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Genom modifikasyonlari, verimin arttirllmasinda ve hastaliklara karsi direncin
kazandirilmasi konusunda 6nemli avantajlar saglama potansiyeli igermektedir. Bireyin
zaten sahip oldugu bir genin susturulmasim ya da ifade edilmesini saglayan gen
diizenlenmesi yontemleri (gene editing) c¢evreyi en az etkileyerek genetik yapinin
gelistirilmesi konusunda 6nemli olanaklar saglamaktadir. Son zamanlarda yeni genetik
diizenleme yontemleri gelistirilmistir. Bunlar ZFN (Zinc Finger Nuclease)’ler, TALEN
(Transcription  Activator-like Effector Nuclease)’ler ve CRISPR/Cas niikleaz
sistemleridir. CRISPR/Cas sistemi yabanci genetik materyalleri yok etmek icin RNA
giidiimlii niikleazlar1 kullanan bir mikrobiyal immiin sistem olup, bu sistemin giiniimiizde
hayvanlarda basit ve etkili bir gen diizenleme mekanizmasi olarak kullanilabilme
potansiyeli degerlendirilmektedir. Bu derlemede CRISPR/Cas9 sistemi ve hayvan
1slahinda kullanilabilirligi 6zetlenmistir.
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Genome modifications include potential about providing significant advantages on
increasing yield performance and developing resistance to diseases. Gene editing
methods that provides silencing or expressing of a gene which is an individual already
has, have important potential for improving genetic structure without environmental
effects. In recent times, new gene editing systems were developed. These are ZFNs (Zinc
Finger Nucleases), TALENs (Transcription Activator-like Effector Nucleases) and
CRISPR/Cas nuclease systems. CRISPR/Cas system is a microbial immune system that
uses RNA guided nucleases for destroying genetic materials and its potential usage like a
simple and efficient gene editing mechanism in animals is being evaluated recently. In
this review, we summarized CRISPR/Cas9 system and its usability in animal breeding.

Giris

Insan niifusunun 2050 yilinda 10 milyar olacag
ongoriilmektedir. Diinya iizerindeki bu niifus artisina
paralel olarak besin ihtiyact da artmaktadir. Geleneksel
tarimsal  sistemlerin  bu niifusu  besleyemeyecegi
distiniilmektedir (Hackeet ve ark., 2014; Hoekstra ve
Wiedmann, 2014). Tarim sektoriinde meydana gelen
teknolojik gelismelere ragmen diinya iizerindeki aclik son
10 yilda daha da artmuisg, hizla artan niifusu beslemek i¢in
uygulanan agir tarimsal uygulamalarin cevre iizerine
kiiresel 1stnma ve kirlilik gibi olumsuz etkileri olmustur
(Eisler ve Lee, 2014).

Son yillarda tarimda verim artisinin g¢evreye zarar
vermeden saglanmasia odaklanilmaktadir. Hayvanlarin
kiiltiire alimmasindan giiniimiize insanlar, hayvanlardan
daha fazla verim alabilmek igin onlarin genetik yapilarim
klasik 1slah yontemleri ile iyilestirmislerdir. Hali hazirda
hayvancilikta kullanilan molekiiler 1slah uygulamalarinin
da gelecekte artacak ve gesitlenecek tiiketici beklentilerini
karsilamada ve aymi zamanda degisen ¢evre kosullarina
bagli olarak ortaya ¢ikan hastaliklara karsi direncli
genotiplerin gelistirilmesinde yetersiz kalacagi
ongoriilmektedir. Genom modifikasyonlari, verimin
arttirllmasinda ve hastaliklara karsi direncinin saglanmasi
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konusunda Onemli avantajlar
icermektedir (Vince, 2014).

