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ÖZET 
 

KOYUNLARDA CRISPR-CAS9 YÖNTEMĠ KULLANILARAK VERĠM 

ARTIRMA OLANAKLARININ ARAġTIRILMASI 

 

KümelenmiĢ Düzenli Aralıklı Kısa Palindromik Tekrarlar (CRISPR)/Cas9 

teknolojisi, özellikle biyomedikal araĢtırmalarda olmak üzere çok sayıda uygulamaya 

sahip, kolay eriĢilebilir, programlanabilir ve hassas bir gen düzenleme aracıdır. Bu 

genom düzenleme sistemi, bakterilerde doğal olarak oluĢan bir bağıĢıklık sisteminden 

elde edilmektedir. Ancak, son dönemde ökaryotik hücrelerde de genom düzenleme 

amacıyla kullanılmaya baĢlanmıĢtır. CRISPR/ Cas9 genom düzenleme yöntemini 

kullanarak hayvanlarda verimini artırmak amacıyla kullanılabilir. Koyunlarda et, süt ve 

döl verimini etkileyen bazı genleri düzenleyerek, verimliliğin artırılması ve ıslah 

çalıĢmalarında kullanılabilirliği mümkün hale gelmiĢtir. Bu çalıĢmada, koyunlarda ve 

diğer hayvanlarda kaslarda artıĢ sağlayarak et verimini etkileyen MSTN genini knock-

out etmek amaçlanmıĢtır. ÇalıĢmada koyun oositleri kullanılmıĢ ve mikroenjeksiyon ile 

gen CRISPR/Cas9 yöntemi uygulanmıĢtır. Sekans analizleri sonucu MSTN geninin 

knock-out edilebildiği gözlemlenmiĢtir. Özellikle nüfusun giderek arttığı ve gıda 

sektöründe kısıtlılıkların yaĢandığı dönemlerde, hayvansal gıdaların yeterliliği önem 

taĢımaktadır. Türkiye‟de yetiĢtirilen yerli koyun ırklarının genetik yapısını bozmadan et 

verimlerinin artırılması, birim koyun baĢına verimin artırılması ve et açığının 

kapatılması bakımında yapılan bu çalıĢma önem taĢımaktadır. 

 

 

Anahtar Kelimeler: CRISPR, Cas9, MSTN, Koyun 
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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. 
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ÖNSÖZ 
 

 

GeliĢen dünya sektöründe ve yaĢanan iklim değiĢikliğinde dünyada gıda sektöründe bir 

azalma beklenmektedir. Bu nedenle et ve süt olmak üzere temel gıdalarımızdan 

maksimum verim alma mecburiyetindeyiz. Bu tez Crispr-Cas9 yöntemini kullanarak et 

üretiminin büyük bir kaynağı olan koyunlarda MSTN genini susturarak daha yüksek 

kapasite de et üretilmesini sağlamak amacıyla planlanmıĢtır. 
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1.GĠRĠġ 

 

1.1 Miyostatin Geni 

 

Büyüme ve farklılaĢma faktörü 8 (GDF8) olarak da bilinen miyostatin (MSTN), iskelet 

kası geliĢiminin ana düzenleyicilerinden biridir. MSTN geni, memeli türleri arasında 

yüksek oranda korunmuĢtur ve kas boyutunu küçültmek için neredeyse benzersiz bir 

Ģekilde hareket etmektedir. MSTN eksikliği olan hayvanlarda, çift kaslanma (double 

muscling) olarak bilinen iskelet kası kütlesinde bir artıĢ göstermektedir. MSTN'deki 

mutasyonlar, insanlarda olduğu gibi köpek, koyun, sığır, domuz dahil olmak üzere çok 

sayıda türde tanımlanmıĢtır. Miyostatin birçok dokuda (meme bezi dahil) eksprese 

edilmektedir, ancak en belirgin olarak iskelet kasında sentezlenmektedir. MSTN geni, 

evrim boyunca yüksek oranda korunmuĢtur ve üç ekson ile iki intron içermektedir 

(Aiello vd., 2018; Saitoh vd., 2020). 

 

ġekil 1.1: Miyoblast proliferasyonu ve farklılaĢması sırasında myostatin etkisi (Aiello 

vd., 2018). 
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Miyostatin, dönüĢtürücü büyüme faktörü (TGF-β) süper ailesinin bir üyesidir. 

Hayvan ve insan iskelet kası hücreleri tarafından ifade edilmekte ve kas büyümesini 

sınırlamakta ve protein yıkımını desteklemektedir. Transkripsiyonel ve epigenetik 

düzenleme ile hücre dıĢı bağlayıcı proteinlerin modülasyonu da dahil olmak üzere 

karmaĢık mekanizmalardan etkilenmektedir. Kas atrofisi ve kaĢeksiyi teĢvik etmedeki 

rolünden dolayı, miyostatin, deneysel modellerde ve farklı kas kaybı koĢullarından 

etkilenen hastalarda kas kütlesi kaybını önlemek için umut verici bir terapötik hedef 

olarak denenmektedir. Yapılan çalıĢmalar, miyostatinin iskelet kası büyümesini 

düzenlemenin ötesinde, obezite, insülin direnci, kardiyovasküler ve kronik böbrek 

hastalığı gibi birçok fizyolojik ve patolojik süreçte rol oynayabileceğini göstermektedir 

(Esposito vd., 2022; Hill vd., 2012; Monestier vd., 2012). 

Diğer TGF-β süper aile üyelerine benzer Ģekilde miyostatin, salgılama için bir 

sinyal dizisi görevi gören hidrofobik amino asitlerin bir N-terminali (NH2) çekirdeğini 

taĢıyan bir öncü protein (375 amino asit) olarak sentezlenmektedir. Miyostatinin C-

terminali (COOH) bölgesi, homodimerizasyon ve TGF-β süper aile üyelerinin ayırt 

edici bir özelliği olan "sistein düğümü" yapısının oluĢumu için kullanılan dokuz 

korunmuĢ sistein amino asidine sahiptir. 52 kDa miyostatin öncü proteininin proteolitik 

iĢlenmesi, serin proteaz furin veya proprotein dönüĢtürücü ailesinin diğer üyelerinin 

etkisiyle RSRR bölgesindeki golgide meydana gelmektedir (Mosler vd., 2011; Sharma 

vd., 2015). 

Miyostatin (MSTN), geliĢmiĢ glikoz homeostazıyla bağlantılı fiziksel egzersiz gibi 

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

Miyostatin, iskelet kası kütlesinin bilinen negatif düzenleyicisidir. Ġskelet kası 

katabolizması dönemlerinde miyostatin ekspresyonu artmakta ve bu da ubikuitin 

proteazom yolunun artan aktivitesi ile sonuçlanmaktadır. Ġskelet kası anabolizması 

dönemlerinde miyostatin, uydu hücre aktivasyonuna ve hipertrofi ile sonuçlanan nihai 

farklılaĢmaya izin vererek azaltmaktadır. Bununla birlikte, son çalıĢmalar, miyostatinin 

yokluğunda hipertrofinin, uydu hücrelerinden çok az veya hiç girdi olmadan meydana 

gelebileceğini ve dolayısıyla yapısal kas lifi proteinlerinin sentezini ve dönüĢümünü 

modüle ederek miyonükleer alanı artırabileceği bildirilmiĢtir (Dalbo vd., 2012; Lu vd., 

2012). 
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MSTN'nin ifadesi kas fibrili tipine özgüdür ve en büyük MSTN miktarı, miyozin 

ağır zincir (MHC) tip IIb'den oluĢan fiberde bulunmaktadır. MSTN, kas atrofisinde rol 

oynayan gen transkripsiyonunda bir artıĢa yol açan smad2/3'ü aktive etmek için aktivin 

reseptörü IIB üzerinden hareket etmektedir. Kas hipertrofisi, kalsiyuma bağımlı 

proteolitik sistem kalpainleri ve kalpastatin gibi proteolizin inhibisyonu ile 

Akt/mTOR/p70s6K yolu yoluyla protein sentezinde artıĢa neden olan iki mekanizma 

sonucu Ģekillenmektedir (Hadj vd., 2012). 

