TEKNOFEST

HAVACILIK, UZAY VE TEKNOLOJI FESTIiVALI
BIYOTEKNOLOJI INOVASYON YARISMASI

PROJE DETAY RAPORU

UNIVERSITE VE UZERI SEVIYESI PROJE
KATEGORISI

TAKIM ADI
CRISPR.BOT
PROJE ADI
CRISPR.BOT: Robotik Otonom Sistemler ile Genetik Mihendislik
BASVURU ID
319502



Icindekiler

1. Proje Ozeti (Proje Tanimi) (5 puan)

Otonom robotik sistemler, molekiler biyoloji ve genetik yontemlerinin daha otomatize, hizl,

pratik bir sekilde 24 saat calisabilecegi bir sistem saglamaktadir ve bu sistemlerin,

protokollerini gelistirmek, giivenilirligi arttirmak amaciyla glinden giine daha ¢ok tercih
edildigi goriilmektedir. Bu sayede arastirmacilar tekrar eden deney siireglerinden zaman
kazanarak daha verimli liretken bir zaman gegirebilir ve sonuglar1 gézlemleyip yonetebilirler.

Amacimiz, robotik bir sistemle otomatize bir sekilde bakterilere transgen aktarimi (Green

Flouresencent Protein, GFP ekspresyonu), sentetik gen kodlayan rekombinant virusler ile insan

hiicrelerinde genetik diizenleme veya CRISPR gen miihendisligi teknolojisi ile genetik

modifikasyon gerceklestirmektir. Bu proje ile birlikte insan giiciinii azaltmay1, hastalik yapici
patojenik mikroorganizmalara (virlis veya bakteri 6rnegin SARS CoV-2 virlisii) el degmeden
kapali sistem igerisinde molekiiler biyoloji ve genetik miihendisliginin robotlar tarafindan
yapilabilecegi bir alt yapinin ilk versiyonlarini kurmay1 hedefliyoruz.

2. Problem/Sorun (5 puan)

1. Manuel ilerleyen deney siireglerinde asamalar uzun siireli ve tekrarlanmasi gereken
durumlar olabilmektedir. Asamalarin tekrarlanmasiyla hataya agik olmasinin yani sira
deney siireci i¢in zaman kaybi ve maliyet verimsizligine doniismektedir. Bu nedenle
otonom s1vi isleyebilen sistemler ¢6ziim olarak goriilmektedir.

2. Tam otomatik sistemlerin maliyetlerinin ¢ok fazla olmasi disinda bakimlar1 da oldukca
pahalidir. Genellikle sistemlere 6zgli protokoller ve laboratuvar gerecleri kullanimi da
gerektirdiginden biiyiik bir maliyet kayb1 olusmaktadir (Turbak ve ark., 2002).

3. Kolay bir kuruluma ve uygun fiyatlara sahip sistemlerin ulasilabilir olmasinda fayda vardir.
Piyasaya bakildigi zaman uygun fiyatli, hassas ve aymi zamanda programlanabilme
gereksinimlerini karsilayan makul molekiler biyoloji ve genetik diizenleme teknikleri
gercgeklestirebilen 6zellesmis robotik sistemler bulunmamaktadir. Bu proje ile molekiiler
biyoloji ve genetik alaninda uzaktan ve otonom robotik sistemlerin gelistirilmesiyle makine
ogrenmesi, transgenik hiicre taramalari, analitik hesaplamalar, gen tasarimlari, genetik
yolak se¢imi, deneysel tasarim, hiicre klonlamasi ve genetik yolak analizleri insan eli
degmeden hata pay1 ¢ok diisiik olacak sekilde gerceklestirilebilecektir (Sekil 1).
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Sekil 1. CRISPR.BOT Otonom Sistemler ile gergeklestirilebilecek deneysel yaklagimlar.



3.C6zum (20 puan)

Siv1 igleyebilen sistemler teknolojisi yasam bilimlerinin ¢esitli alanlarinda yer almaktadir.
Sentetik biyoloji, mikrobiyoloji veya genetik gibi laboratuvar alanlarinda protokolleri
gelistirmek igin ve gilivenilirligi agisindan giinden giine otomatik sivi isleme sistemleri
kullanilmaktadir. Karmasgik sistemlerin programlanmasinda yaygin olarak kullanilan ve genis
bir ¢alisma olanagi sunan Lego Mindstorms, robotik alanda makine prototiplerini tasarlamak
gibi olanaklar saglamaktadir. Sivi isleyebilen Lego robotik sistemler biyoteknoloji
deneylerinde kullanilabilecegi literatiirde rapor edilmistir (Gerber, 2017). Gelecege yonelik
olarak bu ¢aligmalar beraberinde biyoteknolojik uygulamalara ek olarak, rejeneratif tip ve doku
mithendisligi gibi gelismekte olan alanlarda karmasik ilag verme deneyleri ve diger birgok
uygulama igin yararli olabilecegi diisliniilmektedir (Wagner, 2019).

