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Kiimelenmis diizenli aralikli kisa palindromik tekrarlar ve bunlar ile iliskili
endoniikleaz (CRISPR/Cas) sisteminin 2012 yilinda in vitro yeniden
yapilandirilmasinin ardindan genom diizenleme araci olarak kullanilabilecegi
diistiniilmistiir. Ciftlik hayvanlarinda genom diizenleme et, siit, yumurta,
yapagi, tiftik, deri gibi verim Ozelliklerinin gelistirilmesi ve Kkalitesinin
artirilmasinda uzun bir siire¢ isteyen klasik 1slah yontemlerine bir alternatif
olarak diisiiniilebilir. Kisa vadede verim ve kalite yoniinden ilerleme saglama
potansiyeli olan bu teknigin ¢iftlik hayvanlarinda uygulandigi g¢alismalarin
derlendigi bu yayin, teknigin taninmasi ve hayvancilikta kullammina iligkin bir
altyap1 olusturmast amaciyla gerekli goriilmistiir.

CRISPR/Cas9 Applications in Livestock

ARTICLE INFO

ABSRACT

Article history:

Received date: 29.03.2017
Accepted date: 06.06.2017

Keywords:

CRISPR/Cas9
Genome editing
Livestock

After its in vivo reconstruction, the clustered regularly interspaced short
palindromic repeats (CRISPR) and the CRISPR associated endonucleases
(Cas) system thought for as a genome editing tool. Genome editing in livestock
can be thought as an alternate and faster way to classical breeding methods to
development of quality and efficiency traits as meat, milk, egg, wool, mohair
and leather yields. This review, includes the researches about the usage of the
technique in the livestock, have seen important to introduce the technique and
as a basis to its usage for animal breeding.

1. Giris

Genom diizenleme, canli bir organizmanin sahip
oldugu genomda ¢esitli manipiilasyonlar ile istenilen
bir niikleotid dizisi eklenmesi, c¢ikartilmasi ve yer
degisikligi yapilmasini kapsamaktadir.

Genom diizenleme araglar1 etkili ve dogru genom
manipiilasyonunu  miimkiin ~ kilmaktadir.  Ciftlik
hayvanlarinda genom diizenleme hastaliklara karsi
direncin, iiretim veya yetistiriciligin gelistirilmesinde;
yeni  biyomedikal modellerin  olugturulmasinda
zenginlestirilmis bir yontem olarak kullanilabilir
(Proudfoot ve ark., 2015). Et, siit, yumurta, yapagi,
kiirk, deri, post gibi verim O6zelliklerinin gelistirilmesi
ve kalitesinin artirilmasinda; direng, ¢evreye uyum
kabiliyeti, dol verimi gibi 6zelliklerin gelistirilmesinde;
yemden yararlanma oranmin artirilmasinda; cesitli
hastaliklarda predispozisyona
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neden olan faktorlerin elimine edilmesinde, kalitsal
hastaliklarin tedavisinde veya yavrulara aktarimimin
onlenmesinde kullanilabilecek bu teknikler, uzun bir
slirec isteyen klasik 1slah yontemlerine bir alternatif
olarak diistintilebilir.

Kiimelenmis diizenli aralikli kisa palindromik
tekrarlar  (CRISPR) ve bunlar ile iliskili
endontiikleazlar (Cas) olarak bilinen CRISPR/Cas
sistemi, baz1 bakteri ve arke (prokaryot) genomlarinda
dogal olarak bulunmaktadir. Ayrica virus ve
plazmidlere kars1 gelistirilmis bir immun yanit sistemi
gorevi gormektedir (Yamamoto, 2015).

Ik olarak Ishino ve ark. (1987) tarafindan
Escherichia coli genomunda tespit edilmis olan
CRISPR bolgelerinin sirali tekrarlar (tandem repeats)
ve ara bolimlerden (spacer) olustugu; bu ara
boliimlerin yabanci DNA’lara (virus veya plazmid
DNA’s1) 6zgii farkl diziler igerdigi kesfedilmis



560

Gildir and Ozmen / Selcuk J Agr Food Sci, (2018) 32 (3), 559-566

(Mojica ve ark., 2005; Pourcel ve ark., 2005) (Sekil 1-
A), bakteriyel adaptif immun yanit sistem mekanizmasi
olarak gorev yaptigt anlasilmistir (Wiedenheft ve ark.,
2012; Westra ve ark., 2014).

Jinek ve ark. (2012) tarafindan in vitro yeniden
yapilandirilmasimin  ardindan model organizmalar,
bitkiler ve hayvanlar {stiinde yapilan denemeler
sonrasinda CRISPR/Cas9 teknigi genom diizenleme
amagli caligmalarda kullanilmaya baglanmistir (Kim,
2016). Genom diizenleme amagli kullanilan bu sistem
RNA rehberli bir endoniikleaz sistemidir (Yamamoto,
2015).

