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1. Proje Ozeti (Proje Tanimi)

Giintimiizde tlkelerin ve ordularin giicli sadece asker sayis1 ve silah iistiinligi ile
degil, sahip olduklar1 teknolojiler ve teknolojileri kullanabilme yetenekleri ile dl¢iilmektedir.
Bu da, tilkelerin sahip olduklari ekonomik giicii ve gelismislik diizeyi ile paralel olarak
artmaktadir. Bu sebepten dolay1 projede gergeklestirilmek istenen diizenek ile iilke ordusuna,
molekiiler biyolojiye dayal olarak gelistirilen rekombinant DNA teknolojisi ve biyoteknoloji
alaninda katki saglanmasi hedeflenmektedir. Buradan yola ¢ikilarak yapilan uzun siireli
arastirmalar sonucunda askeri alanda diinyanin en zor askeri egitimine katlanmig havada,
karada ve suda gorev alabilen Su Alt1 Taarruz (SAT) komandolarinin faydasini gorebilecegi
bir sistem tasarlanmasi hedeflenmektedir. SAT komandolarinin egitimleri incelendiginde su
altinda verdikleri miicadelede kullandiklar1 dalis tiiplerinin belirli bir stirede yeterli oldugu ve
su altindaki zamanlarinin kisith oldugu goriilmektedir. Buradan yola c¢ikilarak tiiplerde
sirkiilasyon saglayacak ve sualti kalis siiresini arttiracak bir tiip tasarlanmasi ve bu tiipte de
mikroalglerin kullanilmas: diisiiniilmektedir. Diinya’nin ihtiya¢ duydugu oksijenin %78’ini
karsilayan fitoplanktonlar ve diatomlarin DNA’sinda degisiklik yapilarak oksijen iiretme
hizlart arttirllip oksijen tiiplerinde kullanilmasi hedeflenmektedir. Bu sayede oksijen tiipii
icerisinde minimum bir siirede verilen CO2 gazi1 O2 gazina doniistiiriilmesi hedeflenmektedir.
Projede, CRISPR-Cas9 teknolojisi ile bitki, hayvan ve mikroorganizmalarin DNA’lar1 son
derece kolay ve yiiksek bir hassasiyetle degistirilebilmektedir.

Bilim ve teknoloji alaninda yasanan hizli gelismeler, askeriyeyi de siirekli olarak yeni
alanlara uyum saglamaya zorlamakta ve doniistiirmektedir. Son yillarda oldukca dikkat ¢eken
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mikroalgler saglik, gida, kozmetik, ¢evre ve biyoyakit {iretimi alanlarinda kullanim
potansiyeli bulunan yeni nesil hammadde kaynaklaridir. Yeryiiziiniin en eski yasam
formlarindan biri olan mikroalgler, genetik ve fenotipik cesitlilikleriyle biyosferin hemen
hemen her yerinde bulunabilen, fototrofik, heterotrofik ya da miksotrofik olarak yasayan,
genellikle basit morfolojide organizmalardir. Prokaryotik ya da okaryotik olabilen
mikroalgler, basit yapilariyla dinamik ve kompleks rekabetci cevrede, yiiksek derecede
tuzluluk ve yiiksek sicaklik gibi sert iklim kosullarinda, 151tk ve besin yoksunlugu
durumlarinda  hayatta  kalabilirler.  Diatomlar  (Bacillariophyceae), yesil algler
(Chlorophyceae), ve altin saris1 algler (Chrysophyceae) dogada bulunma miktar1 bakimindan
en Oonemli mikroalg gruplaridir. Mikroalgler, farkli iirtinlere hammadde olabilecek sekilde
yiiksek miktarda protein, lipit ve karbonhidrat igerigine sahip olabilirler ancak hiicresel icerik
tiirden tiire ve yetistirilme sartlarina gére degisiklik goéstermektedir. Ozellikle diatomlar dzgiin
hiicresel yapilariyla agir metal absorpsiyonu gerektiren biyoremediasyon uygulamalarinda,
biyomedikal implantlarda, su saflastirma ya da kromotografik ayirmada kullanilan filtrasyon
prosesleri ve Dbiyosensor gibi alanlarda kullanim potansiyeline sahiptirler. Algler, sucul
ortamda en 6nemli birincil treticiler olup, biyolojik CO2/0O2 dongiisiinde gorev alirlar. Bu
nedenle organizmalar i¢inde en degerli ekolojik gruplardan biridir.

Projede kurulmasi istenilen diizenekte yukarida bahsedilen mikroalglerden
diatomlarin Fistulifera sp. tiri kullanilarak CO2/O2 sirkiilasyonu saglayacak bir sistem
kurulacaktir. Bu sistemde kullanilacak diatomlarin geninde CRISPR-Cas9 teknolojisi
kullanilarak diizenlemeler yapilacaktir. Bu diizenlemeler promotor bdlge tespit edilerek ve
sayisi arttirilarak diatomun {rettigi O2 seviyesinin hizlandirilmast hedeflenmektedir. Bu
sayede diizenegin, gelen CO2 gazini daha hizli ve verimli bir sekilde O2 gazina doniistiirmesi
hedeflenmektedir. Diizenek iki adet tiipten olusmaktadir. lk tiip tamamen bir insanmn
solumast i¢in gerekli havanin sikigsmis halde bulundugu tiiptiir ve soluma bu tiip ile
gerceklestirilecektir. Ikinci tiipte ise solunum sonrasi verilen CO2 gazinmn bulundugu tiiptiir.
Bu iki tiip arasinda diatomlarin yasam alani olan bir fotobiyoreaktér bulunmaktadir. Burada
solunum sonrast biriken CO2 gazi verilerek O2 gazina doniisiimii saglanmaktadir. Daha
sonrasinda doniisiim saglanan o gazi tekrar ilk tlipe aktarilarak solunum i¢in kullanilan
havanin daha uzun stireli kullanilmas1 amaglanmistir. Bu sistem ile SAT komandolarinin su
altinda kullandig: tiiplerin daha uzun siireli verimli olmasi hedeflenmektedir. Ayni zamanda
gerceklesmesi istenen proje ile sadece askeri alanda degil oksijen tiipli kullanilan her alanda
yani; astronotlara, su dalgiglarina, itfaiyecilerde vb. alanlara yonelik de katki saglanmasi
beklenmektedir.