Tam otomatik sistemlerin maliyetlerinin ¢ok fazla olmasinin yani1 sira ayni1 zamanda bakimlari
da oldukga pahalidir. Genellikle sistemlere 6zgii protokoller ve laboratuvar gerecleri kullanimi1
da gerektirdiginden biiyilik bir maliyet kayb1 olusmaktadir (Turbak, 2002). Uygun fiyath ve
kolay kurulumu olan sistemlerin elimizin altinda bulunmasinda fayda vardir. Fakat piyasaya
bakildigi zaman uygun fiyatli, hassas ayni zamanda programlanabilme gereksinimlerini
karsilayan makul robotik sistemler bulunmamaktadir. CRISPR.BOT projesi ile Lego
Mindstorms robotlar1 ise bu boslugu doldurarak hem maliyet acisindan uygun hem de
programlanabilirligi ile glinlik laboratuvar rutinlerinde kullanilabilme potansiyeline sahiptir.
Ticari robotik sistemlerden yola ¢ikarak Lego Mindstorms tabanli robotik sistemlerin maliyeti
normal ticari robotlara kiyasla 50 kata kadar azaldigi tahmin edilmektedir. Akilli ve ¢ok yonlii
bu robotik sistem molekiiler biyoloji laboratuvarlari i¢in uygun maliyetlidir ve ayn1 zamanda
genis uygulama yelpazesi (Sekil 2) ile laboratuvar islevlerine katki saglamaktadir
(Wagner,2019).

Lego Mindstorms robotlari, otonom robotik sistemlerle ayni deneysel verimi saglayabilecek
maliyet a¢isindan daha uygun ayn1 zamanda programlanabilen ve uzaktan kontrolii saglanabilen
bir sistem sunmaktadir. S1v1 isleyebilen bu robotik sistemlerin biyoteknoloji deneylerinde ve
laboratuvar rutinlerinde kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu CRISPR.BOT projesi
sonunda gosterilmistir. Biyoendiistri uygulamalarinda maliyet etkin, pratik ve insan hatasindan
uzak inovasyonel bir teknolojinin ilk prototipini insa ettik. Projemiz, otonom teknolojilerin
birlesimi ile canlilarin genetiginin degistirilebilmesinin nasil hizlandirabilecegini kanitlanmis
oldu. Bakteriyel DNA transformasyonunun, lentivirtsler ile transgenik insan hiicresi Uretiminin
ve CRISPR gen miihendisligi uygulanmis hiicre gelistirme ¢aligmalarinin el degmeden, uzaktan
kontrolli, biitiin deneysel asamalarinin tarafimizca planlanip algoritma ve kodlamasinin insa
edildigi ilk deneysel ¢alismamiz basariyla gergeklestirilmis oldu (Sekil 3-20). Uzaktan kontrol
ile s1v1 igleyebilen ve programlanmis robotik sistem ile ilk deneyler gergeklestirilerek otomatize
bir sekilde bakteriler icerisinde veya insan hiicrelerinde genetik aktarim yapilarak yesil floresan
proteini ifade edebilen transgenik bakteri veya insan hiicreleri olusturulmustur. CRISPR.BOT
projesi ile ilk defa CRISPR gen mihendisligi kodlayan rekombinant viriisler el degmeden
otonom bir yaklasimla hiicrelerde genetik modifikasyonlar gerceklestirilmis ve alt klonlama
islemleri basarilmistir.
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Sekil 2. CRISPR.BOT Kapali Laboratuvar Otonom Sistemlerinin Gelistirilmesi ve Laboratuvar
analiz cihazlar1 (RT-PCR, ELISA Plate Reader, Flow Sitometri, inkiibatér ve Thermal Cycler)
ile entegrasyonu.

4. Yontem (20 puan)

1. Proje baglangicinda teknoloji hazirlik seviyesi 1 THS olan Yontem 0 ‘CRISPR.BOT
otonom ve uzaktan kontrol edilebilir robotik sistemin ingas1’ projenin ilk 12 ay sonunda
gerceklestirilmistir.

2. CRISPR.BOT V1 insasi sonrasi ilk deneysel yaklasim olan Yontem 1 ‘bakterilerde
genetik  transformasyon’ silireci i¢in programlama ve laboratuvarda testleri
gerceklestirilmistir.

3. CRISPR.BOT V2 insasi sonrast YOontem 2 ‘Insan hiicrelerinde genetik aktarim’,
Yontem 3 ‘CRISPR gen modifikasyonu” ve Yontem 4 ‘genetik modifiye hiicrelerin
klonlama islemlerinin’ algoritmalar1 ve laboratuvar testleri gerceklestirilmistir.

4. Gelistirilen CRISPR.BOT sistemi ve molekiiler biyoloji deney algoritmalari ile proje
sonunda iiretilen prototip, teknoloji hazirlik seviyesi 4 THS olmustur.

Yontem 0: CRISPR.BOT otonom ve uzaktan kontrol edilebilir robotik sistemin insasi
CRISPR. BOT V1 izlemek igin:
https://drive.google.com/file/d/1dAMVvnkIODES3bo71kil2z7p-iDurkRc/view?usp=sharing

CRISPR. BOT V2 izlemek igin:
https://drive.google.com/file/d/1LZHXS75L9G2tkSbrOkz31T87 AnxwWWSC/view?usp=shar

ing



https://drive.google.com/file/d/1dAMVvnkI0DES3bo71ki12z7p-iDurkRc/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1LZHXS75L9G2tkSbr0kz31T87AnxwWWSC/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1LZHXS75L9G2tkSbr0kz31T87AnxwWWSC/view?usp=sharing

Siringanin  hareketini saglamak icin parcalar Sekil 3A ve 3B’deki pargalar bir araya
getirilmistir. Sekil 3A yalnizca siringa pistonunun sabitlenmesi ile s1vi ¢ekip birakma islemini
yerine getirebilirken, Sekil 3B’nin i¢ kismina yerlestirildiginde ve baglantilar saglandiginda iki
yeni hareket sistemine daha sahip olmustur. Bunlardan ilki pipet ucunun siviya girebilmesi igin
yukar1 ve asag1 hareketlerini saglamaktadir. Digeri ise mekanizmanin dort kdsesinde bulunan
carklar bir tekerlek gorevi gorerek disliler iizerinde hareket etmektedir ve ¢ergevenin iizerinde
bulunan sisteminde tizerine yerlestirilerek robotik sistem tizerinde hareket etme yetisine sahip
olmaktadir. Sekil 3C, Siringay1 sisteme bagh tutan bir parcadir.
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Sekil 3A. '
Sekil 3. CRISPR.BOT pipetleme sisteminin insast.