Bu derleme sigir, koyun, keci ve tavuklarda
CRISPR/Cas9 teknigi ile yapilmig calismalari
kapsamaktadir. Her gecen giin gelistirilmekte olan bu
yontemin giderek yayginlasmasi nedeniyle, ciftlik
hayvanlarinda kullanimina iligkin bir temel olusturmasi
amaciyla bu derleme gerekli goriilmiistiir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. CRISPR/Cas9 Sistemi

Prokaryotlarda CRISPR/Cas sisteminde hiicre i¢ine
ilk kez giren yabanci DNA pargalanmakta ve bunun
sonucunda meydana gelen DNA pargalari ara boliimler
olarak bakteri/arke genomundaki tekrar dizilerinin
aralarma dahil edilmektedir (Barrangou ve Oost, 2013).
Bu sayede olusan CRISPR dizileri, ayni dizileri
genomunda barindiran bir baska virus veya plazmidin
hiicre igine girmesi halinde adaptif immun yanit
mekanizmasi olarak Cas9 enzimi (tip II sistemde)
araciligiyla yabanci DNA’y1 pargalayarak etkisiz hale
getirir (Barrangou ve Oost, 2013). Sistem kisaca
CRISPR dizisinden yabanct pre-CcrRNA  (6nciil
CRISPR RNA) sentezlenmesi, pre-crRNA’nm ilgili
yabanci DNA’ya komplementer olan crRNA’ya
islenmesi (Sekil 1-B), crRNA’ya komplementer bir
tracrRNA (trans CRISPR RNA) sentezlenmesi, crRNA
ve tractRNA’nin kompleks olusturmasi; crRNA’nin
yabanci DNA’da komplementer oldugu bdlgeye
baglanmast ve Cas9 endoniikleazin ilgili bolgede
DNA’da ¢ift zincir kirigi olusturmasi ile 6zetlenebilir
(Yamamoto, 2015) (Sekil 1-C).

Genom diizenlemede CRISPR/Cas sisteminin ¢ift
zincir kirigr yaratma oOzelligi ile DNA tamir
mekanizmalart (homolog rekombinasyon -HR- ve
homolog olmayan wuglarin  birlesimi  -NHEJ-)
tetiklenmektedir (Gaj ve ark., 2013). CRISPR/Cas
sistemini Okaryotlarda uygularken yalnizca crRNA-
tracrRNA kompleksini taklit eden kimerik rehber RNA
(gRNA) ve niikleaz aktivitesi olan bir Cas9 proteinine
ihtiyag  duyulur (Yamamoto, 2015) (Sekil 2).
Hedefleme o6zgiilligii esas olarak yaklagik 20 baz

uzunlugundaki gRNA dizisine baglidir ve bu dizideki
bir kag¢ bazlik degisim spesifiteyi etkileyebilmektedir.
Cas9’un  calisabilmesi i¢in  enzimin  tanidigi
protospasere komsu motif (PAM) olarak bilinen birkag
belirli baz gereklidir (Yamamoto, 2015). Cas9-sgRNA
(Cas9-tekli rehber RNA) kompleksi genomdaki PAM
dizilimini arastirir, daha sonra ¢ift sarmalli DNA'y1
¢ozer ve DNA-RNA baz eslesmesi olusur (Yamamoto,
2015). Cift zincir kirig1 olusmasi esnasinda iki niikleaz
alt birimi (HNH ve RuvC) devreye girerek
birbirlerinden bagimsiz olarak DNA iplikgiklerini
keserler (Yamamoto, 2015).

CRISPR/Cas9 teknigi gesitli amaglarla
kullanilabilir. Knock-out veya knockdown ile gen
susturma veya gen ifadesinin baskilanmasi, genom
boyu fonksiyon kaybi kiitiiphanelerinin olusturulmasi,
knock-in ile transgenik ¢aligmalar, gen tedavisi,
kromozomal delesyon ve insersiyonlar, transkripsiyon
kontrolii, epigenetik damgalarm modifikasyonu,
belirte¢ hiicre hatlarinin olusturulmasi, enChIP ile
belirli bir DNA bolgesinin ¢ekilmesi yapilabilecek
calismalardan bazilaridir (Yamamoto, 2015).

Teknigin belirli bir genomik lokusu hedeflemede
nasil  basarili  bir sekilde  kullanilacaginin
tanimlanmasinin ardindan CRISPR/Cas9 ile yapilan
calismalarda 6nemli bir artis goriilmiistiir (Petersen ve
Niemann, 2015). Yiiksek oranda spesifite ve etkinlige
sahip oldugu disiiniilen ve mali agidan daha dnce ayni
amagcla kullanilmakta olan ZFN ve TALEN gibi benzer
yontemlere nazaran daha uygun olan bu yontem 2013
yilindan itibaren ¢iftlik hayvanlarinda da uygulanmaya
baslanmistir (Petersen ve Niemann, 2015). Bu derleme
sigir, koyun, keci ve tavuklarda yapilmis calismalar
kapsamaktadir. Yapilmis olan c¢alismalar tiir ayrimi
yapilarak kronolojik olarak aktarilmaya g¢aligilmistir.

