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OZET

KOYUNLARDA CRISPR-CAS9 YONTEMi KULLANILARAK VERIM
ARTIRMA OLANAKLARININ ARASTIRILMASI

Kiimelenmis Diizenli Aralikli Kisa Palindromik Tekrarlar (CRISPR)/Cas9
teknolojisi, 6zellikle biyomedikal arastirmalarda olmak iizere ¢ok sayida uygulamaya
sahip, kolay erisilebilir, programlanabilir ve hassas bir gen diizenleme aracidir. Bu
genom diizenleme sistemi, bakterilerde dogal olarak olusan bir bagisiklik sisteminden
elde edilmektedir. Ancak, son donemde Okaryotik hiicrelerde de genom diizenleme
amaciyla kullanilmaya baglanmistir. CRISPR/ Cas9 genom diizenleme ydntemini
kullanarak hayvanlarda verimini artirmak amaciyla kullanilabilir. Koyunlarda et, siit ve
dol verimini etkileyen bazi genleri diizenleyerek, verimliligin artirilmasi ve 1slah
calismalarinda kullanilabilirligi miimkiin hale gelmistir. Bu c¢alismada, koyunlarda ve
diger hayvanlarda kaslarda artis saglayarak et verimini etkileyen MSTN genini knock-
out etmek amaglanmustir. Calismada koyun oositleri kullanilmis ve mikroenjeksiyon ile
gen CRISPR/Cas9 yontemi uygulanmistir. Sekans analizleri sonucu MSTN geninin
knock-out edilebildigi gdzlemlenmistir. Ozellikle niifusun giderek arttign ve gida
sektorlinde kisitliliklarin yasandigi donemlerde, hayvansal gidalarin yeterliligi 6nem
tasimaktadir. Tiirkiye’de yetistirilen yerli koyun irklarin genetik yapisini bozmadan et
verimlerinin artirilmasi, birim koyun basmna verimin artirilmasi ve et agiginin

kapatilmasi bakiminda yapilan bu ¢alisma 6nem tagimaktadir.

Anahtar Kelimeler: CRISPR, Cas9, MSTN, Koyun



SUMMARY

INVESTIGATION OF YIELD IMPROVEMENT POSSIBILITIES IN SHEEP
USING THE CRISPR-CAS9 METHOD

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)/cas9
technology is an easily accessible, programmable and precision gene editing tool that
has a great number of applications, especially in biomedical research. This genome
editing system, is obtained from the immune system that naturally occuring in bacteria.
However, it has recently been used for genome editing in eukaryotic cells as well. It can
be use to increase efficiency in animals using the CRISPR/Cas9 genome editing
method. With the help of editing some genes that affect meat, milk and fertility in
sheep, it has become possible to increase productivity and usability in reclamation
works. In this study, it is aimed to ‘’knock-out’’ the MSTN gene, which affects meat
yield by increasing muscle in sheep and other animals. In the study, sheep oocytes were
used and gene CRISPR/Cas9 method was applied by microinjection. After the sequence
analysis result, it has been observed that the MSTN gene can be knocked out. The
adequacy of foods of animal origin is essential matter, especially in times of increasing
population and experiencing constraints in the food sector. This study is important in
terms of increasing meat yields, increasing the yield per unit sheep and closing the meat

deficit without disturbing the genetic structure of domestic sheep breeds bred in Turkey.

Keywords: CRISPR, Cas9, MSTN, Sheep.



ONSOZ

Gelisen diinya sektdriinde ve yasanan iklim degisikliginde diinyada gida sektoriinde bir
azalma beklenmektedir. Bu nedenle et ve siit olmak {izere temel gidalarimizdan
maksimum verim alma mecburiyetindeyiz. Bu tez Crispr-Cas9 yontemini kullanarak et
tiretiminin biiyiik bir kaynagi olan koyunlarda MSTN genini susturarak daha ytiksek
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1.GIRIS
1.1 Miyostatin Geni

Biiytime ve farklilasma faktorii 8 (GDF8) olarak da bilinen miyostatin (MSTN), iskelet
kas1 gelisiminin ana diizenleyicilerinden biridir. MSTN geni, memeli tiirleri arasinda
yiiksek oranda korunmustur ve kas boyutunu kii¢iiltmek i¢in neredeyse benzersiz bir
sekilde hareket etmektedir. MSTN eksikligi olan hayvanlarda, ¢ift kaslanma (double
muscling) olarak bilinen iskelet kasi kiitlesinde bir artis gostermektedir. MSTN'deki
mutasyonlar, insanlarda oldugu gibi kopek, koyun, sigir, domuz dahil olmak tizere ¢ok
sayida tlirde tanimlanmistir. Miyostatin birgok dokuda (meme bezi dahil) eksprese
edilmektedir, ancak en belirgin olarak iskelet kasinda sentezlenmektedir. MSTN geni,
evrim boyunca yiiksek oranda korunmustur ve ti¢ ekson ile iki intron igermektedir
(Aiello vd., 2018; Saitoh vd., 2020).
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Sekil 1.1: Miyoblast proliferasyonu ve farklilasmasi sirasinda myostatin etkisi (Aiello
vd., 2018).



Miyostatin, doniistiiriicii biiytime faktorii (TGF-B) siiper ailesinin bir iyesidir.
Hayvan ve insan iskelet kasi hiicreleri tarafindan ifade edilmekte ve kas biiylimesini
smirlamakta ve protein yikimini desteklemektedir. Transkripsiyonel ve epigenetik
diizenleme ile hiicre dis1 baglayici proteinlerin modiilasyonu da dahil olmak {izere
karmagik mekanizmalardan etkilenmektedir. Kas atrofisi ve kaseksiyi tesvik etmedeki
roliinden dolayi, miyostatin, deneysel modellerde ve farkli kas kaybi1 kosullarindan
etkilenen hastalarda kas kiitlesi kaybin1 onlemek i¢in umut verici bir terapdtik hedef
olarak denenmektedir. Yapilan c¢alismalar, miyostatinin iskelet kasi biiyiimesini
diizenlemenin O&tesinde, obezite, insiilin direnci, kardiyovaskiiler ve kronik bobrek
hastalig1 gibi birgok fizyolojik ve patolojik siirecte rol oynayabilecegini gostermektedir
(Esposito vd., 2022; Hill vd., 2012; Monestier vd., 2012).

Diger TGF-B siiper aile liyelerine benzer sekilde miyostatin, salgilama icin bir
sinyal dizisi gorevi goren hidrofobik amino asitlerin bir N-terminali (NH2) ¢ekirdegini
tastyan bir oncii protein (375 amino asit) olarak sentezlenmektedir. Miyostatinin C-
terminali (COOH) bdlgesi, homodimerizasyon ve TGF-B siiper aile iliyelerinin ayirt
edici bir ozelligi olan "sistein diigimi" yapisinin olusumu i¢in kullanilan dokuz
korunmus sistein amino asidine sahiptir. 52 kDa miyostatin dncii proteininin proteolitik
islenmesi, serin proteaz furin veya proprotein doniistiiriicii ailesinin diger iiyelerinin
etkisiyle RSRR bolgesindeki golgide meydana gelmektedir (Mosler vd., 2011; Sharma
vd., 2015).

Miyostatin (MSTN), gelismis glikoz homeostaziyla baglantil fiziksel egzersiz gibi

fizyolojik uyaranlara metabolik adaptasyonda rol oynar (Dutra vd., 2012).

Miyostatin, iskelet kasi kiitlesinin bilinen negatif diizenleyicisidir. Iskelet kasi
katabolizmas1 donemlerinde miyostatin ekspresyonu artmakta ve bu da ubikuitin
proteazom yolunun artan aktivitesi ile sonuglanmaktadir. Iskelet kas1 anabolizmasi
donemlerinde miyostatin, uydu hiicre aktivasyonuna ve hipertrofi ile sonuclanan nihai
farklilagsmaya izin vererek azaltmaktadir. Bununla birlikte, son ¢alismalar, miyostatinin
yoklugunda hipertrofinin, uydu hiicrelerinden ¢ok az veya hi¢ girdi olmadan meydana
gelebilecegini ve dolayisiyla yapisal kas lifi proteinlerinin sentezini ve doniislimiinii
modiile ederek miyoniikleer alani artirabilecegi bildirilmistir (Dalbo vd., 2012; Lu vd.,
2012).



MSTN'nin ifadesi kas fibrili tipine 6zgiidiir ve en bityik MSTN miktari, miyozin
agir zincir (MHC) tip IIb'den olusan fiberde bulunmaktadir. MSTN, kas atrofisinde rol
oynayan gen transkripsiyonunda bir artisa yol agan smad2/3"i aktive etmek i¢in aktivin
reseptorii IIB iizerinden hareket etmektedir. Kas hipertrofisi, kalsiyuma bagiml
proteolitik sistem kalpainleri ve kalpastatin gibi proteolizin inhibisyonu ile
Akt/mTOR/p70s6K yolu yoluyla protein sentezinde artisa neden olan iki mekanizma
sonucu sekillenmektedir (Hadj vd., 2012).

1.1.1.Miyostatin Geninin Koyunlardaki Onemi

Memelilerde, insan, ke¢i, koyun, domuz ve inek MSTN promotdrlerinin dizi hizalamast,
bes korunmus diziyi ortaya c¢ikarmistir. MSTN ekspresyonunun ¢esitli fizyolojik
kosullar altinda diizenlenmesi kapsamli bir sekilde incelenmis ve daha yiiksek
omurgalilarla karsilastirildiginda, teleostlarda MSTN promotorlerinin transkripsiyon

diizenlemesi yeterince anlagilmamistir (Xue vd., 2012).

Miyostatinin kuzu ve koyunlarin iizerindeki etkileri kas kiitlesini artirmaktadir.
Yapilan ¢alismalarda miyostatinin ekspresyonu azalan kuzu ve koyunlar da yagsiz kas
kiitlesinin arttig1 tespit edilmistir. Haynes vd. (2013), Miyostatin g+6723G>A alleli olan
kuzularda allelik durum ile miyostatin icerigi arasinda iliskisi incelenmistir. Miyostatin
(MSTN) g+6723G>A mutasyonuna sahip kuzularin daha biiyiik bir kas kiitlesine sahip
oldugu ve bunun miyostatin miktarindaki azalma ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir.
Yapilan bir arastirmada (Hickford JG., 2009) Poll Dorset X Beyaz Suffolk ko¢ (MSTN
AJ/G), 35 White Suffolk X Border Leicester koyunuyla (MSTN A/G, n=21 ve MSTN
G/G, n=14) ciftlestirilmis ve bu giftlestirme sonucu A/A (n=9), A/G (n=21) ve G/G
(n=14) genotiplerine sahip 44 kuzu elde edilmistir. Bir haftalik kuzulardan elde edilen
kas orneklerinde miyostatin proteini diizeyi A/A ve A/G genotiplerinde G/G yapisindaki
kuzulara kiyasla daha az oldugu bildirilmistir. Miyostatinin plazmadaki diizeyinin
genotipler arasinda farklilik gostermedigi ancak kuzularin yaslari ilerledikge arttigi
ifade edilmistir. MSTN A/A genotipindeki kuzularinin 12. ve 13. kaburga arasindaki
belgozii kasmin enine Kesitinde daha fazla kas lifi (P=0.02) oldugu belirlenmistir.

Bilgisayarli tomografi taramasi sonucu A/A genotipindeki kuzularin G/G genotipindeki



kuzulardan daha fazla karkas (P=0,002), daha az yag (P=0,009) ve daha diisiik organ
(kalp, karaciger, dalak ve bobrekler) kiitlesine sahip oldugu bildirilmistir. Yapilan
calisma sonucu, MSTN g¢g+6723G>A mutasyonu bakimindan homozigot kuzularin

karkas Ozelliklerinde, organ agirliklarinda ve kas lifi sayisinda degisiklikler oldugunu

gostermektedir (Hickford JG., 2009)

Koyunlarda miyostatin etkilerini incelemek i¢in yapilan bir diger ¢alismada (Tang
vd. 2012), MSTN gen ekspresyonunun genetik manipiilasyon ile kontrol edilmesi,
koyunlarda kas biiyiimesini ve et liretimini hizlandirabilecegi iizerine kurgulanmustir.
Tang vd. (2012) yaptigi ¢alismada, koyun MSTN genini hedef alan birka¢ siRNA
tasarlanmis ve bunlarin interferans etkinlikleri in vitro olarak degerlendirilmis ve
siRNA'lardan biri olan PSL1'in, MSTN ekspresyonunu 6nemli 6l¢iide asagi (down)
regiile edebildigi gosterilmistir. Tang vd. (2012) yaptigi bu arastirmada PSL1, bir
siRNA ekspresyon lentiviriis vektorii olusturmak icin lentiviriis vektori GP-
Supersilencing'e baglanmugtir. Fibroblast hiicreleri, lentiviriis partikiilleri ile enfekte
edilmis ve pozitif hiicreler akis sitometrisi ile izole edilmistir. Pozitif hiicrenin
cekirdegi, ¢ekirdeksiz koyun oositlerine aktarilmistir. Oositlerin  mikroenjeksiyonla
eniikleasyonundan sonra, yeniden yapilandirilmigs embriyolarin yaklagik % 20'si
morulalara donistiiriilerek bir floresan mikroskobu kullanilarak giiglii yesil floresan
gozlemlenmistir. Bu yontemin, transgenik hayvanlar igin somatik hiicre ¢ekirdegi
transferi igin transgenik hiicre dizisi liretmek i¢in kullanilabilecegi ifade edilmistir

(Tang vd. 2012).