 

1.1.1.Miyostatin Geninin Koyunlardaki Önemi  

 

Memelilerde, insan, keçi, koyun, domuz ve inek MSTN promotörlerinin dizi hizalaması, 

beĢ korunmuĢ diziyi ortaya çıkarmıĢtır. MSTN ekspresyonunun çeĢitli fizyolojik 

koĢullar altında düzenlenmesi kapsamlı bir Ģekilde incelenmiĢ ve daha yüksek 

omurgalılarla karĢılaĢtırıldığında, teleostlarda MSTN promotörlerinin transkripsiyon 

düzenlemesi yeterince anlaĢılmamıĢtır (Xue vd., 2012). 

Miyostatinin kuzu ve koyunların üzerindeki etkileri kas kütlesini artırmaktadır. 

Yapılan çalıĢmalarda miyostatinin ekspresyonu azalan kuzu ve koyunlar da yağsız kas 

kütlesinin arttığı tespit edilmiĢtir. Haynes vd. (2013), Miyostatin g+6723G>A alleli olan 

kuzularda allelik durum ile miyostatin içeriği arasında iliĢkisi incelenmiĢtir. Miyostatin 

(MSTN) g+6723G>A mutasyonuna sahip kuzuların daha büyük bir kas kütlesine sahip 

olduğu ve bunun miyostatin miktarındaki azalma ile iliĢkili olduğu düĢünülmektedir. 

Yapılan bir araĢtırmada (Hickford JG., 2009) Poll Dorset X Beyaz Suffolk koç (MSTN 

A/G), 35 White Suffolk X Border Leicester koyunuyla (MSTN A/G, n=21 ve MSTN 

G/G, n=14) çiftleĢtirilmiĢ ve bu çiftleĢtirme sonucu A/A (n=9), A/G (n=21) ve G/G 

(n=14) genotiplerine sahip 44 kuzu elde edilmiĢtir. Bir haftalık kuzulardan elde edilen 

kas örneklerinde miyostatin proteini düzeyi A/A ve A/G genotiplerinde G/G yapısındaki 

kuzulara kıyasla daha az olduğu bildirilmiĢtir. Miyostatinin plazmadaki düzeyinin 

genotipler arasında farklılık göstermediği ancak kuzuların yaĢları ilerledikçe arttığı 

ifade edilmiĢtir. MSTN A/A genotipindeki kuzularının 12. ve 13. kaburga arasındaki 

belgözü kasının enine kesitinde daha fazla kas lifi (P=0.02) olduğu belirlenmiĢtir. 

Bilgisayarlı tomografi taraması sonucu A/A genotipindeki kuzuların G/G genotipindeki 
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kuzulardan daha fazla karkas (P=0,002), daha az yağ (P=0,009) ve daha düĢük organ 

(kalp, karaciğer, dalak ve böbrekler) kütlesine sahip olduğu bildirilmiĢtir. Yapılan 

çalıĢma sonucu, MSTN g+6723G>A mutasyonu bakımından homozigot kuzuların 

karkas özelliklerinde, organ ağırlıklarında ve kas lifi sayısında değiĢiklikler olduğunu 

göstermektedir (Hickford JG., 2009) 

Koyunlarda miyostatin etkilerini incelemek için yapılan bir diğer çalıĢmada (Tang 

vd. 2012), MSTN gen ekspresyonunun genetik manipülasyon ile kontrol edilmesi, 

koyunlarda kas büyümesini ve et üretimini hızlandırabileceği üzerine kurgulanmıĢtır. 

Tang vd. (2012) yaptığı çalıĢmada, koyun MSTN genini hedef alan birkaç siRNA 

tasarlanmıĢ ve bunların interferans etkinlikleri in vitro olarak değerlendirilmiĢ ve 

siRNA'lardan biri olan PSL1'in, MSTN ekspresyonunu önemli ölçüde aĢağı (down) 

regüle edebildiği gösterilmiĢtir. Tang vd. (2012) yaptığı bu araĢtırmada PSL1, bir 

siRNA ekspresyon lentivirüs vektörü oluĢturmak için lentivirüs vektörü GP-

Supersilencing'e bağlanmıĢtır. Fibroblast hücreleri, lentivirüs partikülleri ile enfekte 

edilmiĢ ve pozitif hücreler akıĢ sitometrisi ile izole edilmiĢtir. Pozitif hücrenin 

çekirdeği, çekirdeksiz koyun oositlerine aktarılmıĢtır. Oositlerin mikroenjeksiyonla 

enükleasyonundan sonra, yeniden yapılandırılmıĢ embriyoların yaklaĢık % 20'si 

morulalara dönüĢtürülerek bir floresan mikroskobu kullanılarak güçlü yeĢil floresan 

gözlemlenmiĢtir. Bu yöntemin, transgenik hayvanlar için somatik hücre çekirdeği 

transferi için transgenik hücre dizisi üretmek için kullanılabileceği ifade edilmiĢtir 

(Tang vd. 2012). 

Miyostatin geninin az üretilmesi koyun ve kuzular da yağsız kas miktarını 

arttırdığı tespit edilmiĢtir (Buehring ve Binkley, 2013). Bu genin çalıĢmasının 

yavaĢlatılması veya durdurulması çiftlik hayvan üretimine de katkı sağlayabilir. 

 

1.2. Genetik Manipülasyon 

 

Gen düzenleme teknikleri, transgenik hayvanlar oluĢturma, gen fonksiyonunu analiz 

etme, hastalık modelleri geliĢtirme veya ilaç geliĢtirme dahil olmak üzere çok çeĢitli 

araĢtırmaları kapsamaktadır. Monoklonal antikorlar, enzimler ve büyüme hormonları 

gibi belirli proteinlerin taĢınması, boyutları nedeniyle bazı engellerle karĢılaĢmaktadır. 
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Bu zorluklar, bilim insanlarını alternatif yaklaĢımları keĢfetmeye ve gen düzenlemede 

ilerlemelere yol açmaktadır. Farklı araĢtırmalar, canlı hücrelerin genetik yapısını 

değiĢtirebilecek yöntemler sunmaktadır (Yeo vd., 2018). Genom düzenleme stratejileri 

son otuz yılda geliĢmiĢtir ve günümüzde bu alanda meganükleazlar, çinko parmak 

nükleazları, transkripsiyon aktivatörü benzeri efektör nükleazlar ve kümelenmiĢ düzenli 

aralıklı kısa palindromik tekrarlar (CRISPR)/CRISPR ile iliĢkili protein 9 (Cas9) 

(CRISPR/Cas-9) sistemi gibi dört tip programlanabilir nükleaz bulunmaktadır (Long 

vd., 2016). 