A Genomik CRISPR lokusu
Maturasyon ve interferens Adaptasyon
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Sekil 1

Tip Il CRISPR/Cas sistemi biyolojisi S. pyogenes'in tip I1-A sistemi
ornek olarak gosterilmistir. (A) tracrRNA ve CRISPR dizisi ile cas
geni operonu. (B) Antiviral savunma yolagi Cas9 ile riboniikleaz III
tarafindan birlikte islenmis; diizetilmis ve R-loop formasyonu almig
tracrRNA-cr-RNA ciftlerinin birlikte ¢alismasini ve DNA kesimini
hedeflemesini igerir. (C) tracrRNA-crRNA ¢ifti ile dogal DNA
kesiminin ayrintilar1 (Doudna ve Charpentier, 2014)
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Tek rehber RNA ile
programlanmis Cas9

Baglayicl
ilmek

Sekil 2

Tek rehber RNA (sgRNA) ve Cas9 yapisi (Doudna ve Charpentier,
2014)

2.2. Sigwrlarda Yapilmis Olan Calismalar

CRISPR/Cas9 tekniginin sigirlarda ilk denemesi
Choi ve ark. (2015) tarafindan yapilmistir. Bu
calismada ilk o6nce eGFP (endojen yesil floresan
proteini) ifade eden primer fibroblast hiicreleri
klonlanmis, sonrasinda bu  geni  hedefleyen
CRISPR/Cas9 sistemi bu hiicrelere nakledilmis;
yapilan dizi analizi sonucunda hedef dizide cesitli
boyutlarda (6-203 baz ¢ifti) indeller saptanmis; bu
hiicrelerden SCNT (somatik hiicre ¢ekirdek transferi)
ile embriyolar elde edilmis fakat embriyolarin en fazla
40. giine kadar gelisebildigi tespit edilmistir.

Heo ve ark. (2015) sigir somatik fibroblast
hiicrelerinden indiiklenmis pluripotent kok hiicreler
iiretmis ve bu hiicreler ile embriyolarda pluripotentlik
ile iliskii  NANOG  lokusunu  hedefleyerek
CRISPR/Cas9 sisteminin etkinligini denemislerdir. Bu
¢alismada CRISPR/Cas9 sisteminin embriyo ve
pluripotent hiicrelere aktarimi igin farkli aktarim
metodlar1 kullanilmustir.

Bevacqua ve ark. (2016) PRPN (prion protein)
ustinde CRISPR/Cas9 teknigi ile knock-in veya
knock-out yapma amaciyla bes farkli rehber RNA
tasarlamig, bu RNA’lar Cas9 ile birlikte somatik
hiicrelere her bir gRNA igin iki farkli konsantrasyonda
aktarilmistir. In vitro fertilizasyondaki zigotlarda
yapilan c¢aligmada plazmid veya gRNA’lar farkli
yogunluklarda olacak sekilde, dogrudan sitoplazmaya
enjekte edilmistir.  Somatik  hiicrelerde  yiiksek
yogunluktaki aktarim indeller ve biiyiik delesyonlarla
sonuclanmig;  embriyo  enjeksiyonlarinda  RNA
enjeksiyonlarinda plazmidlere gore daha yiiksek oranda
blastosist olusumu  goriilmiis, dizi analizinde
blastosistlerin %46’sinda spesifik gen diizenlenmesi
tespit edilmistir. Yiiksek konsantrasyondaki RNA
grubunda ii¢ blastosistte birden fazla modifikasyona
(indeller ve biiyiik delesyonlar) rastlanmistur.

Gao ve ark. (2017) sigirlarda tekli Cas9 nikaz (tek
zincir kirig1 yaratan Cas9 mutanti) ile NRAMP1 (dogal
direng iligkili makrofaj protein-1) geninin sigir
genomunda  istedikleri  bolgeye  insersiyonunu
saglamiglardir.  Oncelikle sigir  fotal ~ fibroblast
hiicrelerinde uygulamis olduklart Cas9’un baglanma
bolgelerini tespit eden arastirma grubu daha sonra tekli
Cas9 nikaz uygulamasiyla tek zincir kirigi yaratarak
NRAMPI geninin genoma insersiyonunu saglamistir.
Elde edilen veriler hedef dis1 etkinin azaldigimi fakat
hala mevcut oldugunu gostermistir. Hiicre kiiltiiriinde
yapilan g¢alismalarin ardindan SCNT ile tiiberkiiloza
karsit direnci artirilmis transgenik yavrular elde
edilmistir. Dogan 20 buzagidan ii¢ aydan fazla yasayan
11 adetinin  NRAMP1 genini heterozigot olarak
bulundurdugu ve kontrol grubuyla
karsilastirildiklarinda tliberkiiloza karsi daha direngli
olduklar1 goriilmiistiir.

2.3. Kegilerde Yapilmis Olan Calismalar

Kecilerde yapilan ilk ¢alisma Ni ve ark. (2014)
tarafindan CRISPR/Cas9 aracili gen susturma
yaklasimmm dort gen istiinde ayr1 ayr1 denenmesini
kapsamaktadir. MSTN (myostatin), NUP (niikleoporin
155), BLG (beta-laktoglobulin) ve PrP (prion protein)
genlerini hedefleyen gRNA’lar tasarlanmis, primer
fibroblastlarda gen susturma ardindan SCNT ile yavru
elde edilmistir. Elde edilen yavrularin monoallelik (tek
bir allelde) ve biallelik (her iki allelde) mutasyonlari
tagidiklar1 goriilmiistiir.