Miyostatin geninin az iretilmesi koyun ve kuzular da yagsiz kas miktarini
arttirdigr tespit edilmistir (Buehring ve Binkley, 2013). Bu genin c¢alismasinin

yavaglatilmasi veya durdurulmas: ¢iftlik hayvan tiretimine de katki saglayabilir.

1.2. Genetik Manipiilasyon

Gen diizenleme teknikleri, transgenik hayvanlar olusturma, gen fonksiyonunu analiz
etme, hastalik modelleri gelistirme veya ilag gelistirme dahil olmak {izere ¢ok cesitli
aragtirmalar1 kapsamaktadir. Monoklonal antikorlar, enzimler ve biiylime hormonlari

gibi belirli proteinlerin tasinmasi, boyutlart nedeniyle bazi engellerle karsilasmaktadir.



Bu zorluklar, bilim insanlarini alternatif yaklasimlar1 kesfetmeye ve gen diizenlemede
ilerlemelere yol agmaktadir. Farkli arastirmalar, canli hiicrelerin genetik yapisini
degistirebilecek yontemler sunmaktadir (Yeo vd., 2018). Genom diizenleme stratejileri
son otuz yilda gelismistir ve glinlimiizde bu alanda meganiikleazlar, ¢inko parmak
niikleazlari, transkripsiyon aktivatorii benzeri efektor niikleazlar ve kiimelenmis diizenli
aralikli kisa palindromik tekrarlar (CRISPR)/CRISPR ile iliskili protein 9 (Cas9)
(CRISPR/Cas-9) sistemi gibi dort tip programlanabilir niikleaz bulunmaktadir (Long
vd., 2016).

Her programlanabilir niikleazin kendine has o6zelligi bulunmaktadir. Bu da
arastirmacilara genis bir uygulama yelpazesi i¢cin gen diizenleme araclari i¢in en uygun
yontemi  segmesine olanak  saglamaktadir  (Khalil, 2020). Genom
diizenleme/miihendislik teknolojisi, belirli bir 6zelligi degistirmek i¢in tam olarak
maniplile edilen hiicre veya organizma genomlarinin olusturulmasinda devrim niteligi
tasimaktadir (Yi ve Li 2016). Potansiyel uygulamalar, insan saghigi ve tarim
uygulamalarin1 icermektedir. Yapilarin hedef hiicre veya organizmaya sokulmasi,

genom miihendisliginde 6nemli bir adimlardandir.

Dogru ve verimli genom diizenleme, gen miihendisligi icin ¢ok Onemlidir.
Teknolojideki gelismeler, genom modifikasyonunda yeni tekniklerin ortaya ¢gikmasina
olanak saglamaktadir. Genom diizenleme i¢in en temel araglar arasinda transkripsiyon
aktivator benzeri efektor niikleazlar (TALEN'ler) ve ¢inko parmak niikleazlar1 (ZFN'ler)
gibi enzimler bulunmaktadir. Genom diizenleme araglar1 ortak bir 6zellik tarafindan
tanimlanmakta ve genomda istenen yerlere DNA ¢ift zincir kiriklari (DSB'ler) eklemek
igin tasarlanabilir. DSB, hiicrenin dogal DNA onarim mekanizmasini aktive etmektedir
ve bu mekanizma, degisikliklerin genoma uygulanmasinin etkinligini arttirmak i¢in
kullanilabilir (Rodriguez vd., 2019). Kiimelenmis Kisa Palindromik Tekrarlarin Kesfi
(CRISPR); ekzojen ve mobil genetik faktorlere karst spesifik ve kazanilmis bagisiklik
saglayan adaptif bir prokaryotik bagisiklik sistemi (CRISPR-Cas) olarak
tanimlanmaktadir (Janik vd., 2020).

Ucg ana gen diizenleme teknigi, belirli DNA dizilerini tanryan ve bunlara baglanan
molekiilleri igermektedir. Aragtirmacilar, hemen hemen her gende genetik ve epigenetik

degisiklikleri yapabilmek igin 6zel molekiiller kullanabilmektedir (Cho vd., 2013). Bu



molekiiller endoniikleazlarla birleserek homolog olmayan u¢ baglantilar (NHEJ)
kullanilarak onarilabilen DSB'ler iiretebilir, bu da genellikle kiiciik rastgele indel
mutasyonlarina veya DNA'in her iki tarafinda homolog bir donér DNA'nin varliginda
HDR'lere neden olmaktadir. Bir boliinme bolgesi mevcutsa, hedef genin yeni veya
onarilmis versiyonlarini olusturmak icin kullanilabilir. Bolgeye 0zgii DNA tanima
molekiilii, gen ekspresyonunu yukari veya asagi regiile etmek i¢in bir efektér molekiil

ile de birlestirilebilir (Rothschild, 2020).

Genom diizenleme araglari, genomun verimli ve hassas sekilde islenmesini saglar.
Hayvanlarin genom modifikasyonunu gelistirme yetenegi, hastalik direncini, iiretkenligi
veya dogurganlig1 iyilestirmenin yani sira yeni biyomedikal modeller olusturmak i¢in
kullanilabilir (Carlson vd., 2012). Bugiine kadar, genom diizenleyici mRNA'nin ¢iftlik
hayvanlar1 zigotlarina dogrudan enjeksiyonu ile ilgili olarak, bu teknoloji, diizenlenmis

genomlara sahip domuzlarin tiretilmesiyle sinirl kalmistir.

ZFN N
5 - TGAGGTCGTTCANRNN NCTACGAIGGAC TC---3"
3%+JACTICCAGCA AGTN "NNNGATGCTCCTGAG:+5'
N A
] \ Heterodimerik Alan
Baglayiaa
C TALEN
RVD NG HD NI NN
B ‘ HedefBazlar T C A 6
TICGTTCACAGCNNNNN TNNNNNNNNCTACGAGGACTCTATG 3"
3“ACTCCAGCAAGTGTCGNNNN NNNNGATGICTICTIGAGATAC 5"
D Cas9

Sekil 1.2: Gen diizenleme teknolojilerinde kullanilan dort endoniikleazin sematik

diyagrami. (Khalil 2020)



Gen diizenleme teknolojilerinde kullanilan dort endoniikleazdan Meganiikleaz
(MegN), genellikle DNA substratini bir homodimer olarak ayirmaktadir (Sekil 1.2-A).
Cinko parmak niikleazinda (ZFN), Fokl béliinme alanmi tarafindan taninan, kisa bir
aralayic1 diziyi cevreleyen, iki ¢inko parmak monomerinden olusan hedef bdlgeleri
tanimaktadir (Sekil 1.2-B). Transkripsiyon aktivator benzeri efektor niikkleaz (TALEN)
iki monomerden olusmakta ve DNA'y1 kesmek i¢in bir fok1 niikleaz alanini ¢evreleyen
hedef bolgeleri tanimaktadir (Sekil 1.2-C). CRISPR/Cas9 sisteminde ise, iki niikleaz
alanina sahip bir Cas9 proteininden olusmaktadir (Sekil 1.2-D).

Hastalik modellemeden tarimsal tedaviye kadar c¢ok cesitli gen diizenleme
uygulamalarin1 yakalamak i¢in, teknolojinin c¢esitli yaklasimlar kullanarak c¢ok farkl
tirlere kolayca uygulanabilir olmas1 gerekmektedir. TALEN yonteminde, mRNA'nin
zigota enjeksiyonu ile transgenik sigir ve koyun {iretebilecegi gosterilmistir. Ayrica,
yumurta toplama, in vitro fertilizasyon ve zigot mikroenjeksiyonunun belirtilen
ozellikte genetigi degistirilmis buzagilarin iiretilmesine olanak saglayan hayvancilik
endiistrisinde gen diizenleme uygulamasi ig¢in 6nemli bir yenilik icermektedir. Bu
yenilik, gen susturma i¢in somatik hiicre niikleer transferine veya istenen allellerin
hedef genetik ¢izgiye gen aktarimina pratik olarak bir alternatif saglamaktadir
(Proudfoot vd., 2015).

Cinko parmak niikleazlar1 (ZFN'ler) ve transkripsiyon aktivator benzeri efektor
niikleazlar (TALEN), gecmiste bircok hiicre hattin1 ve organizmay1 modifiye etmek i¢in
kullanilmigtir (Wang vd., 2016). CRISPR/Cas teknolojisindeki en son gelismeler,
hedeflenen lokuslarin genom diizenlemesi i¢in verimli bir ara¢ saglamaktadir. Bu
sistem, ayni anda birka¢ yeri degistirme avantajina sahiptir. Spesifik genetik

degisikliklere sahip koyunlar iremeye yardimci olabilir (Niu vd., 2017).

CRISPR/Cas9 sisteminin gelistirilmesinin biiyiik bir bilimsel atilim oldugu ve gen
diizenlemeyi daha erisilebilir hale getirdigi bildirilmektedir. TALEN'ler ve ZF'ler
tarafindan  kullanilan protein giidiimli DNA boéliinmesinden farkli  olarak,
CRISPR/Cas9, bolgeye oOzgli bir DSB'yi tanitmak icin kiiglik bir RNA'ya
baglanmaktadir (Jo vd., 2015). Endoniikleaz Cas9'un DNA hedef dizisiyle eslesmesi
icin 20 niikleotidlik bir kilavuz RNA’nin (sgRNA) ve hedef DNA ile baz ciftleri
olusturan bir protospacer contig DNA'min varhigi gerekmektedir. Motif (PAM),



kullanilan Cas9 proteininin bakteri tiirlerine gore degisen tamamlayici bdlgesine bitisik
kisa bir DNA dizisidir. sgRNA'nin Cas9 niikleazini ilgili herhangi bir DNA dizisini
hedeflemesi i¢in yonlendirdigi bu iki yonli sistem, ZF ve TALEN' i¢eren zahmetli

protein tasarim siirecinin yerini aldig ifade edilmektedir (Jacinto vd., 2020).

Genom diizenleme hedefine ulasmak icin prokaryotlarin adaptif bagisiklik
sistemini kullanan bir dizi yeni kesif, biyolojik bilimler {izerinde doniistiiriicii bir etki
yaratmaktadir. Kisa diizenli aralikli palindromik tekrarlarin (CRISPR) ve CRISPR
baglayic1 proteinlerin (Cas) kesfi, diinya c¢apinda binlerce laboratuvarda genetik
aragtirma uygulamalarint  degistirmis ve gen tedavisine Yyaklasim yeniden
tanimlanmaktadir (Basu vd., 2015). Terapotik olarak transgenik viral vektorlere
bagimlilik hem insersiyonel onkogenezde hem de immiinojenik toksisiteye neden
olabileceginden, geleneksel gen tedavisi bazi endiseleri giindeme getirmektedir. Viral
vektorler onemli bir dagitim araci olmaya devam ederken, CRISPR teknolojisi, bolgeye
Ozgii gen diizenlemeye nispeten basit ve verimli bir alternatif sunarak geleneksel gen
terapisinin ortaya ¢ikardigi bir dizi endiseyi ortadan kaldirmaktadir. Avantajlarina
ragmen, CRISPR/Cas9 yonteminin de dezavantajlart bulunmaktadir (Salsman ve
Dellaire 2017).

1.2.1.CRISPR Gen Terapisinin Verilmesi

CRISPR araglarinin uygulanma sekli, giivenliklerini ve tedavinin etkinligini biiyiik
Olglide etkilemektedir. Virisleri kullanan geleneksel gen tedavisi yoOntemleri,
immiinotoksisite ve istilac1 kanser riski agisindan arastirilmis olsa da, AAV vektorleri,
CRISPR gen tedavisi i¢in 6nemli bir dagitim araci olmaya devam etmektedir ve yiiksek
verimlilikleri nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir. CRISPR uygulama seti, Cas9
ve gRNA dahil olmak {izere bilesenlerini kodlayan bir DNA plazmidi olarak
paketlenebilir veya Cas9 mRNA ve gRNA olarak temin edilebilmektedir (Uddin vd.,
2020).