Her programlanabilir nükleazın kendine has özelliği bulunmaktadır. Bu da 

araĢtırmacılara geniĢ bir uygulama yelpazesi için gen düzenleme araçları için en uygun 

yöntemi seçmesine olanak sağlamaktadır (Khalil, 2020). Genom 

düzenleme/mühendislik teknolojisi, belirli bir özelliği değiĢtirmek için tam olarak 

manipüle edilen hücre veya organizma genomlarının oluĢturulmasında devrim niteliği 

taĢımaktadır (Yi ve Li 2016). Potansiyel uygulamalar, insan sağlığı ve tarım 

uygulamalarını içermektedir. Yapıların hedef hücre veya organizmaya sokulması, 

genom mühendisliğinde önemli bir adımlardandır.  

Doğru ve verimli genom düzenleme, gen mühendisliği için çok önemlidir. 

Teknolojideki geliĢmeler, genom modifikasyonunda yeni tekniklerin ortaya çıkmasına 

olanak sağlamaktadır. Genom düzenleme için en temel araçlar arasında transkripsiyon 

aktivatör benzeri efektör nükleazlar (TALEN'ler) ve çinko parmak nükleazları (ZFN'ler) 

gibi enzimler bulunmaktadır. Genom düzenleme araçları ortak bir özellik tarafından 

tanımlanmakta ve genomda istenen yerlere DNA çift zincir kırıkları (DSB'ler) eklemek 

için tasarlanabilir. DSB, hücrenin doğal DNA onarım mekanizmasını aktive etmektedir 

ve bu mekanizma, değiĢikliklerin genoma uygulanmasının etkinliğini arttırmak için 

kullanılabilir (Rodríguez vd., 2019). KümelenmiĢ Kısa Palindromik Tekrarların KeĢfi 

(CRISPR); ekzojen ve mobil genetik faktörlere karĢı spesifik ve kazanılmıĢ bağıĢıklık 

sağlayan adaptif bir prokaryotik bağıĢıklık sistemi (CRISPR-Cas) olarak 

tanımlanmaktadır (Janik vd., 2020).  

Üç ana gen düzenleme tekniği, belirli DNA dizilerini tanıyan ve bunlara bağlanan 

molekülleri içermektedir. AraĢtırmacılar, hemen hemen her gende genetik ve epigenetik 

değiĢiklikleri yapabilmek için özel moleküller kullanabilmektedir (Cho vd., 2013). Bu 
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moleküller endonükleazlarla birleĢerek homolog olmayan uç bağlantılar (NHEJ) 

kullanılarak onarılabilen DSB'ler üretebilir, bu da genellikle küçük rastgele indel 

mutasyonlarına veya DNA'nın her iki tarafında homolog bir donör DNA'nın varlığında 

HDR'lere neden olmaktadır. Bir bölünme bölgesi mevcutsa, hedef genin yeni veya 

onarılmıĢ versiyonlarını oluĢturmak için kullanılabilir. Bölgeye özgü DNA tanıma 

molekülü, gen ekspresyonunu yukarı veya aĢağı regüle etmek için bir efektör molekül 

ile de birleĢtirilebilir (Rothschild, 2020). 

Genom düzenleme araçları, genomun verimli ve hassas Ģekilde iĢlenmesini sağlar. 

Hayvanların genom modifikasyonunu geliĢtirme yeteneği, hastalık direncini, üretkenliği 

veya doğurganlığı iyileĢtirmenin yanı sıra yeni biyomedikal modeller oluĢturmak için 

kullanılabilir (Carlson vd., 2012). Bugüne kadar, genom düzenleyici mRNA'nın çiftlik 

hayvanları zigotlarına doğrudan enjeksiyonu ile ilgili olarak, bu teknoloji, düzenlenmiĢ 

genomlara sahip domuzların üretilmesiyle sınırlı kalmıĢtır.  

 

 

ġekil 1.2: Gen düzenleme teknolojilerinde kullanılan dört endonükleazın Ģematik 

diyagramı. (Khalil 2020) 
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Gen düzenleme teknolojilerinde kullanılan dört endonükleazdan Meganükleaz 

(MegN), genellikle DNA substratını bir homodimer olarak ayırmaktadır (ġekil 1.2-A). 

Çinko parmak nükleazında (ZFN), FokI bölünme alanı tarafından tanınan, kısa bir 

aralayıcı diziyi çevreleyen, iki çinko parmak monomerinden oluĢan hedef bölgeleri 

tanımaktadır (ġekil 1.2-B). Transkripsiyon aktivatör benzeri efektör nükleaz (TALEN) 

iki monomerden oluĢmakta ve DNA'yı kesmek için bir fok1 nükleaz alanını çevreleyen 

hedef bölgeleri tanımaktadır (ġekil 1.2-C). CRISPR/Cas9 sisteminde ise, iki nükleaz 

alanına sahip bir Cas9 proteininden oluĢmaktadır (ġekil 1.2-D).  

Hastalık modellemeden tarımsal tedaviye kadar çok çeĢitli gen düzenleme 

uygulamalarını yakalamak için, teknolojinin çeĢitli yaklaĢımlar kullanarak çok farklı 

türlere kolayca uygulanabilir olması gerekmektedir. TALEN yönteminde, mRNA'nın 

zigota enjeksiyonu ile transgenik sığır ve koyun üretebileceği gösterilmiĢtir. Ayrıca, 

yumurta toplama, in vitro fertilizasyon ve zigot mikroenjeksiyonunun belirtilen 

özellikte genetiği değiĢtirilmiĢ buzağıların üretilmesine olanak sağlayan hayvancılık 

endüstrisinde gen düzenleme uygulaması için önemli bir yenilik içermektedir. Bu 

yenilik, gen susturma için somatik hücre nükleer transferine veya istenen allellerin 

hedef genetik çizgiye gen aktarımına pratik olarak bir alternatif sağlamaktadır 

(Proudfoot vd., 2015). 

Çinko parmak nükleazları (ZFN'ler) ve transkripsiyon aktivatör benzeri efektör 

nükleazlar (TALEN), geçmiĢte birçok hücre hattını ve organizmayı modifiye etmek için 

kullanılmıĢtır (Wang vd., 2016). CRISPR/Cas teknolojisindeki en son geliĢmeler, 

hedeflenen lokusların genom düzenlemesi için verimli bir araç sağlamaktadır. Bu 

sistem, aynı anda birkaç yeri değiĢtirme avantajına sahiptir. Spesifik genetik 

değiĢikliklere sahip koyunlar üremeye yardımcı olabilir (Niu vd., 2017).  

CRISPR/Cas9 sisteminin geliĢtirilmesinin büyük bir bilimsel atılım olduğu ve gen 

düzenlemeyi daha eriĢilebilir hale getirdiği bildirilmektedir. TALEN'ler ve ZF'ler 

tarafından kullanılan protein güdümlü DNA bölünmesinden farklı olarak, 

CRISPR/Cas9, bölgeye özgü bir DSB'yi tanıtmak için küçük bir RNA'ya 

bağlanmaktadır (Jo vd., 2015). Endonükleaz Cas9'un DNA hedef dizisiyle eĢleĢmesi 

için 20 nükleotidlik bir kılavuz RNA‟nın (sgRNA) ve hedef DNA ile baz çiftleri 

oluĢturan bir protospacer contig DNA'nın varlığı gerekmektedir. Motif (PAM), 
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kullanılan Cas9 proteininin bakteri türlerine göre değiĢen tamamlayıcı bölgesine bitiĢik 

kısa bir DNA dizisidir. sgRNA'nın Cas9 nükleazını ilgili herhangi bir DNA dizisini 

hedeflemesi için yönlendirdiği bu iki yönlü sistem, ZF ve TALEN'i içeren zahmetli 

protein tasarım sürecinin yerini aldığı ifade edilmektedir (Jacinto vd., 2020). 