Wang ve ark. (2015)’nin yaptiklart ¢alismada Cas9
mRNA’s1, MSTN ve FGFS5 (fibroblast biiyiime faktorii-
5) genlerini hedef alan gRNA’lar1 tek hiicre
asamasindaki embriyolara birlikte enjekte etmislerdir.
Bir ya da her iki gende modifikasyon yapilmis kegiler
elde edilmistir. Kiiltiire edilmis primer fibroblastlarda
MSTN ve FGF5'in hedefleme etkinligi % 60 iken, 98
test hayvaninda MSTN ve FGF5'in verim sirasiyla %
15; % 21 ve her iki gendeki modifikasyonlar1 igin % 10
olarak tespit edilmistir. Hedef genlerin fibroblastlarin
yani sira, kurucu hayvanlar (germ hattinda transgen
tagiyan ve saf transgenik hat elde etmek amaciyla
damizlik olarak kullanilacak hayvanlar) ve 6lii
hayvanlarin somatik dokular1 ve testisindeki hedef ve
hedef dist mutasyonlar1 dikkatle analiz edilmistir.
Calismanin sonuglar1 CRISPR/Cas9 sisteminin ¢iftlik
hayvanlarinda giiclii ve verimli bir gen miihendisligi
aract olma potansiyeline sahip oldugunu ve bu nedenle
yetistirme icin oldukca Onemli ve uygulanabilir
olacagini gostermistir.

Guo ve ark. (2016)’in caligmalarinda tavsan ve
kegilerde MSTN geninde CRISPR/Cas9 teknigi ile gen
susturma yaklasimi denenmis, teknik basarili olmus
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fakat MSTN geninin susturulmasmin g¢esitli saglik
problemlerine yol actig1 bildirilmistir.

Wang ve ark. (2016a) ¢alismalarinda gen susturma
yaklasimi ile FGF5 geninin kecilerde kil uzunlugu
iistiine etkisini incelemistir. Bu ¢aligmada fenotipik ve
genotipik veriler kullanilarak genetik modifikasyonun
etkisi ve sonraki nesillere aktarilmasindaki basari
aragtirilmaya calisilmistir. FGF5’in  CRISPR/Cas9
teknigi  araciligryla  susturulmas: ile sekonder
follikiillerin sayisinda ve kil uzunluklarinda anlamli
artis tespit edilmis ve yapilan modifikasyonun sonraki
nesillere aktarilabilecegi gosterilmistir.

2.4. Koyunlarda Yapilmig Olan Calismalar

Brooks ve ark. (2015) koyunlarda embriyo gelisimi
ustinde  calismuglardir.  Gebelikte  embriyodan
interferon tau, prostaglandinler ve kortizol salinimi
olmaktadir. HSDI11B1  (Hidroksisteroid 11-beta
dehidrojenaz) ve HSD11B2 enzimleri kortizon ve
kortizoliin  birbirine  doniisimiinii  saglamaktadir.
Kortizol, glukokortikoid reseptorii (NR3C1 veya GR)
ve mineralokortikoid reseptdrii (NR3C2 veya MR) igin
biyolojik agidan aktif bir glukokortikoid ve ligandidur.
Koyunlarda vyapilan bu c¢alisma iki asamada
yuriitilmiis, ilk asamada HSD11B1 ve HSDI11B2
enzimlerinin morfolino antisens oligoniikleotitlerle
fonksiyon kaybi analizi yapilmis; ikinci asamada
NR3C1’in embriyo gelisimine etkisi CRISPR/Cas9
sistemiyle gen susturma yaklasimi ile anlasilmaya
calisilmus, HSD11B1 enziminin  embriyonun
gelisiminde etkili oldugu fakat HSD11B2 ve NR3C1’in
etkili olmadig1 gézlenmistir.

Crispo ve ark. (2015) MSTN iistiinde yaptig
calismada koyunlarda CRISPR/Cas9 aracili gen
susturma  yaklasimi  denenmistir.  Ilk  boliinme
asamasindaki koyun embriyosuna CRISPR/Cas9
mRNA’s1 enjekte edilmis ve teknigin embriyo
gelisimine zarar vermedigi goriilmiistir.  Calisma
sonucunda manipiilasyon yapilmig olan zigotlardaki
gen diizenlenme oran1 % 50 olarak tespit edilmis;
transfer edilen 53 blastositten 22 yavru alinmigtir.
Yapilan analizler sonucunda bu yavrulardan 10
tanesinde indel mutasyonlar1  gériilmis,  diger
yavrularda ise genom modifikasyonu
gerceklesmemigtir. Mutasyon  goriilen  yavrularin
sekizinde teknik her iki allelde de basarili olmus; iKi
yavrunun hem mutant hem de yabanil tip alleli icerdigi
tespit edilmistir. Sekiz mutant yavrudan besinin,
tasidiklart  mutasyonlar  bakimindan  heterozigot
olduklar1 gortilmiistiir.

