglanmaktadir [61]. Mikro enjeksiyon, biyolistik partikiil vericisi,
elektroporasyon ve lazer bazli transfeksiyon araglari siklikla kullanilan yontemlerden

bazilaridir [55].
4.9.3.1. Elektroporasyon

Bu teknik elektrik alan yardimiyla, yiiklii niikleik asitleri ve/veya diger
molekiilleri hiicreye aktarmak i¢in kullanilmaktadir [62]. Elektroporasyon
mekanizmasi kesin olarak bilinmemekle birlikte, temel iki siireci igermektedir. Deney
asamasinda elektroporasyon, elektrotlar arasina biyolojik bir 6mek (hiicre
siispansiyonu veya doku pargasi) yerlestirilerek ve elektrik darbeleri vurularak
uygulanmaktadir. ilk olarak giiglii bir elektrik alan uygulanir ve hidrofobik hiicre
zarinda gegcici tersinir gozeneklerin olusumu indiiklenir. Bu islem gozenek darbesi
(poring pulse) olarak adlandirilirmaktadir [63]. Ardindan ikinci tiirdeki elektrik
darbeleriyle, DNA veya RNA gibi yiiklii molekiillerin elektroforez yoluyla hiicreye

girigi saglanir. Bu da transfer darbesi olarak bilinmektedir [64].

Etkili bir elektroporasyon deneyi i¢in darbe parametrelerinin; darbe genligi,
stiresi, sayis1 dikkatlice ayarlanmaktadir. Darbe parametrelerinin se¢cimi uygulamaya,
hiicre tipine, boyutuna, hiicrelerin oryantasyonuna, yogunluguna ve verilecek olan
molekiile bagl olarak degismektedir [63]. Baz1 uygulamalar geri dondiiriilebilir
(uygulama sonras1 membran porlarinin hizlica eski haline dondiigii) bazilar ise geri

dondiiriilemez elektroporasyon gerektirmektedir [65].

Elektroporasyonun, plazmit DNA yapilarin1 omurilige hizla aktarabilen degerli
bir yontem oldugu daha Onceden gosterilmistir. Kiiciikk seffaf aksolotllarda
rejenerasyon esnasinda yapilan bir ¢alismada, GFP (green fluorescence protein, yesil
floresan proteini) eksprese eden plazmitlerin tek veya bir grup omurilik hiicre
grubuna elektroporasyonu gergeklestirilmistir. Bu sayede hedef hiicrelerin tanimi ve

takibi yapilmistir. Bunun i¢in yiiksek voltaja sahip uzun darbelerden olusan
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kombinasyonlar kullanilmig ve aksolotl omurilik elektroporasyonu i¢in detayli bir
protokol yaymlanmistir. Bu sayede minimum doku hasar1 ve oldukc¢a verimli bir
transfeksiyon saglanilarak omurilik rejenerasyonunun molekiiler analizine izin

verilmistir [66].

Yapilan bir diger ¢alismada ise Cas9-klavuz RNA (gRNA) kompleksi aksolotl
omuriliginde SOX2 pozitif kok hiicrelerin liimenine enjekte edilmis ve ardindan
elektropore edilerek SOX2 gen nakavti saglanmistir. Bu sayede gen inaktivasyonuna
karsilik gelen fonksiyonel fenotipler olusturulmustur. Yine aynmi c¢alismada,
Cas9/GFP-gRNA kompleksi elektropore edilen GFP pozitif hayvanin uvzunda,
satellit hiicrelerde, kemikte, dermal mezensimde ve deri hiicrelerinde GFP ifadesinin
yok oldugu gosterilmistir. Bu etkin transfeksiyon yontemiyle aksolotl rejenerasyonu
sirasinda hizli genetik taramalar miimkiin kilinmig ve diger omurgali sistemler iginde

uygunlanabilirligi gosterilmistir [29].
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5. MATERYAL ve METOD

5.1. gBlok’larin Tasarlanmasi

Keratin enhensirinin gBlok olarak tasarlanmasi i¢in yukarida sekil 4.8.1.1°de
Xenopusta calistigl gosterilen yiizge¢ promotoriiniin yukar1 akis dizisinin tamami
kullanilmigtir. Bu Keratin enhensir dizisinin aksolotl genomunda korunup
korunmadigi kontrol edilmis fakat dizileme (blast) sonucunda herhangi bir isabet (hit)
bulunmamistir. Bu sebeple direkt olarak Xenopus sekansin kendisi alimmistir. Bu
bolge izotermal birlestime yontemlerin biri olan Hifi birlestirme ile klonlanacagindan
dolay1, klonlamada kullanmis oldugumuz plazmit PX458 ile homoloji saglamasi
acisindan, gBlok’un her iki ucuna da yaklasik 20-30 bp aras1 uzantilar eklenmistir. Bu
dizi, birlestirilecek olan parganin 5'-terminal dizisine homologdur. Ortiisme dizisinin
uzunlugu, dizilerin GC igerigine baglhidir. Bu uzantilar Hifi birlestirme reaksiyonu
sirasinda 5’ ekzoniikleaz tarafindan kesilecegi i¢in onemlidir. Enhensirin 3’ucuna
uzantiy1 eklemeden 6nce yapay YBTATA promotdrii eklenmistir.

HSE enhensir gBlok sekansimin dizayni i¢in, 1s1 soku proteinlerinin promotor
bolgelerindeki yiiksek oranda korunmus 1s1 soku elemanlarinin (HSE) yapisi olan
bitisik ters cevrilmis (inverted repeats) tekrarlar kullanilmustir. Sekil 5.1.1°deki
pozisyonel maktriksteki harflerin biiyiikligii yiiksek oranda korunmuslugu ifade
etmektedir. Nispeten kiiclik harfler, yani az korunmus niikleotitler, yerine diger
herhangi bir niikleotit tercih edilmistir. TTC dizi ve GAA dizi aralarindaki niikleotitler
de yine korunmuslugu yiiksek olmadigi i¢in rastgele secilmistir. Klonlamay1 saglamak
adina Keratindeki homoloji uzantilarinin aynisi bu yapiya da eklenmistir. Ayni sekilde
yapay YBTATA promotdérii de 3° ucuna eklenmistir.

IRX enhensirinin dizaynt i¢in, Xenopus’un IRX kodlama yapmayan
bolgelerinden biri olan UCRBI1, Axolotl-Omics sitesi araciligiyla aksolot genomuna
kars1 dizilenmis ve elde edilen sekans ile devam edilmistir. Diger gBloklarda oldugu
gibi YBTATA promotorii ve ayn1 homoloji kollar1 sekansa dahil edilmistir.

200 niikleotit uzunlugundaki Eye enhensir sekansi ise Drosophila’dan alinmastir.

Bu sekans aynm1i zamanda farelerde ¢alistigindan, aksolotlda da c¢alisacagi
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varsayilmistir. Diger gBloklarda oldugu gibi homoloji uzantilarnt ve  YBTATA
promotdrii dahil edilip dizayn tamamlanmustir.

Literatiirden elde edilen verilerlerle in siliko olarak tasarlanmis sekasnlar,
IDT den (Integrated DNA Technologies), ¢ift sarmalli dogrusal gen fragmani (veya
gBlok) olarak siparis edilmistir. Bu sayede enhensirlar Hifi diizenegi ile ilgili plazmite

kolayca klonlanabilmistir.

Frekans
3 f—

Pozisyon

Sekil 5.1.1.: Insan HSE konsensiis dizisinin pozisyonel matriksi. Biiyiik harfler yiiksek oranda
korunmushgu sembolize etmektedir [36] .

5.2. gBlok ile Calisma

g-Bloklar genellikle 125- 3000 bp uzunlugundan olusan ¢ift zincirli DNA
fragmantlanidir. Asagidaki sekilde IDT firmasindan siparis verilen gBlok
sekanslarinin sematik gosterimleri isimleriyle birlikte belirtilmistir (sekil 5.2.1). g-
Blok tiipleri 6ncelikle hizlica sentrifiijlenmis ve iglerine son konsantrasyonlar1 10
ng/ul olacak sekilde niikleaz igermeyen su konulmustur. Sonra kisaca vortekslenmis
ve 50 °C’de 15-20 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan son konsantrasyon degeri
Nanodrop cihazi ile kontrol edilerek -20 °C’de saklanmustir.
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Sekil 5.2.1: gBloklarin sirasiyla, A) Eyless, B) HSE, C) AmUCRBI1 (Irx), D) Keratin, sematik
gosterimleri. Agik gri bolgeler enhensir dizilerini, basta ve sondaki beyaz barlar homoloji uzantilarini
(HO: homology arm), siyah ok YBTATA promotoriinii ifade etmektedir.
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5.3. gBlok’larin Klonlanmasi