Resim 1 ve 2 : Cizimi yapilan dalis tiipiiniin on ve arka kistmlarinin goriiniimii



2. Problem/Sorun

Ulkemizde Milli teknoloji hamlesine biyoteknoloji alaninda gelisme saglayabilecek,
genetik hastaliklara umut vaat eden, diger tedavi yontemlerine nazaran ucuz ve hizli cevap
veren CRISPR-Cas9 teknolojisinin Milli Savunma Sanayi gibi alanlarda yok denecek kadar az
caligmalarin bulundugu tespit edilmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda iilkemizde biyolojik
inovasyon ve savunma alani i¢in ortaya ¢ikan biyoteknolojileri tam olarak kullanmada, ¢evik
is modellerinin ve insan sermayesinin yetersizligi bir sorun teskil etmektedir. Askeri alanda
yasanan sorunlara bakildiginda, su altinda gorevlerini gergeklestiren askerler solunum
acisindan olumsuzluklara maruz kaldiklar1 tespit edilmistir.

Su altinda kullanilacak dalis tiiplerinde, dizel ve benzin motoru ile ¢alistirilan yiiksek
basing kompresorlerinin emis hortumlarmma motorun egzozundan c¢ikan hava karistig
durumlarda, dalig tiipiine basilan havanin i¢inde de karbonmonoksit birikimi olacaktir. Dalig
tiipinde bulunabilen karbonmonoksit gazi, ¢ok diisiik degerlerde olsa dahi belirli bir
derinlikten sonra kismi basinci yiikselerek zehirleyici etkiler gosterir. Oksijen, dokulara
alyuvarlar i¢inde bulunan bir protein olan hemoglobin ile tasinir. Karbonmonoksitin
hemoglobine baglanabilme kapasitesi oksijene kiyasla yaklasik olarak 300 kat daha fazladir.
Bu o6zelligi dolayistyla karbonmonoksit, solunum havasinda olduk¢a az miktarlarda dahi
bulunuyor olsa, oksijenin hemoglobin ile dokulara tasinmasini sinirlayarak dokuda hipoksi
olusmasina sebep olabilmektedir. Derinlikle orantili bi¢imde artan karbonmonoksit kismi
basinct nedeniyle dalig sirasinda olusan karbonmonoksit zehirlenmesi karada olusan
zehirlenmeye gore ¢ok daha hizli gelisebilir. Karbonmonoksit zehirlenmesine bagli olarak su
altinda meydana gelen bayilma, sonrasinda bogulmanin gerceklesmesine neden olacak ve
dalicinin bu siiregte dokular1 ¢ok hizli bir sekilde hipoksi etkisine girecektir. Karbonmonoksit
zehirlenmesi saptandiginda hastaya en kisa siirede %100 oksijen solutulmasi gerekmektedir.
Yapilan aragtirmalar insanlarin nefes alma diirtiilerinin viicutlarindaki oksijen kullanimi
sonucunda agiga ¢ikan karbondioksit miktarina gore denetlendigini gostermistir. Yine yapilan
arastirmalar sonucunda deniz seviyesinde (1 atm ortam basincinda) normal hareket edecek
olan bir insanin dakikada ortalama 25 litre hava tiiketebilecegi goriilmiistiir. Ancak artan
derinlik dalicinin fiziksel ve fizyolojik yeterliliklerinden bagimsiz olarak meydana gelen
basing degisimi dolayisiyla hava tliketim oraninin artisina sebep olacaktir. Derinlik arttik¢a
ortam basinci da artacak ve solunan hava miktar1 da artis gosterecektir. Ornegin deniz
seviyesinde ortam 1 atm oldugu i¢in ortalama hava tiikketimi 25 litreyken, 10 metre derinlikte
ortam basici 2 atm olacagindan, ortalama hava tiiketimi de 50 litreye ulasacaktir. Dalig
tiiplerinde kullanilan rezerv hava, tiim dalgiglarin giivenligi icin 6nemli bir ayrintidir. Her
dalict dalis planin1 yapmadan 6nce sahip oldugu havanin 50 bar Iik kismimi rezervi hava
olarak ayirmali ve geri kalan hava miktarina gére dalis planin1 yapmalidir. Son olarak hava
kaynagini sirtinda tasiyan dalicilar i¢in su altinda yagamsal 6neme sahip olan dalis tiiplerinin
degeri paha bigilemezdir. Su altindaki giivenlik ve dalis planinin tutarlilig1 i¢in sahip olunan
havanin ne kadar oldugunu bilmek ve tahmini de olsa su altinda ne kadarinin harcandigini
hesaplamak hem dalig giivenligi hem de dalis planlamasi acisindan vazgecilmezdir. Projenin
hedefi, askeri teknolojilerde CRISPR-Cas9 teknolojisinin kullanilmas1 ile  Savunma
Sanayisinde Tiirkiye’ye katki saglamaktir.



3. Céoziim

Su Alt1 Taarruz (SAT) komandolar1 i¢in tasarlanan bu projede, yapilmasi diisiiniilen
dalis tiiplinde mikroalgler kullanilarak CO2-O2 doniisiimlii bir sistem kurulmasi
hedeflenmektedir. Bu sistem igerisinde O2 iiretimini saglayacak diatomlar bulunacaktir ve bu
diatomlarda CRISPR Cas-9 teknolojisi kullanilarak DNA larinda  diizenleme
gerceklestirilecektir. Genlerinde diizenleme yapilacak diatomlarin 6ncelikle DNA sekansinda
promotor bolgesi tespit edilip daha sonrasinda promotor bolge sayisi fazlalastirilarak O2
iretiminin hizlandirilmasi diigtinilmiistiir. Ayrica tasarlanan tiiplerde olusabilecek risklere
kars1 tim gaz sensorleri aktiflesmeye hazir halde bulunacak ve filtreleme yontemiyle bu
risklerin 6nlenmesi planlanmustir.