Genom düzenleme hedefine ulaĢmak için prokaryotların adaptif bağıĢıklık 

sistemini kullanan bir dizi yeni keĢif, biyolojik bilimler üzerinde dönüĢtürücü bir etki 

yaratmaktadır. Kısa düzenli aralıklı palindromik tekrarların (CRISPR) ve CRISPR 

bağlayıcı proteinlerin (Cas) keĢfi, dünya çapında binlerce laboratuvarda genetik 

araĢtırma uygulamalarını değiĢtirmiĢ ve gen tedavisine yaklaĢım yeniden 

tanımlanmaktadır (Basu vd., 2015). Terapötik olarak transgenik viral vektörlere 

bağımlılık hem insersiyonel onkogenezde hem de immünojenik toksisiteye neden 

olabileceğinden, geleneksel gen tedavisi bazı endiĢeleri gündeme getirmektedir. Viral 

vektörler önemli bir dağıtım aracı olmaya devam ederken, CRISPR teknolojisi, bölgeye 

özgü gen düzenlemeye nispeten basit ve verimli bir alternatif sunarak geleneksel gen 

terapisinin ortaya çıkardığı bir dizi endiĢeyi ortadan kaldırmaktadır. Avantajlarına 

rağmen, CRISPR/Cas9 yönteminin de dezavantajları bulunmaktadır (Salsman ve 

Dellaire 2017).  

 

1.2.1.CRISPR Gen Terapisinin Verilmesi 

 

CRISPR araçlarının uygulanma Ģekli, güvenliklerini ve tedavinin etkinliğini büyük 

ölçüde etkilemektedir. Virüsleri kullanan geleneksel gen tedavisi yöntemleri, 

immünotoksisite ve istilacı kanser riski açısından araĢtırılmıĢ olsa da, AAV vektörleri, 

CRISPR gen tedavisi için önemli bir dağıtım aracı olmaya devam etmektedir ve yüksek 

verimlilikleri nedeniyle yaygın olarak kullanılmaktadır. CRISPR uygulama seti, Cas9 

ve gRNA dahil olmak üzere bileĢenlerini kodlayan bir DNA plazmidi olarak 

paketlenebilir veya Cas9 mRNA ve gRNA olarak temin edilebilmektedir (Uddin vd., 

2020). 

CRISPR nükleik asitleri, elektroliz/nükleofeksiyon veya mikroenjeksiyon yoluyla 

hedef hücrelere aktarılmakta veya bu amaçla AAV vektörlerine paketlenerek virüsle 

bağlantılı riskler önlenmektedir. Bununla birlikte, mikroenjeksiyon teknik olarak zor 
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olsa da ve sadece ex-vivo uygulama için kullanılabilmektedir. Elektromiyografi, yaygın 

olarak ex-vivo tercih edilmekle birlikte belirli hedef dokular için in-vivo olarak da 

kullanılabilmektedir. Bununla birlikte, elektrik akımı ile hücre zarına nüfuz etmek için 

gereken yüksek voltaj Ģoku toksik olabilmekte ve tedavi edilen hücrelerin kalıcı olarak 

stabilizasyonuna yol açabilmektedir. Viral toksisiteye ek olarak, CRISPR bileĢenlerinin 

AAV ile aktarımı, ekspresyonun uzun ömürlü olmasını sağlayarak daha yüksek OTE 

insidansı ile sonuçlanmaktadır. Ek olarak, Cas9 proteini ve gRNA'nın bir RNP 

kompleksi (sgRNA ribonükleoprotein) olarak teslimi, geçici ekspresyon ve hızlı hücre 

temizliği yoluyla düzenleyici verimliliği korurken OTE'yi azaltmaktadır (Uddin vd., 

2020).  

CRISPR/Cas9 düzenlemeleri, hücrelerin hastanın dıĢında genetik olarak 

değiĢtirilerek yeniden verildiği ex-vivo veya CRISPR bileĢenlerinin doğrudan 

hücrelerin düzenlendiği hastaya iletilmesiyle in vivo olarak yapılmaktadır (ġekil 1.3). 

Her iki sistem de avantajları ve zorlukları ortaya bulunmaktadır (Bolotin vd., 2005). 

CRISPR/Cas9 veya RNP kompleksini kodlayan nükleik asitler, dağıtım araçlarına 

paketlenebilir. Ex-vivo düzenleme, hastadan hedef hücrelerin çıkarılmasını, hücre 

kültürünü ve in vitro geniĢletmeyi, istenen düzenlemeleri sağlamak için CRISPR 

bileĢenlerinin verilmesini, düzenlenmiĢ hücrelerin seçilmesini, geniĢletilmesini ve son 

olarak da terapötik olarak düzenlenmiĢ hücrelerin hastaya yeniden verilmesini 

içermektedir. Canlılarda, CRISPR kargosu hastaya intravenöz infüzyonlar yoluyla 

sistemik olarak veya doğrudan hedef dokuya enjeksiyonlarla lokal olarak 

verilebilmektedir (Uddin vd., 2020). 

Ex-vivo aktarımın, gen düzenleme aracına maruz kalmadıkları için düzenlenmiĢ 

hücrelere göre daha fazla güvenlik, teknik fizibilite ve daha sıkı kalite kontrolünü gibi 

avantajları bulunmaktadır. Bununla birlikte bu yaklaĢım, kapsamlı genetik 

manipülasyon ve kültürden sonra hastanın dıĢındaki hücrelerin in vivo hayatta kalması 

ve fonksiyonel bakımı gibi zorlukları da içermektedir. Bunlara ilaveten, etkili bir 

engraftrasyon için yeterli bir hücre kaynağı gerekmektedir. Hematopoietik kök ve 

progenitör hücreler (HSPC'ler) ile T hücreleri hematopoietik progenitör hücreler gibi 

kültürde hayatta kalabilen ve büyüyebilen belirli hücre tipleri bu yöntemi 

sınırlandırmaktadır (Uddin vd., 2020). 
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ġekil 1.3: CRISPR terapisinin uygulanmasının Ģematik gösterimi ( Uddin vd., 2020).  

 

1.3. CRISPR Sistemi  

 

Genom düzenleme teknolojileri aracılığıyla meydana getirilen mutasyonlar ile doğal 

olarak meydana gelen genetik mutasyonlar ve varyasyonlar arasında herhangi bir fark 

bulunmadığından dolayı günümüzde bu teknolojilerin genom düzenleme amacıyla farklı 

alanlarda kullanımı giderek yaygınlaĢmaktadır. 