Klonlama islemi i¢in SABITA biriminde bulunan pX458 (pSPCas9(BB)-2A-
GFP addgene #48138) plazmiti (vektor/ bakteriyal bilesen) kullanilmistir (Sekil 5.3.1).
YB-TATA promotoru iceren KER, IRX, HSE, EY enhancerlar1 yukarida belirtildigi
sekilde dizayn edilip “g-block” DNA sekansi seklinde siparis verilerek temin
edilmistir.  p-aktin ana (core) promotoriiniin sizintili (leaky) ekspresyonla
sonuglanabilmesi durumunda, kiigiik yapay promotdr YB-TATA nin test edilebilmesi
icin gBlok sekanslarina dahil edilmistir [67]. YBTATA promotdriiniin insan
hiicrelerinde ¢ok diisiik bazal ekspresyon ve yiiksek indiiklenmis ekspresyon
gosterdigi bilinmektedir [68]. YB-TATA promotoriiniin ¢ok kiigiik olmasi sebebi ile
de gBloklara dahil etmek uygun bulunmustur. Klonlama sonrasi vektorlerin
dogrulugunu test etmek icin ise uygun primerler ve klonlama i¢in gerekli kesim
enzimleri temin edilmistir. Belirtilen pX458 plazmitinde bir U6 promotérii arkasinda
gRNA ve CMV enhensir arkasinda Cas9 bulunmaktir. Oncelikle YBTATA prométérii
iceren spesifik enhensir sekanlari, X458 plazmitindeki CMV enhensir kismi1 Agel,
Kpnl enzimleri ile kesilip, kesilen bolgeye klonlanmistir. Sonrasinda KER YBTATA,
EY YBTATA, HSE YBTATA ve IRX YBTATA olarak adlandirilan PX458
plazmitlerinden YBTATA promotorii Ncol enzimi kullanilarak kesilip yerine -aktin
promotorii klonlanmigtir. B-aktin promotoriinii elde etmek igin ise PX458 enzimi Ncol
enzimi ile kesilmis ve jelde yiiriitiilen kesim reaksiyonundan kiiciik bant (B-aktin
dizisini i¢eren kistm oldugu ig¢in) izole edilmistir. Elde edilen promdotér her bir
plazmitte YBTATA vyerine konulmustur. gRNA ekspresyonunun test edilmesi
ve uygun promotorii bulmak igin insan U6 ve aksolotl U6 promotorleri denenmis,
dizayn edilen GFP gRNA’nin mikroskop altinda test edilebilmesi i¢in de mCherry

sekansi altina klonlanmaistir.
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Pcil BbsI

Sekil 5.3.1: Orijinal PX458 plazmiti: Siyah renkli olan kisimlar sirasiyla U6 prométoriini ve CMV
enhensirini  gostermektedir. Mor renkli kisim Cas9 sekansini ifade etmektedir. Sonrasinda T2A
baglayict sekansi ve yesil renkle belirtilen GFP sekansi bulunmaktadir. Ek olarak plazmit {izerinde
replikasyonu baslatan ORI bélgesi sar1, pozitif-negatif secilimi saglayan ampisilin geni acik yesil renkle
sembolize edilmektedir.

5.3.1 gBlok Sekanslarin Klonlanmasi icin Gerekli Restriksiyon
Reaksiyonlari

Asagidaki tablo 5.3.1.1°de belirtilen kimyasallar ve plazmit DNA ependorf
tiplerde buz igerisinde karigtirllmis ve yine belirtilen kosullarda reaksiyon
inkiibasyonu saglanmistir. Bu reaksiyon her bir promotor-enhensir klonlamasi igin
benzer sekilde gerceklestirilmistir. Entegre edilecek insert DNA bloklarina kesim
uygulanmamustir ¢iinkii Hifi reaksiyonu asamasinda gerekli uclar olusturulacaktir.
Plazmit ve insertin homolojisi dizayn sirasinda ekledigimiz uglar sayesinde
saglanacaktir. Kesilen plazmit vektdr %1°lik agaroz jelde 45 dakika 100 volt ile
yiiriitiilmiis ve kesim sonucu jelde olusan bantlardan iistteki DNA parcas1 bistiiri

yardimiyla jelden alinip jel purifikasyon kiti ile purifiye edilmistir. Bu secilen bant
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CMYV enhensir diginda tiim bdlgeleri iceren kisim olmast sebebi ile segilmistir. Amag
kesilen enhensir yerine dizayn edilen enhensirlari koymaktir. Elde edilen kesik
plazmitin konsantrasyonu Nanodrop cihazi ile tayin edilmistir ve reaksiyon

hesaplamalarinda kullanilmistir.

Tablo 5.3.1.1.: Restriksiyon reaksiyonunun igerigi.

Plazmid vektor (PX458) 1000 ng

Kpnl-NEB 1ul

Agel-NEB 1ul

NEBuffer r1.1 5ul

Nukleaz icermeyen su 50 ul ye tamamlayacak sekilde
Total hacim 50 ul

Reaksiyon kosullart 1 saat 37 °C ve 65 °C 20 dakika

5.3.2. gBlok’larin Klonlanmasi i¢in Hifi birlestirme Reaksiyonlari

Hifi DNA birlestirme kit diizenegi, coklu DNA dizilerinin birlestirilmesi i¢in
kullanilan izotermal ve tek reaksiyonlu bir yontemdir. Ana karisim 3 farkli tiirde
enzim igermektedir. Birincisi, DNA’nin 5° ucundan geriye dogru niikleotitleri
kaldirarak, tek iplikli 3> DNA sarkintilar1 olusturan TS5 ekzoniikleazlardir. Bu sayede
tamamlayict DNA parcalart birbirlerine yapisabilir. Tamamlanmis DNA
fragmanlarindaki eksik niikleotitleri doldurmak i¢in DNA polimeraz ve beraberinde
Taq DNA ligaz, DNA fragmanlarinin kovelent olarak birlesimini saglayarak tiim
¢entikleri giderir [69]. Bu reaksiyonun nasil yiridigi sekil 5.3.2.1°de gosterilmistir.
Kesilen ve konsantrasyonu belirlenen plazmit ve gBlok insert DNA’lar 1:3 oraninda
Hifi mix ile asagida 5.3.2.2°de verilen hesaplamalara gore buzda birlestirilmistir.
Vektor DNA 50 ng olacak sekilde (Onerilen miktar) reaksiyona konulmustur.
Kullanilmas: gereken insert miktar ise vektor-insert hesaplama araci ile, vektoriin ve
insertlerin uzunluklar1 ve yogunluklar1 baz alinarak hesaplanmistir. Reaksiyon tiipii

hizlica buzdan 50 °C’lik 1s1 bloguna transfer edilmis ve 1 saat inkiibe edilmistir.
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Cakigan uglara sahip ¢ift zineirli DNA fragmanlar
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Sekil 5.3.2.1.: Hifi DNA birlestirme reaksiyonunun mekanizmalarin gematik gosterimi. A ve B
birbirine homolojisi olan iki farklit DNA parcasini sembolize etmektedir. Hifi miksi ile bu DNA’lar
tipte karistirildiginda gergeklesen enzimatik reaksiyonlar sag taraftaki kutuda gdsterilmektedir.
Sonugta birbirleriyle baglanmis tek bir DNA parcast olusmaktadir.

Tablo 5.3.2.2: Her bir gBlok sekanst igin Hifi reaksiyonlarin igerigi ve hesaplamalari.

IRX Hifi Birlestirme
reaksiyonu:

Vektor
Insert
Hifi Buffer MIX

ddH-0
Total:

->50 ng= Plazmid konsantrasyon X

1,69 ul Hacim

2,26 ul 50 ng = 29,58 ng/ul x 1,69 ul

10 - 22,6 ng= Insert konsantrasyon X
Hacim

6.05 ul 22,6 ng = 10 ng/ul x 2,26 ul

20 ul
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EYE Hifi Birlestirme
reaksiyonu:

Vektor
Insert

Hifi Buffer MIX

ddH-0
Total:

KER Hifi Birlestirme
reaksiyonu:

Vektor
Insert

Hifi Buffer MIX

ddH-0
Total:

HSE Hifi Birlestirme
reaksiyonu:

Vektor
Insert

Hifi Buffer MIX

ddH-0
Total:

4 ul
1,76 ul
10

4,24 ul
20 ul

4 ul
3,36 ul
10

2,64 ul
20 ul

4yl
4,82 ul
10

1,18 ul
20 ul

—>50 ng= Plazmid konsantrasyon X
Hacim

50 ng = 12,5 ng/ul x 4 ul
- 17,6 ng= Insert konsantrasyon X
Hacim

17,6 ng = 10 ng/ul x 1,76 ul

—50 ng= Plazmid konsantrasyon x
Hacim

50 ng = 12,5 ng/ul x 4 ul
- 33,6 ng= Insert konsantrasyon x
Hacim

33,6 ng = 10 ng/ul x 3,36 ul

->50 ng= Plazmid konsantrasyon X
Hacim
50 ng = 12,5 ng/ul x 4 ul
- 48,2 ng= Insert konsantrasyon x
Hacim
48,2 ng = 10 ng/ul x 4,82 ul
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5.3.3 Transformasyon

5 tiip kimyasal modifiye edilmis 50 ul DH5alfa bakterileri hizlica buza
alinmigstir. Eriyen bakterilerin iizerine 2 ul (6nerilen miktar) ligasyon iirlinlerinden
eklenmis ve yavasca karistirtlmistir. Ardindan tiim tlipler yarim saat buzda
inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda hemen 42 °C’ye 1sitilmis 1s1 blogununa 45
saniye boyunca konulmustur. Is1 soku saglamak i¢inde bu adimdan sonra buzada 2
dakika inkiibeye birakilmigtir. Daha sonra tiipler buzdan alinip iglerine 200 ul oda
sicakligindaki SOC besiyeri eklenmis ve 1 saat 37 °C’de karistiricili inkiibatore
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 1000 rpm de 3 dakika sentrifiij edilmistir.
Olusan pelete dokunmayacak sekilde tiiplerin iizerinden 150 ul silipernatant
cekilmistir ve kalan sivi ile pelet nazikge karistirllmistir. Tiim 6rnekler ayri ayri
amfisilinli plakalara ekilip gece boyu 37 °C’de inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon
sonucu olusan plakada biiyliyen koloniler belirlenen primerler kullanilarak PZR

(polimeraz zincir reaksiyonu) ile kontrol edilmistir.

