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1. Proje Ozeti
Dravet Sendromu (DS), voltaj kapili sodyum kanalinin alfa alt birimini (Navl1.1) kodlayan SCN1A
geni mutasyonlar1 sonucu ortaya c¢ikan epileptik bir bozukluktur. DS vakalarinda ndbetler
norogelisimsel problemleri ve epilepside ani beklenmedik 6liimii (SUDEP) tetiklemektedir. Gen
terapi yaklagimlar1 DS i¢in kritik bir aragtirma alanini temsil etmektedir.
Diizenli araliklarla boliinmiis palindromik tekrar kiimeleri-CRISPR iligkili protein (CRISPR-Cas)
sistemi, devrim yaratan bir gen diizenleme teknolojisidir. Ol Cas (dCas) enzimleri, spesifik gen
ifadesini kontrol eden molekullerdir. Son dénemde CRISPR-dCas sistemi bilesenlerinin in vivo
aktarimi i¢in hedefe yonelik nanopartikiiller 6n plana ¢ikmaktadir.
Tim bu bilgiler 1s131nda, 30 adet fare kontrol, DS ve tedavi seklinde iice ayrilacaktir. Tedavi
farelerine gelistirilmis CRISPRa/i-dCas12 tasiyan nanopartikiiller verilip febril nobet testiyle
yatkinlik incelenecektir. Elektroensefalografi (EEG) ve Elektrokardiyografi (EKG) ile beyin ve
kalp aktivitesi degerlendirilecektir. Davranis testleriyle tedavinin biligsel ve sosyal islevler lizerine
etkileri irdelenecektir. Farelerin beyin ve kalplerinde SCN1A mRNA ifadesi ve protein dizeyi
sirastyla Gergek Zamanlh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-gPCR) ve Western-Blot ile
dlciilecektir. Immiinohistokimya ile proteinlerin hiicre zarinda lokalize olduklar1 dogrulanacaktir.
Kanallarin islevi patch-clamp ile akim 6lgiilerek elektrofizyolojik acidan degerlendirilecektir.
Bu projeyle, SCN1A ifadesi alel spesifik olarak diizenlenerek islevsel Navl1.1 kanali tiretilecektir.
Verilerin, DS ve benzeri genetik mutasyonlarin tedavisinde AR-GE calismalarina temel olusturarak
iilke ekonomisine katkida bulunacagi ongoriilmektedir.

2. Problem/Sorun

DS, bebeklik donemi nobetleriyle baslayan ciddi gelisimsel ve epileptik bir ensefalopatidir. Yasla
birlikte nobetlere bilissel, davranigsal ve motor bozukluklar eslik etmektedir. Vakalarda yiiriime ve
konusmada gecikme, otistik davraniglar, ataksi, zeka geriligi ve dikkat eksikligi goriilmektedir.
(Dravet). DS nobetleri ilaca direncgli olup ¢oklu farmakolojik tedaviye ragmen nobetler kontrol
edilememektedir. Diigilk hayat kalitesine sahip DS’li bireyler genellikle 10 yasindan o6nce
6lmektedir. Kalp patolojilerinin tetikledigi SUDEP, DS’ye bagh oliimlerin en yaygin nedenidir
(Shmuely et al.). DS nobetleri ile gelisimsel komorbiditelerin etkin tedavisinin bulunmamasi ve
SUDEP’i onleyecek yaklasimlarin eksikligi projede ele alinan temel sorunu olusturmaktadir.

3. COzim
DS vakalarin %80’inde Navl.1’i kodlayan SCN1A geninin tek bir alelindeki islev kaybi
mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir (Marini et al.). Beyindeki baskilayici ara néronlarda sodyum
kanalinin yetersiz tiretilmesi ve kalpte sodyum akiminda telafi edici artislarin olmasi DS’yi ve erken
yasta SUDEP’i tetikleyen kritik mekanizma olarak Onerilmektedir (Catterall; Frasier et al.).
SCN1A mutasyonlarinin tedavisi i¢in “gen terapi” kritik 6nem tasimaktadir.
CRISPR-Cas sistemi, son yillarda tip ve biyoteknoloji alaninda hizla uygulanmaya baslanan

inovatif bir gen diizenleme aracidir. Bu sistem, kilavuz bir Riboniikleik asid (sgRNA) dizisi
aracihi@iyla genomda istenilen bolgeyi hedeflemekte ve Cas enziminin aktivitesiyle genetik
materyali kesmektedir (Manghwar et al.). Gelistirilmis dCas proteini ise kesme yapmaksizin gen
ifadesini transkripsiyonel ve epigenetik ac¢idan kontrol etmektedir (Xu and Qi). Transkipsiyonel
diizenleyicilerle birlestirilmis dCas molekiillerinin kullanildigit CRISPRa ve CRISPRI (interferans)
teknolojileri, DNA dizisini degistirmeden mRNA diizeyini sirastyla artiran ve azaltan yenilik¢i
yaklagimlardir (Kazi and Biswas). Bununla birlikte, Cas enzimlerinin kinetik analizleri Cas12’nin
Cas9 alt tipine kiyasla yiiksek 6zgiillik gosterdigini ortaya koymaktadir (Strohkendl et al.).
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Baylelikle, biyoteknoloji Grtiinii CRISPRa/i-dCas12 sistemiyle SCN1A ifadesinin artirilmasinin
ndbetleri dnleyerek morbidite ve mortaliteyi azaltacag: diistiniilmektedir.

Cas enzimi ve sgRNA’larin hedeflenen hiicrelere verimli bir sekilde aktarimi, CRISPR-Cas tabanli
genom miihendisligi i¢in temel adimi olusturmaktadir. Uretim kolayligi, spesifik hedefleme ve
verimli dagilim CRISPR-Cas tedavisinde nanopartikiil teknolojisini 6n plana ¢ikarmaktadir (Xu et
al.). Projede, CRISPR-Cas bilesenlerinin spesifik olarak beyin ve kalp hiicrelerine ulastirilmasi i¢in
protein konjuge edilmis nanopartikullerin kullanilmasi tedavinin basarisini artirabilir.

Tiim bu bilgiler 15181nda, projede gelistirilmis CRISPR nanopartikiilleri araciligiyla DS modeli
farelerin inhibitor ara noronlart ve kalp kasi hiicrelerine 6zgii bir sekilde SCN1A geninin mutant
alelinin ifadesinin baskilanip saglikli alelin ifadesinin artirilmasi ¢6ziim yaklasinm olarak
belirlenmistir (Sekil 1). CRISPR tedavisi sonrasi beyinde Navl1.1 proteinin artmasiyla ndbetlerin
ve norogelisimsel komorbitelerin engellenmesi_beklenmektedir. Ayrica, kalpte normal diizeye
ulasan Navl.l proteininin, kardiyak patolojilere karsi koruma saglayarak SUDEP’i 6nlemesi
hedeflenmektedir.

SCN1A gen mutasyonlari, West Sendromu, Lennox-Gastaut Sendromu, Rett Sendromu ve otizm
spektrum bozukluguna yol acabilmektedir (Scheffer and Nabbout). Bu baglamda, CRISPR
nanopartikilleri epileptik ensefalopatiler icin temel bir ¢6zim sunarak yaygin hale gelebilir.
Ayrica, herediter sferositoz, Huntington Hastalig1 gibi heterozigot otozomal dominant kalitilan
hastaliklar i¢in genetik temelli tedavi yaklasimi olusturarak kapsami genisletebilir.
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Sekil 1. A) Gell§tll‘llml$ CRISPR Kkaseti ve uygulanmasi. Alel spesifik sgMut ve sgWT
kullanilarak mutant alelin CRISPRi (U6-sgMut-EF1a-NLS-MCP-LSD1-mDIx 5/6- myh6-dCas12-
KRAB-T2A-mCherry) ile baskilanmasi ve saglikli alelin CRISPRa (U6-sgWT-EF1a-NLS-MCP-
p300-mDIx 5/6- myh6-dCasl2-VPR-T2A-GFP) ile aktivasyonu saglanacaktir. Plazmitler
icerisindeki LSD1-KRAB gen bolgesi SCN1A ifadesini azaltip p300-VPR ise artiracaktir. mDIx
5/6 ve myh6 enhancerleri CRISPR sisteminin néron ve kalp kasi hiicrelerinde aktiflesmesine olanak
taniyacaktir. mCherry ve GFP bdlgeleri kirmizi ve yesil renk olusturarak CRISPR bilesenlerini
basarili bir sekilde alan hiicreleri gosterecektir. Beyin (Angiopep-2) ve kalbe (CTP-Lamp2b) 6zgi
iki farkli protein tasiyan lipit nanopartikiillerin kuyruk veninden sistemik uygulanmasiyla hedefe
0zgu tedavi saglanacaktir. B) Nanopartikiillerin alim. Protein konjuge edilmis lipit




nanopartikiiller spesifik hiicrelerle etkilestiklerinde reseptor aracili tagima ile hiicre igine alinarak
cekirdege materyali tasiyacaktir. Aktiflesen CRISPR-dCasl2 sistemi alele spesifik diizenleme
yaparak Navl1.1 tiretimini saglayacaktir. Boylece, Dravet Sendromu ve SUDEP’i Onleyecektir.
Yontem