Son yıllarda, yeni nesil genom düzenleme araçları olan ZNF, TALEN ve 

CRISPR/Cas sistemleri yaygın olarak kullanılan güçlü genom düzenleme teknolojileri 

olarak bilinmektedir. Bu teknolojiler arasında özellikle CRISPR/Cas (Düzenli Aralılarla 

KümelenmiĢ Kısa Palindromik Tekrarlar/CRISPR ĠliĢkili Proteinler) teknolojisi, ZFN 

ve TALEN‟den farklı olarak basit olması, uygulanabilirliği, daha az zaman alması ve 
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uygun maliyeti sebebiyle ökaryotik genom düzenlemesine izin vermesi bakımından bu 

alanda devrim niteliği taĢımaktadır (Topçu ve Duran, 2021). 

Bakteriler ve çoğu arke tarafından kullanılan CRISPR/Cas9 sistemi, yabancı bir 

genetik materyalin tanınması ve RNA aracılı nükleazlar ile yüksek özgüllükle 

kesilmesine imkan veren, spesifik ve dıĢ kaynaklı genetik elementlere karĢı adaptif 

immünite sağlamaktadır. Böylelikle, bakteri ve arkeler kendi genomlarını yabancı 

genetik materyallere karĢı koruyabilmektedir. Son zamanlarda CRISPR dizileri ve Cas 

proteinlerinin adaptif immünite haricinde hücre içerisinde farklı mekanizmalar ile gen 

ve genom düzenlemede aktif rol aldığını gösteren çalıĢmalar bulunmaktadır (Gök ve 

Tunalı, 2016). 

CRISPR/Cas9 sistemi, ilk olarak 1987 yılında, Escherichia coli bakterisinin 

genomunda keĢfedilmiĢtir. CRISPR ifadesi E. coli genlerinde keĢfedilen tekrarlayıcı 

olmayan DNA uzantılarıyla çevrili ardıĢık tekrarlar anlamını nitelerken, Cas9 ifadesi de 

CRISPR ile iliĢkili DNA endonükleaz enzimlerini nitelemektedir. Ġlerleyen yıllarda bu 

tekrar dizileri farklı bakteri ve arkelerde de gözlemlenmiĢ, fakat bu dizilerin iĢlevleri, 

2005 yılına kadar detaylı bir Ģekilde aydınlatılamamıĢtır (Gök ve Tunalı, 2016). Üç 

farklı araĢtırma ekibinin yaptığı çalıĢmalar sonucunda, CRISPR bölgesindeki tekrar 

sekanslarının bir bakteriyi önceden enfekte etmiĢ olan bakteriyofaj genomları ve 

plazmid dizileri ile büyük oranda aynı olduğu ortaya koyulmuĢtur. Yapılan bu 

gözlemler neticesinde, CRISPR dizilerinin aslında bakteri ve arkelerin, kendilerini virüs 

ve diğer parazitlerin sebep olduğu enfeksiyonlara karĢı korumak için tasarlanmıĢ 

nükleik asit tabanlı yeni bir immün sistemin parçası olabileceği fikrini meydana 

getirmiĢtir (Peter vd., 2015). Yapılan bir çalıĢmada Streptococcus thermophilus 

bakterisi farklı fajlar ile kültüre alınmıĢ ve fajlara dirençli olan mutantları tespit 

etmiĢlerdir. Faja direnç gösteren S. thermophilus suĢlarının DNA‟sının CRISPR 

bölgesinin dizilenmesi sonucu bu bölgenin bakteriyi enfekte eden fajın DNA‟sından 

gelen yeni aralıklı parçaları kapsadığı gösterilmiĢtir (Barrangou vd., 2007). Ayrıca, bu 

yeni aralıklı parçaların sayısının da bakterinin faja olan direnç derecesiyle iliĢkili olduğu 

ortaya konulmuĢtur.  
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ġekil 1.4: CRISPR sisteminin tarihsel geliĢimi. 

 

CRISPR‟ın bakteri bağıĢıklığındaki yeri yapılan çalıĢmalar ile kanıtlandıktan 

sonra 2010‟da diğer iĢlevleri ve mekanizmaları da aydınlatılmaya baĢlanmıĢtır. Genom 

düzenleme çalıĢmaları araĢtırma safhasında olsa da, araĢtırmacılar birçok biyoteknoloji 

uygulamasında doğal olarak gerçekleĢen CRISPR sisteminden faydalanmıĢtır (Horvath 

vd., 2008). CRISPR Tip II sisteminin, iĢlevsel mekanizmalarının gösterildiği iki çalıĢma 

ile genom düzenlemede kullanılabilecek basit bir yöntem olduğu gösterilmiĢtir (Hsu 

vd., 2014). Ġlk kez S. thermophilus‟da Cas9‟un Cas genlerindeki hedeflenen DNA 

bölgesinde kesim yapabilen tek enzim olduğunun ispatlanmasından sonra, Cas9 

enziminin RNA hedeflemesinde yardımcı olan kodlayıcı olmayan tracrRNA (trans- 

aktive edici CRISPR RNA)‟lar keĢfedilmiĢtir. Cas9 ve endojen RNAaz III‟ün birleĢimi 

ile meydana gelen bu tracrRNA‟lar, CRISPR dizilerinin olgun crRNA‟ya 

transkripsiyonunda iĢlev görmektedir (Deltcheva vd. 2011). Cas9, olgun crRNA ve 

tracrRNA‟lar CRISPR Tip II‟nin üç ana elemanıdır. 

CRISPR Tip II‟nin taĢınabilir bir sistem olduğunun gösterilmesinin ardından tip II 

bölgesi E. coli‟ye aktarılmıĢ ve böylece CRISPR siteminin diğer bakteri suĢlarında 

tekrar düzenlenebilir olduğu ispatlanmıĢtır (Sapranauskas vd., 2011). Bir çalıĢma ekibin 

2012 yılına kadar yaptığı biyokimyasal deneyler sonucunda, iki farklı Streptococcus 

suĢunun Cas9 enzimi, hedeflenen DNA bölgesinde in vitro kesim için crRNA tarafından 

yönlendirilebilmiĢtir (Jansen vd, 2002). Ayrıca, bu çalıĢmalar ile alınan sonuçların 

doğruluğu daha önce yapılan çalıĢmalar tarafından da desteklenmektedir (Deltcheva vd., 

2011; Gasiunas vd., 2012). 
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Yapılan bir baĢka çalıĢmalarda memeli hücrelerinde genom düzenlemesi amacıyla 

S. thermophilus ve Streptococcus pyogenes bakterilerinde CRISPR sistemi kusursuz bir 

Ģekilde yapılmasının ardından genom düzenlemede CRISPR/Cas9 sisteminin kullanımı 

yaygınlaĢmıĢtır (Cong vd., 2013). Cas9 tabanlı bu sistemler birçok genom düzenleme 

uygulaması için yüzlerce laboratuvarda kullanılmaya baĢlanmıĢ ve 2016 yılının 

baĢlarına kadar bu alanda çeĢitli veri bankalarında çok sayıda çalıĢma yayınlanmıĢtır 

(Hsu vd., 2014). Günümüzde diğer genom düzenleme sistemlerine kıyasla spesifik ve 

kompleks protein mühendisliği olmadan klasik Watson-Crick baz eĢleĢmesi modeline 

göre çalıĢan bu sistemin etkinliği hakkında giderek artan bir yoğunlukta çalıĢılmaktadır 

(Wilkinson ve Wiedenheft, 2014). 