Ulkemizde milli teknoloji hamlesine ydnelik olarak Savunma Sanayisine katki
saglayacak bu projede giinlimiizde askeri kapali devre ya da normal dalis tiiplerine nazaran
oksijen liretimi saglamasinin yaninda ergonomik dalis tiipleri SAT Komandolarina gore
tasarlanmis olsa da itfaiyeciler, steril oda calisanlari, ISS (International Space Station), derin
deniz aragtirma ve mithendislik dalgiclari vb. alanlar i¢in de kullanilabilir.

Projedeki akis stireci su sekilde ilerlemektedir;

Crispr-Cas9 gen editleme
eknc ra

Diatom belirlenir '
(fistulifera sp.)
tretimi gergeklestirir

Kapal devre askeri dalig
sistemine
fotobiyareaktér modifiye

edilir.
Bu sayede tasarlanan Genetigi degistirilmis
bu sistem ile SAT diatomlar
Komandolar: sualtinda ‘— fotobiyoreaktorlere

uzun siire gorev eklenir.
yapabilir.

Proje Akis Semasi

Dalis esnasinda kullanilacak tiip uygulanacak teknolojinin sartlarina bagl olarak 20 ile 25
litre arasinda degismesi ongoriilmiistiir. Bir tiip oksijen doluyken diger tiip kullanim esnasinda
CO2 dolacak bu sebeple 2 tane tiip kullanilmas1 uygun goriilmiistiir. Ayrica tiipler arasinda
mikroalglerin yasam alan1 olan fotobiyoreaktor yer alacaktir ve bu sayede CO2 gazi O2
gazina donistiiriilecektir. Fotobiyoreaktor icerisinde O2 doniisiimiinii saglayacak canlilarin
yasamast i¢in uygun ortam bulunmaktadir. Tiiplerde filtreleme sistemine benzer bir sistem
kullanilmistir. Fitoplanktonlarin yasadig: tiipte farkli zehirli gazlar da {iiretilebilir ve bu insan
saghigin etkileyebilmektedir. Bundan dolayr CO, CO2 ve O2 gibi gazlar1 6lgen iki sensor
kullanilmistir. Karbon Monoksit, Klor, Nitrik Oksit, Azot Dioksit, Fosfin, Etilen Oksit,
Kiikiirt Dioksit, Hidrojen Siilfiir, Hidrojen, Amonyak gibi maddelerin varligin1 6l¢gen kimyasal
sensOr disinda sadece oksijen seviyesini belirleyen hassas sensor kullanilmigtir. O2 sensorii
hem diatom reaktoriinde hem de dalis tiiplinde yer alirken, diger maddeleri 6lgen kimyasal
sensorler sadece biyoreaktor tiiplinde yer almaktadir.



4, Yontem

Bu projede, hem bulunma miktar1 hem de fonksiyonlar1 bakimindan 6nemli olan
mikroalg siniflar1 arastirilmistir. En yaygin mikroalg tiirleri olarak diatomlar, yesil algler ve
altin renkli algler bulunmaktadir. Kullanilmasi hedeflenen mikroalg tiirii olarak diatomlar
tercih edilmistir. Bu projede diatomlarin secilme nedeni okyanuslarda iiretilen birincil
karbonun en az %30’unun iiretiminden sorumlu olmalar1 ve diger mikroalglere nazaran
disaridan aldig1 151k enerjisini toplayarak fotosentez yolu ile kimyasal enerjiye doniistiiren
molekiillere (klorofil a, klorofil c) sahip olmasidir. Diatom tiirlerinin sayis1 tahmini olarak
20.000 - 2 milyon arasinda degigsmektedir. Diatomlar suda yasayan dairesel hilal ve mekik
gibi farkli sekillerde olan ve dis kabuklar1 6zellikle tasarlanmus seffaf yapilidirlar. Oncelikle
nehir yatagindan uygun, genis, diiz ylizeyli taslar toplanir, tasin yiizeyinde kahverengi silim
tabakast olmasina dikkat edilmelidir. Silim tabakasinda diatomlar bol miktarda
bulunmaktadir. Plastik kaba alinan tas bir dis fircas1 yardimu ile fir¢alanir ve tasin iizerindeki
kahverengi film tabakasinin tamami kazinmaya ¢alisilmalidir. Diatomlar1 toplamak igin tagin
sadece suya bakan kismindan ¢ikarma islemi yapilmalidir. Son olarak pipet yardimiyla tasa
tazyikli su fiskirtilarak tasin yilizeyi temizlenmelidir. Diatomlar plastik kabin tabaninda
toplanan kahverengi suda bulunmaktadir. Toplanan diatomlar mikroskop altinda hareket
yetenegine gore incelenirler. Bir pipet kullanarak kiigiik sisenin tabanina biraz 6rnek
alindiktan sonra bu O6rnek bir santrifiij tiipline yerlestirilir ve ¢alistirilir. Diatomlar tiipiin
dibine ¢oktiiglinde siipernatant ismi verilen iistteki kisim atilir ve tiipe diatom 6rneginin 2-3
kat1 kadar ticari temizleme {irlinii ilave edilir, pipet kullanilarak karisim yavasca karistirilir.
Daha sonra yaklasik 20 dk beklenir ve bu siirede karistmin 2 kez daha karistirilmast
gerekmektedir. 20 dk bekledikten sonra distile su kullanilarak karigim yikanir ve suyun
eklenmesi ile 2 tiipteki s1vi oran1 birbirine esitlenmelidir. Bu islem sonrasinda tiipler santrifiije
tekrar yerlestirilir ve burada diatomlarin ¢okmesi saglanir. Santrifiij sonrasinda siipernatant
bosaltilir ve tiipler ters ¢evrilerek yikama islemi en az 3 kez tekrarlanir. Bu islem temizleme
irlinlin uzaklastirilmast i¢cin gereklidir eger {irlin uzaklastirnlmazsa dogru preparat
hazirlanamaz.