4.1. Hayvanlar

Mevcut deneyde, DS modelinin olusturulmasi i¢in 129S6/SvEvTac ve C57BL/6 fareleri

kullanilacaktir. Hayvanlar, 12 saatlik aydinlik/karanlik dongiisii altinda 24 + 2 °C sicaklikta ve %60

nemde kontrollii bir ortamda barindirilacaktir. Hayvanlarin musluk suyuna ve standart yiyeceklere

serbest erisimi saglanacaktir. Tiim prosediirler, Ulusal Saglik Enstitiileri (ABD) ve Helsinki

Bildirgesi tarafindan kabul edilen Laboratuvar Hayvanlarinin Bakimi ve Kullanimi Kilavuzundaki

Onerilere uygun olarak gerceklestirilecektir. Farelere ketamin/ksilazin  (90/10 mg/kg,

intraperitoneal, i.p.) ile anestezi uygulanacaktir. Hayvanlarin aci ¢gekmesini en aza indirmek igin

tiim ¢abalar gosterilecektir. Hayvan gruplari;

e Kontrol grubu (n=10): F1 doliinin (C57BL/6J x 129S-Scnla™") mutasyonsuz fareleri (wild
type)

e DS fare modeli (n=10): F1 doliiniin Scnila®™" heterozigot fareleri

e DS tedavi grubu (n=10): F1 déluniin Scnla™ heterozigot fareleri + CRISPR nanopartikiil
tedavisi olarak belirlenmistir.

4.2. Scnla*~ DS fare modelinin olusturulmasi

C57BL/6J fareleriyle caprazlanan ve Scnla aleli nakavt heterozigot fareler, spontan ndbetler,
erken olim ve kognitif/davranissal problemler sergilemesi bakimindan ideal DS modeli
olarak kabul edilmektedir. Calismada, Scnla™K® hedefli bos alel, TL1 embriyonik kok
hiicrelerinde (129S6/SvEvTac) homolog rekombinasyon ile Uretilecektir. Fare Scnla geninin Ekson
1’i neomisin direng kasetiyle degistirilecektir. Ortaya ¢ikan 129S-Scnla™" fare hatt1 siirekli olarak
129S6/SvEvTac fareleriyle (n=15) (Taconic Biosciences, Hudson, New York) geri ¢aprazlanarak
ko-izojenik sus olarak korunacaktir. C57BL/6J susu (n=30) (000664, Jackson Laboratory, ABD)
129S-Scnla™ fare hattiyla ¢aprazlanarak F1 dolii olusturulacaktir (Miller et al.). Genotipleme igin
farelere dogum sonrasi 12. giinde kuyruk biyopsisi yapilip kuyruk kiti (Azura™, AZ-1851, ABD)
kullanilarak DNA izole edilecektir. Scnla genotipi PCR ile belirlenecektir (Mistry et al.). F1
doliinin heterozigot nakavt fareleri DS modeli ve mutasyonsuz fareleri kontrol grubu olarak
calismaya dahil edilecektir.

4.3. Alel spesifik tek kilavuz riboniikleik asitlerin (sgRNA) tasarimi ve klonlanmasi

SCN1A geninin CRISPR teknolojisiyle alele 6zgii genom miihendisliginin gerceklestirilebilmesi
icin  icretsiz  olarak  erisim  saglanabilen =~ AsCRISPR  web  sunucusu (http://
www.genemed.tech/ascrispr) kullanilacaktir. AsSCRISPR sunucusu mutasyonlar ve tek niikleotit
degisiklikleri gibi varyasyonlar1 baz alarak iki alel i¢in farkli protospacer bitisik motifi (PAM)
sitelerini saptamaktadir (Zhao, Li and Tang). Casl12 i¢cin PAM siteleri genellikle TTTA, TTTC ve
TTTG dizilerinden olugmaktadir. Cas12 i¢in 6nerilen gRNA dizisi PAM sitesinin yaklasik 18-20
niikleotit yukarist olarak belirlenmistir. AsCRISPR sunucusunun sagladigi biyoinformatik
analizlerle saglikli aleli hedefleyen sgRNA (sgWT) ve mutant aleli hedefleyen sgRNA (sgMut)
belirlenecektir. sgWT ve sgMut sirastyla LV-U6-EF1a-GFP (Addgene, Plasmid #17448) ve LV-
U6-EF1a-mCherry (Addgene, Plasmid #114199) vektorlerinde klonlanacaktir.

4.4. Plazmitlerin hazirlanmasi

Mutant aleli baskilayip saglikli alelin ifadesini artiracak CRISPRa/i-dCasl12 sistemi iki plazmit
iizerinde farelere aktarilacaktir. dCas12-VPR-p300 ekspresyon plazmitinin olusturulmasi i¢in p300
cekirdek alani, pcDNA-dCas9-p300-Core vektoriinden (Addgene, Plasmid #61357) PCR ile
cogaltilacaktir. Ardindan MIul/BstXI restriksiyon enzimleriyle kesilmis dCas12-VPR Kkasetine
(Addgene, Plasmid #104567) klonlanacaktir (Kempton et al.). VPR-p300 bolgesi saglikli SCN1A
geninin ifadesinin belirgin olarak artmasim saglayacaktir. Inhibitdr ara néron ve kardiyomiyosit
(kalp kas1 hiicresi) spesifik tedavinin gergeklestirilmesi igin sirasiyla mDIx 5/6 ve myh6



guclendiricileri (enhancer) Tablo 1 teki primerler kullanilarak fare genomik DNA’sindan PCR ile
cogaltilacaktir (Tsai et al.; Dimidschstein et al.). Uretici firmanin talimatlarina gére Golden Gate
klonlama kiti (NEBridge®, BsmBI-v2 #E1602S) kullanilarak enhancerler ve sgWT vektorii
birlestirilip dCas12-VPR-p300 kasedine klonlanacaktir. Boylece hedeflenen hiicrelerde saglikli
alelin ifadesini artiran CRISPRa plazmiti (yesil renk) olusturulmus olacaktir (Li et al.). dCasl12-
KRAB-LSD1 plazmitinin olusturulmasi i¢in LSD1 alani, p-dCas9-LSD1 vektdriinden (Addgene,
Plasmid #104406) PCR ile ¢ogaltilip dCas12-KRAB kasetine klonlanacaktir. mDIx 5/6 ve myh6
enhancerleri sgMut vektoriiyle birlestirilip dCas12-KRAB-LSD1 kasedine klonlanmasiyla
CRISPRI plazmiti (kirmizi renk) olusturulacaktir. KRAB-LSD1 bdlgesi mutant SCN1A proteininin
iretilmesini baskilayacaktir. mDIx 5/6 ve myh6 enhancerleri CRISPR bilesenlerinin sadece
hedeflenen hiicrelerde iiretilmesini saglayacaktir. CRISPRa/i bilesenlerinin her ikisini de basarili
bir sekilde alan hiicrelerin mikroskop altinda (kurmizi+yesil) sar1 goziikmesi beklenmektedir.
Tablo 1: Hucre spesifik enhancer primerleri
Primer dizileri
mDIx Forward Primer  5'-TATACACTCACAGTGGTTTGGC-3'
Reverse Primer  5'-CTTCCTACTGTGAAACTTTGGG-3'
myh6 Forward Primer  5’-CGGTGCTTTTCAACCTCAAGG-3’
Reverse Primer  5’-GGACTGGTTCTCCCGATCTGT-3’