Gorselde bulunan sol yukaridaki ¢ark bir servo motora baglanmistir ve tek basina siringa
sistemi olarak adlandirdigimiz siv1 ¢ekip birakma gorevini gergeklestirmistir (Sekil 4).
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Sekil 4. CRISPR.BOT pipetleme sisteminin servo motora entegrasyonu.

Carklarin hareketi disli rayli plakalar ile saglanarak pipetin yukari ve asag1 dogru hareketi
saglanmistir (Sekil 5).

[

Sekil 5. Carklarin iizerinde hareket edebilmesini saglayan disli parga.



Pipet hareketlerini, sivi alip verme islemlerini gergeklestiren pipet sistemi, gergevenin Uzerine
yerlestirilmistir. Hareketler gerceve ilizerinde bulunan disli pargalar ve pipet sisteminin alt
kisminda bulunan carklar sayesinde gerceklestirilmistir. Cergeve sabittir herhangi bir hareket
kabiliyeti bulunmamaktadir (Sekil 6).

Pipet sisteminin saga sola hareketini ve ger¢eve lizerinde ileri geri hareketlerini saglayan
mekanizmadir (Sekil 7).
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Sekil 7. Pipetin diger kuyular aras1 siv1 gegis hareketlerini saglayan sistem.

Kurulumu gergeklestirilen yeni versiyon i¢in sistem mekanizmasi tamamen degistirilmistir ve
robotik sisteme yeni pipet hareketleri eklenmistir. Pipet mekanizmas1 CRISPR.BOT V1’de
sadece yukari ve asagi hareketleri saglanirken, kurulumu gergeklestirilen CRISPR.BOT V2°de
saga ve sola hareketleri de saglanabilmektedir. CRISPR.BOT V1 pipetin altinda bulunan rayl
bir sistem ile hareket saglanarak islem yapilacak olan well plate iizerinde bulunan kuyucuk
pipetin hizasina getirilirken, CRISPR.BOT V2 ile pipet kendine ait rayl1 bir sistem ile istenilen
yere goturilebilmektedir.

Lego Mindstorms serisindeki kitler programlanarak o6zellestirilebilir bir robotik sistem
olusturmak i¢in yazilim ve gerekli donanima sahiptir (Montes, 2021). Lego Mindstorms EV3
Home Edition yazilimi, Lego web sitesinden indirilmis ve Yontem 0 is paketi sonunda
robotlara belirli islevler kazandirilmistir (Sekil 8). Robota kod yiklemek icin PC, tablet ya da
akill1 telefon tizerinden erisim saglanmistir. Yapilan ¢alismada Lego Digital Designer ile Lego
yazilimi yardimui ile robota sivi isleyebilme yetenegi sunarak Yontem 1-4’te belirtilen deneysel
yaklasimlarin test edilmesi hedeflenmistir. Her iki program da Mac, PC, 10S ve Android igin
uygun ve mevcuttur (Gerber, 2017).



Sekil 8. CRISPR.BOT V1 kurulum asamalari.

Programlama indirilerek gergeklestirilmesi planlanan deneyler igin belirli  bloklar
hazirlanmigtir. Bu bloklarin amaci her blok bir hareketi temsil etmekte ve hareketi baslatan
komutun altina eklendiginde sirasi ile bloklarda bulunan komutlar1 gerceklestirmektir (Sekil 9).
Hiz ve Agisal Olgiimler ile Mikrolitre hacmindeki sivilarin islenebilmeleri igin Robotun her
hareketi kodlanmistir (Sekil 10). Derece sifirlama blogu ile her deney Oncesi robotun
kalibrasyonunun sifirlanmasi ve hareketlerini daha dogru gergeklestirmesi hedeflendi.
Yapilacak olan deneylerde siringanin her seferinde ayn1 miktarda ¢ekim yapmasini saglamak
icin programlama lizerinde farkli denemeler yapildi ve her sivi ¢ekiminden sonra sivilar bir
pipet yardimi ile Ol¢iilmiistiir. Yapilan hiz-mikrolitre 6l¢imleri sonucunda hazirlanan
grafiklerden goriildiigii tizere hiz degisiminin Olglilen mikrolitre miktarint degistirmedigi
gozlemlenmistir (Sekil 10).

Sivi Alim Sivi Birakma Pipet Hareketleri

Sekil 9. Robotun Siv1 alim, s1v1 birakma ve pipet hareketlerinin kodlamasi.
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Sekil 10. -25 ve 30 sabit hizda 10, 20, 30, 40 derece-mikrolitre 6lgtim grafigi.

CRISPR.BOT V1 versiyonunda hiz 6l¢iim optimizasyonu asamasinda programlamasinda
power ve speed iizerinde bir¢ok denemeler yapilmistir ve yiiksek gii¢ kullaniminin daha etkili
oldugu goriildiigii icin CRISPR.BOT V2’nin optimizasyon ¢alismalari bunun {izerinden devam
ettirilerek power ve speed yiiksek derecelerde sabit tutulmustur. Deneylerde kullanilmasi
planlanan 6 well plate, 12 well plate ve 96 well plate icin ayr1 ayri planlamalar yapilarak
programlamalar1 hazirlanmistir. Oncelikle ray hareketi ikiye ayrilarak bir planlama yapilmustir.
Ik asama cerceve iizerinde bulunan pipeti istenen konuma gdtiiren mekanizmanimn ray
hareketidir yani ileri geri hareketleridir. Bunun i¢inde her well plate i¢in ayr1 hesaplamalar
gerceklestirilmistir. Bir¢ok denemeden ve dogru programlamay1 bulduktan sonra, hiz ve 6l¢glim
arasindaki baglantiy1 anlamak icin farkli hizlarda ve farkli agilarda deneyler yapilmis ve her
biri i¢in bir ¢izelge hazirlanarak farkli hizlarin hacmi herhangi bir sabit derecede etkilemedigi
tespit edilmistir. Grafiklerden deneysel programlamada hangi acinin kullanilacagi belirlenerek
programlamasi diizenlenmis olup robotla ilk bakteri transformasyon deneyi yapilmistir.