Diatom o6rneklerinin yikanip temizlenmesi i¢in karigima, rengi bulanik olana kadar
distile su eklenir. Diatomlarin preparatta yogun olarak bulunmalar1 gozlemlenmelerini
zorlagtirmaktadir. Bu yiizden karistmin  preparat halinde hazirlanmasi igin 1sitilmasi
gerekmektedir. 11k olarak seramik karo elektrikli 1sitict iizerine bir lamel konur ve lamel
iizerine birka¢ damla yikanmis soliisyon konur. Seramik karo iizerindeki sivi buharlagincaya
kadar sitilir. Sivi buharlastiktan sonra sogumasi i¢in bekletilir. Daha sonra lamel, karo
iizerinden dikkatli bir sekilde alimir. Lamel, lam iizerine dikkatli bir sekilde ters cevrilerek
konulur. Lam lamele bir bant yardimiyla sabitlenir. Boylece preparasyon tamamlanir. Bu
metodla gegici preparat hazirlanmis olur.

Preparasyonun diger bir yolu da dairi preparat hazirlamaktir. Yaklasik bir damla
kloraks bir lam {izerine konulur. Sonra iizerinde 6nceden buharlagsmis diatome soliisyonu
konularak kloraksin iizerine ters ¢evrilerek kapatilir. Seramik karo iizerinde i1sitma islemi
gerceklestirilir. Klorakstaki mevcut alkoliin buharlagmasi saglanir. Lam iizerinde ilk Once
hava kabarciklar1 olusur. Ancak alkol buharlastiginda kabarciklar azalir. Kabarcik tekrar
olusmaya basladiginda karo iizerinden preparat alinir, lam bir lamelin iizerine ters ¢evrilerek



konur ve bir pens yardimiyla bastirilarak kapatilir. Bu sekilde hava kabarciklar1 g¢ikartilir.
Kloraks ¢ok c¢abuk kurudugu i¢in bu yontem hizli bir sekilde yapilmalidir. Birkag dk sonra
Kloraks tamamen sertlesir ve preparasyon islemi tamamlanmis olur. Hangi metot kullanilirsa
kullanilsin diatomlarin detayli gdzlenmesi miimkiindiir. Tiirii kesfedilen diatomun DNA’s1
kullanilmak {izere crispr asamasina gegilir.

Belirledigimiz Fistulifera sp. diatomunun gen dizilimine bir rehber RNA tasarlarken
ozellikle Cas enziminin taniyacagi ‘PAM (Protospacer Adjacent Motifs)’ dizisinin ortaya
cikarilmast gerekmektedir. PAM dizisi, CRIPSR Cas sistemi izole edildigine canlinin tiiriine
gore degisiklik gostermektedir. Rehber RNA’nin tasarimi yapilirken PAM dizisinin
eklenmesine gerek yoktur, fakat hedeflenen genin bdlge igerisinde rehber RNA’nin 3’(ii¢
tissil) ucunda bu PAM dizisinin olmas1 gerekmektedir.

Genomic DNA Cas9 /PAM
OO e SOD
%‘W‘n—\

chNA/ C : I\":

tracrRNA

Resim 3: Babkteriyi enfekte eden viriis DNA’sinin belirli kisimlart ve tekrar
genleriyle birlikte CRISPR bolgesi

Rehber RNA’nin (gRNA) o6zellikle taniyan bolgesinin 20 niikleotid uzunlugunda
olmas1 gerekmektedir. tractrRNA ve creRNA’nin geri kalan bolimleri ile birlestirildiginde
toplamda 100 baz1 gegmektedir. Bir total gRNA CRISPR Cas enzimi ¢alismalarinda 6zellikle
hedef dis1 mutasyonlarin aktivitesinin belirlenmesi dnemli bir rol almaktadir. Ciinkii Cas9
enzimi kullanildiginda, DNA ¢ift zincir kirilmasina sebep olacaktir ve bu da indel
mutasyonlarmi olusturma ve onkogenezite olusturma riskini arttirmaktadir. Dolayisiyla bir
gRNA ya da gRNA tasariminda ilk olarak; dogru gRNA hedef bolgelerinin belirlenmesi ve bu
bolgeyi belirledikten sonra tasarlanan gRNA’nin, en diisiik seviyede, hedef dis1 mutasyon
etkinlik potansiyelinin belirlenmesi gereklidir. Ayn1 zamanda on target yani optimum hedef
konum iligkisini belirlenmesi de gerekmektedir. Dolayisiyla tasarlanan gRNA, hedeflenen
bolge i¢in spesifikligi ¢ok yliksek olmali ve hedef dis1 bolgelerle etkilesim oraninin az olup,
istenmeyen mutasyon olusturma olasiliginin diisiik olmasi beklenmektedir.

Adimlar ile gRNA tasarima;

1.ADIM : Hedeflenen gende yapilmak istenen mutasyona gRNA segilir. Segilen bolgelerde
(intronik bolge, Enhansir bolge, ekzonik bolge) CAS sistemi kullanilabilir.

2.ADIM : Hedeflenen gen icerisinde PAM dizilerine 6zellikli rehber RNA dizileri belirlenir.

3.ADIM : Tasarlanan 20-25 niikleotiddeki gRNA dizisinin, genom boyunca baska nerelerde
benzerlik gosterebilecegi belirlenmektedir. Bu belirlenen olasiligin igine uyumsuzluk
(mismatch) puani da eklenmektedir. Uyumsuzluk puan1 yeni niikleotid icerisinde 3, 5 tane
niikleotidin farkli olmasinin CRISPR Cas sistemi tarafindan kabul edilebilecegini ve bu kabul



edilme sonucunda da, hedef dis1 (off-target) mutasyon olasiligini artirabilecegi
belirlenmektedir.

ADIM 4: Tasarladigimiz gRNA’nin, hedeflenen bdlge ile on- target yani hedef spesifikligi
skorunun belirlenmesi gerekmektedir.

ADIM 5: Ozellikle rehber RNA’nm ne tiir bir sekilde aktarilacag: ile ilgili yontemleri
belirlenmesi gerekmektedir.