4.5. Biyo-uyumlu lipit nanopartikillerin Gretimi ve kimyasal protein konjugasyonu
CRISPR-dCas12 sistemi bilesenlerinin farelere aktarimi i¢in etanol seyreltme yontemiyle
riboniikleik asit (RNA) yiiklii lipit nanopartikiiller olusturulacaktir. Amino-lipitler (KC2), yardimci
lipitler (SOPC), kolesterol (Chol) ve PEG-DMG sirasiyla 50:10:39:1 molar oraninda etanol i¢inde
coziilecektir. Lipitler NanoAssemblr Benchtop mikroakiskan makinesi (Precision NanoSystems;
Vancouver, BC, Canada) kullanilarak lipit:DNA mol orani1 6:1 olacak sekilde 100 mM sodyum
sitratta hazirlanan plazmit (mMRNA/gRNA) ile karistirilacaktir. 12 mL/dk akis hizinda kontrollii
karistirma iglemiyle homojen nanopartikiiller tiretilecektir. Soliisyon igerisindeki etanol PBS ile
seyreltilip 10 kDa Amicon ultra-15 filtresi (Millipore; Burlington, MA, ABD) kullanilarak
santrifijleme yoluyla konsantre edilecektir (Finn et al.). CRISPR bilesenleri yiiklenmis lipit
nanopartikillerin beyin ve kalp dokusuna spesifik hale getirilmesi igin protein konjugasyonu
yapilacaktir. Angiopep-2 proteini (Hsu et al.) kullanilarak reseptor aracili tasima ile kan beyin
bariyerinin asilarak néronlara 6zgii tedavi saglanacaktir. Protein konjugasyonunu kolaylagtirmak
icin Angiopep-2 peptit dizisinin (TFFYGGSRGKRNNFKTEEYC) N-terminal bdolgesine sistein
amino asidi eklenip sentezlenecektir. CTP-Lamp2b (Kalbi hedefleyen peptit- lizozomla iliskili
membran proteini 2b) proteini (Kim et al.) ise kalp kasi hiicrelerinin spesifik tedavisini
saglayacaktir. CTP protein dizisine (APWHLSSQYSRT) sistein eklenip pcDNA Flag Lamp2b-HA
(Addgene, Plasmid #71292) vektoriinden PCR ile ¢ogaltilan Lamp2b proteiniyle birlestirilecek ve
modifiye edilmis protein sentezlenecektir. Nanopartikuller ile peptitlerin kimyasal konjugasyonu
kovalent baglarla saglanacaktir. Nanopartikiil soliisyonu oda sicakliginda 20 dakika boyunca 100
uL Aktivasyon Tamponu, 50 ug 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid, (EDC) ve 25 ug N-
Hidroksisuksinimid (NHS) ile karistirilacaktir. Ardindan Nanopartikil: Angiopep-2: CTP-Lamp2b
orani 80:10:10 olacak sekilde proteinler ve 1 mL Coupling Buffer eklenip 2 saat oda sicakliginda
surekli calkalanarak inklbe edilecektir (Cheng et al.). Peptitlerle konjuge edilen lipit
nanopartikiller 4°C'de 24 saat boyunca PBS icinde Float-A-Lyzer G2 (Spectra Por G235059)
diyaliz aletiyle saflagtirilacaktir. Formiilasyonlarin partikiil boyutu, ZetaPALS DLS makinesi
(Brookhaven Instruments) kullanilarak dinamik 1s1k sagilmasi ile 6l¢iilecektir (Guo et al.). CRISPR
bilesenlerini tastyan lipit nanopartikiiller tedavi grubundaki DS modeli farelere 300 ul fosfat
tamponlu salin bolusu kaudal venden intravendz olarak uygulanacaktir.

4.6. Gercek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-qPCR)

CRISPR nanopartikilu ile tedavinin farelerin beyin ve kalplerinde SCN1A mRNA duzeylerini
basarili bir sekilde artirdiginin gosterilmesi igin RT-qPCR yapilacaktir. Beyin ve kalp i¢in toplam
RNA ekstresyonu, iiretici firmanin talimatlarina gére TR1zolTM reaktifi (ThermoFisher Scientific)
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kullanilarak yapilacaktir. c¢DNA sentezi, ImProm-ll Ters Transkripsiyon Sistemiyle
gerceklestirilecektir. qRT-PCR Tablo 2’de verilen primerler ile {ic kopya halinde gerceklestirilip
ortalamasi aliacaktir. SCN1A geninin ifadesinin goreceli analizi, AACt yontemiyle yapilacaktir
(Frasier et al.).
Tablo 2: SCN1A genine ait primerler.

SCNI1A Primerleri

Forward Primer 5’-ATG GCC ATG GAG CAC TAT CC-¥’

Reverse Primer 5’-CTA CCA GGC TAAGCG TCACA-3’

4.7.Western-Blot

DS fare modeline CRISPR nanopartikdlleri verildikten sonra artan SCN1A mRNA transkriptlerinin
membrana yerlesecek Navl.l proteinlerine doniiseceginin dogrulanmasi i¢in membran protein
ekstraksiyonu yapilip immiin blotlama gerceklestirilecektir. Farelerden alman beyin ve kalp
dokular iiretici firmanin membrana bagl proteinleri zenginlestirme talimatlarina gére Mem-PER
Plus Membran Protein Ekstraksiyon Kitini (Thermo Fisher Scientific) kullanarak homojenize
edilecektir. Pierce BCA Protein Test Kiti (Thermo Fisher Scientific) kullanilarak protein
ekstraktlar1 Olgiilecektir. Western blot analizi Nupage %4-12 gradyan jelleri (Thermo Fisher
Scientific) lzerinde anti-Nav1.1 (1:200, Alomone Labs) ve anti-Calnexin (1:5000, Alomone Labs)
proteinlerine karsi birincil antikorlar kullanilarak yapilacaktir. Nav1.1 protein seviyesi kalneksin
sinyaline gore normallestirilecektir. Blot yogunluklari, Image J yazilimi kullanilarak dansitometrik
olarak analiz edilecektir.

4.8.Patolojik Boyama

Beyin ve kalp dokular1 histolojik inceleme igin izole edilecek ve %4 formaldehit sollisyonu ile tespit
edilecektir. Tespit edilen dokular, dereceli alkol serisinden gecirilerek kurutulacaktir. Ksilol ile
seffaf olan dokular parafine gomiilecektir. Parafin bloklardan alinan 5-6 um kalinligindaki
kesitlerde hematoksilen-eozin (HE) boyamasi yapilacaktir. Dokulardaki histopatolojik degisiklikler
151k mikroskobu ile belirlenecektir (Akyuz et al.).

4.9. immiinohistokimya

Farelerin beyin ve kalp dokularinda SCN1A ifadesinin degisimi immiinohistokimyasal boyama ile
degerlendirilecektir. Tedavi sonrasi iiretilecek Navl.l kanallarinin diizgiin bir sekilde hiicre
membranina lokalize oldugunun dogrulamasi yapilacaktir. Dokularda SCN1A etiketlemesi avidin-
biotin-peroksidaz yontemi ile yapilacaktir. 5-6 um kalinligindaki doku drneklerine SCN1A primer
antikorlart damlatilarak bir gece +4 °C'de tutulacaktir. Olympus BX51 model 151k mikroskobu
alinda DP71 dijital kamera ile doku kesitlerinden elde edilen goruntuler, Image-J yazilim
programinda ifade farkliliklari agisindan incelenecektir (Doganyigit et al.). DS fare modelinde
kontrol grubuna kiyasla SCN1A immiinreaktivitesinin azalmasi beklenmektedir. Bununla birlikte,
CRISPR nanopartikiilleri verilen tedavi grubunda saglikli kanal iiretiminin saglanmasiyla SCN1A
immunreaktivitesinin artacagi 6ngorilmektedir.