CRISPR niikleik asitleri, elektroliz/niikleofeksiyon veya mikroenjeksiyon yoluyla
hedef hiicrelere aktarilmakta veya bu amagla AAV vektorlerine paketlenerek viriisle

baglantili riskler 6nlenmektedir. Bununla birlikte, mikroenjeksiyon teknik olarak zor



olsa da ve sadece ex-vivo uygulama i¢in kullanilabilmektedir. Elektromiyografi, yaygin
olarak ex-vivo tercih edilmekle birlikte belirli hedef dokular i¢in in-vivo olarak da
kullanilabilmektedir. Bununla birlikte, elektrik akimi ile hiicre zarma niifuz etmek i¢in
gercken yiiksek voltaj soku toksik olabilmekte ve tedavi edilen hiicrelerin kalici olarak
stabilizasyonuna yol agabilmektedir. Viral toksisiteye ek olarak, CRISPR bilesenlerinin
AAYV ile aktarimi, ekspresyonun uzun omiirlii olmasini saglayarak daha yiiksek OTE
insidanst ile sonuglanmaktadir. Ek olarak, Cas9 proteini ve gRNA'nin bir RNP
kompleksi (sgRNA riboniikleoprotein) olarak teslimi, gegici ekspresyon ve hizli hiicre
temizligi yoluyla diizenleyici verimliligi korurken OTE'yi azaltmaktadir (Uddin vd.,
2020).

CRISPR/Cas9 diizenlemeleri, hiicrelerin hastanin disinda genetik olarak
degistirilerek yeniden verildigi ex-vivo veya CRISPR bilesenlerinin dogrudan
hiicrelerin diizenlendigi hastaya iletilmesiyle in vivo olarak yapilmaktadir (Sekil 1.3).
Her iki sistem de avantajlar1 ve zorluklar1 ortaya bulunmaktadir (Bolotin vd., 2005).
CRISPR/Cas9 veya RNP kompleksini kodlayan niikleik asitler, dagitim araglarina
paketlenebilir. Ex-vivo diizenleme, hastadan hedef hiicrelerin ¢ikarilmasini, hiicre
kiltiriinii ve in vitro genigletmeyi, istenen diizenlemeleri saglamak igin CRISPR
bilesenlerinin verilmesini, diizenlenmis hiicrelerin secilmesini, genisletilmesini ve son
olarak da terapotik olarak diizenlenmis hiicrelerin hastaya yeniden verilmesini
icermektedir. Canlilarda, CRISPR kargosu hastaya intravendz inflizyonlar yoluyla
sistemik olarak veya dogrudan hedef dokuya enjeksiyonlarla lokal olarak

verilebilmektedir (Uddin vd., 2020).

Ex-vivo aktarimin, gen diizenleme aracina maruz kalmadiklari i¢in diizenlenmis
hiicrelere gore daha fazla giivenlik, teknik fizibilite ve daha siki kalite kontroliinii gibi
avantajlari  bulunmaktadir. Bununla birlikte bu yaklasim, kapsamli genetik
manipiilasyon ve kiiltiirden sonra hastanin digindaki hiicrelerin in vivo hayatta kalmasi
ve fonksiyonel bakimi gibi zorluklar1 da igermektedir. Bunlara ilaveten, etkili bir
engraftrasyon i¢in yeterli bir hiicre kaynagi gerekmektedir. Hematopoietik kok ve
progenitor hiicreler (HSPC'ler) ile T hiicreleri hematopoietik progenitor hiicreler gibi
kiiltiirde hayatta kalabilen ve biiyiiyebilen belirli hiicre tipleri bu ydntemi
siirlandirmaktadir (Uddin vd., 2020).
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Sekil 1.3: CRISPR terapisinin uygulanmasinin sematik gosterimi ( Uddin vd., 2020).

1.3. CRISPR Sistemi

Genom diizenleme teknolojileri araciligiyla meydana getirilen mutasyonlar ile dogal
olarak meydana gelen genetik mutasyonlar ve varyasyonlar arasinda herhangi bir fark
bulunmadigindan dolay1 glinimiizde bu teknolojilerin genom diizenleme amaciyla farkli

alanlarda kullanimi giderek yayginlagmaktadir.

Son yillarda, yeni nesil genom diizenleme araglari olan ZNF, TALEN ve
CRISPR/Cas sistemleri yaygin olarak kullanilan giiglii genom diizenleme teknolojileri
olarak bilinmektedir. Bu teknolojiler arasinda 6zellikle CRISPR/Cas (Diizenli Aralilarla
Kiimelenmis Kisa Palindromik Tekrarlar/CRISPR Iliskili Proteinler) teknolojisi, ZFN

ve TALEN’den farkli olarak basit olmasi, uygulanabilirligi, daha az zaman almas1 ve
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uygun maliyeti sebebiyle 6karyotik genom diizenlemesine izin vermesi bakimimdan bu

alanda devrim niteligi tasimaktadir (Topgu ve Duran, 2021).

Bakteriler ve ¢ogu arke tarafindan kullanilan CRISPR/Cas9 sistemi, yabanci bir
genetik materyalin taninmast ve RNA aracili niikleazlar ile yiiksek 0Ozgilliikle
kesilmesine imkan veren, spesifik ve dis kaynakli genetik elementlere karsi adaptif
immiinite saglamaktadir. Boylelikle, bakteri ve arkeler kendi genomlarini yabanci
genetik materyallere kars1 koruyabilmektedir. Son zamanlarda CRISPR dizileri ve Cas
proteinlerinin adaptif immiinite haricinde hiicre igerisinde farkli mekanizmalar ile gen
ve genom diizenlemede aktif rol aldigini gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir (Gok ve

Tunali, 2016).

CRISPR/Cas9 sistemi, ilk olarak 1987 yilinda, Escherichia coli bakterisinin
genomunda kesfedilmistir. CRISPR ifadesi E. coli genlerinde kesfedilen tekrarlayici
olmayan DNA uzantilariyla ¢evrili ardisik tekrarlar anlamini nitelerken, Cas9 ifadesi de
CRISPR ile iligkili DNA endoniikleaz enzimlerini nitelemektedir. Ilerleyen yillarda bu
tekrar dizileri farkli bakteri ve arkelerde de gozlemlenmis, fakat bu dizilerin islevleri,
2005 yilina kadar detayli bir sekilde aydinlatilamamistir (Gok ve Tunali, 2016). Ug
farkli aragtirma ekibinin yaptig1 caligmalar sonucunda, CRISPR bdlgesindeki tekrar
sekanslariin bir bakteriyi dnceden enfekte etmis olan bakteriyofaj genomlar1 ve
plazmid dizileri ile biiyiik oranda aymi oldugu ortaya koyulmustur. Yapilan bu
gozlemler neticesinde, CRISPR dizilerinin aslinda bakteri ve arkelerin, kendilerini viriis
ve diger parazitlerin sebep oldugu enfeksiyonlara karsi korumak i¢in tasarlanmis
niikleik asit tabanli yeni bir immiin sistemin parcasi olabilecegi fikrini meydana
getirmigtir (Peter vd., 2015). Yapilan bir ¢alismada Streptococcus thermophilus
bakterisi farkl fajlar ile kiiltiire alinmis ve fajlara direngli olan mutantlar1 tespit
etmislerdir. Faja direng gosteren S. thermophilus suslarinin DNA’sinin  CRISPR
bolgesinin dizilenmesi sonucu bu bdlgenin bakteriyi enfekte eden fajin DNA’sindan
gelen yeni aralikli pargalar1 kapsadigi gosterilmistir (Barrangou vd., 2007). Ayrica, bu
yeni aralikli parcalarin sayisinin da bakterinin faja olan direng derecesiyle iligkili oldugu

ortaya konulmustur.
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Sekil 1.4: CRISPR sisteminin tarihsel gelisimi.

CRISPR’1n bakteri bagisikligindaki yeri yapilan c¢alismalar ile kanitlandiktan
sonra 2010°da diger islevleri ve mekanizmalar1 da aydinlatilmaya baglanmistir. Genom
diizenleme ¢alismalar1 arastirma safhasinda olsa da, arastirmacilar bircok biyoteknoloji
uygulamasinda dogal olarak gerceklesen CRISPR sisteminden faydalanmistir (Horvath
vd., 2008). CRISPR Tip II sisteminin, islevsel mekanizmalarinin gosterildigi iki ¢aligma
ile genom diizenlemede kullanilabilecek basit bir yontem oldugu gosterilmistir (Hsu
vd., 2014). ilk kez S. thermophilus’da Cas9’un Cas genlerindeki hedeflenen DNA
bolgesinde kesim yapabilen tek enzim oldugunun ispatlanmasindan sonra, Cas9
enziminin RNA hedeflemesinde yardimci olan kodlayici olmayan tracrRNA (trans-
aktive edici CRISPR RNA)’lar kesfedilmistir. Cas9 ve endojen RNAaz III’iin birlesimi
ile meydana gelen bu tracrRNA’lar, CRISPR dizilerinin olgun crRNA’ya
transkripsiyonunda islev goérmektedir (Deltcheva vd. 2011). Cas9, olgun crRNA ve
tractrRNA’lar CRISPR Tip II'nin ii¢ ana elemanidir.

CRISPR Tip II’nin tagmabilir bir sistem oldugunun gosterilmesinin ardindan tip II
bolgesi E. coli’ye aktarilmis ve boylece CRISPR siteminin diger bakteri suslarinda
tekrar diizenlenebilir oldugu ispatlanmistir (Sapranauskas vd., 2011). Bir ¢alisma ekibin
2012 yilma kadar yaptig1 biyokimyasal deneyler sonucunda, iki farkli Streptococcus
susunun Cas9 enzimi, hedeflenen DNA bdolgesinde in vitro kesim igin crRNA tarafindan
yonlendirilebilmistir (Jansen vd, 2002). Ayrica, bu calismalar ile alinan sonuclarin
dogrulugu daha 6nce yapilan galismalar tarafindan da desteklenmektedir (Deltcheva vd.,
2011; Gasiunas vd., 2012).
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Yapilan bir bagka c¢alismalarda memeli hiicrelerinde genom diizenlemesi amaciyla
S. thermophilus ve Streptococcus pyogenes bakterilerinde CRISPR sistemi kusursuz bir
sekilde yapilmasinin ardindan genom diizenlemede CRISPR/Cas9 sisteminin kullanimi
yaygilasmistir (Cong vd., 2013). Cas9 tabanli bu sistemler birgok genom diizenleme
uygulamasi ig¢in yiizlerce laboratuvarda kullanilmaya baslanmis ve 2016 yilinin
baslarina kadar bu alanda c¢esitli veri bankalarinda ¢ok sayida ¢aligma yayinlanmistir
(Hsu vd., 2014). Giinlimiizde diger genom diizenleme sistemlerine kiyasla spesifik ve
kompleks protein miithendisligi olmadan klasik Watson-Crick baz eslesmesi modeline
gore calisan bu sistemin etkinligi hakkinda giderek artan bir yogunlukta ¢alisiimaktadir
(Wilkinson ve Wiedenheft, 2014).

1.3.1.CRISPR Sisteminin Mekanizmasi

CRISPR/Cas9 sisteminde ilk olarak, CRISPR dizisine eksojen bir gen entegre
edilmektedir. Bu gen protospacer olarak adlandirilmaktadir. Fajdan konakgiya eksojen
bir gen enjekte edildiginde, birkag DNA parcasina islenmektedir. Bu, CRISPR
sisteminde her yerde bulunan Casl, Cas2 ve Csn2 proteinlerinin katilimini
gerektirmektedir (Makarova vd., 2006). Protospacer'ler, bir CRISPR dizisi olusturmak
icin tekrar dizileriyle ¢evrili yeni aralayicilar olarak segilmekte ve entegre edilmektedir.
Protospacerlerin se¢imi ¢ogunlukla, protospacer bitisik motifler (PAM) olarak
adlandirilan ekzojen genom ig¢indeki hedef dizilere bitisik olarak yerlestirilmis kisa
diziler tarafindan belirlenmektedir (Mojica vd., 2009). PAM'ler, her bir CRISPR/Cas alt
tipine 6zgiidiir ve kendi kendine olmayan gen dizisinin bir sinyali olarak taninmaktadir.
Bu entegrasyon, eksojen genlerden gelen benzer saldirilart tanimanin bir yolunu

sunmaktadir (Wu vd., 2020).

Ikinci olarak, CRISPR lokusu bir tracrRNA-crRNA kompleksi iiretmektedir.
Tipik bir CRISPR lokusu, trans-aktive edici CRISPR RNA (tracrRNA) dizisinden,
birka¢ Cas geninden, bir lider diziden ve bir CRISPR dizisinden olusmaktadir. CRISPR
sistemi, CRISPR dizisindeki tekrar dizisini tamamlayici olan trans-aktive edici CRISPR
RNA'y1 (tractrRNA) kopyalamaktadir. Bu arada, CRISPR dizisi, eksojen gen i¢indeki

hedef dizilere tamamlayici olan oncii CrRNA (pre-crRNA) iiretmek igin dizileri
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kopyalamakta ve aralamaktadir. Pre-crRNA, tracrRNA'y1 birlestirmekte ve RNase 11 ile
diger niikleazlar tarafindan islenen olgun bir tracrRNA-crRNA kompleksi
olusturmaktadir (Marraffini ve Sontheimer, 2010). Bu kompleks, eksojen genlerin daha

sonra taninmasi ve boliinmesi i¢in Cas9 proteini ile birlesmektedir.