Birinci asamada hedef gen analizine bakildiginda, bir canlida hedeflenen bir gen
dizilimini bulabilmek 1i¢in 0Ozellikle NCBI veya ENSEMBL gibi veritabanlari
Kullanilmaktadir. Bu veri tabanlar1 igerisinde hedeflenen hiicrenin veya organizmanin
genomik bilgilerinin olmasi1 gerekmektedir. Diger taraftan hedeflenen gen veri tabanlarinda
bulundugunda modifiye etmek istenilen bolgenin intronik (kodlanmayan bolge), ekzonik
(kodlanan bolge) ya da kodlanmay1 regiile eden promotor gibi bolgeler olma durumlarinin
belirlenmesi gerekmektedir.

Hedef dizi: 5’- GTGTAAACGGATAATGGACANGG

Merkezden Cekirdek PAM
uzak

Resim 4: Hedef dizinin gosterimi

gRNA tasarlarken, 20 Niikleotidin basina Guanin (G) eklenmektedir. Guanin
eklenmesinin nedenlerinden biri de Sitozinle (S) arasindaki iiclii bag sebebiyle G, C
kontentini artirarak gRNA’nin DNA ile 3. bir zincir olustururken (triple- helix yapisi) guanin
destegiyle, baglanma affinitesi arttirilmaktadir. Fotografta goriilen gRNA’da merkezden
uzak, cekirdek isimli iki bolge ayrilmis ve yapilan caligmalar da istenmeyen mutasyon
riskinin merkezden uzaklastik¢a yani 5’ (bes iissii) ucuna dogru arttigr ve boylelikle bu siyah
olan bolgede birkag niikleotidin CAS enzimi tarafindan o bélgeyi kesilecegini gorebiliyoruz.
Bu sebeple gRNA’y1 tasarladiktan sonra, ayni zamanda bunun merkezden uzak bolgelerinin
genom igerisinde baska hangi bolgelerle iletisime gegebilecegi, komplementer
olusturabilecegini hesaplamak gerekiyor. Bu hesaplamalar Software araglar ile
yapilabilmektedir.

CRISPR/Cas9

SgRNA target site

~NNNNNNNNNNNNNNNNN

5' NNN olerance of mismatches ——
3'NNN N’V

L!_ﬁ_m_l_ﬁ_l_ﬂﬁ_lﬁ_r
"/NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNS

- DsB

Resim 5: gRNA’nin 5° ucuna dogru (siyah alan) diizenlenmesi ile yanls hizalama
toleransinin arttiridmasi



Resimde goriildiigii gibi, oOzellikle gRNA’nin 5 ucuna dogru (siyah alan)
diizenlenmesi ile yanlis hizalama toleransinin arttirildigini goriilmektedir. Bunun sonucunda
ise hedef dis1 istenmeyen mutasyon oraninda artigin olugsmasi belirlenmektedir.

Boyle bir durumda 20 niikleotiddeki gRNA dizisi bolgesinin 17, 18 niikleotide
diisiiriildiiglinde istenmeyen mutasyon olusturma riskinin diisecegi agiklanmistir. Boylelikle
hedef dis1 6zgiilliikk biliylik 6l¢iide artmakla birlikte daha 6zgilin bir sekilde hedefledigimiz
bolgeyi modifiye edebilmenin oniinii agmaktadir.

Bu projede diatomlarin promotor bolgesi Eukaryotic Promoter Database’de
bulunmamaktadir. Bu nedenle Arabidopsis Thaliana (Fare kulag1 teresini)’ nin klorofil geni
ve diatomlarin CHLI 2 geni (klorofil biyosentez geni) aynmi oldugu i¢in Arabidopsis Thaliana
bitkisi baz alinarak promotor bolgesi tasarlanmistir. Buna alternatif olarak diatomlarin
promotor bolgesi genetik hazirlama sirketlerinden satin alinarak yapilabilir.

Design CRISPR Guides: Import sequence
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Resim 6: gRNA’nin 5’ ucuna dogru (siyah alan) diizenlenmesi ile yanhs hizalama
toleransinin arttirilmasit
gRNA’ya 20 niikleotid dizisini tasarlamak i¢in benchling sitesi kullanilmaktadir. Bu
sistemi kullanarak CRIPSR Guides sekmesi ile resimde goriinen se¢enekler ayarlanmaktadir.
Bu ekrana hedefledigimiz geni (CHLI2, Klorofil biyosentez geni) yazdiktan sonra genimizin
tiim lokasyon ve transkript bolgeleri ¢ikmaktadir.



Masked Regions O Include masked reglons In off-target search
Design CRISPR Guides: Guide parameters
Off-Target Score @ Use the scoring method from Hsu et a

nation (CFD) score from
able for NGG PAM sites and
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ta only a

20mer guides.

Design Type @
gn Typ! (@ Single guide
Off-Target Weights When calculating MIT off-target scores, use welghts designed
Tor SpCas9 nucleases (from Hsu et al., 2013)
a - .
() Paired guides
On-Target Score Use Optimized Score from Doench, Fusl et al., 2016. Only
avallable for SpCas9.
() Guides for "base editing” (Komor et al., 2016)
Sequence Display @ Show only cuts In the target region(s)
O Show all patental cuts on the sequence
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Resim 7 :Dizayn tipinde tek bir gRNA’nn tasarlanmasini istedigimiz icin single guide
secenegi secilmektedir
Resim 8: Sequence display yani on target ve off target (Hedef dist ve hedef ici) mutasyon
skorlarinin 10’ dan biiyiik ya da 25°den kiiciitk olmas: gibi puanlama sinirimizi
ayarlayarak, belirledigimiz degerler ve kriterler icerisinde istedigimiz kalite seviyesinde,
2RNA otomatik olarak tasarlanmaktadur.