Genetigi degistirilmis organizmalarin insan sagligina
ve gevreye yapabilecegi olumsuz etkileri ve bu konudaki
etiksel endiseler insanlarin genetik yapist diizenlenmis
hayvanlarin  ticari  yetistiriciligine de  olumsuz
yaklagmalarina sebep olmaktadir. Genetigi degistirilmis
hayvanlar ile ilgili en Onemli kaygilarin baginda bu
hayvanlarm, birgok hiicre tipinde galisabilen ekspresyon
kasetlerine sahip olmalar1 ve bu kasetlerin genom ile
rastgele etkilesim kurma potansiyeli bulunan vektorler ile
aktarilmis olmalaridir. Bireyin zaten sahip oldugu bir
genin susturulmasini ya da ifade edilmesini saglayan gen
diizenlenmesi (gene editing) yontemleri cevreye en az
zarar vererek genetik yapinin gelistirilmesinde ¢ok dnemli
bir potansiyele sahiptir (Hackett ve Alvarez, 2000;
Hackeet ve ark., 2014).

Hayvansal iiretimde genom modifikasyonlar: tarimsal
tiretimde kullanilan hayvanlarin bireysel verimlerinin
arttirlmasinin ~ yaninda insanlarin  ihtiyag duydugu
organlarin hayvanlardan saglanmasina kadar birgok
alanda kullanilabilir. Buna ornek olarak, organ nakli
bekleyen bir insana ait indiiklenmis pluripotent kok
hiicrelerin organ gelisimini etkileyen bazi spesifik genleri
susturulmus blastokist evresindeki domuz embriyolarina
enjeksiyonu ile domuzdan almman organin insan viicudu
tarafindan sorunsuz bir sekilde kabul edilmesi verilebilir
(Hackeet ve ark., 2014).

saglama potansiyeli

Gen Diizenlenmesinde CRISPR/Cas9 Teknolojisi

Organizmalarin genetik yapisinin degistirilebilmesi
biyoteknolojik agidan Onemli avantajlar saglamaktadir.
Son zamanlarda yeni genetik diizenleme yOntemleri
geligtirilmistir. Bunlar ZFN (Zinc Finger Nuclease)’ler,
TALEN (Transcription Activator-like Effector
Nuclease)’ler ve CRISPR/Cas niikleaz sistemleridir (Ran
ve ark., 2013).

CRISPR/Cas sistemi yabanci genetik materyalleri yok
etmek i¢cin RNA giidimlii niikleazlart kullanan bir
mikrobiyal immiin sistemdir. Simdiye kadar 3 farkli
CRISPR/Cas sistemi kesfedilmistir (Cho ve ark., 2013).
Her sistem Diizenli Araliklarla Bolinmiis Palindromik
Tekrar Kiimeleri (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats - CRISPR) ile baglantili proteinleri
(CRISPR associated protein - Cas), kodlanmayan
RNA’lart ve farklilagmig tekrar eden dizileri igerir. Bu
tekrar dizileri protospacer’ler olarak bilinen ekzojen DNA
hedeflerinden tiiremis farklilik gosterebilen kisa niikleotid
dizileri tarafindan ayrilmiglardir ve birlikte CRISPR RNA
(crRNA) dizisini olustururlar. Hedef DNA’nin iginde, her
bir protospacer kullanilan spesifik CRISPR sistemine
bagl olarak farklilk goésteren Protospacer Iliskili
Motifiler (PAM, Protospacer Associated Motives-PAM)
ile baglantilidir (Barrangou ve ark., 2007).

Tip 2 CRISPR sistemi en iyi karakterize edilmis
CRISPR sistemlerinden biridir ve niikleaz Cas9, kilavuz
RNA’lar1 kodlayan crRNA dizisi ve crRNA’larin farkh
initelere islenmesini gergeklestiren gerekli yardimet
trans-etkinlestirici crRNA (tractrRNA)’lar1 igerir. Her bir
crRNA {initesi 20-nt kilavuz sekans: ve kismi direk
tekrarlar igerir (Garneau ve ark., 2010). CRISPR/Cas9’1n
RNA kilavuzlu niikleaz fonksiyonu insan kodon

optimizeli Cas9 ve gerekli RNA bilesenlerinin heterolog
ekspresyonuyla memeli hiicrelerinde yeniden
yapilandirilmistir (Cong ve ark., 2013). Dahasi crRNA ve
tractRNA kimerik tekli kilavuz RNA (single guided
RNA-sgRNA)’y1 olusturmak icin birlesir. Cas9 sgRNA
icindeki 20-nt kilavuz sekansinin degistirilmesi ile PAM
sekansinin  hemen yakinindaki herhangi bir hedefe
yonlendirilebilir (Ran ve ark., 2013).