Niu ve ark. (2016)’nin ¢alismasinda koyunlarda B-
karoten oksijenaz-2 (BCO2) geninde CRISPR/Cas9
araciligryla gen susturma yaklasimi izlenmistir. BCO2,
B-karoten metabolizmasinin ilerlemesinde onemli bir

enzimdir ve koyunda sart yag dokusu rengi ile
iligkilidir. BCO2 hedeflenerek CRISPR/Cas9 igeriginin
tek hiicre asamasindaki zigota enjeksiyonu ile goklu
mutasyonlar olusturulmustur. Meydana gelen biallelik
modifikasyonlarin  yabanil tip ve monoallelik
mutasyonlarla kiyaslandiginda sar1 yag ile sonuglandigi
goriilmiistiir. Koyunlarda yag renginin belirlenmesinde
BCO2 geninin éneminin vurgulanmasi igin dizi analizi
ve Western blot kullanilarak genetik diizeydeki gen
modifikasyonlarmin etkileri karakterize edilmeye
calisilmistir. Bu sonuglar, CRISPR/Cas9 vasitasiyla
genetik modifikasyonun, gen islevlerini dogrulamak
i¢in ve ayrica hayvancilikta ekonomik agidan Snemli
nitelikler i¢in arzu edilen fenotipler liretmek igin biiyiik
potansiyele sahip oldugunu gdstermektedir.

Wang ve ark. (2016b) caligmalarinda Cas9
mRNA's1 ve ii¢ geni (MSTN, ASIP-agouti sinyal
yolagi ve BCO2) hedefleyen gRNA’lar1 tek hiicre
asamasmdaki embriyolara birlikte enjekte edilerek
koyunlarda gen hedefleme basariyla
gerceklestirilmistir. Enjeksiyon yapilan embriyolarda
somatik dokular ve gonadlarda (gametlerin ilgili
modifikasyonu tasiyip tasimayacaginin anlasiimasi
agisindan) Cas9 aracili hedefleme etkileri klonlama ve
dizi analiziyle incelenmistir. Hedeflenen {i¢ gen igin
teknigin verimliligi elde edilen kuzularda % 27-33
araliginda goriilmiis, ayn1 anda ¢ gende birlikte
modifikasyon goriilme oran1 ise % 5.6 olarak
bulunmustur. sgRNA'larin hedef dis1 etkilerinin kurucu
hayvanlarda gozlenmediginden emin olmak igin,
mikroenjeksiyon oncesi fibroblastlar {izerinde 6nceden
tarama yapilmistir. Yapilan calisma ve elde edilen
bulgular CRISPR/Cas9 yonteminin ekonomik agidan
o6nemli oOzelliklerden sorumlu birden fazla geni aymi
anda hedefleyerek hayvancilik gelisimi i¢in giiglii bir
arag olarak kullanilabilecegini dnermektedir.

Wu ve ark. (2016) bir ¢ok organizmada raportor
gen (Reporter gene; gen ifadesinin saptanmasini veya
olciillmesini saglayan genlerdir. Ifade yerini veya
diizeylerini bildirmek i¢in diizenleyici dizilere veya ilgi
genlere kaynasabilirler. Raportor genler, floresan
proteini kodlayan genleri ve goriinmez substratlart
parlak veya renkli {irlinlere doniistiren enzimleri
icerir.) aktarimi icin bir ¢ok organizmada ¢alisiimis
olan ve kodlanmayan RNA sentezleyen Rosa26 genini
hedefleyerek ekzojen bir gen olan tGFP (turbo yesil
floresan proteini) genini koyun genomuna entegre
etmeye calismislardir. Rosa26 hedeflenerek tasarlanmis
bes gRNA test edilmis ve en yiiksek etkinlik gosteren
gRNA secilerek plazmid araciligiyla tek hiicreli koyun
embriyolarina aktarilmistir. 35 embriyodan 30 saglikli
embriyo tasiyict annelere nakledilmis ve sekiz yavru
alinmistir. Bu yavrulardan birinin istenen mutasyonu
gosterdigi bildirilmistir.
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Zhang ve ark. (2017a) fonksiyon kaybi
calismalartyla koyunda ovulasyon orant ve yavru
biytikligi ile iligkilendirilmis olan BMPR-IB (FecB/
Boorola ~ mutasyonu)  genini  hedeflemislerdir.
Tasarlanan gRNA’lar 88 adet tek hiicreli embriyoya
transfer  edilmis, 33 embriyoda mutasyonlar
gergeklesmis, 33 embriyonun 12’sinin  homozigot;
21’inin  heterozigot oldugu bildirilmigtir. Pozitif
embriyolarin PCR {iriinlerinin dizi analizi sonucunda,
ger¢eve kaymast ve kesilmis proteinlerle sonuglanan
10'dan fazla modifikasyon formunun oldugu ortaya
konmustur. Yapilan ¢alismalar sonucu hedef dist etki
gozlenmedigi bildirilmistir.