Yontem 1: Bakterilerde Genetik Transformasyon

Transformasyon deneyini izlemek icin:
https://drive.google.com/file/d/1UzVVautbBzsdWbKY AV02E3a0gvmZmMPE/view?usp=sh
aring

Hedeflenen bakteriyel transformasyon deneyi i¢in hazirlanan hiz-mikrolitre 6lgim
grafiklerinden yola ¢ikarak deneyi dogru sivi miktarlari ¢ekerek hatasiz gergeklestirmek icin
gerekli olan dereceler tespit edilmistir. Deney programlamasimi hazirlayabilmek igin
gergeklestirilecek bakteriyel transformasyon deney asamalari sematize edilerek planlamasi
yapilmustir (Sekil 11).



https://drive.google.com/file/d/1UzVVautbBzsdWbKYAVo2E3aOgvmZmMPE/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1UzVVautbBzsdWbKYAVo2E3aOgvmZmMPE/view?usp=sharing
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Sekil 11. Robotik sistem tarafindan gerceklestirilecek bakteriyel transformasyon deney
asamalar1 gematik planlamasi ve tasarladigimiz algoritmanin 6rnek bir bolimii.

Otonom uzaktan kontrol edilebilen robotik sistemiyle DNA transformasyon sonucu olusan
beyaz kolonilerinin olustugu kirmizi ve mavi daireler igerisinde belirlenmistir (Sekil 12).

Sekil 12. GFP ve Ampisilin (Amp) direng
geni kodlayan plazmit DNA’nin  E.coli
bakterisine transformasyonu sonucu olusan
transgenik beyaz bakteri kolonileri.

Yontem 2: insan Hiicrelerinde Genetik Aktarim:
Izlemek icin:
https://drive.google.com/file/d/1L4GX1Z ssDuZoal-4KZIC-ly8b60h63S/view?usp=sharing

Robotik sistemin 2.versiyonu ile viriislerle insan hiicrelerinin genetiginin degistirilebilecegini
kanitlamak igin ilk deneyler gergeklestirilmistir. Gergeklestirilen deneyde; GFP lentiviris ile
insan hiicrelerinin genetigini otomatik bir sistem ile degistirebileceginin kanitlanmasi
hedeflenmistir (Sekil 13). Deney planlamasinda 12 well plate’in yanyana bulunan 4 kuyucugu
icin, ilk kuyucuk kontrol olarak ve diger ii¢ kuyucuga artan miktarlarda GFP lentiviriis aktarim1
olacak sekilde uygun kodlamalar gerceklestirilmistir (Sekil 14). ilk olarak kullanilacak olan 12
well plate’nin 4 kuyusuna her kuyucukta 2,5x10* Insan Jurkat hiicre hatt1 olacak sekilde hiicre
ekimi yapilarak her kuyuda toplam hacim 500 pl olacak sekilde RPMI besiyeri ile
tamamlanmigtir. Diger 12 well plate’in bir kuyusuna da 1 ml GFP kodlayan rekombinant
lentivirls eklenerek robotik sistemin cergeve icerisine plate’ler yerlestirilmistir.


https://drive.google.com/file/d/1L4GX1Z_ssDuZoal-4KZIC-ly8b6oh63S/view?usp=sharing
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1. Hucre Ekiminin Gerceklestiriimesi 2. Virlls Ornegi Hazirlama 3. Platelerin Otonom Robot Sistemine Entegre Edilmesi
4 kuyuys 2,5x10° hacre/kuyu olacak geklide Jurkat 12 well plate'nin bir kuyusuna 1 ml GFP (Green 12-well plate'ler Robotun cerceve kismina yerlestinldi
Hicre ekimi gergeklestiriidi. Toptam hacim SDD Fluorescent Protein) Lentivirls konuldu

olacak sekilde RPMI besiveri ile kiiftire ediici
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Sekil 13. Deney semasi.

Sekil 14. Deney programlamasinda hazirlanan pipet sistemini harekete gecirerek sivi cekme
islemini gerceklestiren 70°, 100° ve 150° bloklart.

Robot, 70 derece a¢1 (60p1-80ul) ile GFP lentiviriis ¢ekimi gergeklestirerek ilk 12 well
plate’deki Jurkat hiicresi ekilmis olan 1. kuyucugun iizerine viriisii eklemistir. Daha sonra geri
donerek 100 derece ag1 (90p11-120ul) ile GFP lentivirls cekimi yaparak Jurkat hiicresi ekimi
yapilmig 2. kuyucugun lizerine viriisii eklemistir. Son olarak ayni viriis icerinden 150 derece
ac1 (160pl) ile cekim yaparak 3.kuyucugun iizerine viriisii eklemistir. Kontrol olarak 4. kuyuya
100 derece ac1 ile RPMI besiyeri eklenmistir. Plate, 37°C %5 CO; igeren hiicre Kiltiiri
inkiibatoriine kaldirilmistir. Hiicre sayisi ve canliliginin kontrolii igin 1:1 oraninda hiicre:trypan
mavisi karistirilarak Hiicre Sayim cihazi (Biorad TC20) ile 6l¢timler alinmistir (Tablo-1).