5.3.4. Koloni PZR

gBlok DNA’larin vektore entegre olup olmadigini yada dogru bir oryantasyonla
entegre oldugunu kontrol etmek adina vektor ve inserte spesifik primerlerle PZR
reaksiyonu gerceklestirilmistir. Kullanilan primerler, bir tiip PZR reaksiyonunun
igerigi ve gerceklestirildigi kosullar da asagidaki tablo 5.5.1°de belirtilmtir. Taranan
kolonilerde beklenen bant uzunlugu jel elektroforez ile goriintiilenmis ve beklenen
uzunluga sahip koloni ile devam edilmistir. Dogrulugu gosterildikten sonra enhensiri

iceren plazmit sekanslamaya gonderilmistir.

Tablo5.5.1.: KER, EYE, HSE, IRX gBloklarin klonlanmasi sonucunu dogru koloninin tespiti igin gerekli
a) primerler, b) PZR igerigi, ¢) PZR kosullari.

a)

Lleri primer 5°- 3’ Geri primer 5 -3’
ctagtccgtttttagegegtg  tacttcttgtcggetgetgg
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b)
Ileri Primer :
Geri Primer:
Taq karisimi:

Koloni:

Niikleaz icermeyen su

Total hacim:

1) 94°C

2) 94°C

3) 59°C

4) 72°C

5) Gotostep 2
6) 72°C

7) +4

5.4. B-aktin Promotoriiniin Klonlanmasi

5.4.1. Restriksiyon Reaksiyonlari

4 min
30 sec
30 sec
1 min
(34X)
5 min

o0

0,3 ul

0,3 ul
Sul
Koloninin
yarisl

4,4 ul

10 ul

Sekil 5.6.1.1°de belirtilen kimyasallar tiiplerde karistirilmis ve belirtilen

sartlarda kesim reaksiyonlar yiiriitilmiistiir. Bu reaksiyonlar, yukarida klonlandigi
belirtilen, KER YBTATA iceren PX458, EY YBTATA iceren PX458, IRX
YBTATA iceren PX458, HSE YBTATA iceren PX458 ve orijinal PX458 icin
uygulanmistir. KER, EY, HSE, IRX kesim reaksiyonlarinin 1saat 37 °C °‘lik

inkiibasyonundan sonra 10 dakika daha 37 °C ‘de Cip olarak adlandirilan bir

enzimden oto-ligasyonu 6nlemek i¢in 2 ul eklenmis ve inkiibasyonu saglanmistir. Bu

enzim kesik DNA’lardaki 5’ucun defosforliasyonunu saglamaktadir.

Kesilen

plazmidler %1°lik agaroz jelde 45 dakika 100 volt ile yiiriitilmiistiir. Jel elektroforez
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sonucunda PX458 plazmitinden kiiciik bant, yani -aktin promotdriinii igeren kisim,
digerlerinden biiyiik bant yani kesilip atilan YBTATA disindaki tiim kisimlari igeren
DNA pargasi bistiiri yardimiyla alinip jel purifikasyon kiti ile purifiye edilmistir. Elde

edilen kesik plazmidlerin konsantrasyonu Nanodrop cihazi ile tayin edilmistir.

Tablo 5.6.1.1: YBTATA promotoriiniin yerine Beta aktin promotoriiniin klonlanmasi i¢in gerekli kesim
reaksiyonlarinin igerigi.

Plazmidler ( KER YBTATA- EY 1000 ng
YBTATA- IRX YBTATA-HSE
YBTATA- PX458)

Ncol-NEB 2ul

Cutsmart Buffer 5ul

Nukleaz i¢cermeyen su 50 ul ye tamamlayacak sekilde
Total hacim 50 ul

Reaksiyon kosullar 1 saat 37 °C- 65 °C 20 dk

5.4.2. Ligasyon Reaksiyonlari

PX458 plazmitinden kesilmis B-aktin ve YBTATA sekanslar1 ¢ikarilmis
KER, EY, IRX, HSE enhesirlarini igeren plasmidler ile 1:3 oraninda T4 ligaz enzimi
ile enzimatik reaksiyona konulmustur. Reaksiyonlarin tamami buzda
gerceklestirilmistir. Vektor DNA 50 ng kabul edilmistir. Konulacak insert (B-aktin)
miktar1 ise vektor/insert hesaplama aracina gore 9 ng olarak hesaplanmistir. Kesilmis
insert DNA’lardan 9 ng olacak sekilde hesaplanilmis ve reaksiyona konulmustur.

Reaksiyonun igerigi ve kosullar asagida 5.6.2.1°de belirtilmistir.
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Tablo 5.6.2.1.: Beta aktin prométdriiniin klonlanmast i¢in gerekli ligasyon reaksiyonlarmin igerigi.

HSE px458 + Beta aktin
Ligasyon reaksiyonu:
Plazmit vektor
Insert Beta Aktin
T4 Ligasyon Tamponu (10x)
T4 Ligasyon enzimi
Su (niikleaz igermeyen)

Total

EY px458 + Beta aktin
Ligasyon reaksiyonu:
Plazmit vektor
Insert Beta Aktin
T4 Ligasyon Tamponu (10x)
T4 Ligasyon enzimi
Su (niikleaz igcermeyen)

Total

KER px458 + Beta aktin
Ligasyon reaksiyonu:
Plazmit vektor
Insert Beta Aktin
T4 Ligasyon Tamponu (10x)
T4 Ligasyon enzimi
Su (niikleaz igermeyen)

Total

12,24 ul

->50 ng=Plazmid

45ul konsantrasyon x Hacim (V)
026Ul o5 g =11.11 ngiul x 45 ul
20 - 9 ng= Insert konsantrasyon
Lul X Hacim
9 ng = 34 ng/ul x 0,26 ul
20 ul
—>50 ng= PX458 kons. x V
3,3ul 50ng = 15ng/ul x 3,3 ul
0,26 ul - 9 ng= Insert kons. x V
2ul 9 ng = 34 ng/ul x 0,26 ul
1ul
13,44 ul
20 ul
->50 ng= PX458 kons.xV
6,25 ul 50 ng =8 ng/ul x 6,25 ul
0,26 ul - 9 ng= Insert kons. x V
2ul 9 ng =34 ng/ul x 0,26 ul
1ul
10,49 ul
20 ul
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IRX px458 + Beta aktin
Ligasyon reaksiyonu:

Plazmit vektor 5 ul —>50 ng= PX458 kons. x V
Insert Beta Aktin 1,5ul  50ng=10ng/ul x5ul
T4 Ligasyon Tamponu (10x) 2 ul - 9 ng=Insert Conc. x V
T4 Ligasyon enzimi 1ul 9ng=6ng/ul x1,5 ul
Su (niikleaz igcermeyen) 10,5

ul
Total 20 ul

5.4.3. Transformasyon

Yukarida 5.3.3’de belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir.

5.4.4. Koloni PZR
Spesifik enhensir sekanslart klonlanmis vektorlerden YBTATA promotoru
yerine B-aktin promotoriiniin klonlanip klonlanamadigini kontrol etmek adina vektor
ve inserte spesifik primerlerle PZR reaksiyonu yapmak i¢in kullanilan primerler, PZR
reaksiyonunun igerigi ve gerceklestirildigi kosullar asagidaki sekil 5.6.4.1°de
belirtilmistir. Her bir vektor i¢in ayini protokol uygulanmistir. Taranan kolonilerde
beklenen bant uzunlugu jel elektroforez ile gosterilmis ve beklenen uzunluga sahip

koloni ile devam edilmistir.

Tablo 5.6.4.1.: Beta aktin promotorunun klonlanmasi sonucunu dogru koloninin tespiti i¢in gerekli a)
primerler, b) PZR igerigi, ¢) PZR kosullari.

a)

Ileri primer 5°- 3’ Geri primer 5°-3’
cgttactcccacaggtgage  agaagctgtegtecaccttg
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b)

Ileri Primer :

Geri Primer:

Taq karigimi:

Koloni:

Niikleaz icermeyen su

Total hacim:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

5.5. Am_U6 - Hs_UG6 promotorii ile GFP gRNA’nin tasarlanmasi ve

94°C

94°C

C

72°C

Go to step 2
72°C

+4

klonlanmasi

4 min
30 sec
30 sec
min

(34X)
5 min

o0

0,3 ul

0,3 ul
5ul
Koloninin
yarisi

4.4 ul

10 ul

Hangi gRNA ekspresyon yonteminin daha iyi oldugunu test etmek igin, tirozin

gRNA oOncesinde, test edilebilirdigi kolay olmasi acisindan GFP transgenik yapisi

iceren aksolotl hattinda GFP hedeflenmistir. GFP'yi hedeflemek i¢in daha 6nce
aksolotlda kullanilmig olan bir gRNA dizisi kullanilmigtir. GFP-gRNA hedef

bolgesi: 5'- GGCCACAAGTTCAGCGTGTC-3' olarak segilmistir [29].

Orijinal PX458 plazmiti Hs U6 promotorii altinda gRNA ekspresyonu

saglamaktadir. Bu gRNA, Hs_U6 ve aksolotl Am U6 promotorii araciligiyla

bagimsiz olarak ifade edilecek sekilde Kklonlanmistir ve yapilart tek adimda

olusturulmus ve sekanslanmistir. Bu Kklonlanan plazmit ayrica bir GFP dizisi
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icerdiginden GFP yapist mCherry ile degistirilmistir ve bu sekilde takibi
yapilabilmistir.