Uygulanabilirliginin ve tekrarlanabilirliginin yiiksek
olmasi nedeniyle Cas9 Homolog Olmayan
Rekombinasyon (Nonhomologous End Joining — NHEJ)
ve Homoloji Yonlendirmeli Tamir (Homology Directed
Repair - HDR) genom modifikasyon yontemleri ile
diizenlenmis spesifik mutasyonlar1 tasiyan Okaryotik
hiicrelerin {iretilmesinde kullanilmaktadir (Cho ve ark.,
2013). sgRNA’'nin ve mRNA kodlayict Cas9’un
embriyolara direk enjeksiyonu ile bir ¢ok modifiye allelle
sahip farelerin hizla ¢ogalmasi saglanmistir (Wang ve
ark., 2013).

Cas9 kolaylikla 20-nt kilavuz dizisini kodlayan yeni
uyarlanabilir (Sanjana ve ark., 2012). Cas9 birgok hiicre
tipinde ve organizmada genom diizenlemesinde etkili bir
bicimde ¢aligsmaktadir. Cas9, kolay hedeflemesi sayesinde
sgRNA’larin bir kombinasyonunun hedef hiicrelere ortak
olarak aktarilmasi ile bircok hedeflenen genomik lokusta
ayni anda kullanilabilir (Ran ve ark., 2013).

Cas9 sgRNA iizerindeki 20-nt kilavuz sekansi ile
spesifik genomik lokusa hedeflenir ancak bu hedefleme
icin 6zgiin PAM sekansina ihtiyag duyulmaktadir. Her bir
Cas9 ortologu 6zel bir PAM sekansina sahiptir, 6rnegin
SpCas9 5°-NGG PAM sekansina gereksinim duyar.
Ayrica hedef diziler arasindaki bolgelerin  uzunlugu
arttik¢a istenmeyen mutasyonlarin gergeklesme ihtimali
ile birlikte 6zgiin PAM dizisi ihtiyact bu ydntemin en
onemli kisitlayicisidir. Hedefleme araligi hedef bolgelerin
her 8-12 bg¢’de bir bulunabildigi insan  gibi
organizmalarda Onemli bir sorun olusturmamaktadir
(Oliviera ve ark., 2012).

Yontemin Uygulanmasi

Cas9 niikleazin 6zgiinliigii sgRNA i¢inde bulunan 20-
nt kilavuz dizisi ile belirlenmektedir. Gen hedeflemesi
icin olusturulan 20-nt kilavuz dizisinin se¢iminde iki
onemli husus vardir: 5'-NGG PAM sekansi ve hedef disi
aktivitenin azaltilmasidir.

SgRNA 'min Olusturulmast ve Aktariimasi
Kullanilacak yonteme bagli olarak sgRNA ekspresyon
kasedi igeren PCR amplikonlar1 ya da sgRNA’y1 ifade
eden plazmidler seklinde aktarilabilir. PCR tabanl
sgRNA aktarimi 6zel sgRNA dizisini U6 promotor
sablonunu ylikseltmek i¢in kullanilan reverse PCR
primerin icine ekler. Bu yontem c¢ok sayida aday
sgRNA’nin siiratle taranmasit ic¢in idealdir c¢iinkii
fonksiyonel test icin hiicre transfeksiyonlar1 sgRNA’y1
kodlayan primerler elde edildikten kisa bir siire sonra
yapilabilir. sgRNA kodlayan primerler 100 bg’den
biiyiliktiir. Bu yontem biiyiik knock-out kiitiiphanelerinin
olusturulmast  i¢in  birgok  ko-transfeksiyonlayici
sgRNA’nin testi ya da diger 6lgek duyarli uygulamalar
icin kullanilabilir. sgRNA igin ekspresyon plazmidinin
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olusturulmasi da basit ve hizhidir. Bu islem kismi
komplementer bir ¢ift oligoniikleotid ile tek bir klonlama
basamagini igerir. 20-nt kilavuz sekansini kodlayan oligo
ciftleri plazmide aktarilir. Transfeksiyon plazmidler ayni
zamanda in vivo aktarim i¢in viriis tiretimini saglamak
amact ile modifiye edilebilir. PCR ve plazmid bazli
aktarma yontemlerine ek olarak, Cas9 ve sgRNA sirasiyla
mRNA ve RNA gibi hiicreler i¢ine direk aktarilabilir (Ran
ve ark., 2013).