Tablo-1: 72 Saat Sonrasi Hiicre Sayisi ve Canlilik Oranlari

Hiicre Adi Hiicre Sayisi Canhilik
Kontrol (Jurkat Hiicresi) 2,04x10° %97
70 derece GFP Lentiviris 2,53 x10s %84
100 derece GFP Lentiviris 3,19x10° %94
150 derece GFP Lentiviris 2,15x10° %78

Gergeklestirilen bu deney ile kontrol grubunda herhangi bir GFP ekspresyonunun olmadigini,
70-100-150 derece acilarda ise sirasiyla artan bir GFP ekspresyonunun oldugunu
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gozlemlenmistir. Deneyin gerceklestirilmesinden 72 saat sonra Akim Sitometri (Beckman
Coulter Cytoflex Flow Cytometer) analizi ve floresan mikroskop goruntilemesi ile GFP
ekspresyon seviyeleri belirlenmistir (Sekil 15).

Kontrol GFP Lentivirus 70° GFP Lentiviras 100° GFP Lentivirts 150°

O 0.1% f 93.7% 98.9% 99.9%
D} . ]

GFP

GFP Floresan Mikroskop

Sekil 15. CRISPR.BOT modifiye transgenik insan hiicrelerinde GFP protein ifadesinin Akim
Sitometri ve floresan mikroskop altinda analizi.

Gergeklestirilen deney sonucunda kontrol grubunda herhangi bir virlis ekspresyonunun
olmadigini, robotun pipet sistemi ile 70°-100°-150° agilarla yapmis oldugu enjekte isleminde
ise sirastyla artan bir viriis ekspresyonunun oldugu gézlemlenmistir (Sekil 15). Boylelikle farkl
miktarlarda aktarim yapilan viriislerle hiicrelerin genetigini maliyet etkin otonom sistem ile
degistirilebildigi kanitlanmigtir. Yapilan deney ile transgenik hiicrelerin otomatik tiretilmesi ve
caligilmasi tehlikeli olan viriislerin el degmeden otonom sistemlerle uzaktan calisilabilmesi
hedeflenerek yapilmistir. Gergeklestirilen deneyler ile elde edilen sonuglarla SARS-CoV2 gibi
ast c¢aligilmasinin tehlikeli oldugu virlislerle yapilacak g¢aligmalarda, insan eli degmeden
viriislerin iiretilebilmesi, kullanilabilmesi, as1 ve ilag calismalarinin yapilabilecegi bir sistemin
ilk prototipi olma 6zelligi tagimaktadir.

Ydntem 3: CRISPR Gen Modifikasyonu:

Izlemek igin:
https://drive.google.com/file/d/16vGq9T99VS1300GIFbGGO1EZfKEthSsy/view?usp=sharin
g

Bu deney ile robotun ii¢ farkli CRISPR rehber RNA’nin hiicrelere aktarilmasi hedeflenmistir.
Kanit niteliginde olan deneyin gelecege yonelik olarak asil amaci, ihtiya¢ duyulan genetik
modifikasyonu hiicre igerisinde gergeklestirmek icin CRISPR sistemi ile hangi rehber RNA’y1
hangi hiicreye eklemesi gerektigini anlayarak deneyi gergeklestirmektir. i1k 12 well plate’nin 4
kuyusuna her kuyucukta 5x10* insan Jurkat hiicresi olacak sekilde hiicre ekimi yapilarak her
kuyuda toplam hacim 500 pul olacak sekilde RPMI besiyeri ile tamamlanmistir. Diger 12 well
plate’nin kuyularina sirasiyla CRISPR sistemi ile rehber RNA 1 (gRNA1), rehber RNA 2
(JRNA2), rehber RNA 3 (gRNAS3) kodlayan lentivirtsler, RPMI besiyerine 1:10 seyreltilerek
eklenmistir. Plate, 37°C %5 CO? igeren hiicre kiiltiirii inkiibatoriine kaldiriimistir (Sekil 16).



https://drive.google.com/file/d/16vGq9T99VS1300GIFbGGO1EZfKEtbSsy/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/16vGq9T99VS1300GIFbGGO1EZfKEtbSsy/view?usp=sharing
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1. Hicre Ekiminin Gerceklestirilmesi Virlis Ornegi Hazirlama 3. Platelerin Otonom Robot Sistemine Entegre Edilmes
4 kuyuya Sx10° hUcre/kuyu olacak sekide Jurkat 12 well plate nin 3 kuyusuna ayn ayn PegRNA 12-well plate’ler Robot'un gergeve kismina yerlestinldi
Hicre ekimi gerceklestiriidi. Toplam hacim 500p! 1,2,3 Lentivirisd konuldu. R -

olacak sekiide RPMI besiveri lie kisitire ediici
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Sekil 16. Deney semasi.

Sekil 17. pegRNA1, pegRNA2, pegRNA3 rehber RNA ¢ekimlerinde kullanilan 100° blogu.

Gergeklestirilen bu deney ile kontrol grubunda herhangi bir viriis ekspresyonunun olmadigini,
100 derece agilarda ise sirasiyla eklenen pegRNAT1, pegRNA2 ve pegRNA3’iin %35-40 GFP
ve rehber RNA ifade orani sagladigi gozlemlenmistir. Deneyin gerceklestirilmesinden 3. ve
7.giin Akim Sitometri (Beckman Coulter Cytoflex Flow Cytometer) analizi ile ekspresyon
seviyeleri belirlenmistir (Sekil 18).