2.5. Tavuklarda Yapilmig Olan Calismalar

CRISPR/Cas9 teknigi ile genom diizenleme
¢alismalarmin tavukta ilk kez uygulanmasi Véron ve
ark.  (2015) tarafindan, teknigin  tavuklarda
uygulanabilirliginin tespiti amaciyla yapilmistir. Tavuk
embriyolarinda transkripsiyon faktorii olan Pax7 geni
uyarilabilir bir vektdr aracili sistem ve in ovo
elektroporasyon kullanilarak CRISPR/Cas9 teknigi ile
hedeflenmis, knockdown saglanmis ve mozaik
mutasyonlar gdzlemlenmistir. Gelisimin molekiiler
mekanizmas1  Ustiinde  yapilacak  arastirmalarda
kanatlilarda CRISPR/Cas9 tekniginin fonksiyon kaybi
calismalart i¢in uygun bir teknik oldugu goriilmiistiir.

Bai ve ark. (2016) DF-1 hiicre hattinda PPAR-y
(peroksizom proliferatér aktive edilmis reseptor-y),
ATPSE (ATP sentaz epsilon alt initesi) ve OVA
(ovalbumin) genlerinde iki vektoér kullanimi ve yer
degistiren bir belirte¢ sistemi ile mutasyon yaratilmaya
calismistir. Aktarim gerceklesen hiicrelerde cogunlugu
delesyon olan; insersiyon ve indel gibi farkli cesitlerde
mutasyonlar  tespit edilmisti. Ug¢ gen icin
transfeksiyonun basarili oldugu hiicrelerin sekans
analizine gore teknigin genlerde mutasyon olusturma
etkisi swrasiyla  %94,7; %95 ve %95 olarak
goriilmiistiir. Hedef dis1 ¢alisma tespiti i¢in her bir gen
icin secilen olasi iicer farkli gen T7E1 ile kontrol
edilmistir. Sonu¢ olarak CRISPR/Cas9 tekniginin
yapilacak olan arastirmalarda kuvvetli bir teknik
oldugu goriilmiis, teknigin gelistirilmesi i¢in daha ¢ok
calisma yapilmasi gerektigi vurgulanmistir.

Oishi ve ark. (2016) caligmalarinda primordial
germ hiicre kiiltiiriinde yumurta akindaki potansiyel
alerjen proteinlerin sentezinden sorumlu olan OVM
(ovomukoid) ve OVA genleri tek bir gRNA igeren
vektor aracili bir CRISPR/Cas9 yaklagimi ile gen
susturma gerceklestirilmistir. Bu hiicrelerden OVM
mutasyonu goriilenler embriyolara transfer edilerek
(Daha once OVA istiinde yapilan g¢alismalarda OVA
mutantt yavrular elde edildiginden (Bai ve ark., 2016)
embriyoya hiicre aktarimi yalnizca OVM igin

yapilmistir) germ hattinda kimerizm goriilen horozlar
elde edilmis ve bu horozlarm mutant spermlerinden
elde edilen dollerin yaklasik olarak yarisinda OVM
acisindan heterozigot mutant yavrular alinmigtir. Bu
heterozigot yavrularn aynt mutasyonu sonraki
jenerasyona da aktardigt ve bu sayede homozigot
mutant yavrular elde edildigi goriilmiistiir.

Zuo ve ark. (2016) tavuk DF-1 fibroblast
hiicrelerinde, ESC (embriyonik kok hiicreleri) ve
embriyolarinda yaptiklart bir ¢aligmada primordial
germ hiicrelerinde ifadesi ozellikle fazla olan C2EIP
genini li¢ rehber RNA ile hedeflemis ve CRISPR/Cas9
sistemi ile gen susturma denemistir. Calismada
ESC’lerin erkek germ hiicrelerine farklilasmasmin
tanimlanmasi ve bu sayede yiiksek kalite ve verimde
tavuk hatlarina ulasilmasi hedeflenmistir. Homozigot
ve heterozigot mutant hiicreler elde edilmis,
delesyonlar farkli sekillerde ortaya ¢ikmustir.

Dimitrov ve ark. (2016)’nin yapmis olduklari
caligmada primordial germ hiicrelerinde
immunoglobulin agir zinciri lokusu CRISPR/Cas9
teknigi ile hedeflenerek gen susturma yaklasimi
denenmistir. Primordial germ hiicrelerine transfeksiyon
yapilmig ve bu hiicrelerin embriyolara aktarimi
enjeksiyon ile gergeklestirilmistir. Dort farkli gRNA
plazmid aracili aktarimla hiicrelere tagimmistir. Bes
hedeflenmis hiicre hatti embriyolara aktarilmig ve
sonugta germ hiicreleri agisindan kimerik bireyler elde
edilmistir. Bu bireylerden erkek olanlar yabanil tip (wt)
disilerle ciftlestirilmis ve saglikli yavrular elde
edilebildigi goriilmiistiir.