Onarim Sablonunun Tasar:m:

Hedefli DNA modifikasyonlar, degisim bdolgesini
kusatan homoloji kollarini igeren plazmid tabanli verici
tamir sablonlarinin kullanimimna gereksinim duymaktadir
(Smithies ve ark., 1985). Her bolgenin homoloji kollar1
kendi icinde degisim gostermektedir fakat genellikle bu
bolgeler 500 b¢’den biiyiiktiirler. Bu yontem florasan
proteinler ya da antibiyotik diren¢ markdrleri gibi raportdr
genlerin aktarimini da igeren biiyiikk modifikasyonlarin
olusturulmasinda kullanilabilmektedir (Wu ve ark., 2008).

Hiicrelerin Klonal Izolasyonu

Bazen 6zel modifikasyonlara sahip klonal hiicrelerin
izolasyonuna gereksinim duyulmaktadir. Bu izolasyon
floresans ile aktive olan hiicre tasnifi ya da birkag
seyreltme ve takibinde yeni klonal hiicrelerin olusmasi
icin gelisme evresiyle gergeklestirilebilir. Ancak, hiicre
tiplerinin tek hiicre izolasyonuna verdikleri tepki dnemli
oranda farklilik gosterebilir. Hedef hiicreler ile ilgili
literatiire bakilmalidir (Ran ve ark., 2013).

Fonksiyonel Test

Hiicrelerde meydana getirilmis genetik
modifikasyonlar SURVEYOR® niikleaz yontemi ya da
dizileme ile bulunabilir (Guschin ve ark., 2010).
SURVEYOR vya da dizileme primerleri genomik
DNA'dan ilgili bolgeyi cogaltmak icin manuel olarak
tasarlanabilir. SURVEYOR primerleri jel elektroforez
bantlarinin temiz goriintillenmesi i¢in Cas9’un hedef
bolgesinin 200 ila 400 bg¢’lik herhangi bir yarisin
cogaltacak sekilde tasarlanmalidir. Primer dimerlerinin
olusumunu engellemek icin SURVEYOR primerleri 18
ila 25 nt uzunlugunda ve erime sicakliklart 60 'C
civarinda olacak sekilde tasarlanmalidir (Ran ve ark.,
2013).

Hayvanlarda Yapilan Calismalar

Wang ve ark. (2015) keciler iizerinde yaptiklari
caligmalarinda, tek hiicre sathasindaki embriyolara MSTN
ve FGF5 fonksiyonel genlerini hedefleyen Cas9 mRNA
ve sgRNA’larinin enjeksiyonu ile bir ya da iki geni
degisime ugramis oglaklar elde etmislerdir. Her iki gen
icin birincil fibroblastta hedefleme verimliligi %60 olarak
tespit etmislerdir. Test ettikleri 98 hayvanda hedefleme
verimligini MSTN geni modifikasyonu icin %15, FGF5
geni modifikasyonu i¢in %21 ve her iki genin ayni anda
modifikasyonu i¢inde %10 olarak tespit etmislerdir. Elde
ettikleri veriler 1518inda CRISPR/Cas9 sistemi ile biiyiik
hayvanlarda birden ¢ok gen bolgesinin modifikasyonunun
gerceklestirilebilecegini ve bu  sistemin  Oniimiizdeki
yillarda hayvan i1slahinda ¢ok biiylik bir paya sahip
olacagini belirtmislerdir.

Young ve ark. (2015) fareler iizerinde yaptiklar
calismalarinda, erkek farelerin sperm kuyruklarinin
yapisina etki eden Dnaicl, Wdr63 ve Ccdc63 genlerini
hedef alan CRISPR/Cas9 sistemini uygulamislardir. Bu
genler testislerde yiiksek derecede ifadelenmektedir.
Yaptiklart analizlerin sonucunda Dnaicl ve Wdr63
genlerinin erkek iireme kabiliyeti ilizerinde bir etkisinin
olmadig1 fakat Ccdc63 geninin susturulmasi farelerin
spermlerinin  kuyruklarinin  kisalmasi sebebiyle kisir
kalmalarina  sebep  oldugunu  bildirmiglerdir. Bu
¢alismanin sonucunda CRISPR/Cas9 sistemi kullanilarak

hayvanlarin  yiiksek derecede karigsik sistemlerinde
modifkasyonlarin kolaylikla yapilabilecegini
belirtmiglerdir.