Kontrol CRISPR gRNA1 CRISPR gRNA2 CRISPR gRNA3

‘ - — — —
c  0.3% /30.1% | 29.3% | 34.5%
N’ |
S / 0.1% 32.5% | 40.1%
O :“;
n T S T O i i il i
n

GFP.
Sekil 18. CRISPR.BOT modifiye CRISPR rehber RNA’lar1 kodlayan transgenik insan
hiicrelerinde GFP protein ifadesinin Akim Sitometri ile analizi.
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Yontem 4: Genetik Modifiye Hiicrelerin Klonlama Islemleri:
Izlemek icin:
https://drive.google.com/file/d/1B6elbjJY ORLOgJEEGVW61Ux86fFs7IXx/view?usp=sharing

Bu deney ile robotun FACS veya Flow sitometri gibi cihazlarin kullanima gerek olmadan
hiicreleri tek diisiirmesi hedeflenmistir. Kanit niteliginde olan deneyin gelecege yonelik olarak
asil amaci, yapay zeka tabanli otonom sistemler ile arastirmacilarin diger hiicrelerin etkisi
olmadan tek bir hicre populasyonunun (alt klonlama, subcloning) 6zelliklerini daha iyi
anlamalarina olanak saglamaktir. 6 well plate’ye her kuyuda 5x10% hiicre olacak sekilde
CRISPR rehber RNAlar1 kodlayan Insan Jurkat Hiicresi ekimi yapilarak toplam hacimler 1 ml
olacak sekilde RPMI besiyeri eklendi. Hazirlanan hiicre drnekleri 6 well plate’e konularak
Robot’un gergeve kismina yerlestirilmistir. Daha sonra 96 well U Plate Robot’un gergeve
kismina yerlestirilmistir. 100 derece ag1 ile 6 well plate igerisindeki CRISPR rehber RNA’lar1
kodlayan Insan Jurkat hiicreleri farkli 96 well U plate’nin 72 kuyucuguna ekim yapilmustir.
Hiicre ekimi sonras1 plate’ler 37°C %5 COy iceren inkiibatore kaldirilmistir (Sekil 19).

1. Hiicre Ekiminin Gergeklestirilmesi 2. Hiicrenin Seyreltilmesi 3. Platelerin Otonom Robot Sistemine Entegre Edilmesi
6-well icerisindeki 3 ayr kuyuya 5x10* hiicre/kuyu 6-well plate'nin kuyularinda bulunan 3 farkl viristen 6-well ve 96-well plate'ler Robot'un gerceve kismina
olacak gekilde PE (+) PegRNA 1-2-3 Jurkat Hiicre ayri ayr 10p! alinarak 990p1 RPMI iceren ependorfa yerlestirildi
ekimi gerceklestirildi. Toplam hacim 1 ml olacak eklendi. Toplam hacmi 1 ml olan hiicre+RPMI _

sekilde RPMI besiyeri ile kiltire edildi kangimindan 1ml/500 hiicre alinarak 15 ml'likfalkon

o» icerisindeki 9 ml RMPI besiyeri iizerine eklendi.
1ml'de 50 hiicre olacak sekilde seyreltildi. Hazirlanan
hiicre+ RPMI karigimi 6-well'e konuldu
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PegRNA 1 PegRNA2 PegRNA3 [
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5. Inkiibasyon
Robotun deneyi gergeklestirmesinin ardindan,
96-Well plate inkibator icerisine yerlestirildi.

4. Hiicrelerin 96-well'e Eklenmesi
""" alelalalale 6-well plate igerisinde bulunan PE (+) PegRNA
1-2-3 Jurkat Hicreleri 100° ¢ekim yapilarak 3 ayn
96-well plate igerisindeki kuyulara eklendi.

Sekil 19. Deney semasi.
24 saat sonra inverted mikroskop ile plate taramalari gergeklestirilerek hiicre fotograflari
alimmustir. 7 giin sonra tekrardan inverted mikroskop ile plate taramalar1 gergeklestirilerek hiicre
fotograflar1 alinmistir (Sekil 20).
Ornek 1 Ornek 2 Ornek 3

S Sekil 20. CRISPR.BOT alt

g klonlama uygulamasi sonrasi
0. ve 7.ginde izole edilen
hicreler.

=

B §
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https://drive.google.com/file/d/1B6elbjJYORL0gJE8GVw61Ux86fFs7IXx/view?usp=sharing
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5.Yenilikci (Inovatif) Yonii (15 puan)