Am_UG6 dizisi, insan ncRNA (noncoding RNA, kodlama yapmayan RNA)
U6'sin1 aksolotl genomuna kars dizileyerek (blasting) elde edilmistir. Bu dizileme
cesitli isabetlerle sonuglanmigtir. Aksolotl U6 promotorleri, insan U6 promotor
dizisi ile benzer konsensiis bolgeleri igerdigi goriilmiistir. Am_U6'y1 olusturmak
i¢in ¢esitli aksolotl U6 dizilerinden biri se¢ilmistir (Sekil 5.5.1). Bu se¢gim, CRISPR
plazmitlerinde kullanilan insan U6 promotor dizisine benzerligine dayandirilmustir.
Bu klonlanan plazmit ayrica bir GFP dizisi igerdiginden GFP yapist mCherry ile
degistirilmistir ve bu sekilde takibi yapilabilmistir.

-241 214 66 23 0
Hs_Us ATTACCCATAATGCATYGCGG - ATTTGCAT ngGACCGTG BrgT(GT)RAARme)TG — TTTATAT Us
-241 214 56 24 0
px458Hs U6 ATTTCCCATGATTCCTTCATAT — ATTTGCAT CTTACCGTAACTTGAAAGTATTTC — TTTATAT gRNA
-241 214 -65 24 0
Am_Ué CGGAGCGACACATGACTGAAT —ATTTGCAT CTCACCCTGAGTGTAAGGATG - TATAT ué

Sekil 5.5.1: Farkli U6 promotorlerinin, insan Hs_UG6, aksolotl Am_U6 kiyaslanmasi ve benzer
domainleri.

Am_U6 promotoriiyle birlikte GFP gRNA molekiilii tek bir gBlok sekansi
olarak siparis verilmistir (sekil 5.5.2 (A)). Ve bu gBlok, PX458 enzimi Bbsl ve Pcil
enzimleri ile kesilen plazmite Hifi reaksiyonu ile yukaridaki reaksiyonlarda
belirtildigi sekilde klonlanmugtir. Hifi reaksiyonundan sonra transformasyon
protolokii yine yukarida belirtildigi bicimde ve koloni PZR su primerler kullanilarak
yapilmistir: ileri primer: 5’CGCGCTCACGATTTTAGCAA3, geri
5’AGAGTGAAGCAGAACGTGGG 3°. Bu plazmit EcoRI enzimi ile kesilerek GFP
molekiilii yerine gBlok seklinde siparis verilen T2A-mCherry molekiilii (sekil 5.5.2.
(B)) Hifi birlestirme reaksiyonu ile klonlanmistir. Bu sekilde Am_U6 GFP gRNA
mCherry plazmiti olusturulmustur. Klonlamalar1 dogrulamak igin sekanslamaya
gonderilmistir.

Hs_U6 GFP gRNA plazmitini elde etmek i¢inde EK 2’de belirtilen oligolar
PZR cihazinda birlestirilmistir. Herbir oligodan 10 ng/ul olacak sekilde 5’er ul
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kullanilmigtir. PZR cihazi 95 °C’den baslayarak giderek azalan sicakliklarda (95-85-
75...) her bir sicaklikta 2 dakika inkiibasyon saglanacak sekilde ayarlanmis ve
oligolarin birlesmesi saglanmistir. HS_UG6 promotoriinii igeren PX458 plazmiti Bbsl
enzimi ile kesilerek Hifi reaksiyonuna tabii tutulmustur. Hifi reaksiyonundan sonra
transformasyon protolokii yukarida belirtildigi bicimde ve koloni PZR su primerler
kullanilarak yapilmustir: ileri primer: 5>"GAGGGCCTATTTCCCATGATT 3°, geri
primer 5’GACACGCTGAACTTGTGGCC 3. Bu klonlanan plazmite ise yine EcoRI

kesimi ile mCherry gBlok sekansi klonlanmistir ve sekanslamaya gonderilmistir.

A

4
| Pcil (21)
Start Xhol (27) End
1001 2001 3001 4007
OH HiFi OH HiFi
\ GFP gRNA )
N _
B re ™
I
Start EcoRI (24) (801) EcoRI End
2007 4007 6007 8007
] mCherry
OH HiFi OH HiFi
. vy

Sekil 5.5.2: Am_U6 GFP gRNA ve mCheery gBlok’larin sematik gosterimi. A) Siyah bar Am_U6
promotor dizisini, kirmizi bar ise GFP gRNA dizisini sembolize etmektedir. B) Kirmizi bar mCheery
dizisini, pembe bar T2A dizisini sembolize etmektedir. Beyaz barlar homoloji uzantilarini
gostermektedir.

5.6. Vektorlerin In-Vitro/Vivo incelenmesi

5.6.1.PEI Transkfeksiyonu

HEK-293T hiicreleri 35 mm’lik plakalara ekilmis ve %80 yogunluga
gelmeleri icin 2 giin inkiibatorde 37 °C’de bekletilmistir. Beklenen yogunluga
ulastiginda énceden optimize edilmis, PEI kimyasali metoduyla transfeksiyon islemi
uygulanarak yukaridaki klonlanan vektorlerin tiimiiniin ekspresiviteleri ayri ayri
kontrol edilmistir. Tablo 5.6.1.1’de verilen miktarlarda kimyasallar bir tiipte
karigtirilmis ve 10 dk bekletilmistir. Sonrasinda karigimin tamami hiicrelerin iizerine

damlatilarak verilmistir. Inkiibatdre kaldirilip, 2 giin beklenmistir. iki giin sonunda
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LSM800 Konfokal mikroskopu kullanilarak goriintii alinmigtir. Tiim bunlara ek
olarak, HSE enhensirini igeren plazmitin transfekte edildigi hiicrelerde, 1s1 soku
indiiksiyonunun ekspresyon seviyesini degistirip degistirmedigini inceleyebilmek
adina, hiicreler 2 saat 42 °C’de inkiibe edilmis ve sonrasinda tekrar goriintiileme

yapilmustir.

Tablo 5.6.1.1: Transfeksiyon igerigi.

Icerik Miktar
Plazmit 1400 ng
OPTIMEM 56 ul
PEI 12 ul

5.6.2.Elektroporasyon

Transgenik aksolotl gelistirmeye yonelik tasarlanan ve klonlanan vektorlerin,
embriyonik enjeksiyondan 6nce in-Vvivo test edilmesi gerekmektedir. Denemeler igin
yabanil tip veya beyaz mutant 6-12 aylik hayvanlar se¢ilmistir. Belirlenen aksolotl
%]1°lik benzokain igerisine 20-30 dakika birakilip bayiltilmistir. Plazmitlerin
denenmesi igin erisilebilirligi kolay olmasi agisindan uzuv derisi hedeflenmistir.
Klonlanan plazmitler, deriye intradermal olarak Hamilton enjektorii yardimiyla
verilmistir. Yaklasik 500 ng/ul konsantrasyona sahip bir plazmitten 10 ul olacak
sekilde enjekte edilmistri. NepaGene21 isimli elektroparasyon cihazi ve Cuy-650p5
elektrotu kullanilarak, plazmitler elektriksel kuvvetle hedef hiicrelere verilmeye
calistlmistir. Asagidaki tablo 5.6.2.2°de deneysel optimizasyon protokolleri
verilmistir. Tabloadaki 2 numarali protokol, 2-2.5 cm uzunlugundaki aksolotllarda
omuriligin merkezi kanalindaki hiicrelerde denenmis ve galistigi gosterilmistir [66].
Bu ¢alismadan yola ¢ikarak protokol 1 ve 3 gelistirilmistir. 1 numarali protokol ile
sonu¢ alindigindan onunla devam edilmistir. Bu protokol her bir plazmit i¢in ayri
ayr1t uygulanmistir. Plazmitlerin ¢alismasi durumunda aksolotllarda GFP sinyali
goriilmesi beklenmistir. Sekil 5.6.2.1°de de goriildiigli gibi GFP gRNA’nin test

edilecegi plazmitler i¢in GFP pozitif hayvanlar kullanilmistir. Plazmitin ¢aligmasi
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halinde, aksolotl genomundaki GFP sinyalinin azalmasi ve yerini mCherry
sinyalinin almas1 beklenmistir. Darbeler uygulandiktan sonra, aksolotl kendi suyuna
geri birakilip uyanmasi beklenmistir. 4 giin sonra, plazmitlerin ekspresyonlari
AxioZoom mikroskopu yardimiyla goriintiilenmistir. HSE enhensir denemesinde
tiim bunlara ek olarak, elektroporasyondan 2 giin sonra hayvanin koluna 20 dakika

boyunca 24 °C 1s1 verilmistir ve bundan 2 giin sonra goriintiileme yapilmistir.

A Axolotl | " Axolotl
0. Giin
B GFP+ Axolotl GFP+ Axolotl
\ +mCh
GFP @ ?
0. Giin

4. Giin

Sekil 5.6.2.1: Plazmitlerin aksolotl kol derisinde elektroporasyon yoluyla testi. A) Aksolotla verilen

ve GFP sekansi bulunan tiim plazmitlerin verildikten 4 giin sonraki beklenen temsili GFP pozitif

hiicre goriintiisii. B) gRNA ekspresyonunu test etmek i¢in GFP pozitif hayvana verilen gRNA ve
mCheery dizilerini igeren plazmitlerin 4 giin sonraki beklenen temsili goriintiisii.
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Tablo 5.6.2.2: Aksolotl derisinde optimize edilen elektroporasyon protokolleri. Protokoller por ve
transfer darbesi olarak iki tiirde darbe igermektedir ve her bir darbenin uzunlugu, araligi, bozunma

orani ve poleritesi verilmistir.