Cooper ve ark. (2016) farkli bir transfeksiyon
metodu uygulamislardir. Memelilerde oositler iistiinde
yapilan manipiilasyonlarmn kanatlilarda uygulanmasi
imkan dahilinde degildir. Kanatlilarda uygulanan
mevcut transfeksiyon yontemlerinde gen diizenleme
veya transgenik hayvan dretimi ic¢in iki nesil
gerekmekte yani manipiilasyon yapilan hayvanin
yavrusunda ancak istenen sonug elde edilebilmektedir.
Bu caligma hayvan sayisi, zaman ve sarflarin aza
indirgenmesi agisindan tek bir nesilde iiretilebilecek
sperm transfeksiyonu aracili gen diizenleme (STAGE)
tekniginin doublesex ve mab-3 iligkili transkripsiyon
faktori-1  (DMRT1)  geninde  uygulanmasini
kapsamaktadir. Teknigin disiye ait genomda da etkili
olup olmayacagi daha once genomuna eGFP geni
aktarilmis olan horozlar ve hemizigot tavuklarda eGFP
geninin  hedeflenmesi ile de kontrol edilmeye
calisilmigtir.  CRISPR/Cas9  araglar1  spermlere
lipofektamin araciligiyla transfekte edilmis, suni
tohumlama ile segilen tavuklarda  dollenme
saglanmigtir. Metodun etkinliginin ¢esitli faktorlere

bagli olarak %0-26 arasinda degistigi goriilmiistiir.
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Abu-Bonsrah ve ark. (2016), embriyonik gelisim ve
embriyonik hastaliklarin  patogenezinde rol alan
DROSHA, DICER, MBD3, KIAA1279, CDKN1B,
EZH2, HIRA, TYRP1, STMN2, RET ve DGCRS8
genleri Ustiinde ¢aligmiglardr. DROSHA, DICER,
MBD3, KIAA1279, CDKN1B ve EZH2 genlerinin
translasyon baglatma bdlgeleri hiicre hatlarinda
hedeflenerek sistemin aktivitesi kontrol edilmistir.
Spesifik bir genin hedeflenmesi amaciyla RET geninin
10 ve 16’nc1 ekzonlari hedeflenerek MEN2A ve
MEN2B mutasyonlart olusturulmaya c¢alisiimustir.
Bilyilk genomik delesyonlar olusturmak amaciyla
STMN2, RET, DGCR8 ve HIRA genleri iki gRNA ile
hedeflenmistir. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda herhangi
bir hedef dist etki gorilmemis; DGCRS8 genini
hedefleyen CRISPR/Cas9 sistemi primordial germ
hiicrelerine aktarilarak embriyolarda sistemin in vivo
¢aligmasi incelenmistir.

Wang ve ark. (2017)’m c¢alismalar1 homolog
rekombinasyonda etkin rol oynayan Rad51’in
yilklenmesinde anahtar rol oynayan maya Rad52 geni
(yRad52) ile Cas9 proteinini birlestirerek sistemin
etkinligini artirmayr hedeflemistir. Hiicre kiiltiiriinde,
50 bazlik tek zincirli donér DNA ile MSTN geninde
substitiisyon yaratilmasi hedeflenmis, yRad52-Cas9
sistemin donér DNA entegrasyonunda siradan
Cas9’dan ii¢ kat daha fazla basarili oldugu tespit
edilmistir.

Zhang ve ark. (2017b)  c¢alismalarinda
CRISPR/Cas9 araciligiyla tavuk embriyonik kdok
hiicrelerinin spermatogonial kok hiicrelere farklilasma
stirecinde gen fonksiyonunu arastirmay1
amacglamislardir. Stra8 genini hedefleyen ii¢ gRNA
tasarlanarak DF-1 hiicre hattinda denendikten sonra,
etkili bulunan iki gRNA embriyonik kok hiicrelere
aktarilmig; Stra8 geninin knockdown edilmesinin
ardindan embriyonik kok hiicrelerden spermatogonial
kok hiicre olusmasiin engellendigi bildirilmistir.

3. Arastirma Sonuglar1 ve Tartisma

CRISPR/Cas9 teknigi ile yapilan ¢alismalarmn sayist
giin gectikce yayginlasmaktadir. ZFN ve TALEN gibi
diger hedef spesifik genom diizenleme yontemleri
karsisinda maliyet, tasarim kolaylig1 ve coklu gen
modifikasyonuna imkan saglayabilmesi nedeniyle
(Petersen ve Niemann, 2015) avantajlart bulunan bu
yontemin bitkiler ve hayvanlarda kullanimini kisitlayict
baz1 faktorler de mevcuttur. Hedefleme spesifitesini
saglayan yaklasik 20 baz uzunlugundaki gRNA’larn
yaklasik alti milyar baz giftinden olusan genomun
(memeliler i¢in) muhtelif yerlerine baglanabilmesi s6z
konusudur. Bu da aktarimi ger¢eklesen CRISPR/Cas9
sisteminin genomun farkli bolgelerinde hedef dist
etkileri olabilecegini; c¢esitli hastaliklar, kanser,