Yasam bilimleri laboratuvarlarinda da pratikligi ve verimliligi arttirmak amaciyla sivi isleyen
robotik sistemlere ihtiya¢ duyulmaktadir (Kong, 2012; Wohlsen,2014). Gliniimizde otomatik
stvi isleyebilen ve numune dagitima islevleri sunan sistemler yagam bilimleri laboratuvarlarinin
cogunda kullanilir hale gelmistir (Chapman, 2003). Fakat bununla birlikte insan miidahalesi
ortadan kalkmaz sadece hata riskini azaltmaktadir. Robotik sistemlerde ise deneyin
baslamasiyla miidahale gerekmeksizin bagimsiz olarak calisabilmektedir (Tegally, 2020).
Deneylerde kullanilan numunelerin hacmini azaltmakta ve hem maddi olarak hem de iscilik
olarak deneylerin verimliligini arttirmaktadir (Kong, 2012). Otomasyon sistemleri yapay zeka
(Al) ile entegre etme ¢alismalari, benzersiz hucre tipleri ve hastalar icin hedeflenen terapotik
nanopartikiilleri optimize edebilme yetenegi saglamaktadir (Egorov, 2021). Tam otomatik
sistemlerin maliyetlerinin ¢ok fazla olmasi disinda bakimlar1 da oldukga pahalidir. Genellikle
sistemlere 6zgu protokoller ve laboratuvar geregleri kullanimi da gerektirdiginden biiyiik bir
maliyet kayb1 olugsmaktadir (Turbak ve ark., 2002). Piyasaya bakildig1 zaman uygun fiyatli,
hassas ve aym1 zamanda programlanabilme gereksinimlerini karsilayan makul molekiiler
biyoloji ve genetik diizenleme teknikleri gergeklestirebilen 6zellesmis robotik sistemler ve ayni
zamanda genetik miihendislik yapan robotik bir sistem bulunmamaktadir. CRISPR.BOT
projesinde gerceklestirilen kanit niteliginde olan deneylerin gelecege yonelik asil amaci
molekiiler biyoloji ve genetik alaninda uzaktan ve otonom robotik sistemlerin gelistirilmesiyle
makine 6grenmesi, transgenik hiicre taramalari, analitik hesaplamalar, gen tasarimlari, genetik
yolak se¢imi, deneysel tasarim, hiicre klonlamasi ve genetik yolak analizleri insan eli degmeden
hata pay1 ¢ok diisiik olacak sekilde gergeklestirilebilecektir (Sekil 1). Kurulumunu ve deneylere
ozgiil olarak programlamasini gerceklestirdigimiz CRISPR.BOT otonom uzaktan kontrol
edilebilir robotik sistem ile bakterilerde ve insan hiicrelerinde gen aktarimi, genetik
modifikasyon ve transgen hiicre klonlanmasi gelistirdigimiz algoritmalarla ilk kez otonom
olarak gerceklestirilmistir (Yontem 1-4). Gelecege yonelik olarak bu galismalar beraberinde
biyoteknolojik uygulamalara ek olarak, rejeneratif tip ve doku miihendisligi gibi gelismekte
olan alanlarda karmasik ila¢ verme deneyleri ve diger bir¢ok uygulama icin yararli olabilecegi
diisiiniilmektedir. CRISPR.BOT projesi ile birlikte insan giiciinii azaltmayi, hastalik yapici
patojenik mikroorganizmalara (viriis veya bakteri 6rnegin SARS CoV-2 viriisii) el degmeden
kapali sistem icerisinde molekiiler biyoloji ve genetik miihendisliginin robotlar tarafindan
yapilabilecegi bir alt yapmin ilk versiyonlarini kurabildigimizi gosterdik. Gergeklestirilen
deneyler ile elde edilen sonuglarla SARS-CoV2 gibi inaktif as1 caligmalarinin tehlikeli oldugu
virGslerle yapilacak c¢alismalarda, insan eli degmeden virlislerin iretilebilmesi,
kullanilabilmesi, as1 ve ila¢ calismalarinin yapilabilecegi bir sistemin ilk prototipi olma 6zelligi
tasimaktadir. Ayn1 zamanda bu projenin gelistirilmesiyle yapay zekd ve otomatize robotik
deneysel ¢alismalar ile canlilarin genetiginde degisiklikler otonom halde gerceklestirilebilecek
yapay zeka entegrasyonu ile rekombinant viris sentezi, karakterizasyon, test etmek ya da
deneyi in vivo ve in vitro tahmin edebilmek, plazmid izolasyonu ve birgok molekdler biyoloji
deneylerini kendi kendine karar verip yapabilme konusunda énemli bir potansiyel yeterlilik
sunmaktadir. Bununla birlikte yapay zeka ve robot birlesimine yeni bir yon verilerek, molekiiler
biyoloji ve genetik yontemlerinin daha otomatize, hizli ve pratik bir sekilde 24 saat
calisabilecegi bir sistem olusturulmus olacaktir.
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6.Uygulanabilirlik (10 puan)

As1 calismalarinda, rekombinant viriisler ya da tehlikeli viriisler gibi transgenik hiicre
olusturmalarinda, genetik tedavilerde, kanser calismalarinda, sentetik biyoloji, mikrobiyoloji
veya genetik gibi laboratuvar alanlarinda ve beraberinde biyoteknolojik uygulamalara ek
olarak, rejeneratif tip ve doku miihendisligi gibi gelismekte olan alanlarda karmasik ilag verme
deneyleri ve diger bir¢ok uygulama i¢in yararli olabilecegi diistiniilmektedir. Proje
baslangicinda teknoloji hazirlik seviyesi 1 THS olan ‘CRISPR.BOT otonom ve uzaktan kontrol
edilebilir robotik sistemin insasi’ projenin ilk 12 ay sonunda gercgeklestirilmistir. Gelistirilen
CRISPR.BOT sistemi ve molekiiler biyoloji deney algoritmalar ile proje sonunda iiretilen
prototip, teknoloji hazirlik seviyesi 4 THS olmustur. Ilk prototiplerini iirettigimiz CRISPR.BOT
Robotik sistemler ile ugtan uca, yiksek verimli bir laboratuvar otomasyon sisteminin hazir is
akis algoritmalartyla birlikte {retilmesi, bir sonraki asamada molekiiler otonom sistemler
iizerine bir gelisim sirketi kurmamizi saglayacaktir. Diinyada mevcut otomasyon ve deneysel
ozellestirmelere dayanan cihazlarin iretildigi sirketler (6rnegin; Miltenyl Prodigy, Lonza
Cocoon, Molecular Devices) bulunmaktadir. Laboratuvarlara 6zel uygulama gereksinimlerini
karsilayan robotik sistemlerin yakin gelecekte artarak devam etmesi Ongoriilmektedir.
CRISPR.BOT Robotik sistemleri mevcut rakiplerine kiyasla maliyet etkin, arastirmacilar
tarafindan kullanic1 dostu ve uzaktan kontrol edilebilmesi avantajlariyla birlikte gelecekte one
cikan bir gelisim sirketi olacaktir.