Spacerlar  palindromik Tekrar

% o Vo
Cas Genleri Lider _—

l Sekans l
/ H E B E =
tra RNA

Adaptasyon

pre-crRNA

® 111l ;1
A el i

Biyogenez

interferans

Sekil 1.5: CRISPR/Cas bakteriyel adaptif bagisiklik sisteminin {i¢ asamasi: Adaptasyon,
crRNA biyogenezi ve viral DNA'nin etkilesimi (Hryhorowicz vd., 2017).

Son olarak, CRISPR/Cas9 sistemi, ekzojen genomun saldirisina miidahale
etmektedir (Jinek vd., 2012; Chylinski vd., 2013). Cas9 proteini, tracrRNA ve crRNA
kombinasyonu ile niikkleazlari aktive etmektedir. Eksojen bir gen tekrar istila ettiginde,
Cas9 proteini, spesifik PAM'lar1 bulmak igin eksojen geni taramaktadir. PAM'lar
tanimlandiginda, 20 niikleotidlik crRNA, spesifik hedef diziyi tanimak i¢in aralayici
diziyi kullanmakta ve ¢ift sarmalli DNA ise PAM'lerin 3 niikleotid yukar1 akiginda
ayrilmaktadir (Chen vd., 2014). Her iplik¢ik, ayr1 bir Cas9 niikleaz alan1 (HNH veya
RuvC) tarafindan boliinmektedir (Garneau vd., 2010). Bu olay, organizmalari eksojen
genomun saldirisindan korumakta ve ayrica tipik CRISPR/Cas9 sistemi ¢ift sarmalli
DNA'da bir kirllma meydana getirdiginden gen diizenlemesi i¢in bir olanak

vermektedir.

14



Okaryotlar, hasarli gen dizisi bdliinmeden sonra homolojiye yonelik onarim
(HDR) ve homolog olmayan u¢ birlestirme (NHEJ) ile onarilmaktadir. NHEJ, ¢ogu
memeli hiicresi ve dokusu i¢in ana onarim yontemidir. Bu onarim, hedef geni nakavt
etme veya nakavt etme amacina ulagsmak i¢in ¢erceve kaymasi mutasyonuna ve gen
fonksiyonunun kaybina neden olan bazin eklenmesine veya kaybolmasina neden
olmaktadir (Jiang vd., 2017). HDR’de ise eksojen DNA dondr sablonunun hedef bolge

ile rekombinasyonu yoluyla ilgili genleri genoma sokulmaktadir (Zhang vd., 2020).

1.4.Gen Transfer Yontemleri

Hiicrelere gen transferi ve genom diizenleme mekanizmalari, uzun siiredir mevcut
biyoteknoloji ve molekiiler biyoloji aragtirmalarinin odak noktasi olmustur. Son yirmi
yilda, genomun yapisini arastirmayi hedefleyen ve genom pargalarinin iletimini
hedefleyen teknolojiler in vitro, in vivo ve Kklinik deneylerde etkili gen transfer
metotlarinin kesfi ile hizla ilerlemistir. Bu yontemler, cesitli genetik hastaliklarin
tedavileri icin gelistirilmekle birlikte, 6zellikle 1slah ve sentetik biyoloji alanlarinda da
onemli gelismelere yol agmaktadir (Verma ve Somia, 1997). Gen transfer yontemleri,
hedeflenen hiicreye 6zgii olan farkli geni, genleri veya gen diizenleme araglarini hedef
hiicreye basar1 ile tagimasi gerekmektedir. Bunun yaninda diizenleme araglarinin
hiicreler arasi matriste bulunan niikleazlar ve bagisiklik hiicrelerinin saldirilarindan
korunmasi ve tasidigi paketi basarili bir sekilde hedef hiicre ¢ekirdegine aktarmasi
gerekmektedir. Ayrica gen transfer sistemi bu islevleri basari ile yerine getirirken hiicre
ve dokular ile yiiksek uyumluluga sahip olmali ve minimum yan etkilerle gérevini

yerine getirebilmelidir (Takeshita ve Isner, 1999; Jinturkar vd., 2011).

Gen diizenleme sistemleri tedavi, 1slah ve sentetik biyoloji alanlarinda biiyiik
umutlar vadeden, molekiiler biyoloji alanindaki gelismeleri yakindan ilgilendirmektedir.
Bununla birlikte gen diizenleme mekanizmalarinin ve genlerin basarili bir sekilde
iletilmesi i¢in uygun gen transfer araglarinin gelistirilmesi arastirmacilar i¢in zorlayici
bir problem olmaya devam etmektedir. Tiim transfeksiyon uygulamalar1 6ncesinde
uygun hedefleme yetenedi ve yiliksek transfeksiyon etkinligi olan giivenli gen

diizenleme prosediirleri olusturulmasi gerekmektedir (Hamann vd., 2019). Ekzojen
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DNA’nin in vitro veya in vivo olarak istenen hiicrelere etkin bir sekilde verilebilmesi ve
ekspresyonu igin biyolojik ve biyolojik olmayan (kimyasal/fiziksel) iki temel yaklasim
bulunmaktadir (Jinturkar vd., 2011). Viral ve bakteriyel vektorleri kullanan biyolojik
yontemler, yiiksek transfeksiyon etkinlikleri sebebiyle pek ¢ok uygulamada tercih
edilmektedir. Bu vektorler hiicre transfeksiyonu igin hiicre reseptorlerini ve biyolojik
giris mekanizmalarin1  hedeflemektedirler (Young vd., 2006). Adenoviriisler ve
retroviriisler klinik ¢alismalarda en sik kullanilan biyolojik vektorlerdendir. Bununla
birlikte metodoloji olusturma sorunlar1 ve alerjik tepkiler, konak reddi, mutajenite ve
onkogenesite gibi yan etkiler nedeniyle viral vektorlerin uygulamalardaki kullanimini
siirlamaktadir. Bu nedenle, viral vektorlerin uzun vadeli giivenlik g¢aligmalarindan

gecmesi gerekmektedir (Jinturkar vd., 2011).

Biyolojik olmayan gen transfer yontemleri, hiicrelerin kimyasal ve fiziksel
manipiilasyonu ile gerceklesmektedir. Katyonik lipitler ve polimerler gibi kimyasal
ajanlarin kullanildigt DNA iletimi kimyasal yaklasimlardan biridir. Ayrica bu ajanlar,
hiicrelerin hedeflenmesi arttirmak i¢in 6zel molekiiller ile birlikte kullanilabilmektedir.
Biyolojik olmayan gen transfer yontemleri 6zellikle in vitro uygulamalarda hiicreleri
yiiksek verimlilikle ve stabil bir sekilde transfekte edebilmektedir (Rettig ve Rice,
2007). Ancak, in vivo uygulamalar i¢in hiicre dis1 ve i¢i gen transfer inhibitorleri ile
klinik uygulamalardaki transfekte edilmesi gereken doku boyutu nedeniyle biyolojik
yontemlerin gerisinde kalmaktadir. Kimyasal vektorlerin iiretim 6lgeginin biyolojik
yontemlere kiyasla daha kolay biiyiitiilebilmesi ve organizmalardan bagimsiz bir sekilde
tiretilebilmeleri en biiyiik avantajlarindan biridir. Ayica, hedef bolge olarak mukozal
doku veya hava yolu gibi yollarin kullanim1 veya intratiimoral agilama gibi nispeten
spesifik dokularin hedeflemesi i¢in de kullanilmaktadir. Bununla birlikte, transfeksiyon
yontemlerinin etkinliginin biyolojik yontemlerden daha diisiik oldugu bildirilmekedir.
Ayrica tagtyict molekiillerin transfeksiyon sistemi ile birlestirildigi ve kullanima hazir
bir gen diizenleme sisteminin olusturuldugu basamaklarda gelistirilmesi gereken

problemlerin oldugu ifade edilmistir (Rettig ve Rice, 2007).

Fiziksel gen transfer yontemleri genin, genlerin ve gen diizenleme sistemlerinin
biyolojik veya kimyasal bir tagiyict olmaksizin hedef hiicre ve dokulara iletildigi bir gen
transfer stratejisidir (Wolff vd., 1990). Fiziksel gen transfer stratejileri arasinda en kolay

ve glivenli olani, lokal dokuya veya sistematik dolasima saf DNA veya gen diizenleme
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aract (CRISPR, TALEN, vb.) enjeksiyonu igermektedir. Fakat bunlar serum ve
sitoplazmik niikleazlar tarafindan DNA’larin pargalanabilmektedir. Ayni zamanda
proteazlar, fagositler ve retikiiler endotelyal sistem (RES) elemanlar1 tarafindan gen
diizenleme araglar1 sindirilebilmekte ve bu durum uygulamadan basarili sonu¢ alma
sansini oldukca diisiirmektedir. Bu nedenle, biyolojik veya kimyasal bir tasiyict
kullanmadan istenilen gen diizenleme paketinin fiziksel transferi amaciyla yeni

yontemler gelistirilmektedir (Houk vd., 1999; Lechardeur vd., 1999).

Gelistirilen fiziksel yaklagimlarin ¢ogunda, daha nicel ve standartlastirilmis gen
transferi ile sonuglanan bir tiir ekipman kullanilmaktadir. Bu amagla, elektroporasyon
(EP), sonoporasyon, mikroenjeksiyon, par¢acik bombardimani (gen tabancasi) ve harici
fiziksel kuvvet (basing, ses, sok dalgasi, elektrik darbeleri) kullanilarak hidrodinamik
enjeksiyon gibi gesitli yontemler gelistirilmis ve basari ile uygulanmaktadir (Te-hui vd.,
2004).

Cizelge 1.1: Gen transfer yontemlerinin karsilagtirmasi (Jinturkar vd., 2011).

ng .Transfer Avantajlarn Dezavantajlar
Yontemleri
— Zor iiretim ve soguk
_ Bliinen ve boliinemeyen zmmr/depf)lama gerekliligi,

T ) . — Ekstra kalite kontrol
Biyolojik yontemler hiicrelerde yiiksek s

; . . TSR basamaklar1 gerekliligi,
(viral ve bakteriyel transfeksiyon verimliligi, | Yiiksek malivet
vektorler) — Stabil ekspresyon diizeyi, U ESer MaTyet,

— Eklenecek gen boyutu sinirls,
— Immiinojenite ve
onkogenesite riski.

— Sistematik transfeksiyon.

— Yiiksek in vitro
transfeksiyon verimi,

— Kiigiik miktarlarda
verimli iiretim ve daha
esnek saklama kosullari,

— Diisiik in vivo transfeksiyon
verimliligi,

— Birincil ve boliinemeyen
hiicrelerde diisiik verimlilik,

— Sinirh klinik bagari,

Kimyasal yontemler
(viral olmayan
kimyasal vektorler)

Fiziksel yontemler

— Diisiik maliyet, e

~ Yiiksek tekrarlanabilirlik, |~ Lotarls tekrarlanabilir biiyik
Olgekli {iretim problemleri,

— Gen boyut smuir1 yok.

— Daha yiiksek lokal doku

transfeksiyon verimliligi,

— Tiim hiicre tiplerinde
transfeksiyon imkani,

— Kolay protokol
standardizasyonu,

— Gen boyun sinirt yok.

— Spesifik cihaz ihtiyaci,

— Farkl1 hiicre tipleri i¢in
parametre optimizasyonu
ihtiyaci,

— Diger yontemlere kiyasla
daha yiiksek doku hasari.
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1.4.1.Elektroporasyon

Elektroporasyon, hedef hiicre ve dokulara cihaz destegi olmaksizin, saf DNA veya gen
diizenleme sistemi aktarimi i¢in  gelistirilen yOntemlerdendir (Sekil 1.6).
Elektroporasyon tekniginde elektrik akimi kullanilmakta ve hiicrelere kisa tekrarli
elektrik akimi uygulanarak hiicre zarlarinin bitiinliiklerinin kisa siireli bozulmalari
saglanmaktadir. Elektrik, hiicrelere ortalama olarak 3 milisaniye (ms) kadar
uygulanmaktadir. Ancak, bu siire 120 nm ile 20 ms arasinda degisebilmektedir (Chang
ve Reese, 1990). Uygulama sonrasi olusan hasar gecici olmakta ve kisa siirede
hiicrelerin biitlinliiklerini tekrar saglamaktadir. Bu siire zarfinda hiicreler icine DNA ve
protein molekiilleri, hedef hiicrelerin sitoplazma ve niikleuslarina basar1 ile
aktarilmaktadir. Elektroporasyon, prokaryotik ve Okaryotik hiicreler {izerinde yliksek
verimle uygulanabilen, hiicre ve doku tipi agisindan esnek bir gen aktarim

sistemlerindendir (Jinturkar vd., 2011).