Dizayn tipinde tek bir gRNA’nn tasarlanmasini istedigimiz i¢in single guide segenegi
secilmektedir. Son olarak Sequence display yani on target ve off target (Hedef dis1 ve hedef
ici) mutasyon skorlarinin 10° dan biiytlik ya da 25’den kii¢lik olmasi gibi puanlama sinirimizi
ayarlayarak, belirledigimiz degerler ve kriterler igerisinde istedigimiz kalite seviyesinde,
gRNA otomatik olarak tasarlanmaktadir. Bunun takibinde resimde goriildiigii gibi gRNA
icerisinde adenin, timin, guanin ve sitozin oranlar1 belirlenebilir. Bu da bizim daha spesifik
bir gRNA tasarlamamizin Oniinii agmaktadir. Rehber RNA dizisinin nasil bir uzunlukta
olmasi istedigimizi resimde goriinen sekmelerde ayarlanabilmekte, genomumuz belli oldugu
icin CAS enzimimiz ve PAM dizimiz otomatik olarak istege gore segenekler halinde
belirlenmektedir. PAM dizisini segtikten sonra gen sekansimiz ortaya ¢ikar ve belirledigimiz
seceneklerdeki verilere gore sistem bize gRNA bolgelerini hemen hesaplamaktadir.



Resim 9: CHLI2 geninin transkripsiyon baslama bolgesi secilmistir

Resim 10: En uygun gRNA secilmistir

Fotografta gosterilen on target oranlari ve off target oranlarinin en diisiik 70’in
iistiinde olmas1 gerekmektedir. Ikinci plan olarak ya on target orani yiiksek olan ya da off
target oran1 yiiksek olan segenek secilip gRNA dizayn edilmektedir. Bunun nedeni CAS’in
basarili bir mutasyon gergeklestirebilmesi i¢indir. Off target oran1 burada farkli bir anlama
sahiptir. Yiiksek olmast hedef dis1t mutasyon olasiligimizin diistikliigiinii gosterir. Resim 9’da
sekans lizerinde secilen alan promotor sonrasi klorofil biyosentez geninin ifadesinin
(transkripsyon) baslangic yeridir. Burada gostermis oldugumuz Arabidopsis thaliana (Fare
kulag: teresini)’ daki CHLI 2 (klorofil biyosentez geni) geninin promotdr bdlgesi, Eukaryotic
Promoter Database ile bulunmustur. (Resim 10)
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Resim 11: CHLI2 Geni Promotor Bolgesi

Arttirilmasi hedeflenen
Promotor bolgeler

TGGATGACATTAACAAGCAGGCGTCCAGCTGACCATATATGTTTGTACTATCATCTATGGTCACCAATCAT TTGAATCAAGTTGAATTCATGGATGCACAGTACGTCAGTTTGTGATG
TAAATTAATGTAATGCAAATAATCATCTGCAAAATTGAATCAAAGAGAATATAAGATCAACACAAAAGCAAGTGTTITGGGGAATCGGATGCATCATAACAAGCGAATATCTACTCAAR
CAAGTTTAAACTCAATTCACCATAACATTCACACCCAATAAAAAAAAACTCAATATGAATAAATCAGTGTGGAAAGAACCTGATACAAAGCTGCTCCATCAATGGAAAATCT TCAAAC
ACTCCACAAGAAGCAAAAGCATCCACTAATCAAGTTTTTTTTATCTCTCTCTCTCAAGCTAAAATCTTAAACCACCAATATAGAATAAATGAGAAATCGTTTACTCTAAGGAAATAAAA

ACTAATTGAAAATTGAGAAAAGT GCTATATAAGAGAACACAACTTTGAT TAAATAAGCCCAAAATTTTCTCTCGCCGCTGTGATTATCAGAGAAGTGGGAGAACCACGACTGATGATT
TGCCACCAAAAACCAGAGAAACGAGATCGCGGCTTCTACTGCTACACGAGATCCTICACTCGGTCGCTCGTTCACTTATTICTTITCTTITTICTTITTGTICTCCATATTTTATGGTATCTG

AAATTCTAAGATCTAGCAAGTCGAAGAACTGGAAGAAAAAAACTGCAAACTTTAAGGTT TTGCAGCAATTGAATGAACTTTAGG TAGAACGCATGAAACTACAATAACATGCAATAAACA,

CATAGACAACAAAATTATCAGGGTACAGAT TTT TAAACCAAGT TGTAAT TCTAGCAAACCCATCAACCATCATCTTCCGCTGGATTTTGTGTTTTCTAAAGAAAAAAAAGAGATAGAAS
AAGGAAAGAGACAAGAGATTGTAACCGATGTAATTAAAGGG TAAATAAGTCAAATTGTCCATACAAAGTGCCTATTCCTTGAAAAGTGT TTAATCACGTAAATATTT T TAAAAAAGTG
CTCTACACTGTAATATTCTCATTAATTTATCCAATAACTAAATACGACGTCGTTITAGTTACGAAAGGTAATT TGGTTCGGCGTCEGTTACAAAGACTAAAGATTCACATCGAATGTAACTG
TTTTTTATCCATATCAAT TTTCAAACCAAACCAAGAACTGAACTCGAACCATTTTITATCCAAATCCAAACCAAACCGAAATTITAATTGGACCTACAAGCCCATTATATATICAAATTITT

ACAAAATTGGCATAATATAATAATACAATGT TTAATAAATAAT TAAACTAAACTGAGTAAAAGAGGGAAAATCTACGATCCTCTCTA

promotor bolgesidir

Mor renkteki vurgu genin
transkripsiyon baslama bélgesidir

CHLI2 genidir

Resim 12: Arabidopsis Thaliana (Fare kulag teresini) daki CHLI 2 (klorofil biyosentez
geni)

Genetigini degistirilen diatomlar, fotobiyoreaktdr icine konur. Diatomlarin yasamsal
faaliyetlerini siirdiirebilecek ortami biyoreaktdr otomatik olarak ayarlar. Fotobiyoreaktorler
icerisinde 151k ile birlikte, hiicrelere besinleri (glikoz ve amino asitler), biyokimyasal
faktorleri ve oksijeni siirekli olarak ulastirir, ¢esitli kimyasallarin doku iskelesinin ig
kisimlarina difiizyonunu saglar ve metabolizmasinin yan {iriinlerini siirekli uzaklastirmaktadir.
Ayrica pH, oksijen oram1 ve besin miktar1 gibi ¢ok dnemli parametreler, kiitle aktariminin
etkinligine bagli olarak kontrol edilebilmektedir.