4.10. Patch-clamp

Gelistirilmis CRISPR nanopartikiilleriyle tedavi sonrasinda iiretilecek Navl.l kanallarinin
elektrofizyolojik acidan saglikli bir sekilde islev gordiigiiniin ortaya koyulmasi ve yeterli elektriksel
aktivitenin saglandiginin dogrulanmasi i¢in akim dl¢limleri yapilacaktir (Sekil 2). Fareler dogum
sonrast 45-54. giinlerde derin izofluran anestezisinden sonra sonlandirilip beyin ve kalp dokulari
cikarilacaktir. Elde edilen beyin ve kalpler; 234 g/mM siikroz, 28 g/mM NaHCO3, 7 g/mM
dekstroz, 7 g/mM MgCI2, 0,5 g/mM CaCl2, 1 g/mM sodyum askorbat, 3 g/mM sodyum purivat ve
1,25 mM NaH2PO4 igeren soguk kesme soliisyona aktarilacaktir. Canli beyin ve kalp dokularindan,
%095 02 ve %5 CO2 ile havalandirilan kesme soliisyonu i¢inde vibratom (VT1000S, Leica) ile 350
mikron kalinliginda koronal hipokampal ve kardiyak kesitler alinacaktir. Ardindan beyin kesitleri
119 g/mM NaCl, 25 g/mM NaHCO3, 7 g/mM dekstroz, 2,5 g/mM KCI, 7 g/mM MgCI2, 0,5 g/mM
CaCl2, 1 g/mM sodyum askorbat, 3 g/mM sodyum purivat ve 1,25 mM NaH2PO4 iceren, ve %95
02/ %5 CO: ile havalandirilan yapay beyin omurilik sivisi (aCSF) igerisine konulacaktir. Kalp



kesitleri ise 25 mM NaHCO03, 124 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 1.24 mM NaH2P04, 1.0 mM CaCl2,
1.0 mM MgCI2, 10.0 mM glikoz igeren ve %95 O,/ %5 CO: ile havalandirilan yikama
sollisyonunda tutulacaktir. Kalp kasi hiicreleri kolajenaz A ve proteinaz XXIV igeren enzimatik
izolasyon yontemleriyle ayristirilacaktir. Olgiimlerden 6nce beyin kesitleri 34 °C'de en az 30 dk ve
kalp kesitleri 1 saatten fazla inkiibe edilecektir. Tiim kayitlar oda sicakliginda (23-26°C)
yapilacaktir. Hiicre odasina yerlestirilen beyin ve kalp kesitlerindeki hiicreler mikroskop (Zeiss
LSM 780) ile goriilecektir. Kayit esnasinda hiicrelere temas etmek igin 4-6 MQ dirence sahip cam
uclu mikropipet (Harvard Apparatus, ABD) kullanilacaktir. Hiicreyle temas eden mikropipet
icerisindeki soliisyon 125 mM CsCl, 5 mM NaCl, 10 mM HEPES, 0.6 mM EGTA, 4 mM Mg-ATP,
0.3mM Na2GTP, 10 mM lidokain N-etil bromid (pH 7.35 and 290 mOsm) igerecektir. Patch-clamp
tekniginin tiim hiicre konfigiirasyonunda kayit alimi igin tutma potansiyeli +10 mV olarak
belirlenecek ve hiicre kirildiginda akim kaydi alinacaktir. Akim kiska¢ kayitlar, pCLAMP
Clampfit10.6 yazilimi (Molecular Devices,

San Jose, CA) ve bir MultiClamp 700B §
amplifikatori (Molecular Devices, San JOS€, |membran aki 1|

CA) kullanilarak yapilacaktir. Kayaitlar i¢in .

125 potasyum glukonat, 6,7 KCI, 10 HEPES, ﬂ g
1EGTA, 4 Mg-ATP, 10 sodyum fosfokreatin § i\ S (-

(pH 7,25; 290 mOsm/L) iceren hicre ici & =
Mikropipet ucu

sollisyon kullanilacaktir. Sinyaller, 10 kHz'de

diisiik gecisli filtreden gegirilecek ve 50— \ F

100 kHz'de orneklenecektir  (Aklan et al.; NV, m’ﬂ_
Huang and Li). -

.

NG ron/kardiyomiyosit :
4.11. Febril ndbet testi Sekil 2: Mikropipet ile hiicrelerden akim

Aleiimiiniin sematik odsterimi.

Hayvanlarin  nobetlere  yatkinligi  dogum
sonrasi  21-28. gunlerde termal olarak
tetiklenen nobet aktivitesinin dl¢limiiyle degerlendirilecektir. Fareler hava gecirmeyecek sekilde

kapatilmig pleksiglas bir kutu i¢inde delikli yatay bir bolmeye yerlestirilecektir. Hayvanlar en az 3
dakika boyunca 37°C’de bekletilip ardindan kizil6tesi 1s1 lambasiyla (Phisitemp, ABD) isitilacaktir.
Viicut 1s1s1, jeneralize tonik-klonik bir nobet olusana kadar veya viicut sicakligi 41 °C'ye ulasana
kadar bir dakikalik araliklarla 0,5 °C'lik adimlarla artirilacaktir. Cekirdek viicut sicakligr rektal
sicaklik probu (Phisitemp, ABD) kullanilarak siirekli kontrol edilip kaydedilecektir. Nobet
basladiginda, fare normal viicut sicakligina ulagsana kadar hemen ¢ok soguk bir kutuya alinacaktir
(Tatsukawa et al.). Nobetler EEG, EKG ve video analizleriyle takip edilecektir. Farelerin
davranmiglart 30 dakika boyunca izlenip Racine Skorlamasina gore (Tablo 3) evrelendirilecektir.
Jeneralize tonik-klonik nobetler (Racine Evre 5) baslayana kadar gecen zaman ve nobet siiresi nobet
duyarliliginin gdstergesi olarak kabul edilecektir.
Tablo 3: Racine Skorlama Sistemi.

Evre 1 Agiz ve 6n ayak segirmesi

Evre 2 Bas sallama

Evre 3 On ayak klonusu

Evre 4 On ayak klonusuyla beraber sahlanma

Evre 5 Klonus ve postural kontrol kayb1

4.12. Beyin Aktivitesinin Olgiimu

Spontan ndbetlerin baslangici, sikligi, siiresi ve siddeti hakkinda bilgi edinilmesi siirekli video kaydi
yoluyla saglanacaktir. Beyin ve kalp aktivitesini gosteren biyopotansiyeller, elektrotlara sabitlenmis
kablosuz telemetri sistemiyle aktarilip kaydedilecektir. %1.5 izofluran anestezisi altinda farelerin
skapula bolgesinin dorsokaudal kisminda cilt agilip deri altina kablosuz bir radyofrekans vericisi