Elektroporasyon tekniginin uygulamasinda, hiicreler giic kaynagma bagl bir
kiivet iginde in vitro olarak transfekte edilmektedir. Hiicreler ve tamponlanmig
molekiiller birlikte slispanse edilmekte ve elektrik alant uygulanmaktadir. Elektrik
alanin giicii ve siiresi, doku tiirline gore en iyi transfeksiyonun gerceklesecegi
diizeylerde uygulanmaktadir. Elektroporasyon uygulamasinin bagarisinin hiicrelerin tipi,
bliylime durumu, transfekte edilecek DNA miktari, sistem igindeki kapasitor boyutu,
uygulanan voltaj ve elektrik alan siiresi ile dogrudan iliskili oldugu rapor edilmistir.
Ayica, dimetilsiilfoksidin (DMSO) uygulamasinin 6zellikle memeli hiicrelerinde daha

yiiksek elektroporasyon verimini sagladigi bildirilmistir (Melkonyan vd., 1996).
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Sekil 1.6: Elektroporasyon yontemi uygulamasi sematik gortintiisti (Jinturkar vd., 2011).

1.4.2. Hidrodinamik Gen Transfeksiyonu

Hidrodinamik gen transfeksiyonu, saf DNA ve gen diizenleme sistemlerinin iletimi i¢in
bliylik miktarda sivi ile kan damarlarinda olusturulan hidrodinamik basing ile
transfeksiyonu saglayan bir tekniktir (Budker vd., 1998). Hidrodinamik gen
transfeksiyonu ilk olarak 1990’11 yillarda, endotelyal ve parankimal hiicrelerin
gecirgenligini arttirmak i¢in uygulanmis ve plazmid DNA’sim intravaskiiler enjeksiyon
ile sicanlarda iskelet kaslar1 ve i¢ organlar basta olmak tiizere sistematik olarak
transfeksiyon basaris1 gosterilmistir (Liu vd., 1999; Gao vd., 2007). Hidrodinamik
yontem, gorece daha basit olmasi, verimlilik ve ¢ok yonliiliik 6zellikleri sebebiyle one
cikmaktadir. Ayrica, hidrodinamik yontemle yapilan transfeksiyonunun organizmanin
sisteminde daha uzun siire aktif kaldig1 gézlemlenmistir (Budker vd., 1998). Fakat, bazi
uygulamalarda artan i¢ basing, organizmada yiiksek kan basinci ve diisiik kalp atisina
sebebiyet vermekte ve organizmayr Oldiirebilmektedir (Jinturkar vd., 2011).
Hidrodinamik gen iletim stratejisinde genellikle parankima hiicreleri hedeflenmektedir.
Uygulama ile olusan basing ile endotel bariyerin biitiinligi bozuldugunda tasinan
molekiiller (DNA ve/veya gen diizenleme sistemleri) dogrudan parankim hiicrelerin

sitoplazmalarina erigebilmektedir (Zhang vd., 2004; Jinturkar vd., 2011).
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1.4.3.Gen Tabancasi Araciligiyla Parcacik Bombardimam

Parcacik bombardimani, ilk olarak 1987 yilinda bitkiler {izerinde kullanilmistir (Klein
vd., 1987) ve hedef molekiillerin dokulara iletiminde kullanilan en etkili
yontemlerdendir (McCabe vd., 1988). Gen tabancasi, kiigiik miktarda DNA ve
proteinlerin hedef dokulara iletiminde diisiik toksititeye sebep olan hizli, basit ve esnek
bir yontemdir (Sekil 1.7) (Cheng vd., 1993; Hansen vd., 2018). ilk olarak dokularin
transfeksiyonu icin tasarlanmakla birlikte, daha sonra yapilan ¢alismalarda in vitro ve in
vivo ¢alismalarda kullanilmak tizere farkli protokoller gelistirilmistir (Yang vd., 1990;
Williams vd., 1991).

Gen tabancasi yonteminde DNA, RNA, peptid ve proteinlerin hiicre igine transferi
amactyla altin ve tungsten gibi mikro diizeyde tasiyici partikiiller kullanilmaktadir.
Tasinacak molekiillerin (DNA, RNA, protein), tasiyici partikiillerin (altin veya tungsten
mikro partikiiller) iizerine kaplanmasi ve hedef hiicrelere yiiksek hizli bir akisla
verilmesini (firlatitlmasini) igermektedir (Heiser vd., 1994). Altin ve tungsten
molekiillerin dokuya iletimi i¢in anlik elektrik akimi ve basinghi helyum gazi
kullanilmakta ve bu sayede tasiyict molekiiller hiicre zarin1 delerek sitoplazmaya
ulagsmaktadir (Sazonova vd., 2019). Gen tabancasinin verimini, tasiyici ile tasinan
molekiillerin orani, kullanilan tasiyici partikiillerin boyutu ve malzemesi, tasinan
molekiiliin partikiillere kaplanma yontemi, parcacigin firlatilma hizi, hedeflenen
dokunun tiiri ve yapisi etkilemektedir (Eisenbraum vd., 1993). Bu parametreler gen
tabancasimin verimli ¢aligmasi i¢in onemlidir ve yanlis hesaplamalarda dokuda hasara
sebep olabilmektedir. Gen tabancasi yontemi kullaniminda 6nemli avantajlar olmakla
birlikte kullanilan cihaz, partikiiller ve reaktiflerin maliyeti yliksektir ve ayrica in vivo
caligmalarda yontemin uygulanmasi sonrasi bagisiklik yaniti tetiklenebilmektedir
(Sanford vd., 1993; Jinturkar vd., 2011).
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Sekil 1.7: Gen tabancasi yontemi uygulamasi sematik gortintiisii (Jinturkar vd., 2011).

1.4.4.Mikroenjeksiyon

Mikroenjeksiyon, gen diizenleme aracglarim1i dogrudan sitoplazmaya veya cekirdege
iletilmesi i¢in kullanilan yontemlerdendir (Sekil 1.8) (Jinturkar vd., 2011).
Mikroenjeksiyon yontemi, genellikle camdan imal edilen ¢ok ince kapiller bir igne ve
bu ignenin mikro diizeyde hareketlerini kontrol edebilmek icin kullanilan hassas
konumlandirma cihazi ile gergeklestirilmektedir. Hiicrelere dogrudan enjeksiyon
yapilabilmesi i¢in prosediir mikroskop altinda yapilmaktadir. Yontem, spesifik hiicreler
icin dogrudan ve kesin gen diizenleme sistemlerinin aktarimma olanak saglamaktadir.
Mikroenjeksiyon yontemi diger yontemlere kiyasla daha temel bir prosediire sahip
olmakla birlikte, uygulanmasi i¢in 6zel egitimli personele ihtiyag duyulmaktadir (Xu
vd., 2018). Gen diizenleme verimi yiiksek olmakla birlikte, bir seferde sadece bir hiicre

transfekte edilebildigi i¢in zahmetli bir yontemdir (Chi vd., 2020).

Mikroenjeksiyon yontemi transgenik hayvanlarin gelistirilmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Liu vd., 2013; Dadashpour vd., 2019). Mikroenjeksiyon, tek hiicre
tizerinde yliksek verimli genetik manipiilasyonlar yapilmasina izin veren yapisi

nedeniyle 6n plan ¢ikmaktadir. Farkli ¢alismalarda (Pepperkok vd., 1988; Kagawa vd.,
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2001) hem mitokondriyal hem de niikleer genetik bozukluklarin tedavisinde basar ile
uygulanmistir. Ayrica, mekanizmanin bilgisayar destekli enjeksiyon sistemleri olarak
gelistirilmesi, yiiksek oranda tekrarlanabilir ve basarili protokollerin iretilmesine olanak

saglamaktadir (Jinturkar vd., 2011).

Sekil 1.8: Mikroenjeksiyon yontemi uygulamasi sematik goriintiisii (Jinturkar vd., 2011).

1.4.5.Sonoporasyon (Ultrason) Aracili Gen Transfeksiyonu

Sonoporasyon, hiicre zarlarinin gegirgenliginin gecici olarak arttirilmasi igin hiicrelere
veya dokuya ultrason enerjisinin uygulandigi bir transfeksiyon yontemidir (Li, 2020).
Bir dokuya ultrason enerjisi uygulandiginda dokuda ve soliisyonda mini kabarciklar
olugmaktadir. Bu kabarciklar uygulanan enerji siddeti ile biiyiimekte, fakat kabarcik
icinde olusan basing sebebiyle ¢okmektedir. Bu ¢6kme durumu, hiicre duvarini gegirgen
hale getiren ve istenilen mikro ve makro molekiilerin hiicre i¢ine alinmasina izin veren
enerji patlamasi ve takriben hiicre zarinda da porlar olusturmaktadir. Bu durum teknik
olarak “kavitasyon” olarak isimlendirilmektedir (Lawrie vd., 2000). Ultrason yontemi
hem tedavi hem de tan1 amagli kullanilan birden fazla uygulama i¢in kullanilmaktadir

(Kim vd., 1996). Bu uygulamalarda degisimi saglayan ana etken kullanilan dalgalarin
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frekansidir. Hiicre bozulmasi ve parcalanmasi amaci ile tanisal goriintiilemede diisiik
frekansa sahip (20 kHz) dalgalar kullanilirken; bobrek ve safra taglarinin pargalanmasi
icin yiiksek frekansli sok dalgalari kullanilmaktadir (Kim vd., 1996; Mitragotri vd.,
1996). Sonoporasyon, aracili gen transfeksiyonu uygulamalarinda diisiik frekansh
ultrason dalgalarinin transfeksiyon igin ideal oldugu bildirilmistir (Wyber vd., 1997).
Sonoporasyon, kolay uygulama ve invazif olmama o6zellikleri ile 6n plana ¢ikmaktadir.
Fakat yapilan ¢alismalarda yontemin transfeksiyon etkinligi elektroporasyon ile

karsilastirildiginda nispeten daha az oldugu bildirilmistir (Wells, 2004).

1.4.6.1yontoforez

Iyontoforez, hiicre ve dokulara diisiik miktarda elektrik akimi verilerek transgenik
ajanlarin hiicre i¢ine girisinin saglandig1 gen aktarim mekanizmasidir (Oh vd., 1993).
Spesifik dokulara minimum yan etki ile uygulanabilirligi ve yiiksek verimi sebebiyle
ozellikle deri alt1 klinik uygulamalarda tercih edilmektedir (Jinturkar vd., 2011; Wang
vd., 2022). iyontoforez tekniginde, transfeksiyon yapilacak olan doku veya hiicrelere
temas eden bir zar ile elektrik akiminin dogrudan iletimi gergeklestirilmektedir. Ayrica,
elektrik akiminin doku iizerinde olusturacagi negatif etkileri azaltmak icin 6zel
konvektif c¢oziiciiler kullanilmaktadir. Uygulama sonrasinda hiicre zarlarinda gegici
porlar olusmakta ve transfeksiyon ajanlari bu zarlardan gegirilmektedir. Teknigin
basarisimt pH, akim yogunlugu, elektrot materyali ve sekli, uygulama siiresi ve
transfeksiyon ajanlarmm yogunlugu etkilemektedir (Hirvonen vd., 1996). Iyontoforez
tekniginde elektrik akiminin kullanilmas: 6zellikle negatif yiiklii olan RNA, siRNA ve
plazmid DNA’larin hiicre icine transfekte edilmesinde en basarili yontemlerden biri

oldugu bildirilmistir (Hao vd., 2010).
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2. MATERYAL ve METOT

Arastirmada, mezbahanelerde kesilen koyunlarin ovaryumlari toplanmis ve ovaryumlar
30 — 35 °C’deki PBS igerisinde laboratuvara getirilmistir. Calismada in vitro
fertilizasyon yapilmis ve CRISPR-Cas9 uygulanmis toplam 13 oosit kullanilmistir.

2.1 Oositlerin Elde Edilmesi ve Olgunlastirilmasi

Ovaryum yiizeyinde bulunan 1 — 6 mm ¢apindaki follikiiller 15 mM HEPES, 15 mM
sodyum Hepes, 0.3 mg/mL sodyum bikarbonat, 0.01 mg/mL heparin sodyum tuzu,
0.075 mg/mL penisilin G potasyum tuzu, 0.05 mg/mL streptomisin siilfat, 0.08 mg/mL
kanamisin monosiilfat ve % 10 fétal buzagi serumu ilaveli M-199 igeren Hepes
tamponlu oosit yikama medyumu ile yikanmistir. Yikama sivist stereo mikroskop
altinda incelenerek, homojen vitelliis ve dort sira kompakt kumulus hiicresine sahip
kumulus-oosit kompleksleri toplanmistir. Bu oositler ii¢ kez oosit yikama medyumunda
ve bir defa in vitro olgunlastirma medyumunda yikanarak dort gozli petri kutularina
transfer edildikten sonra {istleri mineral yag ile kaplanan oositler 38,5 °C’de ve % 5

COy’li inkiibatérde 24 saat inkiibe edilmistir.