Yin ve ark. (2014), insan hepatositlerinde Fah geni
iizerinde gerceklesen mutasyonlar ile ortaya ¢ikan kalitsal
tirosinami iizerinde fareleri model alarak yaptiklari
calismalarinda; Cas9 ve sgRNA kombinasyonunu igeren
plazmid ile ssDNA kalibim hidrodinamik kuyruk
enjeksiyonu yontemini kullanarak farelere aktarmiglar ve
canli agirhk kaybina sebep olan fenotipi ortadan
kaldirmuslardir. Calisma sonucunda elde ettikleri veriler
1s1ginda  CRISPR/Cas9 sisteminin hayvanlarda genom
modifikasyonunda kullanilabilecegini bildirmiglerdir.

Farelerin PCSK9 (Convertase Subtilisin/Kexin Type
9) geni iizerinde meydana gelen mutasyonlar, diigiik
yogunluklu lipoprotein kolesterol seviyesinde azalmaya
ve buna bagli olarak kardiyovaskiiler sorunlara sebep
olmaktadir. Ding ve ark. (2014) farelerde bu durumu
CRISPR/Cas9 sistemi ile elimine etmeyi hedefledikleri
calismalarinda, PCSK9 geninin ilk ekzonunu hedefleyen
Cas9 ve sgRNA’yr fare karacigerine adenoviriis
vektoriiyle  aktarmuglardir.  Karaciger  hiicrelerinin
%50’sinin modifiye edildigini, hepatik diisiik yogunluklu
lipoprotein  kolesterol seviyelerinde artis oldugunu,
kolesterol seviyelerinde %30 ile %40 arasinda azalma
oldugunu ve higbir hedef dig1 mutasyona rastlanmadigini
gbzlemlemislerdir (Ding ve ark., 2014).

Xue ve ark. (2014), yabani farelerde kanser iizerine
yaptiklar1 ¢alismalarinda fare karacigerinde bulunan Pten
ve P53 tiimdr baskilayici genlerini hedefleyen sgRNA’y1
ve Cas9’u ifadeleyen DNA kalibini igeren plazmidi
hidrodinamik enjeksiyon ile karacigere aktarmislar; %20
oraninda  hepatosit  modifikasyon ve  karaciger
tiimorlerinde azalma gozlemlediklerini bildirmislerdir.

Degerlendirmeler

CRISPR/Cas9 sisteminin tiirler arasi gen transferi
sistemlerinden farkli olarak organizmanin genetik
yapisinda zaten var olan potansiyelin ortaya ¢ikarilmasi
esasina dayanmasi bu sistemin toplum tarafindan daha
kolay kabullenilmesini saglayacaktir. Bu sistemle ilgili
giincel ¢aligmalar 6zellikle insan sagligi konusunda 6nem
tagtyan  belirli  genetik  kokenli  kusurlar {izerine
odaklanmis durumdadir. Bunun temel nedenlerinden biri
bu teknolojinin gelistirilme amaglarinin basinda insan
sagligina doniik iyilestirme potansiyelinin yiiksekligi ve
umut vericiliginin gelmesidir. Bununla birlikte 6zellikle
kompleks organizmalarda gen ifadesinin diizenlenmesi ile
ilgili siireglerin karmagikligi, bu yontemle diizeltilmeye
calisan olumsuzluklarin simdilik sadece basit kalitsal
modellere sahip gen bolgeleriyle kisitli kalmasina neden
olmaktadir.
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Giliniimiizde CRISPR/Cas9 sistemi hayvanlarda basit
ve etkili bir gen diizenleme mekanizmasi olarak
goriilmektedir.  Ancak, = CRISPR/Cas9  sisteminin
optimizasyonunda hali hazirda Tstesinden gelinmesi
gereken dnemli sorunlar vardir. Bunlarin baginda sistemin
gen hedefleme araliginin ve O6zgilinligiiniin arttirilmast
gelmektedir. Ayrica, CRISPR/Cas9 sistemi bilesenlerinin
ve bunlarin ifadelenmesinin hiicre tiplerine ve canli
tiirlerine gore optimize edilmesi de dnemli goriilmektedir.
Oniindeki sorunlarmn asilmasi durumunda CRISPR/Cas9
sisteminin, kalitsal kokenli hastaliklar ve fonksiyonel
genomik iizerine yapilacak ¢aligmalara Onemli katki
yapacag diistiniilmektedir.