(ETA-F10, Data Science International (DSI)) yerlestirilecektir. Fareler stercotaktik gergeveye
sabitlenip EEG kayit elektrotlart iki tarafli olarak prefrontal kortekse (Bregma noktasindan
anteroposterior: -1 mm ve mediolateral £1) implante edilecektir. Kafatasi derisi emilebilir dikisle,
sirt kesisi doku yapistiricisiyla (SurgiSeal Stylus™, VMO00029) kapatilacaktir. EEG sinyali
kablosuz olarak iletilip Ponemah (DSI) kullanilarak siirekli kaydedilecek ve Neuroscore yazilimi
ile analiz edilecektir. EEG 500 Hz frekansinda 6rneklenecektir. Spontan ndbetlerin tespiti i¢in, EEG
izleri ilk once 5 ile 70 Hz arasinda bant geciren filtreden gecirilecektir (Miljanovic et al.).
Elektrografik nobetler >15 s siiren, arka plandan en az iki kat daha biiylik amplitiidlii, yliksek
frekansli, yiiksek voltajli senkronize ¢ok dikenli dalgalar olarak kabul edilecektir.
4.13. Kalp aktivitesinin Olciimi
Farelerde nobetlerle iligskili  kalp aktivitesi telemetri sistemiyle kaydedilen EKG
biyopotansiyelleriyle degerlendirilecektir. %1.5 izofluran anestezisi altinda negatif EKG elektrodu
farelerin sag gogiis kasina intramiiskiler olarak sabitlenecektir. Pozitif EKG elektrodu ise ksifoid
cikintinin soluna yerlestirilip deri emilebilir dikisle kapatilacaktir. Kayitlar gerceklestirilmeden
once hayvanlarin iyilesmeleri igin 5 giin beklenecektir (Auerbach et al.). Veri toplama ve analizi
Ponemah (DSI) yazilimi kullanilarak yapilacaktir. EKG verileri i¢in 3.0 Hz yiiksek gegiren filtre
kullanilacaktir. EKG 500 Hz frekansinda orneklenecektir. Kablosuz veri aktarimi sayesinde
kardiyak aktivitedeki degisimler nobet Oncesi donemden nobet sonrasi doneme kadar
incelenebilecektir. Telemetri biyopotansiyel vericileriyle EEG ve EKG verilerinin es zamanli olarak
olglimii yapilacaktir. Boylece, ileri teknolojilerin kullanimiyla mutasyondan etkilenen beyin ve
kalp dokularinin iglevlerinin bir arada degerlendirilmesi saglanacaktir.
4.14. Davrams testleri
DS modeli olusturulan farelerde CRISPR nanopartikiillerinin kognitif ve davranigsal etkilerinin
degerlendirilebilmesi adina ti¢ farkli test yapilacaktir.

A. Acik Alan (Open Field) Testi
Acik alan testi, farelerin lokomotor aktivite ve spontan kesif davranisini degerlendirmek igin
kullanilacaktir. Fareler, 150 cm c¢apinda, plastik beyaz zeminle kapli ve li¢ bolgeden olusan (i¢
bolge, ara gegis bdlgesi ve duvar bolgesi) yuvarlak bir alana serbest bir sekilde birakilacaktir. 30 dk
boyunca spontan aktiviteleri, elektronik gorintileme sistemiyle (Ethovision XT6; Noldus Bilgi
Teknolojisi, Wageningen, Hollanda) kaydedilecektir (Kilic et al.). Her ii¢ bolgede alinan yol ve
harcanan zaman yuizdesi parametrelerine gore degerlendirme yapilacaktir.

B. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi (Elevated Plus Maze Test)
Hayvanlardaki kaygi diizeyini degerlendirmek icin yiikseltilmis art1 labirent testi kullanilacaktir.
Test, zeminden 80 cm yiikseklikte iki acik ve iki kapali kolu olan arti seklinde bir deney
diizeneginde uygulanacaktir. Fareler acik kollardan birine serbest bir sekilde birakilip 10 dk
boyunca gorintileme sistemiyle (Ethovision XT6) izlenecektir (Elibol-Can et al.). A¢ik ve kapali
alanlarda gegirilen siireye gore karsilastirma yapilacaktir.

C. 3 Odali Sosyal Davrams Testi (Three-Chambered Social Behavior Test)
Farelerin sosyallik ve sosyal yenilik tercihini 6lgmek i¢in 3 odali test kullanilacaktir. Test, ti¢ odali,
seffaf, tstli acik ve kapilarla odalar arasi gecis saglanabilen bir deney diizeneginde
gerceklestirilecektir. i1k asamada deney faresi her iki yan bdlmenin bos oldugu durumda orta
bolmeye birakilarak 10 dk hareketleri goriintiileme sistemiyle kaydedilecektir (Ethovision XT6).
Ikinci asamada, yan bolmelerden birine ters ¢evrilmis tel kap igerisinde bir fare yerlestirilerek deney
hayvaninin bilinmeyen bir O6zneye karsi sosyalligi degerlendirilmesi i¢in 10 dk serbest
birakilacaktir. Son asamada ise bos kalan yan bolmeye de yeni bir fare yerlestirilip orta bolmeye
birakilan deney faresinin sosyal yenilik tercihlerini degerlendirmek i¢in 10 dk’lik bir kesif siiresi
daha verilecektir. Deney hayvanlarinin her asamada aldig1 mesafe, odalara giris sayisi, her bolmede
gecirilen siire ve kafeslerin koklanma siiresini igeren parametrelere gore gruplar arasinda karsilama
yapilacaktir (Lo, Scearce-Levie and Sheng).

4.15. Istatiksel analiz
Verilerin istatistiksel analizi i¢in SPSS programi kullanilacaktir. Elde edilen sonuglar, ortalama
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standart hata pay1 olarak gosterilecektir. Gruplar arasi karsilastirma tek yonlic ANOVA testi ile
yapilacak ve ikili karsilastirmalar i¢in post-hoc Tukey testi kullanilacaktir. Analizler sonucunda
p<0.05 degerine sahip parametreler istatistiksel olarak anlamli kabul edilecektir.

Yenilik¢i (Inovatif) Yonii

SCN1A mutasyonlarin tedavisi i¢in spesifik olarak saglikli/mutant aleli hedefleyebilen sgRNA'lar
tasarlanarak yenilik¢i bir_yaklasim sunulacaktir (Sekil 3). Navl.l ifadesinin etkili bir sekilde
artirtlabilmesi ig¢in ilk _kez aymi gen tizerinde CRISPRa/CRISPRi es zamanli uygulamasi
gerceklestirilecektir. Bununla birlikte, mevcut CRISPR kasetlerinin inovatif modifikasyonuyla
p300/LDS1 molekulleri eklenecek ve SCN1A ifadesinin hem transkripsiyonel hem de epigenetik
kontrolii saglanacaktir. Spesifik enhancerler (mDIx 5/6 ve myh6) araciligiyla CRISPR bilesenleri
yalnizca inhibitor ara noronlar ve kalp kasi hiicrelerinde Uretilerek DS’nin hedefe yonelik tedavisine
yeni bir bakis acis1 getirilecektir. Ayrica, CRISPR sisteminin in vivo etkilerinin incelenebilmesi
icin yeni teknoloji drdnd olan nanopartikiiller kullanilacaktir. Beyin ve kalp dokusuna 6zgi
proteinlerle (Angiopep-2 ve CTP-Lamp2b) konjuge edilecek nanopartikiller yan etkilerin
azaltilmasina ve diislik dozda basarili tedaviye olanak taniyabilir.

Gelistirilmis CRISPR nanopartikiillerinin, DS tedavisini hedefleyen mevcut c¢alismalarin
siirhiliklarinin - dstesinden  gelecegi  Ongorillmektedir. DS’li farelerde CRISPR-dCas9
molekdllerinin virslerle yalnizca hicrelerin yarisina aktarildig: ve tedavi sonrasinda Navl.1’in
sadece %30 unun membrana ulasabildigi gézlemlenmistir (Colasante et al.). Benzer bir ¢aligmada,
mutant SCN1A birikiminin Navl.l iretimini engelleyebilecegi bildirilmistir (Yamagata et al.).
Projede, CRISPRi igeren nanopartikiillerle mutant alel baskilanarak protein Uretimi Uzerindeki
negatif etki onlenip yiksek verimlilik saglanacaktir. Nanopartikullerin yizey modifikasyonuyla
viral vektorlerin diisiik transfeksiyon verimliligi ve kiiglik tasima boyutu gibi problemler
onlenecektir. DS modeli farelerde, STK-001 uygulamasi ise SCNIA’nin islev kaybi
mutasyonlarinin tedavisinde olumlu etkiler sergilemistir. Ancak, kisith mutasyonlar1 hedeflemesi,
intraserebroventrikiiler enjeksiyon yapilmasi, islev kazanci mutasyonlarini kotiilestirmesi gibi
faktorler klinik ¢alismalarin ilerlemesini engellemektedir (Wengert et al.). Bu baglamda, CRISPR
nanopartikiillerinin tim mutasyonlar1 hedefleyebilmesi ve sistemik olarak uygulanmasi klinik
uygulama agisindan yenilikci avantajlar saglamaktadir. Ayrica, SUDEP vakalarindan elde edilen
pluripotent kok hiicre kaynakli kalp kasi hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla artmis sodyum akimi
ve spontan kasilmalar gozlemlenmistir (Frasier et al.). Bu durum mutant Nav1.1 kanallarinin kalpte
de fenotipik etkisinin olduguna ve artmis SUDEP riskine isaret etmektedir. DS tedavisi i¢in yogun

bir sekilde gen terapi calismalari gergeklestirilmesine ragmen kalpteki mutant kanallarin da
iyilestirilmesini hedefleyen bir g¢alisma bulunmamaktadir. Bu projeyle DS vakalarmin kalp
dokusundaki Navl.l kanalinin mutasyonu ilk kez hedeflenerek SUDEP agisindan inovatif bir
koruma yaklasimi sunulacaktir.