2.2 Qositlerin Fertilizasyonu ve Zigotlarin Kiiltiirii

Fertilizasyon amaciyla taze kog¢ spermast Kullanilmistir. Sperma percoll-gradient
yontemi ile hazirlanip iki farkli Percoll tabakasi (% 90 ve % 45) {izerine birakilan
sperma 1500x g’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra {ist kisim atilarak kalan pelet
hepesle tamponlanmis, 3 mg/mL BSA-fraction V, 2.1 mg/mL sodyum bikarbonat, 0.72
mg/mL D-glikoz, 0.06 mg/mL piriivik asit, 0.25 mg/mL L-glutamin, 0.12 mg/mL
kanamisin monosiilfat, 0.075 mg/mL penisilin G potasyum tuzu, 0.05 mg/mL
streptomisin siilfat iceren SOF medyumuyla sulandirilip tekrar 600x g’de 6 dakika
santrifiij edilmistir. Olusan pelet sulandirilarak konsantrasyon tayini yapilmis ve bu
sekilde hazirlanan spermatozoonlar (0.8 X 10° spermatozoon/mL) fertilizasyon

medyumuna alinan in vitro olgunlastirilmis oositlerin {izerine ilave edilmistir. Daha
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sonra mikro manipiilator ile MSTN geninde knock-out olusturulup CRISPR-Cas9
enzimleri ve gRNA igeren karisim alti adet erkek proniikleousa ve yedi adet zigota

verilmistir.

2.3.Cas9 mRNA ve sgRNA iiretimi

T7 promotorii, Cas9 ileri ve geri primerleri kullanilarak PCR amplifikasyonu ile Cas9
kodlama boélgesine eklenmistir. T7 — Cas9 PCR iiriinii jel ile saflagtirilip bir Message
Machine T7 ultra kiti (Life Technologies, AM1345) kullanilarak in vitro transkripsiyon
(IVT) igin bir sablon olarak kullanilmistir. T7 promotord, ileri ve geri primerler ile PCR
amplifikasyonu ile sgRNA sablonuna eklenip T7 — sgRNA PCR iiriini jel ile
saflastirilmistir. Bir MEGA short script T7 Kkiti (Life Technologies, AMB13345)

kullanilarak IVT igin bir sablon olarak Kullanilmistir.

Cizelge 2.1: Cas9 niikleaz bilesenleri (Genscript Biotech Corp, ABD).

Kit Bilesenleri Miktar Bilesenler
GenCrispr Cas9-C-NLS 50 ng 1 mg/mL

200 mM HEPES, 1 M NaCl, 50 mM
MgCl,, 1 mM EDTA, pH 6.5 at 25°C

10 X Reaction Buffer 1.5mL

Hem Cas9 mRNA hem de sgRNA, bir MEGAclear kiti (Life Technologies,
AM1908) kullanilarak saflagtirilmigtir. SgRNA sentezi asamalar1 asagida sirasiyla

verilmistir:

e PCR igin forward (ileri) ve reverse (geri) primerler tasarlanmistir. gRNA
DNA sablon dizisi, T7 promotor dizisinden, hedefe 6zgli gRNA'y1 kodlayan
diziden ve crRNA/tracrRNA'nin sabit bolgesinden olugsmaktadir.

e Sentetik gRNA sablonu ic¢in hedef F1 ve hedef R1 geri oligo-
niikleotitlerinin dizileri tasarlanmuistir.

e PCR amplifikasyonu ile gRNA DNA sablonu birlestirilmistir.
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e 0gRNA, Cas9 Nikleaz ile stabil bir kompleks olusturmak igin

mikroenjeksiyon kullanilarak proniikleus ve zigotlara aktarilmistir.

Cizelge 2.2: gRNA PCR reaksiyonu igin gerekli kimyasallar (GenCrispr sgRNA
Synthesis Kit).

Kimyasallar Miktar
(uL)
10x PCR Reaction buffer 5
10 uM Tracr RNA fragment 1
10 uM T7 Primer Mix 1
10 uM Target F1 oligonucleotide 1
10 uM Target R1 oligonucleotide 1
10 pM dNTP mixture 1
High-Fidelity polymerase 0,5
Nuclease-free water 39,5
Toplam Hacim 50
Cizelge 2.3: gRNA PCR reaksiyon kosullari
Adim Sicaklik (°C) Zaman Dongii Sayis1
On Denatiirasyon 94°C 3dk 1
Denatiirasyon 94°C 10 sn 32
Baglanma 55°C 15sn
Son Uzama 72°C 1dk 1
Saklama Kosullar +4°C o
Cizelge 2.4: MSTN genini iceren hedef dizi.
Hedef Dizi GCTGCTTGTTGCTGGCCCAGTGG
Cizelge 2.5: MSTN geni i¢in tasarlanan primer dizileri.
Forward (ileri) 5’-GGAAGCAGTAAGAGCAAGGAAA-3’
Reverse (geri) 5’-TCTTTGCTGATGTTAGGAGCTG-3’
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MSTN geni igin restriksiyon enzimi kesim dizisi:

CCCCTGGGYCAGCCcACAIGCAGC

Cizelge 2.6: MSTN geni i¢in referans sekans ve ¢ergeve kaydirma frekans orani.

CCATGCAAAAACTGCAAATCTTTGTTTATATTTACCT

Referans Sekans ATTTATGCTGCTTGTTGCTGGCC<>CAGTGGATCTGA
ATGAGAACAGCGAGCAGAAGGAAAATGTGGAAAAA
AAGGGGCTGTGTA

Cerceve Kaydirma

Frekansi 80.56

2.4 Zigotlarin Kiiltiirii

Fertilizasyonu takiben hiicrelerin timii 3 mg/mL BSA (fatty acid free), 20 uL/mL
esansiyel aminoasit soliisyonu, 10 pL/mL non-esansiyel aminoasit soliisyonu, 0.03
mg/mL piriivik asit, 0,04 mg/mL L-glutamin, 0,08 mg/mL kanamisin monosiilfat, 0,075
mg/mL penisilin G-potasyum tuzu, 0.05 mg/mL streptomisin siilfat ilaveli kiiltiir
medyumuna (SOF medyumu) transfer edilip % 5 CO,, % 5 O, ve % 90 N, anaerobik
ortamda ve 39 °C’de 8 giin kiiltiire edilmistir. Daha sonra bu embriyolardan DNA

izolasyonu yapilmig ve MSTN geninde knock-down olusumu incelenmistir.

2.5 DNA lzolasyonu

Ticari kit (Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kit)
kullanilarak, embriyolardan yiiksek saflikta DNA izole edilmisti. DNA
konsantrayonlart Qubit cihazi ile Ol¢lilmiistir. DNA izolasyonu asamalar1 asagida

sirasiyla verilmistir:

e Hiicreler kiiltiir medyumundan toplanmistir. Bunun igin ilk olarak hiicrelere
PBS ile yikama islemi uygulanmistir. Daha sonra PBS uzaklastirilmistir.

Tekrar PBS eklenerek hiicre kaziyici ile hiicreler kazinmis ve mikrosantrifii
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tiplere almmistir. 250x g’de 5 dakika santriflij yapilmistir. Siipernatant

uzaklagtirilmastir.

e  Hiicreler 200 pL TE Buffer eklenerek siispanse edilmistir. Uzerine 200 pL
Lizis Soliisyonu ve 20 uL Proteinaz K eklenerek pipetaj yapilmistir.

e Hiicreler 56°C’ye 1s1tilmis su banyosunda 10 dakika inkiibe edilmistir.

e Hiicrelere 20 uL RNase A Soliisyonu eklenmistir. Vorteks yapilmis ve oda
sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir.

e Hiicrelere 400 uL % 50’lik etanol eklenmistir ve vorteks yapilmustir.

e  Hiicre lizat1 2 mL’lik mikro santrifiij tiipiine yerlestirilmis olan Genelet spin

kolonuna aktarilmistir. 6000x g’de 1 dakika santrifiij yapilmistir.
e Mikro santrifiij tipti atilmistir ve GeneJet spin kolunu yeni bir mikro
santrifiij tlipline yerlestirilmistir.

e Spin kolona 500 pL Wash Buffer I eklenmistir. 8000x g’de 1 dakika
santriflij yapilmistir. Mikro santrifiij tlipii atilarak spin kolunu yeni bir mikro

santrifiij tlipline yerlestirilmistir.

e Spin kolona 500 uL. Wash Buffer II eklenmistir. 12 000x g’de 3 dakika
santrifiij yapilmistir.

e Mikro santrifiij tlipii atilmigtir ve spin kolonu steril bir 1.5 mL’lik

eppendorfa yerlestirilmistir.

e Genomik DNA'y1 elde etmek i¢in spin kolon membraninin merkezine 200
pL Eliisyon Buffer eklenmistir. Oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edilmistir
ve 8000x g'de 1 dakika santrifiijlenmistir.

2.6 DNA Miktarmin Olgiilmesi

Izole edilen DNA’larin 8l¢iimii icin hem Nanodrop spektrofotometre hem de QFX
Fluorometre (Denovix, USA) yapilmistir. Klorometri 6l¢iimde Denovix dsDNA High
Sensitivity Kit kullanilmigtir.
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DNA miktar1 6l¢iim asamalari su sekildedir:

e Kullanilmadan o6nce tiim soliisyonlarin oda sicakligina gelmesi beklenmistir.

Ardindan tiipler vortekslenerek kisaca santrifiijlenmistir.

eFloresan boya ile tampon ¢ozelti 1:100 oraninda Kkarigtirilarak c¢alisma
solisyonunu hazirlanmistir. Her bir standart ve bilinmeyen i¢in 190 pL c¢alisma
soliisyonu Kullanilmistir. Standart ve bilinmeyen sayisina yetecek kadar ¢alisma

sollisyonu taze olarak hazirlanmistir.

e Her standart veya bilinmeyen numune i¢in, ince ¢eperli 0,5 mL hacimli tiipe 190
puL calisma soliisyonu eklenmistir. Ardindan 10 pL standart ve bilinmeyen
ornekler ¢alisma sollisyonunun flizerine eklenmistir. Kit i¢erinde bulunan 0

ng/uL ve 25ng/uL standart olarak kullanilmistir.

o Test tilipleri oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan florometrik
oleiim yapilmistir. Olgiimler QFX Fluorometre cihazi kullanilarak Lineer

Regresyon modelinde hesaplanmistir. Degerler kaydedilmistir.

2.7 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Yeterli miktarda DNA konsantrasyonuna ve safligima sahip DNA’larda
hedeflenen MSTN geninin sekansini kapsayacak sekilde primerler tasarlanip polimeraz

zincir reaksiyonu islemi (Cizelge 2.7) gerceklestirilmistir.

Cizelge 2.7: MSTN genine ait PCR reaksiyon kosullart

Adim Sicaklik (°C) Zaman  Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95 5 dk 1
Denatiirasyon 95 45 sn
Baglanma 58 1sn 39
Uzama 72 90 sn
Son Uzama 72 10 dk 1
Saklama Kosullar: +4°C
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2.8 PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrolii

PCR reaksiyonundan sonra olusan bantlarin kontrolii agaroz jel elektroforezi ile
gerceklestirilmistir. Olusan driinlerin uzunluklart 100 bp plus Opti-DNA (Abm,
Canada) belirte¢ ile belirlenmistir. Elektroforez i¢in % 2’lik agaroz jel hazirlanip

yiiriitme islemi elektroforez cihazinda gergeklestirilmistir.

2.8.1 Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Hassas terazide 2 mg agaroz tartilmistir ve 200 mL’lik erlenmayer igerisine alinmistir.
Uzerine 100 mL % 1’lik TBE tamponu (Tris-Borat EDTA tamponu) eklenmistir ve
igerisindeki agaroz ¢oziinlinceye kadar mikrodalga firinda kaynatilmistir. Agaroz jel
karisgimi elle tutulabilecek sicakliga (50-55°C) distiigiinde 2 pL etidyum bromiir

eklenmistir.

Kenarlan 6zel lastiklerle kapatilmis elektroforez kabina kuyucuklari olusturmak
icin tarak yerlestirilmistir. Daha sonra hazirlanan jel tek bir kdseden hava kabarcigi
olugsmayacak sekilde kaba aktarilmistir. Jelin polimerlesmesi beklenmistir. Lastikler
cikarilip jel elektroforez tankina yerlestirilmistir. Elektroforez tanki igerisine % 1’lik
TBE tamponu eklenmis ve tarak cikarilmistir. Embriyodan izole edilen genomik
DNA’dan 10 pL ve yiikleme boyasindan (6x Loading Dye) 2 upL kanstirilarak
kuyucuklara yliklenmigtir. Yiikleme tamponu DNA’nin kuyucuklara ¢okmesini
saglamistir. Olusan bantlar 120 voltluk elektroforetik alanda (Cleaver Scientific) 45
dakika boyunca 1x TBE tamponu igerisinde yiiriitiilmiis ve Syngene Gene Genius

marka jel goriintiileme sistemi ile goriintiilenmistir. Tek bant goriintiisii elde edilmistir.