CRISPR/Cas9 sisteminde kat edilen her basamak
teknolojiyi bir adim ileriye tasimaktadir fakat teknoloji
gelistikce konu hakkinda ki etik endiselerde artmaktadir.
Bunlardan en Onemlisi bu teknolojinin canlilarin esey
hiicrelerini manipiile etmede kullanilabilme
potansiyelidir. Bu sebep ile bu teknoloji kullanirken ¢ok
dikkatli ~ olunmalidir.  Hedeflenen  genin  biitiin
fonksiyonlar1 ortaya ¢ikarilmamis ise bu geni susturmanin
ya da ifadelenmesini saglanmasinin bir sonraki
generasyonda  nasil  etkiler  ortaya  ¢ikaracagi
Ongoriilememektedir.

CRISPR/Cas9 sisteminin ileride bir gen diizenleme
mekanizmasi olmaktan ¢ikip bir gen terapisi mekanizmast
haline gelebilme potansiyeli bulunmaktadir. Bu sistem,
tek bir gen mutasyonundan ¢oklu gen diizenlemelerine,
genom modifikasyonlarindan kanser ve diyabet gibi
kompleks genetik hastaliklar ile miicadeleye kadar
gelecekte birgok alanda kullanilabilecektir. Ayrica
CRISPR/Cas9 sistemi mutasyon kombinasyonlarinin
etkisinin, basit gen susturulmalari ile goérillemeyen gen

fonksiyonlarinin  ve kodlama yapmayan dizilerin
etkilerinin  incelenmesine  de  imkdn  verecegi
ongoriilmektedir.

Hayvan Islah: A¢isindan Sundugu Firsatlar

Ciftlik hayvanlarinda ekonomik olarak o6nemli

ozelliklerin poligenik kalitim gostermesi bu ozellikleri
determine eden gen sayisina bagl olarak CRISPR/Cas9
sisteminin etkinligini de sinirlayabilir. Yontemin, heniiz
model organizmalar iizerinde ve smirli sayida gen
bakimindan deneniyor olmasina ragmen, karakterleri
etkileyen genler ve bunlarin diizenleme mekanizmalari
daha 1iyi anlasildikca gelecekte ¢iftlik hayvanlarinda
onemli ozellikler bakimindan yapilacak 1slah calismalari
acisindan firsatlar saglayacagi diisiiniilmektedir.

Hayvan 1slahinda karsilagilan temel sorunlardan biri
ekonomik olarak onemli Ozellikleri kontrol eden gen
bolgeleri arasindaki negatif korelasyonlarin varligidir.
Oregin sigirlarda et verimi ile siit verimi arasinda,
tavuklarda yasama giicii ile yumurta verimi arasinda ya da
hastaliklara dayaniklilik ile hemen tiim diger verim
ozellikleri arasindaki bu negatif iliskinin varligi uzun
yulardir  bilinmektedir. ~ CRISPR/Cas9  sisteminin
kullanimiyla negatif korelasyonlara sahip 6zelliklerin
birlikte 1slah1 da miimkiin olabilecektir. Hayvan 1slahi
acisindan koklii degisikliklere yol agma potansiyeli
nedeniyle bu sistemin, yakin gelecekte daha ¢ok iizerinde
durulmasi ve arastirilmasi gereken konulardan biri olacagi

diisiiniilmektedir. Ulkemizde yapilan hayvan 1slahi
caligmalarinda bu teknolojinin sundugu firsatlardan da
yararlanma olanaklarinin arastirilmasi konusunda geri
kalinmamasi gerekmektedir.
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