10.

Yenilik¢i (inovatif) Yonii

Tiirkiye'de askeri alanda biyoteknolojiye yonelik ¢alismalarin olmasi. Yapilan
arastirmalar sonucunda Tiirkiye’de genetik ¢alismalarin diger iilkelere gore geride
kaldig1 ve 6zellikle askeri alanda hi¢ kullanilmamasi dikkat ¢gekmistir. Bunun {izerine
projede biyoteknoloji alaninda ¢aligsmalar yapilmasina odaklanilmistir.

Su Alti Taarruz Komandolarina yonelik su altinda kullanilabilecek essiz bir tiip
kullaniimasi. SAT Komandolarinin kullandiklar1 dalis tiipleri gorevlerini belirli bir
siireye kisitlamaktadir, bu sebepten tasarlanan dalis tiipii ile su altinda kalma
oranlarinin artirilmas: hedeflenmektedir.

Tasarlanan dals tiipiinde oksijen iiretimi yapilmasi. Diinya {izerinde oksijen
tiretiminin %78’ini mikroalglerin yaptig1 tespit edilmistir. Fakat bu projede inovatif
yonii kapali bir biyoreaktor igerisinde oksijen iiretimi saglayarak insan kullanimina
uygun hale getirilmesi planlanmaktadir.

Dalws tiipiinde oksijen sirkiilasyonun saglanmasi. Yapilan arastirmalara bakildiginda
dalis tiiplerinde filtreleme yapilmis fakat atik olan gazlarin geri solunum sistemine gaz
olarak doniismedigi gozlemlenmistir. Projede atik gaz olan CO2’nin O2’ye doniiserek
sirkiilasyonunun saglanmasi yenilik¢i yonlerinden biridir.

Tasarlanacak dalis tiipiinde oksijen iiretimi igin mikroalglerin kullanilmasi. Simdiye
kadar higbir dalis tiipiinde mikroalgler kullanilmamustir. Projedeki kullanim amac ise
tamamen oksijen iiretiminin saglanmasina yoneliktir ve bu 6zellik projenin inovatif
ozelliklerinin basinda yer almaktadir.

Kullanilacak mikroalglerin DNA sinda degisiklikler yapilarak yani promotor sayisi
arttirdlarak iiretilen oksijenin daha ¢ok olmasi. Mikroalglerin DNA’larinda
degisiklikler yapilarak biyoyakit iiretimi gibi ¢alismalar bulunmaktadir. Fakat yapilan
arastirmalar dogrultusunda diatomlarin {irettigi oksijen seviyesinin arttirilmadigi
gbzlemlenmistir.

Tasarlanacak tiipte bir insanin solumast gereken tiim gazlarin sensorler ile kontrol
edilmesi. Su ana kadar tasarlanan ve kullanilan dalis tiiplerinde sadece sikistirilmis
hava ve solunum sonrasi gazin birikebilecek ikinci bir tiip bulunmaktadir. Fakat bu
tiiplerin higbirisinde igerideki gazi su altinda kontrol edebilecek ve dl¢timler yapacak
sensorler bulunmamaktadir.

Bilinen dals tiiplerinin aksine kendi kendine yetebilen bir cihaz olmasi. Tasarlanacak
dalis tiiplerinin sadece su altinda degil kara {lizerinde de diatomlar sayesinde 02 gazi
iiretecek kapasiteye sahip olacag diistiniilmektedir.

Teknolojinin sadece dalista degil O2 gerekliligi olan bir¢ok alanda kullanilabilir
olmasi. Yapilmasi planlanan dalis tiipiiniin sadece askeri alanda degil dalis ve oksijen
tiiplerinin kullanildigi her alanda kullanilmasi diistiniilmektedir.

Tasarmmin spesifik ozelliginden dolayr su altinda kalis siiresinin uzun olmast.
Kurulacak bu sistem ile su altinda gérev alan insanlarin su altindaki kalma siirelerinin
uzatilmasi hedeflenmektedir.

Uygulanabilirlik
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Ileriki zamanlarda su alti calismalarinda tasarlanacak olan sistemin, dalgiclarn
kullanabilecegi siirdiirtilebilir gaz akisinin saglandigi ve bu sistemden faydalanacak her tiirli
mesleklerin aktif bir sekilde kullanilmasi hedeflenmektedir. Sirdirilebilir bu sistemde,
oncelikle kullanilacak dalis tiipii ile solunum sonrast verilen CO2 gazinin doniistiiriilmesi
hedeflenmektedir. Bu doniisimiin ayn1 diinyada oldugu gibi mikroalgler kullanilarak
yapilmasi projenin uygulanabilir oldugunun en biiyiik kanitidir. Projede yenilik¢i yoniimiiz
algler tlizerinde CRISPR-Cas9 teknolojisi kullanimi ile O2 gazimnin doniisiimii
hizlandirilmasidir. Projedeki amacimiz O2 gazinin ¢ogaltilmasi olmasindan kaynakli yine
uygulanabilirlik yoniinii arttirmaktadir.

Giiniimiiz sartlarinda projede hedeflenen sistemin ticari iirline doniistiiriilme olasilig1
fazladir. Bunun sebebi ise gelistirilmis olan SCUBA dalis tiiplerine sadece biyoreaktdr
eklenerek alglere yasam alani olusturulmasidir ve bunun yapimi kisa zaman ve minimum is
giicl isteyen bir agamadan olugmaktadir. Bundan sonraki agsamalarda diatomda yapilacak olan
CRISPR-Cas9 teknolojisi ile diizenlemenin minimum is giinii 10 ile 15 arasidir. Projenin
ticari iirtine doniistiiriilme hiz1 oldukga yiiksektir. Boylece yapilmasi diisiiniilen dalis tiipiiniin,
dogru sonugclar elde edildigi siirece kullanimi kolaylasacaktir. Teknoloji hazirlik seviyesinde
(THS) su anda 2 de olmakla beraber ilerleyen siireclerde proje desteklenirse laboratuvar
ortamlarinda deneysel asamalara gecerek THS 3 ve THS 4’e¢ gecis hedeflenmektedir.
Deneysel veriler de dogrulandiginda, THS 5’e gecis yapilarak projedeki sistemin hazir hale
getirilmesi hedeflenmektedir.

7. Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlamasi

Malzeme Adi Fiyat1

Fitaplanktonlart muhafaza edecek oksijen tiipti 500 $
Oksijen sensoril 2%
Crispr-Cas9 kiti 500 $
Biyoreaktor 200 %
Agirlik 170 $
Dalis elbisesi 160 $
Yiizerlilik ekipmani 200 $
Denge yelegi 400 $
Tehlikeli gazlarin tespiti i¢in sensor 28%
Fener 15%
Bigak 18 %
Yazi tahtasi 7%

Pusula

12$



14
15
16
17

Sualt1 diidiigii 108
Maske 200 $
Palet 200 $
Snorkel 240 %
TOPLAM 2862 $

Tablo 1: Kullanilmas: planlanan malzemelerin fiyat listesi

Dalis icin gerekli olan malzemeler dalis yapacak olan kisinin ihtiyaclarina gore
degisiklik gosterebilir. Dalis yapacak kisinin boyuna, kilosuna ve dalisin amacina gore
diizenlenebilir bir dalis seti olusturulmustur. Tasarlanan hava tlipiiniin diger dalig
malzemelerine uygunlugu onceligimiz olmustur. Ozel olarak tasarladigimz oksijen tiipiiniin
ve dalis malzemelerinin tahmini biit¢esi 25 bin tiirk liras1 ile 30 bin tiirk liras1 arasinda
degisebilir oldugunu tahmin etmekteyiz.

Projemizin en az maliyetle uygulanabilir olmas1 yine malzemelerin kullanim sartlarina
ve kullanan kisinin 6zelliklerine gore degisiklik gdstermektedir. Dalis tirtinlerini kullanacak
olan kisi alaninda uzman oldugu igin yapilacak dalisin giivenligi adina malzemelerin dogru
se¢ilmesinde Onciiliik edecektir.

Prototip modellemesi asamasinda elektronik ve mekanik aksamlarin tasarlanmasinda
kullanilacak malzemeler i¢in farkli firmalardan alinan proformalar dogrultusunda en az
maliyetli blit¢e tablosu olusturulmustur.

HAZIRAN

AGUSTOS
* Agik uea

EYLUL

0 Afustos-4 Eylil Teknofest
a Tarihi

Resim 12: Projenin tahmin edilen ¢alisma siiresi cizelgesi

8. Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanicilar)

Proje oncelikli olarak su altinda gorev alan SAT komandolarina yonelik tasarlanmistir.
Fakat gerceklestirmek istedigimiz bu proje, su altinda gorev alan su dalgi¢larina ve oksijen
tipti kullanilan itfaiyeciler gibi her tirli meslege hitap edilebilmektedir. Proje
gerceklestiginde askeri alanda kullanimi arttirilarak askeri gorevde olan komutanlarin is



yiikiinii hafifletmek ve hem teknolojik hem de genetik alanda bir ¢igir acarak yeni bir doneme
gecis yapilmasi planlanmaktadir. Bu sebepten dolay1 asil hedef kitlemiz su altinda gérev alan
askerlerdir.

9. Riskler

Projemizin hayata ge¢is asamasinda ve hayata gectikten sonra 6ngoriilen bazi riskler

asagida siralanmigtir. Tablo 2 de goriilen risklere uygun ¢oziim Onerileri olarak B plani
olusturulmugstur. Projemizin riskleri SAT Komandolarinin su altindaki saglhigini etkiledigi igin
incelikle diisiiniilmiistiir.

Risk | RISKLER

No

1

CRIPSR’in dogru c¢alismamasi. Belirlenen genin
arttirtlmas1 lizerine tasarlanan gRNA hedef dist
mutasyona sebep olmasi.

Tiplerdeki hava yollarinin diatomlar veya diger
organizmalar tarafindan tikanmasi.

Genetigi degistirilmis organizmanin daha
olasiligt ¢ok diisik olsa da (%1) epigenetik

mekanizmalar tarafindan bastirilip oksijen iiretme

sonra

seviyesinin diigiirilmesi.

Tipteki sensorlerin ¢aligmamasi.

Biyoreaktore, diatomlarin Azot ihtiyacim karsilamasi
acisindan girecek olan deniz suyunun giris yolunda
tikaniklik olmasi.

Diatomlarin 6lmesi.

B Plam1

Belirlenen rehber RNA’nin yedeginde
bulunan off-target orani1 ya da on-target
orani yiiksek olan diger rehber RNA’lar
kullanima gegirilir.

Tiplerin  hava yollarinda beklenen
tikanmalara karsi hava  hortumlari
yaninda yedek havayolu yani by-pass
yapilir.

Genetigi degistirilmis diatom yilda bir
kez genetik testlere tabii tutularak gende
degisiklik olup olmadig1 kontrol edilir.

Sensdrler c¢alismadigi zamanda yedek
sensorler devreye dalgic kontroliinde
girer ve su altinda géreve devam edilir.

2 sensoriinde durmasi halinde kalan
oksijenle goreve devam edilir.

Tikaniklik olmasi halinde biyoreaktoérde
bulunan Azot sensOriiniin  devreye
girmesiyle  belirlenebilir.  Otomatik
temizleme sistemi devreye girer.

Diatomlarin ~ 6lmesi  halinde  O2
miktarindaki diisiis sensorler tarafindan
algilanir ve dalgiga erken ileti saglanir.
Dalgic  su  ylizeyine  ¢iktiginda,
fotobiyoreaktdre diatom ilavesi yapilir.

Tablo 2: Riskler ve B plani tablosu
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