2.9 DNA Dizileme Analizi

Dizileme galismalar1 igin altin standart olan DNA sekans analizi, degisim yapilmamis
koyun ve MSTN geni degistirilen gruba ait PCR {irlinleri i¢in yapilmistir. Elde edilen
260 bg¢’lik PCR firiinii, MSTN geni i¢in DNA sekans analizine tabi tutulmustur. DNA
dizi analizi ABI 3500 (ThermoFisher Scientific, USA) cihazi ile gergeklestirilmistir.
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DNA dizileme analizi i¢in Oncelikli olarak temizleme islemi yapilmistir. Bu
amagcla 5 pL PCR iirtini ile 1 pL EXoSAP-IT (Applied Biosystems, UK) strip tiipte
birlestirilerek 37°C’de 30 dk ve 80°C’de 15 dk termal dongii cihazinda inkiibe

edilmistir.

Sekans PCR’1 i¢in BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(ThermoFisher Scientific) kullanilmis ve Tablo 2.8’te listelenen bilesenler her bir 6rnek
icin karigtirtlip 8’li strip tiiplere dagitilmistir. Daha sonra ornekler termal dongi

cihazinda inkiibe edilmistir.

Cizelge 2.8: Sekans PCR reaksiyonu i¢in gerekli kimyasallar.

Kimyasallar Miktar
(nL)

5x Sequencing Buffer 2
BigDye™ Terminator v3.1 1
Primer (Forward veya revers) 1
DNA Ornegi (ExoSAP ile temizlenmis) 2
Ultra Saf Su 4
Total Hacim 10
Cizelge 2.9: Sekans i¢in hazirlanan 6rneklerin PCR kosullar

Adim Sicakhk (°C) Zaman l;g'y‘i?

On Denatiirasyon 95°C 1dk 1

Denatiirasyon 95°C 10 sn

Baglanma 50°C Ssn 25

Uzama 60°C 4 dk

Saklama Kosullar: +4°C

Sekans PCR c¢alismasi tamamlandiktan sonra Ornekler Sephadex ile

temizlenmistir. Bu amagla, 1 gr Sephadex G-50 (Sigma Aldrich, USA) 14 mL ultra
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distile suda ¢ozdiiriiliip, ¢ozelti priifikasyon spin kolonu iizerine 800 uL ilave edilmistir.
DNA spin kolon 3500 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Mikro santrifiij tiipii atilarak
spin kolon yeni mikro santrifiij tiipiine yerlestirilmistir. Ardindan priifikasyon spin
kolonu igindeki Sephadex kolonun iizerine Sekans PCR’1 tamamlanan ornekler ilave
edilerek 3500 rpm’de 3 dk santrifiij yapilmistir. Toplama tiiplerindeki ornekler pleyt

kuyucuklarina dagitilarak DNA dizileme cihazinda analiz edilmistir.

Sekans sonucunda degisim yapilmamis koyun MSTN geni ile degistirilen MSTN
geni sekans verileri alt alta dizilerek (alignment) yapilmis degisikler ortaya

konulmustur.

32



3.BULGULAR
3.1 Cas9 mRNA ve sgRNA Uretimi

Hem Cas9 mRNA hem de sgRNA, bir MEGAclear kiti (Life Technologies) kullanilarak
saflastirilmistir. Cas9 Niikleaz ile birlikte ile koyun yumurtalarina verilmek iizere
sentezlenen sgRNA’lar 6ncesinde Nanodrop Spektrometrede Olglilmiistiir (Resim 3.1).
Yiiksek saflikta elde edilen sgRNA’lar, Cas9 Niikleaz ile stabil bir kompleks

olusturmak i¢in mikroenjeksiyon kullanilarak proniikleus ve zigotlara aktarilmistir.

Resim 3.1: sgRNA miktarinin Nanodrop Spektrometre 6lgiim sonuglart.

3.2 Yumurtalara sgRNA Verilmesi

Stereo mikroskop altinda, olgunlastirma medyumu (50 pl) igerisindeki
yumurtalarin Zona pellusidalarina 5-7 pm ¢apinda mikroenjeksiyon ignesi ile bosluklar
olusturuldu (Resim 3.2). Olgunlastirma medyumu igerisine 150 ng/ul sgRNA vel00
ng/ul Cas9-NLS enzimi eklendi. Cas9-NLS enziminin hedef bolgeyi kesmesi igin
medyum 24 saat boyunca 37 °C’de % 5 CO2’li ortamda inkiibatorde bekletildi.
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Resim 3.2: Mikroenjeksiyon ignesi ile yumurtalara bosluklarin agilmasi.

3.3 DNA izolasyonu

Ticari kit (Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kit)
kullanilarak, yumurta hiicrelerinden DNA izole edilmistir. DNA konsantrayonlari
Nanodrop cihazi ile 6l¢iilmiistiir (Resim 3.3).

Resim 3.3: DNA miktarlarinin nanodrop spektrometre 6l¢iimii
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Yeterli miktarda DNA konsantrasyonuna ve safligina sahip DNA’larda
hedeflenen MSTN geninin sekansini kapsayacak sekilde primerler tasarlanip Polimeraz

Zincir Reaksiyonu (PCR) islemi gergeklestirilmistir.

3.4 PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrolii

PCR reaksiyonundan sonra olusan bantlarin kontrolii agaroz jel elektroforezi ile
gergeklestirilmigtir. Olusan triinlerin uzunluklar1 100 bp plus Opti-DNA (Abm,
Canada) belirte¢ ile belirlenmistir. Elektroforez i¢in % 2’lik agaroz jel hazirlanip

yiiriitme islemi elektroforez cihazinda gergeklestirilmistir (Resim 3.4).

Resim 3.4: PCR iirtinlerinin agaroz jel elektroforezi ile dogrulanmasi.

3.5 Dizileme Analizi

DNA dizileme analizi, degisim yapilmamis koyun ve MSTN geni degistirilen gruba ait
PCR fiiriinleri i¢in yapilmigtir. Elde edilen 269 bg’lik PCR iiriinii, MSTN geni icin DNA

sekans analizine tabi tutulmustur. Sonuglar Resim 3.5 ve 3.6’da verilmistir.

35



" 27_YUMURTA_F 48p:1 [al=3 =]

1|GER G5G TWY GCA TCA MRM KRR 5GR YGY GT5 TGA TGA TKR KYC KKG WGR TRA TCM RAC ART RRA TCC TCA AGR CTA GRA GCC ATR ARR RTC CAR RTC CTC AGT AAG CTT CGC CTG GRA ACA GCT CCT RRC ATC 2GC
136|ARR GAT GCT ATR AGACRRCTT TTG CCC ARG GCT CCT CCR CTC CGG GAR CTG ATT GRT CAG TAC GRT GIC CRG AGR GaT GAC AGC AGC GAC GGC TCC TTG GRR GAC GAT GAC TRC CACGTTACGRR

/dk 27 YUMURTA _F 48p:2

Resim 3.5: Delesyon meydana gelmis olan 48 numarali 6rnegin sekans sonuglari.

" T1YUMURTA £ 41P1 ElEE

1/CGC CAG CCETTT CCT CAT GCAWMR 5TG CAG ATC TTT GTT TAT ATT TAC CTATTT ATG CTG CTT GTT GCT GGc cck BTG GAT CTG ART GAG AAC AGC GAG CAG RAG GAA AAT GTG GAA RRA ARG G55 CTG TGT
133 ART GCATGC TTG TGG AGR CAR ARC ART ARR TCC TCR AGR CTA GAR GCC ATA AR ATC CAR ATC CTC AGT ARG CTT CGC CTG GAR ACR GUT CCT ARC ATC AGC ARR GRA

Ak 27 YUMURTA F 4192 E\@

30 4 50 i 7
¢er1 ¢C1 71 76 T 1 TATRZI T TR2CCTITR2TTTITRT 6CT6¢CTITGE T TGEC T

N

Resim 3.6: 41 numarali MSTN geni degistirilmemis 6rneginin sekans sonuglari.

Sekans sonucunda degisim yapilmamis koyun MSTN geni ile degistirilen
MSTN geni sekans verileri alt alta dizilerek (alignment) yapilmis ve degisikler ortaya

konulmustur (Resim 3.7 ve 3.8).
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CLUSTAL O{1.2.4) multiple sequence alignment

EMBOSS_@91
EMBOS5_282

EMBOS5_881
EMBOS5_282

EMBOS5_881
EMBOS5_282

EMBOS5_881
EMBOS5_282

EMBOS5_881
EMBOS5_282

EMBOS5_881
EMBOS5_282

EMBOSS_2a1
EMBOS5_882

ATGCAAAAACTOCARATCTTTATTTATAT TTACCTATT TATGCTGCT TAGTTGCTGEICCA

GTEGATCTERATGAGAACAGCGAGCAGAAGGALAATGTGOAAAAAAAGGGECTATGTAAT

----------------------- GKA-GSGTWYGCATCAMRMKARSGRYGYGTSTGATGA
* & & & = & EEk

e s e A C A A TARATCCTCAAGACTAGAAGCCATARAAATCCAMATC

TEAKYCKKGWORTRATCMRACAATAAATCCTCAAGACTAGAAGCCATAAAAATCCAAATC
* & & = * e T e e e

CTCAGTAAGCTTCRCCTEEAAACARCTCCTAACATCAGCAAAGATAC TATAAGACAACTT

CTCAOTAAGCTTCGCCTGoAAACAGC TCCTAACATCAGCAAAGATOC TATAAGACAACTT
e e e e ey

TTECCCAAGECTCCTCCACTCOGOGAACTGAT TRATCAGTACGATAT CCAGAGAGATEAL

TTeCCCAAGOCTCCTCCACTCCGOaAACTGAT TRATCAGT ACGATGT CCARAGAGA TGAC
e L L e L ety

AGCAGCGACGECTCCTTEEAAGACGATGACTACCACGT TACGACGEAAACGETCATTACC

AGCAOCOQACOOCTCCTTOoAAGACGATEACTACCACGTTACOAS - - - - -- -~ -~ =~ - - -~
L L e

ATGCOCACGGAGT 373
------------- 26@

68

128
36

138
95

248
156

388
216

358
268

Resim 3.7: 48 numarali 6rneginin degistirilen MSTN gen bdlgesinin alignment sonuglart.

CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

EMEDSS @al
EMBOSS_@a2

EMBOSS_ @8l
EMBOSS @82

EMBOSS_@al
EMBOSS_@a2

EMEDSS @al
EMBOSS_ @a2

EMBOSS_ @8l
EMBOSS @82

EMBOSS_@al
EMBOSS_@a2

EMEOSS_@al
EMBOSS_@a2

ATEC AN TECAAATCTTTETTTATATTTACCTATTTATC ST e i pice (el
———————————— CAGATCTTTGTTTATATTTACCTATTTATGCTGCTTGTTGCTGGCCCA

Fook o e 3R e o o T o R O TG 30 B 0 R 0 o o e e o e 3 e o R o e o e 0 e o R o o SRR O

GTGEATCTGAATGAGAAC AGCGAGCAGAAGEAAAATGTGEAAAAANAGGEECTGTGTAAT
GTGEATCTGAATGAGAACAGCGAGCAGAAGCAAAATOTGOAAAAANAGGEECTGTGTAAT

e T e e e T e e e e bt bt et

GCATGCTTGTGEAGACAAAAC AATAAATCCTCAAGACTAGAAGCCATAAAAATCCAAATC
GrATGCTTGTGEAGACAAAAC AATARAATCCTCAAGACTAGARAGCCATALAAATCCARATC

2 s e o e s B o e s e e o e o e 3 e ot o e o e o e R B o e o e n e e s e o e e R e e Bk e SRR e

CTCAGTAAGC TTCECCTEEAAACAGC TCCTAACATCAGCAAAGATEGCTATAAGACAACTT
CTCAGT AAGC TTCGC CTEEAMACAGC TCC TAACATCAGCAAAGA — - -~ - - - - - - — -

2 o8 e o8 e e o B o i oA e 0 S0 0 e 38 e o o e o e o e 3o R0 o e 0% o o e o e e s e ok

TTGCCCAAGGCTCCTCCACTCOGOEAACTEGATTGAT CAGTACGATEGTCCAGAGAGATEAL

————————————— 212

Resim 3.8: Degisim olmamig MSTN geninin alignment sonuglart.
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4 TARTISMA

Son yillarda gen diizenleme niikleazlari, genetigi degistirilmis hayvanlar elde etmek icin
zaman, maliyet ve g¢abay1 azaltarak, transgenez alaninda devrim yaratmistir. Ciftlik
hayvanlarinda genetik modifikasyon, hayvanlarin evcillestirilmesiyle baslayan uzun bir
siireci icermektedir. Bununla birlikte, bugiine kadar pek ¢ok gevis getiren tiirde embriyo

tizerinde CRISPR/Cas9 sisteminin kullanimina dair literatiire rastlanilmamustir.