Por darbesi
Volt (v)
Darbe
uzunlugu(ms)
Darbe aralig1
(ms)
Darbe sayis1
Bozunma
orani (%)
Polarite
Transfer
darbesi
Volt (v)
Darbe
uzunlugu(ms)
Darbe aralig1
(ms)
Darbe sayist
Bozunma
orani (%)
Polarite

Protokol 1

150.0
5.0

10.0

3
0

+

50.0
50.0

950.0

Protokol 2

70.0
5.0

50.0

5
0

+

40.0
50.0

999.0

10

Protokol 3
100
5.0

50.0

3
0

+

50.0

50.0

990.0

49



5.7.Malzeme Listesi

Malzeme

DMEM

PEI

FBS

PBS

One Taqg PZR mixi

SOC Besi Yeri

Mini plazmit izolasyon kiti
Maxi plazmit izolasyon Kiti
Optimem

Agarose

LB broth

Amfisilin

DNA Ladder

Gliserol

SafeView

Restriksion enzimleri
NEBuilder Hifi birlestirme Kkiti
T4 DNA Ligaz

Benzokain

Cip enzimi

gBlok sekanslari
Primerler

GFP gRNA ileri-geri oligolar:
Tris-EDTA

Firma-Katalog No
Multicell, 319-005-CL
Polysciences, 23966
Sigma-F4135
Sigma-P4417
Biolabs-M0482S
Invitrogen, 15544-034
Qiagen- 27106
Qiagen- 28704

Thermofisher,51985034

Multicell, D1-LE
Biomatik, A8521

Wisent Bioproducts, 450-110-EL

BioLabs, NO550S
Multicell, 800-040-EL
Abm, G108

Progen

New England Biolabs
Progen- M0202S
Sigma- 94-09-7

New England BioLabs- M0525S

IDT

Oligomer

Oligomer-1D 20201109-8

Sigma
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6. BULGULAR

6.1.Klonlanan Pazmitlerin Dogrulanmasi

Yukarida klonlanan plazmitler sanger sekanslama ile dogrulanmistir.

Insertlerin

bazi niikleotit dizimleri ve referans dizileri asagida sekil 6.1.1°de

verilmistir. gBlok seklinde klonlanan insertler sekanslanmig, B-aktin promotdriiniin

eklenmesinden sonraki klonlamalar ise koloni PZR ile dogrulanmustir. Jel goriinleri

asagida sekil 6.1.2°de gosterilmistir.

—
Klonun
niikleotit
dizisi

A)

'l ¥

ltataaagtgacatagtaaagtgcacagttccatgchTAGAGGGTATATAATGGGGGCOAAGa
l l l l l ' '
atatttcactgtatcatttcacgtgtcaaggtaccAGATCTCCCATATATTACCCCCGGTTCt

Ncol

% .

TATAAAGTGACATAGTAAAGTGCACAGTTCCATGGTCTAGAGGGTATATAATGGGGGCCAAGACCG \

Tahmini
niikleotit dizileri | | |
\L. 130 120 110 100 50 80 i
(:C'TcgaGAAcgTT!xaeAM:aTTCgaGATchTCg'cGAAtaT'TCgaGTGtcTTcgaGAAgaC TCtcBAACGGTCgyGAAL nTTchG.AAcaTTc'thAGc;\
R B A e S BLAAS, it
b | aGAGCECTTGCAABGLCTTGEARGC LCTAGCAAGEGCTTALAAGCE CACAQAAGCECTTCED  AGagETToCAGCCETTaCAAGYCCTTgLARBAGETEGE
Klonun Tsert
R (D R — e — L e SR o (e |
dizisi I
TTCTCOAGAACBTTCCAGAACATTCGABATCATTCGCGAATATTEGAGTGTCTTCBAGAAGAC TCTCGAACGGTCEGBAATETTCCBBAACATTCTCBABCAE
Tahmini
niikleotit dizileri
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C)

—
Klonun
niikleotit
dizisi

—)
Tahmini
niikleotit dizileri

D)

ey
Klonun
niikleotit
dizisi

o N

AGCGGTAAATTGATACGGAGACTTTAGGATTTTATTTCTATAAGTCCAAATACTCGGAAATTTGTATAAAAI

1 1 L i 1 i 1 i L i 1 i 1l 1
1 L) 1 v 1 L] 1 L4 1 v 1 L4 T LS

TCGCCATTTAACTATGCCTCTGAAATCCTAAAATAAAGATATTCAGGTTTATGAGCCTTTAAACATATTTT!

\ -

(CGGTAAATTGATACGGAGACTTTAGGATTTTATTTCTATAAGTCCAAATACTCGGAAATTTGTATAAAAC \

\

ISacIl N\

CTCAGCCACCGGCAGCGGCTGGCAGAAGGAGCGGCGCGTCCATCCCGCCTGAGCGCATCCGCGGGCGTTACACaca
1

. 1 1 1 n 1 I 1 1 1 + 1 " 1 L
T T T T T T T T T T T T T T T T

GAGTCGGTGGCCGTCGCCGACCGTCTTCCTCGCCGCGCAGGTAGGGCGGACTCGCGTAGGCGCCCGCAATGTGEgE

ETE.GSTSSS—_—— er—_—_—_—_—_—_—_
N »

(CTCAGCCACCGGCAGCGGCTGGCAGAAGGAGCG@CGTCCATCCCGCCTGAGCGCATCCGCGGGCGTTACACACATGCCC\

Tahmini
niikleotit dizileri

E)

|
(l'GGGcTGGGAGGCCTCCTCc6AGCGGATGTACCCCGAGGACGGcGCccTGAAGGGCGAGATCAAGCAGAGGCTGAAGC

: 1 3 1 1 1 " 1 1 1 1 1 1 1 " 1

Klonun
niikleotit
dizisi

T T T T T T 4 T T T T T T T 4 T

ACCCGACCCTCCGGAGGAGGCTCGCCTACATGGGGCTCCTGCCGCGGGACTTCCCGCTCTAGTTCGTCTCCGACTTCG

L L L L 150 L L o 155 L L L 160 L L L 165 s L L 170,
et Gly Trp Glu Ala Ser Ser Glu Arg Met Tyr Pro Glu Asp Gly Ala Leu Lys Gly Glu Ile Lys Gin Arg Leu Lys L
mCherry —

X, 2

(TGGGCTGGGAGGCCTCCTCCGAGCGGATGTACCCCGAGGACGGCGCCCTGAAGGGCGAGATCAAGCAGAGGC'\

Tahmini
niikleotit dizileri
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F)
sy | CETAACTTGAAAGTATTTCOATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAABGACBAAACACCEGCCACAAGTTCAGCGTGTC!
Klomun || i
niikleotit GCATTGAACTTTCATAAAGCTAAAGAACCGAAATATATAGAACACCTTTCCTGCTTTGTGGCCGGTGTTCAAGTCGCACAGH
dizisi HsU6 GFP gRNA |
r,'I'AACT‘I'G,C\I-‘\.ﬂGTATTTCGATTTIT.:TTGGCTTT.ﬂT.ATAT(L'I'TGTGGA.AAGGACGJ\HACHCCGEC(}.ﬁ\CAAGTT'IL}\GCGTG'I'CGTTT\
Tahmini
niikleotit dizileri L ‘
e o
\:C 350 400 410 420 430 440 450 460 j
G)
> <l s, X
( AvrII \
e | [GAGTGTAAGGATGCCACGTTTTGTGTCATATATAGAGCTGAGCCCGCCTAGGGGCTTGECCACAAGTTCAGCETGTC
L D S
niikleotit ACTCACATTCCTACGGTGCAAAACACAGTATATATCTCGACTCGGGCGGATCCCCGAACCGGTGTTCAAGTCGCACAG
s IO Aol conett o entaton;
e [TAAGGATGCCACGTTTTGTGTCATATATAGAGCTGAGCCCGCCTAGGGGCTTGGCCACAAGTTCAGCGTGTC\
Tahmini
niikleotit dizileri

Sekil 6.1.1.: Sirastyla, A) HSE YBTATA, B) KER YBTATA, C) IRX YBTATA, D) EY YBTATAE)
mCheery, F) Hs_U6 GFP gRNA, G) Am_U6 GFP gRNA insertlerinin klonlandiktan sonraki belirli
bolgelerinin sekans dizileri. Renkli pikler niikleotitleri sembolize etmektedir. Beklenen dizi asagi
satirda, klonun dizisi de iist satirda yer almaktadir. Renkli barlarda enhensirlarin ve promotorlerin

isimleri yer almaktadir
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IRX Act 5

Sekil 6.1.2: B-aktin protomotoriiniin klonlanmasinin koloni PZR ile dogrulanmasinin jel goriintiileri.
a) Keratin p-aktin, HSE B-aktin ve Ey p-aktin klonlanmas: sonucu dogru klonlarin %1°lik jel
gorintiisii. b) IRX beta aktinin i¢in 5 farkli klonun dogrulandig %1°lik jel goriintiisii.
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6.2 Plazmitlerin In Vivo/Vitro larak Mikroskopik Incelemeleri

Herbir enhensirm HEK-293T hiicrelerinde ve aksolotl derisinde eksprese olup
olmadig1 sirasiyla LSM800 ve AxioZoom mikroskoplariyla kaydedilmistir. Ayni
zamanda YBTATA promotorii ve beta aktin promotdrleri altindaki ekspresyon
durumlar1 da ayr1 ayr1 goriintiilenmistir ve sekil 6.2.1 ve 6.2.2°deki sonuglar elde
edilmistir. Keratin YBTATA- B-aktin, HSE YBTATA- B-aktin ve IRX beta aktin
plazmitlerinden pozitif sonu¢ alinmistir. Deneyler i¢in kullanilan CMV enhensir
altinda orijinal PX458 plazmitininde aksolotl derisine elektroporasyon sonucu sekil

6.2.3’de gosterilmistir.