 

1.3.1.CRISPR Sisteminin Mekanizması 

 

CRISPR/Cas9 sisteminde ilk olarak, CRISPR dizisine eksojen bir gen entegre 

edilmektedir. Bu gen protospacer olarak adlandırılmaktadır. Fajdan konakçıya eksojen 

bir gen enjekte edildiğinde, birkaç DNA parçasına iĢlenmektedir. Bu, CRISPR 

sisteminde her yerde bulunan Cas1, Cas2 ve Csn2 proteinlerinin katılımını 

gerektirmektedir (Makarova vd., 2006). Protospacer'ler, bir CRISPR dizisi oluĢturmak 

için tekrar dizileriyle çevrili yeni aralayıcılar olarak seçilmekte ve entegre edilmektedir. 

Protospacerlerin seçimi çoğunlukla, protospacer bitiĢik motifler (PAM) olarak 

adlandırılan ekzojen genom içindeki hedef dizilere bitiĢik olarak yerleĢtirilmiĢ kısa 

diziler tarafından belirlenmektedir (Mojica vd., 2009). PAM'ler, her bir CRISPR/Cas alt 

tipine özgüdür ve kendi kendine olmayan gen dizisinin bir sinyali olarak tanınmaktadır. 

Bu entegrasyon, eksojen genlerden gelen benzer saldırıları tanımanın bir yolunu 

sunmaktadır (Wu vd., 2020). 

Ġkinci olarak, CRISPR lokusu bir tracrRNA-crRNA kompleksi üretmektedir. 

Tipik bir CRISPR lokusu, trans-aktive edici CRISPR RNA (tracrRNA) dizisinden, 

birkaç Cas geninden, bir lider diziden ve bir CRISPR dizisinden oluĢmaktadır. CRISPR 

sistemi, CRISPR dizisindeki tekrar dizisini tamamlayıcı olan trans-aktive edici CRISPR 

RNA'yı (tracrRNA) kopyalamaktadır. Bu arada, CRISPR dizisi, eksojen gen içindeki 

hedef dizilere tamamlayıcı olan öncü crRNA (pre-crRNA) üretmek için dizileri 



14 
 

kopyalamakta ve aralamaktadır. Pre-crRNA, tracrRNA'yı birleĢtirmekte ve RNase III ile 

diğer nükleazlar tarafından iĢlenen olgun bir tracrRNA-crRNA kompleksi 

oluĢturmaktadır (Marraffini ve Sontheimer, 2010). Bu kompleks, eksojen genlerin daha 

sonra tanınması ve bölünmesi için Cas9 proteini ile birleĢmektedir. 

 

 

 ġekil 1.5: CRISPR/Cas bakteriyel adaptif bağıĢıklık sisteminin üç aĢaması: Adaptasyon, 

crRNA biyogenezi ve viral DNA'nın etkileĢimi (Hryhorowicz vd., 2017). 

 

Son olarak, CRISPR/Cas9 sistemi, ekzojen genomun saldırısına müdahale 

etmektedir (Jinek vd., 2012; Chylinski vd., 2013). Cas9 proteini, tracrRNA ve crRNA 

kombinasyonu ile nükleazları aktive etmektedir. Eksojen bir gen tekrar istila ettiğinde, 

Cas9 proteini, spesifik PAM'ları bulmak için eksojen geni taramaktadır. PAM'lar 

tanımlandığında, 20 nükleotidlik crRNA, spesifik hedef diziyi tanımak için aralayıcı 

diziyi kullanmakta ve çift sarmallı DNA ise PAM'lerin 3 nükleotid yukarı akıĢında 

ayrılmaktadır (Chen vd., 2014). Her iplikçik, ayrı bir Cas9 nükleaz alanı (HNH veya 

RuvC) tarafından bölünmektedir (Garneau vd., 2010). Bu olay, organizmaları eksojen 

genomun saldırısından korumakta ve ayrıca tipik CRISPR/Cas9 sistemi çift sarmallı 

DNA'da bir kırılma meydana getirdiğinden gen düzenlemesi için bir olanak 

vermektedir. 
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Ökaryotlar, hasarlı gen dizisi bölünmeden sonra homolojiye yönelik onarım 

(HDR) ve homolog olmayan uç birleĢtirme (NHEJ) ile onarılmaktadır. NHEJ, çoğu 

memeli hücresi ve dokusu için ana onarım yöntemidir. Bu onarım, hedef geni nakavt 

etme veya nakavt etme amacına ulaĢmak için çerçeve kayması mutasyonuna ve gen 

fonksiyonunun kaybına neden olan bazın eklenmesine veya kaybolmasına neden 

olmaktadır (Jiang vd., 2017). HDR‟de ise eksojen DNA donör Ģablonunun hedef bölge 

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

 

1.4.Gen Transfer Yöntemleri 

 

Hücrelere gen transferi ve genom düzenleme mekanizmaları, uzun süredir mevcut 

biyoteknoloji ve moleküler biyoloji araĢtırmalarının odak noktası olmuĢtur. Son yirmi 

yılda, genomun yapısını araĢtırmayı hedefleyen ve genom parçalarının iletimini 

hedefleyen teknolojiler in vitro, in vivo ve klinik deneylerde etkili gen transfer 

metotlarının keĢfi ile hızla ilerlemiĢtir. Bu yöntemler, çeĢitli genetik hastalıkların 

tedavileri için geliĢtirilmekle birlikte, özellikle ıslah ve sentetik biyoloji alanlarında da 

önemli geliĢmelere yol açmaktadır (Verma ve Somia, 1997). Gen transfer yöntemleri, 

hedeflenen hücreye özgü olan farklı geni, genleri veya gen düzenleme araçlarını hedef 

hücreye baĢarı ile taĢıması gerekmektedir. Bunun yanında düzenleme araçlarının 

hücreler arası matriste bulunan nükleazlar ve bağıĢıklık hücrelerinin saldırılarından 

korunması ve taĢıdığı paketi baĢarılı bir Ģekilde hedef hücre çekirdeğine aktarması 

gerekmektedir. Ayrıca gen transfer sistemi bu iĢlevleri baĢarı ile yerine getirirken hücre 

ve dokular ile yüksek uyumluluğa sahip olmalı ve minimum yan etkilerle görevini 

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

Gen düzenleme sistemleri tedavi, ıslah ve sentetik biyoloji alanlarında büyük 

umutlar vadeden, moleküler biyoloji alanındaki geliĢmeleri yakından ilgilendirmektedir. 

Bununla birlikte gen düzenleme mekanizmalarının ve genlerin baĢarılı bir Ģekilde 

iletilmesi için uygun gen transfer araçlarının geliĢtirilmesi araĢtırmacılar için zorlayıcı 

bir problem olmaya devam etmektedir. Tüm transfeksiyon uygulamaları öncesinde 

uygun hedefleme yeteneği ve yüksek transfeksiyon etkinliği olan güvenli gen 

düzenleme prosedürleri oluĢturulması gerekmektedir (Hamann vd., 2019). Ekzojen 
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DNA‟nın in vitro veya in vivo olarak istenen hücrelere etkin bir Ģekilde verilebilmesi ve 

ekspresyonu için biyolojik ve biyolojik olmayan (kimyasal/fiziksel) iki temel yaklaĢım 

bulunmaktadır (Jinturkar vd., 2011). Viral ve bakteriyel vektörleri kullanan biyolojik 

yöntemler, yüksek transfeksiyon etkinlikleri sebebiyle pek çok uygulamada tercih 

edilmektedir. Bu vektörler hücre transfeksiyonu için hücre reseptörlerini ve biyolojik 

giriĢ mekanizmalarını hedeflemektedirler (Young vd., 2006). Adenovirüsler ve 

retrovirüsler klinik çalıĢmalarda en sık kullanılan biyolojik vektörlerdendir. Bununla 

birlikte metodoloji oluĢturma sorunları ve alerjik tepkiler, konak reddi, mutajenite ve 

onkogenesite gibi yan etkiler nedeniyle viral vektörlerin uygulamalardaki kullanımını 

sınırlamaktadır. Bu nedenle, viral vektörlerin uzun vadeli güvenlik çalıĢmalarından 

geçmesi gerekmektedir (Jinturkar vd., 2011). 