\\ J "
..»“v %, T

. \i‘? Angiopep-2 | ﬁ-’CTP Lamp2b R'SPRa"

Lipit - - T Gelistirilmis CRISPR
partikilleri Protein konjugasyonu Plazmit yukleme Nanopartikiilleri

Sekil 3: leri teknoloji iiriinii CRISPR nanopartikiillerin tasarimi. Noron spesifik Angiopep-2
proteinleri ile kalp kasi hiicresine 6zgli CTP-Lamp2b proteinleri kovalent baglarla lipit
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nanopartikiillere konjuge edilecektir. Bununla birlikle CRISPRa/i yiiklemesi yapilacaktir. Boylece,
inhibitdr ara néronlarda ve kalp kas1 hiicrelerinde Navl.1 protein ifadesini artirabilecek modifiye
edilmig CRISPR nanopartikiillerinin iiretimi saglanacaktir.

Uygulanabilirlik

Proje temel olarak “CRISPR nanopartikiilleri ile SCN1A geninin mutant alelinin baskilanip saglikli
alelinin aktive edilmesi, Navl.1l kanalinin iiretilmesiyle DS fenotipini iyilestirip SUDEP riskini
azaltabilir” hipotezi {lizerine kurulmustur. Hipotezin dogrulanmasi ve CRISPR aracili gen
tedavisinin insan yasamina entegre edilebilmesi icin Oncelikle deneysel hiicre ve hayvan
modellerinde c¢alisilmas1 gerekmektedir. Bu kapsamda, genetik diizenlemeyle olusturulacak
SCN1A*" DS modeli, insandakine benzer patolojik/davranissal degisiklikler gosteren ve molekiiler
tedavi denemeleri i¢in yaygin olarak kullanilan ideal bir yaklasim olarak kabul edilmektedir. DS
modelinin olusturulmasi, febril nobet testinin uygulanmasi, EEG/EKG oOlglimii ve davranis
testlerinin gergeklestirilmesi igin Erciyes Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama ve
Arastirma Merkezi (DEKAM) veya Medipol Rejeneratif ve Restoratif Tip Arastirma Merkezi
(REMER) ile iletisime gegilebilecegi diistiniilmektedir. Her iki merkezde de hayvan deneylerinin
gergeklestirilmesi i¢in gerekli cihaz/techizat mevcut olup aktif olarak ¢alismalar yiiriitiilmektedir.
Bununla birlikte, Tiirkiye’de nanopartikiillerin iiretimiyle hedefe yonelik ila¢ uygulamasi yapan
laboratuvarlar bulunmaktadir. Erciyes Universitesi Nanoteknoloji Arastirma Merkezi’nin
(ERNAM) nanobilim ve nanoteknoloji alanlarinda yiiriitiilen ¢alismalar i¢in uygun bir altyapiya

sahip oldugu bilinmektedir. Bu merkezde nanopartikiillerle ilag salinimi iizerine yogun olarak
calisilmaktadir. Bu dogrultuda, lipit nanopartikiillerin iretiminin saglanmast igin yetkili hocalardan
danigmalik destegi/hizmet alimi talep edilebilir. Ek olarak, yeni gelistirilen CRISPR-dCasl2
plazmitlerinin olusturulmasi ve patch-clamp yontemiyle elektrofizyolojik dl¢timlerin yapilmasi
siirecinde hem teknik hem de donanimsal destek icin REMER’deki arastirmaci hocalarla baglanti
saglanabilecegi ongoriilmektedir. Patolojik degerlendirme, immiinohistokimyasal boyama, RT-
gPCR ve Western-Blot ¢aligmalari Yozgat Bozok Universitesi’nde Dog. Dr. Ziileyha Doganyigit
(Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali) Onciiligiinde takim lideri Bettil Koklii tarafindan
gercgeklestirilebilir. Bu baglamda, ulusal diizeydeki laboratuvarlarin cihaz ve teghizat agisindan
projenin gerceklestirilmesi igin yeterli donamima sahip oldugu goriilmektedir. Proje hipotezi
kategorisinde yer alan bu ¢alismanin desteklenmesi durumunda o6nerilen kurumlarin yardimiyla
uygulanabilecegi 6ngorulmektedir. Ek olarak, arastirmaci 6grencinin 2247 - C Stajyer Arastirmaci
Burs Programi (STAR) kapsaminda REMER’de Sivi Kromatografi-Kutle Spektrometresi (LC-MS)
ile proteomik, Western-Blot, gercek zamanli zincir reaksiyonu, hiicresel ¢alismalar, genetik
diizenleme gibi ¢ok ¢esitli molekiiler teknikler ve deneysel hayvan modelleri (izerine teorik ve
pratik gelisim saglamistir. Edindigi laboratuvar kiiltiiriiniin projenin gerceklestirilmesi esnasinda

onemi oldugu diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, 6grenci 2020 yilinda “Genetik Hastaliklarda
Yeni Bir Tedavi: Yenilenmis Tastyict RNA” adli projeyle TUBITAK 2242 kapsaminda Ankara
Bolge Birinciligi, Tiirkiye Ugiinciiliigii 6diiliinii almistir. 2021 yilinda ise “Epilepside Ani
Beklenmedik Oliim (SUDEP)’in Onlenmesine Yeni Bir Yaklasim: Serotonin Seviyesinin
Nanopartikiil Aracili Kontrolii” adli projeyle TEKNOFEST Biyoteknoloji ve Inovasyon
Yarigmast Fikir Kategorisi Dordiinciisii  secilmistir. Ayrica, epilepsi ve SUDEP {izerinde
ylriitiicliliglinii yaptig1 2209-A projeleri ve derleme/orijinal arastirma makaleleri bulunmaktadir.
Bu kapsamda, arastirmaci 6grencinin kisisel donaniminin proje hipotezinin belirlenmesi ve

uygulanmasi acisindan kritik 6nemi oldugu ileri siirtilebilir.
Proje hipotezi, 6n degerlendirme asamasinda teknolojik hazirlik seviyesi (TSH) 1°de olup genel bir
taslak olarak sunulmustur. Detay raporu asamasina kadar gegcen donemde, hipotezin deneysel olarak
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dogrulanmasi igin gerekli tiim metodolojiler belirlenip teorik ve bilimsel prensipleri yontem
kisminda sunulmustur. Tedaviden yiiksek verim elde edilebilmesi i¢in kullanilabilecek AsCRISPR
gibi biyoinformatik analiz sistemleri belirlenmistir. Projede ihtiya¢ duyulan temel malzeme, cihaz
ve hizmet alimlar1 tespit edilip temin edilebilecek kurumlarin analizi ve biitge/zaman planlamasi
yapilmistir. Fikir kategorisinde yer alan projenin laboratuvar ¢alismalar1 heniiz baglamamis olup
TSH 2 seviyesinde bulunmaktadir. Bununla birlikte, hayvan deneylerin basariyla tamamlanmasini