Plasmid HEK-293T hiicreleri Axolot!

HsU6-gRNA Ker
YBTATA pX458

HsU6-gRNA EY
YBTATA pX458

HsU6-gRNA HSE
YBTATA pX458

HsU6-gRNA IRX
YBTATA pX458

Sekil 6.2.1: Doku spesifik enhensirlarin YBTATA promotorii ile birlikte in-vitro ve in-vivo
incelemeleri. Sirasiyla Keratin, Ey, HSE, Irx enhensirini igeren plazmitlerin GFP filtre altinda hiicreye

transfesiyonu ve aksolotl dersine elektroporasyonu sonrast goriintiileri.
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HEK-293T hiicreleri Axolotl

HsU6-gRNA Ker B-

act pX458

act pX458

HsU6-gRNA HSE B- HsU6-gRNA EY B-

act pX458

HsU6-gRNA IRX B-

act pX458

Sekil 6.2.2: Doku spesifik enhensirlarin -aktin promotorii ile birlikte in-vitro ve in-vivo incelemeleri.
Sirastyla Keratin, Ey, HSE, Irx enhensirini iceren plazmitlerin GFP filtre altinda hiicreye transfesiyonu
ve beyaz mutant aksolotl dersine elektroporasyonu sonrasi gortntiileri.



Axolot!

HsU6 gRNA- CMV

PX458

Sekil 6.2.3: Orijinal PX458 plazmitinin yabanil tip aksolotla elektroporasyonundan 4 giin sonraki
goruntusu.

HSE YBTATA plazmiti transfekte edilen hiicrelerde 1s1 soku verilmeden ve
151 soku (42 °C) verildikten sonraki ekspresyon seviyelerini kiyaslamak adina 6ncesi

ve sonrasi olarak iki goriintiisii alinmis ve sekil 6.2.4’te verilmistir.

HSE YBTATA

Is1 soku dncesi Ist soku sonrasi
HEK-293T hiicreleri HEK-293T hiicreleri

Sekil 6.2.4: HSE YBTATA plazmitinin HEK-293T hiicrelerine verildikten hemen sonraki ve 1s1 soku
uygulandiktan sonraki ekspresyonlarinini goriintiileri.
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6.3 GFP gRNA’nin In Vivo/Vitro olarak Mikroskopik Incelemeleri

GFP gRNA’nin aksolotl U6 ve insan U6 promotdrleri altinda galisirligini
gostermek i¢in hiicre kiiltiirii ve GFP pozitif aksolotl derisinde goriinleri alinmis ve
asagidaki sekil 6.3.1 elde edilmistir. Herhangi bir hiicrede mCherry sinyali

goriilmemis ve GFP sinyalinde azalma tespit edilmemistir.

Plazmit HEK-293T hiicreleri Axolot!
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Sekil 6.3.1: Sirastyla insan U6 ve aksolotl U6 promotérleri altindaki GFP gRNA’nin mCheery filtresi
altinda hiicre ve aksolotl derisindeki goriintiileri.
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7. TARTISMA VE SONUC

Aksolotl organ veya doku rejenerasyonu ¢alismalar1  i¢in olduk¢a dnemli
bir model organizmadir. Cilinkii insanlarda sinirli olan bu fonksiyonlar aksolotlda
kalp, omurilik, uzuvlar, beynin belirli bir boliimii kapsayacak sekilde gelismistir
[70]. Bu rejenerasyon mekanizmalarini daha iyi anlayabilmek igin siiregte rol alan
genlerin fonksiyonlarinin anlasilmasi gerekmektedir. Global mutasyonlar (tiim
organizma mutasyonlari), bir genin fonksiyonelliginin anlasilmast icin yeterli
olmamakla birlikte, diger birgok siirecide etkileyebilmektedir. Bu sebeple genin
spesifik bir dokuda ve belirli bir zaman araliginda fonksiyonunu 6grenmek ¢cok daha

elzemdir.

Calismamizda Crispr/Cas9 araci ile tek bir organizmada iki ardisik hedefleme
planmistir. Ik hedefleme sayesinde, embriyonik enjeksiyon yoluyla ilk allel
susturulmus olacaktir. Devaminda da mikro enjeksiyon ile verdigimiz 6zel enhensir
dizileri ile dizayn edilmis plazmitler araciligiyla doku ve zamansal kontrollii ikinci
hedefleme saglanacak ve diger allel inaktive olacaktir. Bu vektor plazmitler
gRNA’y1 tiim organizmada eksprese ederken, Cas9 endoniikleazini ise dokuya 6zgii
eksprese edecek ve sadece Cas9’un aktif oldugu dokularda mutasyon izlenecektir.
Bu tez caligmasinin temel amaci da bu plazmitlerin dizaynini ve test edilmesini

kapsamaktadir.

Deride olusturulacak mutasyonlarin goriilebilirlik kolaylig1 saglayacagindan
otiirii Keratin enhensiri, buna yedek plan olarak kiiglik géz enhensir1 Eyless,
Xenopusta bircok dokuda aktif olan Iroquois enhensir1 ve indiiklenebilir
ekspresyonu saglayacak HSE enhensiri tercih edilmistir ve gBlok DNA dizi olarak
temin edilmislerdir. Bu dizileri igerecek olan vektor plazmitin kiiciik olmasi etkinligi
arttiracagindan  dolay1r sekanslar miimkiin oldugunda minimal tutulmaya
calistlmistir. Her biri Hifi izotermal birlestirme reaksiyonu ile klonlanacagindan
yaklasik 20 niikleotitlik homolojiyi saglayacak uzantilar eklenmistir. Ayni zamanda

vektorlerin bir reportdr sinyaline sahip olmasi, florasan mikroskopu altinda takibini
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kolaylagtirmaktadir. Bizim ¢calismamizda GFP, yesil floresan proteini hedef hiicreyi

goriintiilemede kullanacagimiz sinyal olarak belirlenmistir.

Plazmitlerin klonlanmasi igin Hifi birlestirme ve klasik kesim-ligasyon
yontemleri basarili bir sekilde kullanilmistir. Fakat, basta gBloklardan bazilarinin
klonlanmasinda problem ¢ikmigtir. Bu durumda gBlok dizisinin molekiil i¢i baz
eslesmesi (hairpin) yapilarinin olusmus olabilecegi diisiiniilerek diziler 70 °C’de 5
dakika boyunca inkiibe edilmistir. Hedef gBlok dizileri tekrar incelendiginde
molekiil i¢i baz eslesmesi (haripin) yapisini olusturabilecek baz dizilerine sahip
oldugu goriilmiistiir ve bununda klonlama verimini ¢ok diisiirdiigii bilinmektedir. Bu
sebeple, hairpin yapisinin ¢oziilebilmesi icin diziler 70 °C’de 5 dakika boyunca
inkiibe edilmistir. Cift sarmal haldeki dizilerin yiiksek sicakliga maruz
birakildiginda aralarindaki hidrojen baglarinin zayifladigir ve bu sayede dizilerin
acildigr yapilan daha Onceki calismalarda gosterilmistir [71]. Bu sistem ayni
zamanda PZR reaksiyonlarinin da temelini olusturmaktadir. Ancak, gBlok dizileri
goreceli olarak daha kiiciik oldugu ve sarmal yapida olmadigr i¢in sicaklik se¢imi
PZR de oldugu gibi 95°C degil, 70 °C olarak belirlenmistir. Dizilerin tamamen
acilmas1 yerine, yalnizca olusturduguna inanilan hairpin yapilarimin ¢oziilmesi
istendigi i¢in, inkiibasyon siiresi de 5 dakika olarak segilmistir. Bu sayede DNA
¢oOziilmesi saglanmig ve klonlamalara devam devam edilmistir. Bir diger durum ise,
Keratin gBlok dizisinin son 100 baz ¢iftlik promotor kismi eksik olarak (firma
kaynakli hata olarak) elimize ulasmasidir. Buna ragmen, HEK-293T hiicrelerinde
yapilan ilk denemede GFP sinyali gézlenmistir. Bunun nedeni olarak, Xenopustan
alinan yukart akis dizisinin  TATA kutusunu bulunduruyor olmast olarak
yorumlanmigtir.  TATA kutusu sayesinde transkripsyonu baglatan faktorler
baglanabilmis ve ekspresyon gozlenmistir. Keratinin eksik kisminin Ncol enzimi ile
klonlanmasi sonrasinda sekanslama sonucunda insertin kesik plazmite (PX458) ters
entegre oldugu saptanmistir. Bu durum iki ucunda Ncol enzimi ile kesilmesi sebebi
ile ayn1 homoloji ug¢larmi olusturacagindan muhtemel olarak degerlendirilmistir.
Koloni PZR sonucunda insert ters entegre olsa bile ayni uzunlukta bant elde
edileceginden durum fark edilmemistir. Sekanslama sonucu tespiti sonrasinda,

dogrulugu bilinen klon tekrar transforme edilmistir ve Keratin YBTATA klonlamas1
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bu sekilde tamamlanmustir. Irx dizisini elde etmek igin Oncelikle aksolotl
genomundan PZR ile ¢ogaltma yoluna gidilmistir. Fakat aksolotl genomu ¢ok genis
olmas1 ve halen sekanslanmamis bolgeler barindirmasindan 6tiirii ¢cogaltilamayip
diger enhensirlar gibi gBlok sekansi olarak siparis verilmistir. Bir diger enhensir
olan HSE, birbirini tekrar eden pentamerik dizilerden olusmaktadir ve bizim
calismamiz igin bu diziler 10 tekrar seklinde kullanilmistir. Fakat indiiklenebilirlik
(1s1) hassasiyetini arttirmak i¢in tekrar sayisi arttirilabilecek sekilde dizayn edilmis
ve 18 tekrardan olusan hali de basariyla klonlanmistir. Diger gBloklarin da
klonlanmasi asamasinda dikkat edilen bir diger husus ise kesim sonunda kesilen
plazmitin tespiti asamasinda dogru bant1 segerken DNA’lar1 ¢ok uzun siire UV’ye
maruz birakmamak olmustur. UV radyasyonu DNA iizerindeki mutasyon oranini
arttirlp sekanslama sonuglarimizi negatif etkileyebileceginden dolayr bundan

kacinilmustir.