Biyolojik olmayan gen transfer yöntemleri, hücrelerin kimyasal ve fiziksel 

manipülasyonu ile gerçekleĢmektedir. Katyonik lipitler ve polimerler gibi kimyasal 

ajanların kullanıldığı DNA iletimi kimyasal yaklaĢımlardan biridir. Ayrıca bu ajanlar, 

hücrelerin hedeflenmesi arttırmak için özel moleküller ile birlikte kullanılabilmektedir. 

Biyolojik olmayan gen transfer yöntemleri özellikle in vitro uygulamalarda hücreleri 

yüksek verimlilikle ve stabil bir Ģekilde transfekte edebilmektedir (Rettig ve Rice, 

2007). Ancak, in vivo uygulamalar için hücre dıĢı ve içi gen transfer inhibitörleri ile 

klinik uygulamalardaki transfekte edilmesi gereken doku boyutu nedeniyle biyolojik 

yöntemlerin gerisinde kalmaktadır. Kimyasal vektörlerin üretim ölçeğinin biyolojik 

yöntemlere kıyasla daha kolay büyütülebilmesi ve organizmalardan bağımsız bir Ģekilde 

üretilebilmeleri en büyük avantajlarından biridir. Ayıca, hedef bölge olarak mukozal 

doku veya hava yolu gibi yolların kullanımı veya intratümoral aĢılama gibi nispeten 

spesifik dokuların hedeflemesi için de kullanılmaktadır. Bununla birlikte, transfeksiyon 

yöntemlerinin etkinliğinin biyolojik yöntemlerden daha düĢük olduğu bildirilmekedir. 

Ayrıca taĢıyıcı moleküllerin transfeksiyon sistemi ile birleĢtirildiği ve kullanıma hazır 

bir gen düzenleme sisteminin oluĢturulduğu basamaklarda geliĢtirilmesi gereken 

problemlerin olduğu ifade edilmiĢtir (Rettig ve Rice, 2007). 

Fiziksel gen transfer yöntemleri genin, genlerin ve gen düzenleme sistemlerinin 

biyolojik veya kimyasal bir taĢıyıcı olmaksızın hedef hücre ve dokulara iletildiği bir gen 

transfer stratejisidir (Wolff vd., 1990). Fiziksel gen transfer stratejileri arasında en kolay 

ve güvenli olanı, lokal dokuya veya sistematik dolaĢıma saf DNA veya gen düzenleme 
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aracı (CRISPR, TALEN, vb.) enjeksiyonu içermektedir. Fakat bunlar serum ve 

sitoplazmik nükleazlar tarafından DNA‟ların parçalanabilmektedir. Aynı zamanda 

proteazlar, fagositler ve retiküler endotelyal sistem (RES) elemanları tarafından gen 

düzenleme araçları sindirilebilmekte ve bu durum uygulamadan baĢarılı sonuç alma 

Ģansını oldukça düĢürmektedir. Bu nedenle, biyolojik veya kimyasal bir taĢıyıcı 

kullanmadan istenilen gen düzenleme paketinin fiziksel transferi amacıyla yeni 

yöntemler geliĢtirilmektedir (Houk vd., 1999; Lechardeur vd., 1999). 

GeliĢtirilen fiziksel yaklaĢımların çoğunda, daha nicel ve standartlaĢtırılmıĢ gen 

transferi ile sonuçlanan bir tür ekipman kullanılmaktadır. Bu amaçla, elektroporasyon 

(EP), sonoporasyon, mikroenjeksiyon, parçacık bombardımanı (gen tabancası) ve harici 

fiziksel kuvvet (basınç, ses, Ģok dalgası, elektrik darbeleri) kullanılarak hidrodinamik 

enjeksiyon gibi çeĢitli yöntemler geliĢtirilmiĢ ve baĢarı ile uygulanmaktadır (Te-hui vd., 

2004). 

Çizelge 1.1: Gen transfer yöntemlerinin karĢılaĢtırması (Jinturkar vd., 2011). 

Gen Transfer 

Yöntemleri 
Avantajları Dezavantajları 

Biyolojik yöntemler 

(viral ve bakteriyel 

vektörler) 

 Bölünen ve bölünemeyen 

hücrelerde yüksek 

transfeksiyon verimliliği, 

 Stabil ekspresyon düzeyi, 

 Sistematik transfeksiyon. 

 Zor üretim ve soğuk 

zincir/depolama gerekliliği, 

 Ekstra kalite kontrol 

basamakları gerekliliği, 

 Yüksek maliyet, 

 Eklenecek gen boyutu sınırlı, 

 Ġmmünojenite ve 

onkogenesite riski. 

Kimyasal yöntemler  

(viral olmayan 

kimyasal vektörler) 

 Yüksek in vitro 

transfeksiyon verimi, 

 Küçük miktarlarda 

verimli üretim ve daha 

esnek saklama koĢulları, 

 DüĢük maliyet, 

 Yüksek tekrarlanabilirlik, 

 Gen boyut sınırı yok. 

 DüĢük in vivo transfeksiyon 

verimliliği, 

 Birincil ve bölünemeyen 

hücrelerde düĢük verimlilik, 

 Sınırlı klinik baĢarı, 

 Tutarlı, tekrarlanabilir büyük 

ölçekli üretim problemleri, 

Fiziksel yöntemler 

 Daha yüksek lokal doku 

transfeksiyon verimliliği, 

 Tüm hücre tiplerinde 

transfeksiyon imkânı, 

 Kolay protokol 

standardizasyonu, 

 Gen boyun sınırı yok. 

 Spesifik cihaz ihtiyacı, 

 Farklı hücre tipleri için 

parametre optimizasyonu 

ihtiyacı, 

 Diğer yöntemlere kıyasla 

daha yüksek doku hasarı. 
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1.4.1.Elektroporasyon 

 

Elektroporasyon, hedef hücre ve dokulara cihaz desteği olmaksızın, saf DNA veya gen 

düzenleme sistemi aktarımı için geliĢtirilen yöntemlerdendir (ġekil 1.6). 

Elektroporasyon tekniğinde elektrik akımı kullanılmakta ve hücrelere kısa tekrarlı 

elektrik akımı uygulanarak hücre zarlarının bütünlüklerinin kısa süreli bozulmaları 

sağlanmaktadır. Elektrik, hücrelere ortalama olarak 3 milisaniye (ms) kadar 

uygulanmaktadır. Ancak, bu süre 120 nm ile 20 ms arasında değiĢebilmektedir (Chang 

ve Reese, 1990). Uygulama sonrası oluĢan hasar geçici olmakta ve kısa sürede 

hücrelerin bütünlüklerini tekrar sağlamaktadır. Bu süre zarfında hücreler içine DNA ve 

protein molekülleri, hedef hücrelerin sitoplazma ve nükleuslarına baĢarı ile 

aktarılmaktadır. Elektroporasyon, prokaryotik ve ökaryotik hücreler üzerinde yüksek 

verimle uygulanabilen, hücre ve doku tipi açısından esnek bir gen aktarım 

sistemlerindendir (Jinturkar vd., 2011). 