genlerin regiilator bolgelerinin zarar gérmesi, hedef
bolgeye komsu genlerin etkilenmesi gibi bir ¢ok
problemin olusmasina sebep olabilecegini akla
getirmektedir. Ilerleyen donemde teknige iliskin
yapilan ¢alismalarin ¢ogu hedef spesifitesini artirmak
icin yeni yontemler gelistirmek ve hedef dis1 etkiyi
azaltarak istenilen modifikasyonlar1 gergeklestirmeyi
amaglamistir (O’Geen ve ark., 2015). Sistemin DNA
hasar1 yaratmak istiine kurulu olmasi, DNA tamir
mekanizmalarinda herhangi bir eksiklik veya bozukluk
olmasi durumunda organizmaya yarar saglamak yerine
zarar verecektir. CRISPR/Cas9 sisteminin hiicre ve
organizmalara aktartmi gesitli transfeksiyon
metodlariyla saglanmaktadir  (Yamamoto, 2015).
Sistemin etkinligi i¢in farkli transfeksiyon metodlar
gelistirilmis  (Yamamoto, 2015) ve farkli hiicre
gruplarma uygulanmistir (somatik hiicreler (Heo ve
ark., 2015; Bevacqua ve ark., 2016), fotal fibroblastlar
(Ni ve ark., 2014; Choi ve ark., 2015; Bai ve ark.,
2016; Zuo ve ark., 2016), spermatositler (Cooper ve
ark., 2016), tek hiicre asamasmdaki embriyolar (Crispo
ve ark., 2015; Wang ve ark., 2015; Véron ve ark.,
2015; Bevacqua ve ark., 2016; Niu ve ark., 2016;
Wang ve ark., 2016a, Wang ve ark., 2016b; Zuo ve
ark., 2016), primordial germ hiicreleri (Dimitrov ve
ark., 2016; Oishi ve ark., 2016)). Ciftlik hayvanlarinda
yapilmis calismalarin hi¢ birinde yetiskin bir hayvana
sistemin aktarimi  denenmemistir;  denenebilecegi
herhangi  bir  transfeksiyon = metodu  {iistiinde
calisilmamistir. Sistem giliniimiizde yalnizca istenilen
modifikasyonlar1 barindiran yavrular elde etmeyi
miimkiin  kilmaktadir. Diger bir dezavantaj da
embriyolar istiinde yapilan c¢aligmalarda aktarmmi
gerceklesen sistemin her hiicrede bir 6rnek olarak ve
ayni zamanlamada calisamamasidir (Crispo ve ark.,
2015; Véron ve ark., 2015; Wang ve ark. 2015;
Bevacqua ve ark., 2016; Niu ve ark., 2016; Wang ve
ark., 2016a; 2016b; Zuo ve ark., 2016). Ornegin tek
hiicre asamasindaki bir embriyoda yapilan knock-out
calismasini ele aldigimizda blastosist seviyesine gelen
embriyonun hiicrelerinin  monoallelik veya biallelik
olarak modifikasyon tasidigt  ve  gergeklesen
delesyonlarin  degisken wuzunluktaki baz ¢iftlerini
kapsadigi; bazi hiicrelerde ise herhangi  bir
modifikasyon goézlenmedigi durumlarla karsilagilmast;
yani yavrunun mozaik olmast disiindiiriictidiir.
Dezavantajlar  giderildigi taktirde ise yOntemin
kullanimi i¢in halihazirda glindemde olan etik
tartigmalarim biiylimesi muhtemeldir. Halen
tartisilmakta olan GDO’larin tespitinin miimkiin olmast
bu alanda yapilan caligmalarin her tiirlii tartismaya
karsin saglam bir zeminde ilerlemesine olanak
saglamaktadir, fakat CRISPR/Cas9 sistemi ile
yapilacak olan modifikasyonlarin tespiti miimkiin
olmayacaktir.
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Eksiklikleri her gegen giin yeni teknolojiler ve
yontemlerle giderilmekte olan yontemin dezavantajlari
ve etik tartigmalar bir kenara birakildiginda, temel
hayvansal gida  kaynaklarimiz ~ olan  ¢iftlik
hayvanlarinda bu yontemin olasi avantajlarina da
deginmek gerekmektedir. Ciftlik hayvanlarinda verim
ve kalite oOzelliklerinin artirilmasi, cevreye uyum
kabiliyetinin gelistirilmesi, hastaliklara direngli hatlar
elde edilmesi gibi 1slah ¢alismalarinin tek bir nesilde
basarili bir sekilde elde edilerek yavru hatlarina
aktarilabilmesi bu teknikle miimkiin olabilecektir.

CRISPR/Cas9  kalitsal hastaliklarin  tedavisi;
hastaliga predispozisyona neden olabilecek genlerin
diizenlenmesi, genoma entegre olabilen viral
enfeksiyonlarin ~ gelecek  nesillere  aktarimmin
Onlenmesi; istenmeyen Ozelliklerin  knock-out ile
elimine edilmesi; popiilasyon genelinde yapilacak
calismalar ile (belki yeni alleller olusturularak gen
havuzunun zenginlestirilmesi gibi) biyogesitliligin
korunmasi ~ veya  artirilmasi;  genom-proteom-
metabolom iliskilerinin aydinlatilmasi ve bu sayede
iiretime katkida bulunacak calismalarin desteklenmesi;
farmakolojik alanda yapilacak arastirmalar gibi ¢ok
farkli ve genis ¢alisma sahalar1 sunabilecek potansiyele
sahiptir.
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