Transgenikler, yeni allellerin ve o6zelliklerin ¢iftlik hayvanlarina girmesine izin
veren ilk bliylik doniim noktasini isaret etmektedir. Bu, somatik hiicre niikleer transferi
(SCNT) ile kombinasyon halinde genetigi degistirilmis ¢iftlik hayvanlarinin
tiretilmesine olanak saglamaktadir. ZFN'ler, TALEN'ler ve CRISPR-Cas9 gibi genom
diizenleyicilerinin yakin zamanda kesfi ve basarili bir sekilde dogrulanmasi, artik SCNT
ihtiyacinmi atlayarak dogrudan zigotta genetik modifikasyona izin vermektedir. Genom
diizenleme yontemleri arasinda CRISPR-Cas?9, ciftlik hayvanlarinin genom diizenlemesi
icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Sistem, Cas9 proteinini (tek kilavuz RNA, sgRNA)
yiikklemeye izin veren evrensel bir dizi (tracr) ile birlikte bir kilavuz olarak 17-20
niikleotid RNA dizisi (aralayic1) kullanmaktadir. Onceden komplekslestirilmis bir Cas9
proteini ve sgRNA riboniikleoprotein kompleksi (RNP) hedef hiicreye veya embriyoya
iletildiginde, Cas9 hedef DNA bdlgelerinde ¢ift sarmalli kopmalar meydana
getirmektedir. Daha diisiik bir frekansta, ¢ift zincir kopmalari, homolog onarim
sablonunun varliginda homolojiye yonelik onarimdan (HDR) veya hataya a¢ik homolog
olmayan ug birlestirme (NHEJ) yollariyla daha yiiksek bir frekansta somatik hiicrelerde
koyun genomunu diizenleme fizibilitesini ve diizenleyicilerin zigotlara dogrudan

aktarimini saglamaktadir.

Genetik sikintilart onlemek igin muhtemelen birden fazla verimli hayvanda
diizenlemeler yapilmasi gerekecektir. Ancak, genom diizenleme ¢alismalarinda risk ve
kanita dayali, orantili ve kiiresel olarak uyumlu hale getirilmis uygun diizenleyici
cergeveler, arastirmanin gerceklesmesi icin gerekli izinler bir problem olarak
goriilmektedir. Genomik varyasyonla ilgili sorulara ek olarak, genetik olarak
tasarlanmis yavrularin gebelik ve dogum sirasinda annelerine genetik bilgiyi

aktarabilecegine dair endiselerde bulunmaktadir. Bu, genom diizenleme de dahil olmak
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tizere rekombinant DNA teknolojileriyle deneysel ¢alisma gerceklestirmenin maliyetini

daha da artirmakta ve ekonomik fizibilitesini ise azaltmaktadir.

Miyostatinin, iskelet kasi biiyiime inhibisyonunu diizenledigi bilinmektedir.
Belirli genleri diizenlemek i¢in kiimelenmis diizenli aralikli kisa palindromik tekrarlar
CRISPR/Cas9 teknolojisi kullanilarak ¢ok sayida genomu diizenlenmis hayvan
tiretilmistir. Bununla birlikte, bu teknigin koyunlarda uygulandigina dair az sayida
arastirma bulunmaktadir. Tiirkiye ise koyunlarda boyle bir caligma bulunmamakla
birlikte, CRISPR/Cas9 yontemi kullanilarak yapilan ¢aligmalar ¢ogunlukla hiicre hatlar

uzerinedir.

Bu aragtirmada, CRISPR-Cas9 teknolojisi kullanarak koyunlarda karkas miktarini
ve randimanini artirmak i¢in bir 6n ¢aligma yapilmistir. Hedef lokus olarak miyostatin
geni secilmis, sSgRNA ve Cas9'un sentetik mRNA's1 déllenmis koyun embriyolarina in
vitro olarak mikroenjeksiyonla aktarilmistir. Boylelikle, MSTN mutant koyun
embriyolar iiretebilmek i¢in CRISPR-Cas9 yonteminin basart ile ¢alistigi gosterilmistir.
Koyunlarda istenilen gen, CRISPR-Cas9 teknigi ve mikroinjeksiyon kullanilarak knock-
out edilebilecektir.

Bu arastirmada, embriyolarin yasamasi ve gelisimi, sgRNA ve Cas9 mRNA'larin
sitoplazmaya mikro enjeksiyonundan etkilenmedigi gézlemlenmistir. Scotti vd. (2015),
caligmalarinda mikroenjeksiyon sonrasi fotal kayip, dogum orani ve dogum sonrasi
hayatta kalma oranlarinda higbir farklilik tespit edilmedigini bildirmislerdir. Bu veriler,

mutant hayvanlarin evcil hayvanlar kadar saglikli oldugu fikrini akla getirmistir.

Son yillarda gen diizenleme niikleazlari, genetigi degistirilmis hayvanlar elde
etmek i¢in zaman, maliyet ve ¢abay1 azaltarak, transgenez alaninda devrim yaratmigtir
(Petersen vd., 2015). Bununla birlikte, tiirde CRISPR/Cas9 sisteminin ruminantlarda
kullanildigina dair literatiire rastlanmamustir (Ni vd., 2014; Niu vd., 2017). Bu
teknolojinin zigotlarin sitoplazmasina enjekte edildiginde embriyolarin hayatta kalmasi
ve in vitro geligme oranini olumsuz yonde etkilemedigi gosterilmistir. Bununla birlikte,
bolinme orani, daha dnce zona pellucidae kirilmasina ve mikroenjeksiyona gonderilen
zigotlarda gozlemlenen, kendiliginden mikroenjeksiyon i¢in gerekli olan embriyo

manipiilasyonundan etkilendigi gézlemlenmistir (Makarevich vd., 2005). Dollenmeden
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48 saat sonra hayatta kalan embriyolarin gelisimini siirdiirme ve dollenmeden sonraki 6.
giinde blastosist asamasina ulasma yeteneklerinde mikroenjeksiyonun higbir yan etkisi
bulunmamustir. Ek olarak, alicilara transfer edilen mikroenjekte embriyolarin % 41,5
gebe kalabildigi ve term donemine kadar gelistirildiginden, genel prosediir yliksek bir
dogurganlik oranina izin vermektedir. Teknigin etkinligi, somatik hiicre niikleer
transferi ve diger teknikler i¢in bildirilen iyi bilinen bir sorundan kaginarak gebelik
sirasinda higbir gebelik kaybinin olmamasi ile gosterilmistir (Kalds vd., 2020). Ayrica,
mutant hayvanlarin tiretimindeki verim oldukga yiiksek gézlemlenmistir. Benzer bir
calismada ileri evre olarak blastosit agsamasindan sonra dogum asamasi incelenmis olup,
sonuglarin dogumdan sonra dogrulandig: bildirilmistir. T7EI testi ve dizileme ile analiz
edilen 22 dogan kuzudan on tanesi mutant (% 45,5) gézlemlenmistir. Bu kuzulardan 5°i
(yani mutasyona ugramis olanlarin % 50'si), miyostatin eksikligi olan bir fenotipi
indiikleyen bialelik knock-out’lu yapida oldugu bildirilmistir (Ding vd., 2020). Bu
calismada, CRISPR/Cas9 sistemi ile alinan verim, ¢iftlik hayvanlarinda bildirilen diger
tekniklere gore daha yiiksek bulunmustur.

Genel olarak, proniikleer mikroenjeksiyonun bazi sonuglari, niikleer transferle
ilgili cesitli zorluklart ve iyi kalitede lentiviral vektorleri tiretmeye yonelik teknik
zorluklar ile transgenik teknolojilerin diinya ¢apinda yeni laboratuvarlara yayilmasini
sinirlandirmistir.  Yapilan bir ¢alismada, farelerin veya siganlarin CRISPR/Cas9
kullanilarak olusturulan mdx geninde mutasyona ugradigini gosterilmistir (Ge vd.,
2020). Baz1 ¢alismalarda (Wu vd., 2018), TALEN ile mutasyonun yavrulara
aktarilmamasi1 sonucu bildirilmistir. Koyunlarda yaptigimiz bu arastirmadan elde edilen
sonucglar, CRISPR/Cas9'un, somatik hiicre niikleer transferi ile karsilastirildiginda,
mutant hayvan iiretmek i¢in daha kolay, daha hizli ve daha etkili bir teknik oldugunu

gostermektedir.

CRISPR/Cas9 sisteminin yani sira ZFN'ler veya TALEN'lerin kullanilmasi
sonucu olusan beklenmeyen etkiler, belirli bir gen i¢in knock-out hayvanlari elde
etmeye calisirken sorun olabilmektedir. Bununla birlikte, bu olumsuz etkilerin ¢ogu,
genetigi degistirilmis hayvanlarda gozlemlenebilmektedir (Wu vd., 2018). Ayrica,
mutasyona ugramis koyunlarm evcil koyunlar ile tiremesi, yavrulardaki potansiyel

hedef dis1 mutasyonlarin seyreltilmesi ile sonuglanmistir (Fu vd., 2013). Daha fazla
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Ozgilliik isteniyorsa, bu zorlugun tistesinden gelmek i¢in, sadece bir DNA zincirini
veya daha diisiik etkiler gosteren daha kisa sgRNA'lar1 pargalayabilen Cas9
mutantlarinin iiretilmesi gibi stratejiler tasarlanmasi Onerilmektedir (Ran vd., 2013;
Rodriguez vd., 2019). Bizim arastirmamizda, sadece iki yumurta mutasyona ugratilmis
ve yalnizca bir kodlamayan bolge tespit edilmistir. Bu ¢alisma bir 6n ¢alisma niteliginde

oldugu i¢in olumsuz etkiler arastirilmamuistir.
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5. SONUC ve ONERILER

CRISPR/Cas9 teknolojisine daha fazla laboratuvar tarafindan kolay erisim ve eksojen
genler eklenmediginden, makul diizenleyici standartlar, hayvan endiistrisinde gen

diizenleme sistemleri i¢cin umut verici bir gelecek vadetmektedir.

CRISPR/Cas9 teknolojisi muhtemelen gelecekte, bu dizilerin homolog
rekombinasyon yoluyla sik ve yiiksek transgen ekspresyonuna izin veren lokuslarin da
dahil edilmesi yoluyla ¢ok daha yiiksek verimlilikle rekombinant proteinler iiretmek

i¢in, eksojen dizileri barindiran hayvanlar tiretmek i¢in de kullanilabilecektir.

Bu arasgtirmada, Tirkiye’de ilk kez CRISPR/Cas9 teknolojisi kullanarak
koyunlarda karkas miktarin1 ve randimanini artirmak i¢in bir 6n ¢alisma yapilmistir.
Hedef lokus olarak miyostatin geni se¢ilmistir. Bu amacla, SQRNA ve Cas9'un sentetik
mRNA's1 déllenmis koyun embriyolarina in vitro olarak mikroenjeksiyonla aktarilmistir
ve MSTN mutant koyun embriyolar1 basari ile tiretilebilmistir. Bu arastirma, koyunlarda
istenilen gende, CRISPR-Cas9 teknigi ve mikroinjeksiyon kullanilarak knock-out
edilebilecegini ortaya koymustur. Sonuglar yerli koyunlarmin itk yapisini bozmadan
verimlerinin de arttirilabilecegini gostermektedir. Ayrica, elde edilen sonuglar genetik
hastaliklara yonelik tedavi ¢alismalarina da fikir olusturacaktir. Hayvanlarin
verimlerinin artirilmas1 ve uygulanacak etkin 1slah g¢alismalariyla iilke ekonomisini
biiyiikk Ol¢iide katki saglanabilecektir. Sonugta hem insanlarin hem de hayvanlarin

saglikli yasamasina, ayrica iilkelerin de refah diizeyinin artmasina katki saglayacaktir.

Sonug olarak ¢alismamiz, kas biiylimesini ve viicut agirligini artirmak icin etkili
bir sekilde CRISPR/Cas9 sistemini kullanarak saglikli myostatin knock-out’lu
kuzularinin tretimi i¢in bir 6n adim olusturacaktir. CRISPR/Cas9 sistemi kullanarak
ciftlik hayvanlarinda verimlerin artirilmasi, yerli 1rklarinin  genetik yapilarinin

tyilestirmek i¢in daha fazla sayida ¢alismaya gereksinim bulunmaktadir.
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