takiben klinik Faz ¢calismalarimin gergeklestirilmesi i¢in 6grencinin devam ettigi Tip Fakiiltesinde
takipli DS hastalartyla iletisime gegilebilir. Proje kapsaminda gelistirilmesi hedeflenen CRISPR
nanopartikiilleri DS vakalar1 i¢in umut 15181 olup desteklenmesi durumunda seri tretime gecebilir.
Yogun arastirmalar sonucunda TSH 9 seviyesine eriserek uluslararasi pazara sunulma
potansiyeli tasiyabilir. Giincel yaklasimlar degerlendirildiginde, Spinal Muskuler Atrofi (SMA)
hastalarinin etkin tedavisinin gen terapi yontemleriyle saglandigi ve lilke ekonomisi agisindan ciddi

maddi yiikii temsil ettigi bilinmektedir. Benzer sekilde, gilincel klinik bir ¢alismada kalp ve
sinirlerde yanlis katlanmis protein birikiminin goriildiigli transtiretin amiloidozu vakalarinda
CRISPR aracili gen diizenlenme tedavisiyle (NTLA-2001) iyilesme saglandigi bildirilmistir
(Gillmore et al.). Bu kapsamda, DS tedavisinde CRISPR nanopartikiillerinin klinik uygulamasinin
mimkin oldugu ve iilkenin bilimsel/ekonomik gelisimine kritik katki saglayacagi ileri
surtilmektedir.
CRISPR diizenlemesiyle DS ndbetlerinin, eslik eden bilissel/davranigsal komorbiditelerin ve
SUDEP’in 6nlendiginin gosterilmesi durumunda;
e CRISPR partikillerinin insanlar tizerindeki tedavi potansiyeli, yan etki profili, ideal doz ve
kullanim siiresinin belirlenmesi adina klinik ¢calismalar yuritulebilir.
e SCNIA mutasyonunun gorildiigii Lennox—Gastaut syndrome, West Sendromu, Rett
Sendromu ve Doose Sendromu gibi epileptik ensefalopatiler icin kapsamhi bir_tedavi
yaklasimi gelistirilebilir.

e Insanlarda kullanilmak iizere CRISPR bazli veni ticari ilaclarin iiretimi yapilabilir.
e SCNIA mutasyonlartyla iligkili yiksek SUDEP riski ve ani bebek 6lumi riskine karsi
genetik temelli koruma yaklasim sunulabilir.

e DS gibi heterozigot dominant kalittim paterni gosteren Huntington Hastaligi, Retinitis
Pigmentoza ve korneal distrofi gibi ¢esitli hastaliklar i¢in sistematik olarak alel spesifik
gen terapi uygulamalari baslatilabilir.

e Gelistirilen CRISPR nanopartikillerin = insan  vicudundaki farmakokinetik ve
farmakodinamigi tizerinde ¢alismalar yapilarak ileri teknoloji metotlarin klinik tibba
entegrasyonu saglanabilir.

Boylece genetik tedavi Uretmeye yoOnelik AR-GE faaliyetlerine katki yapilarak ulusal diizeyde
ekonomik kalkinma saglanabilir. Tip ve teknolojiyi birlestiren yeni arastirma alanlan

olusturulabilir. Epileptik nobetlerle seyreden zihinsel bozukluklarin ve SUDEP ‘in 6nlenmesine ve
genetik hastaliklarin tedavisine yonelik ¢alismalara onciiliikk edebilecek geng arastirmaci bir nesil
yetistirilebilir.

Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlamasi

Hedeflenen projenin uygulanmasi igin gerekli is paketleri kapsaminda yaklasik olarak 100.000%
genel bir biitceye ihtiya¢ oldugu dngoriilmektedir Bu kapsamda hazirlanan 70.220 £ maliyetindeki
temel malzeme listesi Tablo 4’de gosterilmistir. Malzeme ve cihazlarin projede gerekli oldugu
donemler “kullamim_gerekcesi” baslig1 altinda ele alinmistir. 30.000 b biitgenin ise deneysel
caligmalarin  yiiriitilmesinde rol alacak arastirmacilara, gorevli personele, c¢alismanin
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gerceklestirilecegi kuruma, ulasim masraflarina, 6n verilerin sunulacagi kongrelere 6denecek
ucretler igin gerekebilecegi diisiiniilmektedir. Ancak, projenin hipotez agamasinda olmasi, tahmin
edilemeyen ek masraflara yol agabilir. Bununla birlikte, deneysel islemler i¢in gerekli techizat ve
cihazlarin calismanin yapilacagi kurum tarafindan saglanmasi projenin maliyetinin azalmasini
saglayabilir. Bu kapsamda, ¢alismalarin deney tasariminda kullanilacak ekipmanlarin bulundugu
merkezlerde yiiriitiilmesi hedeflenmektedir. Ek olarak, deneysel asamalarda hizmet alimi yerine
ogrencinin aktif olarak metodu Ogrenebilecegi ve uygulayabilecegi desteklerin saglanmasi
amaglanmaktadir. Boylece hem maliyetin azaltilacagi hem de Ogrencinin arastirma becerilerini
gelistirebilecegi diigiiniilmektedir.

Tablo 4: Projenin temel malzemelerin kullanilacagi donemi ve fiyatim gosteren liste.

Ad1 (marka, sayi, 6zellik vb. Kullanim gerekgesi Tahmini
bilgiler) Bedeli (b)
C57BL/6J susu (30 adet) Hayvanlar genetik modifikasyonla DS modeli 13.500
(000664, Jackson Laboratory, (SCN1A*") olusturulmast icin kullanilacaktir.

ABD) ve 129S6/SvEvTac

faresi (15 adet) (Taconic

Biosciences, ABD)

Fare genotipleme kitt F1 dolunin genotiplerinin  belirlenip DS 1420
(Azura™, AZ-1851) modeli/saglikli fare ayrimi igin kullanilacaktir.
LV-U6-EFla-GFP ve LV-U6- sgWT ve sgMUT klonlamasi i¢in kullanilacaktir. 2200
EF1la-mCherry (Addgene)

pcDNA-dCas9-p300-Core, CRISPRa ve  CRISPRI plazmitlerinin 3300
dCasl2-VPR, p-dCas9-LSD1 olusturulmasi igin kullanilacaktir.

ve dCas12-KRAB (Addgene)

Golden Gate klonlama kiti Enhancer, sgRNA ve CRISPR kasetlerinin 2100
(NEBridge®, BsmBI-v2 birlestirilmesi icin gerekmektedir.

#E1602S)

NanoAssemblr Benchtop Lipitler ve plazmitlerin belli bir hizda 5000
mikroakigkan makinesi karistirilarak CRISPRa/i-dCasl12 bilesenlerini
(Precision NanoSystems; tasiyan nanopartikillerin - olusturulmasi igin
Vancouver, BC, Canada) ihtiya¢c duyulmaktadir.

10 kDa Amicon® Ultra-15 Nanopartikillerin soliisyon igerisinden konsatre 1500
Santrifuj Filtresi (Millipore) bir sekilde elde edilmesi igin kullanilacaktir.

pcDNA Flag Lamp2b-HA Kalp kasi hiicrelerine spesifik peptidin dretilmesi 1100
(Plasmid #71292) icin gerekmektedir.

Spectra-Por® Float-A-Lyzer® Antikorlarla kaplanmis lipit nanopartikillerin 2600
G2 Diyaliz aleti diyalizle elde edilmesinde kullanilacaktir.

ZetaPALS DLS makinesi Lipit nanapartikillerin  boyut gibi fiziksel 6800
(Brookhaven Instruments) Ozelliklerinin belirlenmesi icin gerekmektedir.
TRIzoITM reaktifi Farelerin beyin ve kalp dokularinda yapilacak 6700
(ThermoFisher) ve ImProm-II RT-qPCR’nin sirasiyla RNA ekstraksiyonu ve

Ters  Transkripsiyon  Kiti cDNA sentezi asamalarinda kullanilacaktir.

(Promega, PR-A3802)

Mem-PER™ Plus Membrane Beyin ve kalp dokularindaki hiicrelerin membran 5600
Protein  Ekstraksiyon  Kit proteinlerinin eldesi i¢in kullanilacaktir.