Sekanslama sonuglarimizi degerlendirmek gerekirse, sekil 6.1.1, Ker
YBTATA, Ey YBTATA, Irx YBTATA ve HSE YBTATA gbloklar1 basarili bir
sekilde klonlanmistir. Ayn1 sekilde, enhensir dizilerinin sonuna B-aktin promotorii
klonlamalar1 da sekil 6.1.2, koloni PZR jel goriintiilerinde beklenen bant

uzunluklariyla dogrulanmastir.

Devaminda, departmanda bulunan ve ekspresivitesi oldukca yiiksek HEK-
293T hiicreleri katyonik lipit olan PEI ile transfekte edilerek ve her bir plazmitin in
vitro denemesi yapilmustir. Hiicre kiiltiirii denemelerinin aksolotl hiicre hattinda
yapilmasnin daha uygun oldugu diisliniilmesine ragmen elimizde bulunmamasi
sebebi ile Oncili bilgi edinebilmek adina insan hiicrelerine verilmistir. Nitekim
sonuglarda da goriildiigii gibi, sekil 6.2.1 ve 6.2.2, her bir enhensir ve promotdr bu

hiicre hattinda yliksek derece ekspresyon gostermistir.

In vivo test i¢in ise elektroporasyon yonteminin tercih edilmesinin sebebi gok
genis capta hiicre gurubuna ve plazmit boyut farki olmaksizin transfeksiyonu
saglamasinin yanisira aksololtda da daha 6nce kullanilmus bir yontem olmasidir [29,

64]. Fakat daha once aksolotl uzuv derisinde uygulanan bir elektroporasyon
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diizenegi literatirde bulunmamasindan dolayi, aksolotlda yapilan bir diger
protokolden yola ¢ikilarak optimizasyon yapilmstir ve sekil 5.6.2.2°deki 1. protolol
ile pozitif sonuclar alinmistir. 11k olarak denen orjinal PX458 plazmiti yabanil tip
hayvan derisine verilmis ve ¢ok fazla arka plan sinyali, otofloresan goriilmiistiir. Bu
Sebeple, enhensirlarin testi i¢in beyaz mutant hayvan segilmesi seffaf derisi ve
nispeten az otofloresan gostermesi sayesinde deri enjeksiyonunu kolaylastirmistir.
Ayrica elektroporasyon cimbizi ile ulagilabilirligi kolay olmasindan dolayi
parmaklarinin hemen tist bolgesine elektrik darbeleri verilmistir. Elektroporasyon
sonuglarini degerlendirecek olursak, Ey géze 6zgili bir enhensir oldugu i¢cin hem
YBTATA hem de B-aktin promotorii altinda beklendigi lizere deride ekspresyon
gostermemistir. Keratin enhensir1 verilen aksolotl uzvunda ise her iki promotor
altinda da pozitif hiicre yakalanmistir. Irx enhensir1 igin ise yalnizca [B-aktin
promotdrii altinda GFP ekspresyonu gosteren hiicre segilebilmistir. HSE plazmitinde
her iki promotérle de 151 soku sonrast GFP pozitif hiicre saptanmustir. Ozellikle hiicre
calismasinda 1s1 soku verildikten sonra gozle goriiliir ekspresyon artist 1s1 soku
indiiksiyonunun calistigin1 gostermistir. Sinyaller zayif gériinmesine ragmen, ¢cekim
esnasinda mCherry filtersiyle yapilan kontrolde sinyal goriilmemesi ve Once
fotografinda benzer lokasyonlarda sinyalin olmamasi bizi otofloresan siiphesinden

uzaklastirmistir.

Bu tez ¢aligmasinin yiiriitiildigii proje kapsaminda tyr gRNA ile tirozin geni
hedeflenmekte, tiim deri veya kismi albino bolgelere sahip aksolotl olusturulmasi
planlanmaktadir. Fakat bundan 6nce, GFP pozitif hayvanda daha oncede g¢alistigi
gosterilen GFP gRNA ile uygun promotoriin testinin yapilmasina karar verilmistir.
Orjinal PX458 plazmitinde insan U6 promotorii bulunmakta ve aksolotlda
calismama ihtimaline karsin aksolotl genomuna kars1 dizilenip benzer aksolotl U6
promotorleri bulunmustur. Elde edilen isabet sekanslardan hangi Am_U6
promotoriiniin secilecegi veya hangisinin tiim hiicrelerde ekspresyon gosterecegi
veya hangisinin daha giiclii bir ekspresyona sebep olacag: gibi birgok soru isareti
akillara gelmistir. Aksolotl U6 promotorleri, insan U6 promotor dizisi ile konsensiis
bolgeler icerir. Am _U6'y1 olusturmak igin gesitli aksolotl U6 dizilerinden birisi

secilmistir. Bu segim, CRISPR plazmitlerinde kullanilan insan U6 promotdr dizisine
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benzerlige dayandirilmigtir. Calismamasi durumunda, alternatif ikinci bir yontem
olarak, gRNA'y1r bir mRNA dizisinden ayirmak i¢in kullanilan Ribozimler
belirlenmistir [29]. Bu islem ayn1 zamanda polyA kuyrugunu da ortadan kaldirmakta
ve mRNA'nin kararsizligina neden olabilebilmektedir. mRNA bozulmasini 6nlemek
icin, ilk ribozimden (18 baz ¢ifti) once stabilize edici bir RNA dizisi olan ve tripleks
olarak adlandirilan dizi eklenmistir. Bu yontem aksolotlda daha 6nce denendiginde,
iki plazmit kullanilmis, bir plazmit Cas9'u ifade ederken diger plazmit, ribozim
dizileriyle ¢evrili gRNA ile bir floresan isaretleyiciyi ifade etmistir. Hedeflenen
hiicrelerde bir floresan isaretleyicinin bulunmasi gRNA'nin varligini géstermistir.
Bizim yontemimizde hedefleme yapimizi (Cas9 ve gRNA) genomda tek bir yapi
olarak tanitmamiz gerektiginden hem Cas9 hem de ribozimin ayni plazmit tizerinde
bulunmas1 gerekmektedir. Bu nedenle, ribozim-gRNA dizilerine kaynagmis Cas9
cDNA'y1 ifade edecek bir plazmit olusturulmustur. Ribozim aracili gRNA'nin kendi
kendini parcalamasindan (self-cleaving) sonra, kalan tripleks Cas9 mRNA'y1
korumakta ve Cas9 ifadesini etkinlestirmektedir. Boylece hem Cas9 hem de gRNA,

ilgilenilen geni hedefleyebilecektir.

GFP gRNA i¢eren plazmitin takibinin saglanabilmesi i¢in plazmitteki GFP
dizisi yerine mCherry dizisi konulmustur ve sekil 6.3.1°deki sonuglar elde edilmistir.
HEK293-T hiicre hattindaki ekspresyon seviyelerine bakildiginda her iki promotdr
altinda da sinyal goriilmistiir. Fakat aksolotlda her iki promotor i¢inde sinyal
alinamamustir. mCherry sinyalinin alinmamasi yerlestirilmis plazmit olmadig
anlamina gelmektedir. Eger mCherry plazmiti entegre olduysa ve sinyal alinmadiysa
bu da otofloresan kaynakli olabilmekle birlikte, GFP hayvana enjeksiyonun
yapildig1 bolgedeki GFP sinyalinin azalmas: ile kontrol edilebilir. Bu enjeksiyonda,
GFP pozitif hayvanlarda GFP'de herhangi bir azalma g6zlenmediginden, plazmitin
entegre olmadig1 veya yapinin islevsel olmadig1 sonucuna varilmaktadir. Insan U6
promotoril beklendigi iizere, aksolotlda gesitli transkripsiyonel baglanma bdolgeleri
farkliliklarindan dolay1 ¢alismayacagi onceden tahmin edilmektedir. Am_UG6
promotorii i¢in de belirledigimiz kriterler segtigimiz dizi yerine diger dizilerinde
degerlendirilmeye alinmasi gerektigi yorumuna varilmistir. Buna ek olarak,

plazmitin miimkiin oldugunda kii¢iik olmasini istedigimizden dolayr diziyi bir
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miktar kisaltarak almamiz yine bu negatif sonuca neden olmus olabilmektedir. Bu
negatif sonug diisiiniilerek bir arka plan olarak segilen yukarida bahsedilen Ribozim
ile bekledigimiz sonu¢ alinmug, mCherry sinyali gézlemlenmemesine ragmen,

azalan GFP ekspresyonu tespit edilmis ve GFP gRNA’nin ¢alisirhig gosterilmistir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda elde edilen sonuglarla, dizayni yapilan,
klonlanan ve in vitro/vivo testi yapilan enhensirlardan ve GFP gRNA
plazimitlerinden yola ¢ikilarak, Ker YBTATA ve Ribozim tyr gRNA kombinasyonu
ile ilk embriyonik enjeksiyon denemesine karar verilmistir. Doku spesifik ve
zamansal kontrolii saglayacak bu sistem ardisik iki hedefleme ile aksolotlda
calisirlign  gosterildikten sonra, rejenerasyonda rol alan genler icin de
uygulanabilecek hale gelecektir. Bu da bizlere rejenerasyon siirecinin anlagilmasi ve
teropatik manipiilasyonlara giden yolun aydinlatilmasinda yardimci1 basamaklardan

biri olacaktir.
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9. EKLER

EK 1: gBlok ve promotor dizilerinin ad1 ve sekanslar1. Alt1 ¢izili kisimlar homoloji  uzantilarini, koyu
gri bolgeler yapay YBTATA promotorunu, agik gri bolgeler enhensir sekanslarini ifade etmektedir.