7.Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlamasi (5 puan)

Yo:l'(c)em iS PAKETLERI ADI
CRISPR.BOT otonom ve
0 uzaktan kontrol edilebilir
robotik sistemin insasi
1 Bakterilerde Genetik
Transformasyon
2 Insan Hiicrelerinde Genetik
Aktarim
3 CRISPR Gen Modifikasyonu
4 Genetik Modifiye Htcrelerin
Klonlama Islemleri

CRISPR.BOT sistemi ilk prototip oldugu i¢in benzer bir proje bulunmamaktadir. Piyasada
mevcut olarak satilan cihazlar Miltenyi Prodigy 210.000€, Lonza Cocoon 275.000€ ve
Molecular Devices 150.000€ olarak satis1 ger¢ceklesmektedir. CRISPR.BOT Robotik sistemin
maliyeti diger ticari robotik sistemlere kiyasla maliyet acisindan daha uygun olup yaklasik
olarak 1.000%’a temin edilebilmektedir. Malzeme listesi Sekil 21°de gosterilmistir.
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MALZEME ADI LIiF(;LI;IEIJ MARKA ADI
Lego Mindstorm EV3 45544 Core Set 45544 LEGO
Lego Mindstorm Education EV3 Jireskop Sensor YP45505 LEGO
Lego Mindstorm Education EV3 Renk- Isik Sensor YP45506 LEGO
Lego Mindstorm Education EV3 Buyuk Servo Motor YP45502 LEGO
LEGO® Education 10V DC Adaptoril YPAS517 LEGO

Sekil 21. CRISPR. BOT malzeme listesi

8.Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanicilar) (5 puan)

CRISPR.BOT Robotik Otonom Sistemler, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Laboratuvarlari, ilag
sirketleri, arastirma laboratuvarlari, as1 ¢aligsmalarinda, rekombinant virlisler ya da tehlikeli

viriisler gibi transgenik hiicre olusturmalarinda, genetik tedavilerde, kanser calismalarinda,
sentetik biyoloji, mikrobiyoloji veya genetik gibi laboratuvar alanlarinda ve beraberinde
biyoteknolojik uygulamalara ek olarak, rejeneratif tip ve doku miihendisligi gibi gelismekte
olan alanlarda karmasik ilag verme deneyleri ve diger birgok uygulama igin yararli olabilecegi

diistiniilmektedir.

9. Riskler (10 puan)

Risk(ler)in Tanimi

Almmacak Tedbir(ler) (B Plan)

Otonom sistemlerde her deney icin 6zgul
algoritmalar yapilmasi bunun i¢inde biitiin sistemin
tekrar tekrar optimize edilmesi gerekmektedir.
Pipetleme sistemi ile sivi ¢ekimleri, ¢ark
hareketleri, calkalama islemleri, rayli hareketleri
gibi tiim komutlarin optimizasyonu yapilmalidir.
Optimizasyonun saglanmamasi halinde her deney
icin sifirdan komut bloklar1 yapilmaya baslanmasi
ve tekrardan robotik insa edilmesi
deneyler arasi geciste zaman kaybina sebep

olmaktadir.

sistemin

Bunun 6niline gecebilmek ve hangi deney
gerceklestirilecekse onun algoritmalarina
hemen ulasabilmek i¢in

sistemlerinin  algoritmalari
edilerek kaydedilmistir. Gergeklestirilen
projenin  devaminda yeni deneysel
asamalar icinde algoritmalar optimize
edilecektir. Bu sayede robotik sistem ile
calisacak olan baska laboratuvarlarin
tekrar tekrar ayni is yiikiinii alarak sifirdan
insa etmelerindense,
optimizasyonu saglanan
kullanarak ilerlemelerinin yolu agilacaktir.

tim deney
optimize

tarafimizca
algoritmalar1




Siv1 isleyen otonom sistemler ile gerceklestirilen
molekiiler biyoloji deneylerinde islenecek sivi
miktarinin mikrolitre seviyesinde litrenin bir
milyonda biri hacmindeki soliisyonlar1 hatasiz
isleyebilmesi bu sistemlerin etkili ¢alisabilmesi i¢in
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Bu risk yonetimi icin pipet temizleme
blogu yapilarak pistonun birkag tur yukari
asagl  hareketi  sonucu temizleme
saglanmaktadir. Bununla birlikte
CRISPR.BOT sistemlerinin belirli hiz, ag1

cozllmesi gereken sorunlardan biridir. ve gicte isleyebilecegi  mikrolitre
solisyon miktarlar1 detaylica
edilmis ve proje igerisinde sekillerde

gorsellestirilmistir (Sekil 9 ve Sekil 10).

analiz

Cozlim olarak robotun deney asamasinda
diisik derecede mikrolitreyi  dogru
¢ekebilmesi i¢in her diisiik mikrolitre
cekiminden Once yuksek derecede kendi

Deney asamasinda gerceklesme riski bulunan
durumlardan birisi farkli hizlar kullanildiginda
¢ekilen mikrolitre miktarini degistirmese de diisiik

dereceler kullanildiginda robotun siringa sisteminin | i on dine calistirilarak hassasiyeti
hassasiyetini etkiledigini ve diigiik mikrolitre saglanmistir. Bununla ilgili algoritmalar
cekimlerinde hassasiyeti kaybettigi goriilmiistiir. gelistirilerek proje icerisinde

gerceklestirilen biitiin deneylerde entegre
edilmistir (Yontem 1-4).
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