(Thermo Scientific™, 89842)

Invitrogen™ NuPAGE™ 4 to Western-Blot  analizi  i¢cin  proteinlerin 3600
12%, Midi Protein Gels yuritilmesi asamasinda ihtiya¢ duyulmaktadir.
Anti-SCN1A (Navl.1) Membrana lokalize, saglikli Navl.1l dizeyinin 5600
Antibody  (Alomone Labs, Western-Blot ile dl¢tilmesini saglayacaktir.
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#AGP-043) ve anti-Calnexin
(Alomone Labs, #ACS-009)

Cam uclu patch-clamp pipeti Beyin ve kalbe ait hlcrelerden elektrofizyolojik 5500
(Harvard Apparatus, ABD) 6lglimlerin yapilmasinda kullanilacaktir.

RET-3 rektal fare probu ve HL- Febril  nodbet  testinde  farelerin  vicut 3200
1 [kzilotesi 151 lambasi sicakliklariin 6lgllmesi ve isitma isleminin
(Phisitemp, ABD) gergeklestirilmesine olanak taniyacaktir.

(ETA-F10, Data Science EEG ve EKG biyopotansiyellerinin uzun sureli
International (DSI)) ve kablosuz olarak iletilmesinde kullanilacaktir.

Doku yapistiricis1 (SurgiSeal EEG ve EKG elektrotlar1 yerlestirilmesi i¢in 500

Stylus™) ve Cerrahi PGLA
(Emilebilir) Iplik
Toplam

kesilen dokularin kapatilmasi/birlestirilmesinde
kullanilacaktir.
70.220 b

Deneysel asamalarin gergeklestirilmesinden elde edilen verilerin yayinlanmasina kadar olan siirecin
zamansal dagilimi Tablo 5°de verilmistir. Hayvanlar temin edildikten sonra yaklagik 470 gun
icerisinde calismanin verilerinin elde edilecegi ve Q1 g¢eyreginde yer alan yiliksek etki degerine
sahip bir dergi i¢in yayin hazirlanacagi dngoriilmektedir.

Tablo 5: Is-zaman ¢izelgesi.

Is-Zaman Cizelgesi

Deney hayvanlarmin temini
DS fare modelinin olusturulmasi 20
sgRNA tasarimi ve klonlamasi 10
Plazmitlerin hazirlanmast 20
Lipit nanopartikillerin Gretimi 20

CRISPR bilesenlerinin aktarimi 10
Febril ndbet testi
Beyin aktivitesinin dl¢timu
Kalp aktivitesinin dlcimii
Davranis testleri
Patch-clamp ile akim Sl¢timii
SCN1A'nin qRT-PCR analizi
SCN1A'nin Western-Blot analizi
Hematoksilen-Eozin boyama
Navl.l immiinohistokimyasi
Verilerin analizi
Tablo/grafik olusturulmasi
Bilimsel yayin hazirlama

20

> Is paketinin siiresi (giin)

Projenin is paketlerinin tahmini siirelere gére dagilimi belirtilmistir.

Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanicilar)

Projenin, ana hedef Kitlesini bebeklik doneminde itibaren nobetleri ve ciddi biligsel problemleri
olan DS vakalar olusturmaktadir. CRISPR partikiillerinin alel spesifik tedavi mekanizmasi
sayesinde degisen siddette fenotipik etkiye yol acan farklh DS mutasyonu spekturumunun timdu
icin terapdtik potansiyel tasiyacagi ongoriilmektedir. DS vakalarinda gorilen ilaca direncli
kontrolsuz ndbetlerin beyin sapindaki solunum ve dolasim merkezlerini etkileyerek SUDEP’e
yatkinlik olusturdugu bilinmektedir. Bu kapsamda, SCN1A iliskili yiiksek SUDEP riski tasiyan
hastalar icin oliim insidansinin azaltilmasini saglayacak temel yaklasim haline doniisebilir.
Bununla birlikte, CRISPR aracili diizenleme farkli SCN1A mutasyonlariyla iliskili Lennox—Gastaut
syndrome, Rett Sendromu, West Sendromu ve Doose Sendromu gibi genis spektrumdaki
cocukluk cag epilepsilerinin tedavisini saglayabilir. Otizm spektrum bozuklugu ve hemiplejik
migrenin dahil oldugu epileptik olmayan SCN1A mutasyonlari i¢in de terapdtik pencere sunabilir.
Ek olarak, Huntington Hastalig1, kalitsal gorme problemleri ve ailesel eritrosit membran defektleri
gibi otozomal dominant kahitim sekli gosteren hastahklara uygun alele 6zgii CRISPR kasetleri
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tasarlanarak sistematik bir bakis agis1 gelistirilebilir. Ayrica, projede CRISPR sistemi, lipit
nanopartikiller, telemetri sistemi, protein konjugasyonuyla hiicreye 6zgl hedefleme stratejisi gibi
ileri seviye biyoteknolojik inovasyonlarin kullanimi Onerilmektedir. Bu kapsamda, yeni

teknolojilerin bilimsel ¢aligmalara entegre edilmesi noktasinda yol gdésterici olmasi bakimindan
arastirmaci Kitlesini de hedefleyebilir.

Riskler

Projeyi olumsuz yonde etkileyebilecek risk unsurlar1 ve ortaya ¢ikabilecek problemler Tablo 6’te
aciklanmistir. Bu unsurlara yonelik onerilen tedbirler/¢ozim onerileri (B plani), risklerin etkisi,

gerceklesme olasiligi ve risk skoru basliklar altinda tek tek degerlendirilmistir.

Tablo 6: Risk faktorleri ve yonetimi.

IP En onemli risk

No unsurlari/problemler

1 Alel spesifik
dizenlemeyi
saglayacak sgWT ve
sgMut diziler diisiik
verimlilik veya hedef
dis1 etkiler gosterebilir.

2 Lipit nanopartikillerin
Angiopep-2 ve CTP-
Lamp2b proteinleriyle
konjugasyon  verimi
diistik olabilir.

3 Boyamada kullanilacak

anti-SCN1A
antikorunun istenilen
afinitede  ¢alismamasi

risk olusturabilir.

4 CRISPRa ve CRISPRI
plazmitlerinin hiicrede

es zamanlh  olarak
aktivasyon
gOstermemesi  hipotez
agisindan risk
olusturabilir.

Risk yonetimi (B plam)

Saglikli ve mutant alelin
ayriminin ~ yapilmasi  proje
hipotezinin dogrulanmasi igin
temel bir adimdir. En ideal
sgRNA’larin  tespiti icin
AsCRISPR kullanilarak
biyoinformatik analizler
yapilacaktir.
Nanopartikillerin terapotik etki
gOstermesi icin  hedeflenen
hiicrelere ulagsmasi kritik 6nem
tasimaktadir. Yiksek verimin
saglanmas1 i¢in nanopartikil/
Angiopep-2 / CTP-Lamp2b
orani (80:10:10 yerine 60:20:20
veya 40:30:30) degistirilerek 6n
caligmalar yapilacaktir. Ideal
oran belirlenip konjugasyon
islemi gergeklestirilecektir.
Antikorlarin  istenildigi gibi
calistiginin  gosterilmesi igin
optimizasyonlar yapilacaktir.
Antikorda  sorun  ¢ikmasi
durumunda farkli markalardaki
antikorlarin kullanimi
saglanacaktir.

CRISPRa/i sisteminin yeterli
yapisal ve davranigsal/biligsel
tyilesmeyi saglamadigi
durumda yalnizca CRISPRa
aktivasyonu  uygulanacaktir.
CRISPR kasetinde yer alan
transkripsiyonu artiracak

Etki
®)

4

Olasihik Risk skoru

®)

1

(25)
4
(Diisiik)

6 (Diisiik)

2 (Diistik)

3 (Diisiik)
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10.

proteinlerin aktivasyon gicd,

hiicre spesifikligi, dCasl12 alt

tipi, lipit nanopartikallerin

hedefe yonelik yapisi ve kalp

tedavisinin  de  yapilacagi

degerlendirildiginde proje

Ozgiinliigiinii koruyacaktir.
Ek olarak, projenin gergeklestirilmesi asamasinda projede belirtilen kurumlarin desteginin
saglanamamasi durumda alternatif merkezlerle iletisim kurulmasi veya uluslararasi isbirlikleri
hedeflenebilir.
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