gBlok adi Sekans

Keratin 5 ‘ctgcagacaaatggctctagaggtaccacaccacctgcaccctcatataattttggaaaagce

YBTATA | aacaattgtgcatttgtgatatttgacttaaaaacagatgtcattatttatggcatcttcaagaaaa
ccaaaagcattgatcaaactcttctagatcacagtgatattcctgttcctctggaattgctagaatt
attatataaattagaacaacaaagcaagaactgcttcttctgtgtcccacaggcacaaaggga
agcaataaattaaaagagaaaaaaggggaaagcaaacaggcagttgtcatgttcacaagtg
ttacggggaaagacgtctcataaaaggcacatctccctccaccectecctattgtactgtaccaa
aattgcctgaggcagtcaggtaCgaagatgtatgttacatctgttgtgatcattgcatgtgggceg
caacaagcaaggcaggtatacagacgagacaaaaaaaaatacttaagaaggaaagatgg
aatttgcacaatgcaaaaagaaaacaacacgcacgggccctcccacttcaccagtatataaa
gtgacatagtaaagtgcacagttccatggTCTAGAGGGTATATAATGGGGGC
CAAGaccggtgccaccatggactataaggaccacg 3’

Ey 5 ctgcagacaaatggctctagaggtacCATACCCTTTTATTCTATGAGTAAC

YBTATA | GGGTATAAGTATATGAACGTATAAGTATGTATGTACATGTATCTA
TGTTTTTCTGCTGCTCCGATGATTTTCTTTCCAATAAAGCGGTAA
ATTGATACGGAGACTTTAGGATTTTATTTCTATAAGTCCAAATAC
TCGGAAATTTGTATAAAACCCTTCCATTTTTATGCTCGACCTGAG
CGACGAGccatggTCTAGAGGGTATATAATGGGGGCCAAGaccggtg
ccaccatggactataaggaccacq 3’

HSE 5 'ctgcagacaaatggctctagaggtaccactagttCTCgaGAAcgTTCcaGAAcaT

YBTATA | TCgaGATcgTTCgcGAAtaTTCgaGTGtcTTCgaGAAgaCTCtcGAAcgG
TCggGAAtgTTCcgGAAcaTTCtcGAGCGCTAGCccatggTCTAGAGG
GTATATAATGGGGGCCAAGaccggtgccaccatggactataaggaccacq 3’

IRX 5 ‘ctgcagacaaatggctctagaggtacCTTGGTCTTAAGTAACAGATACATT

YBTATA A GAGCCCATCCTAGCAGAATAGACGGCTCATTTATATCGCTCCC
CCTGCCCCCCGCCGCAGATTACCCGGGTTAAATACACGGAGCA
GACTGCTTTGCTCAGCCACCGGCAGCGGCTGGCAGAAGGAGC
GGCGCGTCCATCCCGCCTGAGCGCATCCGCGGGCGTTACACa
caTGCCCCtCCACCCCCACACACGCACAGACACACGGTGGGGG
TTACAGGTTAATGAAAACCCCCATCTCGCCCAGCGATTTGTTTT
GTTTTCCTGCAAAGTTCTGATAAGTAGCTAACCAACGAAGCTTG
TAATTACAATCTTACAGAACCCGGCCCGATCTGTATATAAATCTC
ACCATCCAATTACAAGATGTAATAATTTTGCACTCAGGCTGGTA
ATGAGGTCTAATACTTGTGCATGTGATAATCCCCTCTGGATGGC
GGCTTGATCAGATGTTGGCTTTGTAATTAGACTGGCAGAAAATC
ATTATTTCATGTTCAAATAGAAAATGAGGTTGGTGGGAAGTTAAT
TTCTCTACGCTCTGTGAAGCGTAGACAAGAATTTAATGATTTAAT
TACAGTTGTAAGCTCTTTGCATGAGACTTAAATTGAGCTGCGAT
TTTCGCTTCTTCTCCGAAGACGCccatggTCTAGAGGGTATATAATG
GGGGCCAAGaccggtgccaccarggactataaggaccacg 3’

YBTATA | 5° TCTAGAGGGTATATAATGGGGGCCAAG 3’
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EK 2: GFP gRNA ve mCheery gBlok ve GFP gRNA ileri ve geri oligo dizilerinin adi ve sekanslari.

gBlok-
oligo adi
Am_U6
GFP
gRNA
Pcil Bbsl

mCheery
Ecorl

GFP
gRNA
ileri
(forward)
oligo
GFP
gRNA
geri
(reverse)
oligo

Sekans

5°ctTTTGcetggecttttgetcacatgtctcgaGGCTCACTCATCCAACATGGCGG
GTGGCCTGCTCAGACTCAACACACCAGAGTTCCAATGAATTGCAG
CACTGCACTTTATTCGCCGCGCTCACGATTTTAGCAACTCCTCATG
AGCAAAACTATATACCATAGACATTGAAGACGGGTACAGTACAGC
TAAGCTAGAGCTCCATACCAGTCCCGGAGCGACACATGACTGAAT
ATTTGCATACCCACAGTGCCTTGCGTTTTGAATTAATGATACGACT
GTCGTGTACCGATACTTAATCTGTATTCTACCGCACGGCCCCGGG
TTGTGAGAGTCTTGAGAATAATGGTGATGGCAGAGTTGAGATAAT
CGGGTATGATTCCGTATTGAACTCACCCTGAGTGTAAGGATGCCA
CGTTTTGTGTCATATATAGAGCTGAGCCCGCCTAGGGGCTTGGCC
ACAAGTTCAGCGTGTCgttttagagctagaaatagcaag 3’

5’ccggccaggeaaaaaagaaaaaggaattcggcagiggagagggceagaggaagictgctaa
catgcggtgacgtcgaggagaatcctggeccaGTGAGCAAGGGCGAGGAGGATA
ACATGGCCATCATCAAGGAGTTCATGCGCTTCAAGGTGCACATGG
AGGGCTCCGTGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGG
CGAGGGCCGCCCCTACGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGAAG
GTGACCAAGGGTGGCCCCCTGCCCTTCGCCTGGGACATCCTGTC
CCCTCAGTTCATGTACGGCTCCAAGGCCTACGTGAAGCACCCCG
CCGACATCCCCGACTACTTGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGGCTTCA
AGTGGGAGCGCGTGATGAACTTCGAGGACGGCGGCGTGGTGAC
CGTGACCCAGGACTCCTCCCTGCAGGACGGCGAGTTCATCTACA
AGGTGAAGCTGCGCGGCACCAACTTCCCCTCCGACGGCCCCGTA
ATGCAGAAGAAAACAATGGGCTGGGAGGCCTCCTCCGAGCGGAT
GTACCCCGAGGACGGCGCCCTGAAGGGCGAGATCAAGCAGAGG
CTGAAGCTGAAGGACGGCGGCCACTACGACGCTGAGGTCAAGAC
CACCTACAAGGCCAAGAAGCCCGTGCAGCTGCCCGGCGCCTACA
ACGTCAACATCAAGTTGGACATCACCTCCCACAACGAGGACTACA
CCATCGTGGAACAGTACGAACGCGCCGAGGGCCGCCACTCCACC
GGCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAGgaattctaactagagctcgctgatca
geeteg 37

/5 ' Fos/caccGGCCACAAGTTCAGCGTGTC 3°

/5 ’FoslaaacGACACGCTGAACTTGTGGCC 3
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10. ETIK KURUL BELGESI

§ o8
iSTANBUL MEDIPOL UNiVERSITESI
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (imii-Hadyek) Karan

Toplanti Tarihi | Karar No ilgi Proje Yiiriitiiciisii

16/08/2021 44 Sven P. Vilain

“Axolotl'da kosullu mutagenez yontemleri gelistirmek igin transgenik yapilann
olusturulmasi ve optimizasyonu™ baghkli bilimsel aragtirma etik kurulumuzda gorilgtilmily
olup, calismanin etik kurallara uygun olduguna “Oybirligi” ile karar verilmistir.

Etik Onay Gegerlilik Siiresi: 5 yil
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Uye Dr. Ogr. Ulyesi Taha KELESTEMUR X I
Uye Dr. Ogr. Uyesi Neriman ipek KIRMIZI .
Uye Uzm,Vet. Hek. Ekrem Musa OZDEMIR =
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