 

Elektroporasyon tekniğinin uygulamasında, hücreler güç kaynağına bağlı bir 

küvet içinde in vitro olarak transfekte edilmektedir. Hücreler ve tamponlanmıĢ 

moleküller birlikte süspanse edilmekte ve elektrik alanı uygulanmaktadır. Elektrik 

alanın gücü ve süresi, doku türüne göre en iyi transfeksiyonun gerçekleĢeceği 

düzeylerde uygulanmaktadır. Elektroporasyon uygulamasının baĢarısının hücrelerin tipi, 

büyüme durumu, transfekte edilecek DNA miktarı, sistem içindeki kapasitör boyutu, 

uygulanan voltaj ve elektrik alan süresi ile doğrudan iliĢkili olduğu rapor edilmiĢtir. 

Ayıca, dimetilsülfoksidin (DMSO) uygulamasının özellikle memeli hücrelerinde daha 

yüksek elektroporasyon verimini sağladığı bildirilmiĢtir (Melkonyan vd., 1996). 
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ġekil 1.6: Elektroporasyon yöntemi uygulaması Ģematik görüntüsü (Jinturkar vd., 2011). 

 

1.4.2.Hidrodinamik Gen Transfeksiyonu 

 

Hidrodinamik gen transfeksiyonu, saf DNA ve gen düzenleme sistemlerinin iletimi için 

büyük miktarda sıvı ile kan damarlarında oluĢturulan hidrodinamik basınç ile 

transfeksiyonu sağlayan bir tekniktir (Budker vd., 1998). Hidrodinamik gen 

transfeksiyonu ilk olarak 1990‟lı yıllarda, endotelyal ve parankimal hücrelerin 

geçirgenliğini arttırmak için uygulanmıĢ ve plazmid DNA‟sını intravasküler enjeksiyon 

ile sıçanlarda iskelet kasları ve iç organlar baĢta olmak üzere sistematik olarak 

transfeksiyon baĢarısı gösterilmiĢtir (Liu vd., 1999; Gao vd., 2007). Hidrodinamik 

yöntem, görece daha basit olması, verimlilik ve çok yönlülük özellikleri sebebiyle öne 

çıkmaktadır. Ayrıca, hidrodinamik yöntemle yapılan transfeksiyonunun organizmanın 

sisteminde daha uzun süre aktif kaldığı gözlemlenmiĢtir (Budker vd., 1998). Fakat, bazı 

uygulamalarda artan iç basınç, organizmada yüksek kan basıncı ve düĢük kalp atıĢına 

sebebiyet vermekte ve organizmayı öldürebilmektedir (Jinturkar vd., 2011). 

Hidrodinamik gen iletim stratejisinde genellikle parankima hücreleri hedeflenmektedir. 

Uygulama ile oluĢan basınç ile endotel bariyerin bütünlüğü bozulduğunda taĢınan 

moleküller (DNA ve/veya gen düzenleme sistemleri) doğrudan parankim hücrelerin 

sitoplazmalarına eriĢebilmektedir (Zhang vd., 2004; Jinturkar vd., 2011).  
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1.4.3.Gen Tabancası Aracılığıyla Parçacık Bombardımanı 

 

Parçacık bombardımanı, ilk olarak 1987 yılında bitkiler üzerinde kullanılmıĢtır (Klein 

vd., 1987) ve hedef moleküllerin dokulara iletiminde kullanılan en etkili 

yöntemlerdendir (McCabe vd., 1988). Gen tabancası, küçük miktarda DNA ve 

proteinlerin hedef dokulara iletiminde düĢük toksititeye sebep olan hızlı, basit ve esnek 

bir yöntemdir (ġekil 1.7) (Cheng vd., 1993; Hansen vd., 2018). Ġlk olarak dokuların 

transfeksiyonu için tasarlanmakla birlikte, daha sonra yapılan çalıĢmalarda in vitro ve in 

vivo çalıĢmalarda kullanılmak üzere farklı protokoller geliĢtirilmiĢtir (Yang vd., 1990; 

Williams vd., 1991). 

Gen tabancası yönteminde DNA, RNA, peptid ve proteinlerin hücre içine transferi 

amacıyla altın ve tungsten gibi mikro düzeyde taĢıyıcı partiküller kullanılmaktadır. 

TaĢınacak moleküllerin (DNA, RNA, protein), taĢıyıcı partiküllerin (altın veya tungsten 

mikro partiküller) üzerine kaplanması ve hedef hücrelere yüksek hızlı bir akıĢla 

verilmesini (fırlatılmasını) içermektedir (Heiser vd., 1994). Altın ve tungsten 

moleküllerin dokuya iletimi için anlık elektrik akımı ve basınçlı helyum gazı 

kullanılmakta ve bu sayede taĢıyıcı moleküller hücre zarını delerek sitoplazmaya 

ulaĢmaktadır (Sazonova vd., 2019). Gen tabancasının verimini, taĢıyıcı ile taĢınan 

moleküllerin oranı, kullanılan taĢıyıcı partiküllerin boyutu ve malzemesi, taĢınan 

molekülün partiküllere kaplanma yöntemi, parçacığın fırlatılma hızı, hedeflenen 

dokunun türü ve yapısı etkilemektedir (Eisenbraum vd., 1993). Bu parametreler gen 

tabancasının verimli çalıĢması için önemlidir ve yanlıĢ hesaplamalarda dokuda hasara 

sebep olabilmektedir. Gen tabancası yöntemi kullanımında önemli avantajlar olmakla 

birlikte kullanılan cihaz, partiküller ve reaktiflerin maliyeti yüksektir ve ayrıca in vivo 

çalıĢmalarda yöntemin uygulanması sonrası bağıĢıklık yanıtı tetiklenebilmektedir 

(Sanford vd., 1993; Jinturkar vd., 2011). 
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 ġekil 1.7: Gen tabancası yöntemi uygulaması Ģematik görüntüsü (Jinturkar vd., 2011). 

 

1.4.4.Mikroenjeksiyon 

 

Mikroenjeksiyon, gen düzenleme araçlarını doğrudan sitoplazmaya veya çekirdeğe 

iletilmesi için kullanılan yöntemlerdendir (ġekil 1.8) (Jinturkar vd., 2011). 

Mikroenjeksiyon yöntemi, genellikle camdan imal edilen çok ince kapiller bir iğne ve 

bu iğnenin mikro düzeyde hareketlerini kontrol edebilmek için kullanılan hassas 

konumlandırma cihazı ile gerçekleĢtirilmektedir. Hücrelere doğrudan enjeksiyon 

yapılabilmesi için prosedür mikroskop altında yapılmaktadır. Yöntem, spesifik hücreler 

için doğrudan ve kesin gen düzenleme sistemlerinin aktarımına olanak sağlamaktadır. 

Mikroenjeksiyon yöntemi diğer yöntemlere kıyasla daha temel bir prosedüre sahip 

olmakla birlikte, uygulanması için özel eğitimli personele ihtiyaç duyulmaktadır (Xu 

vd., 2018). Gen düzenleme verimi yüksek olmakla birlikte, bir seferde sadece bir hücre 

transfekte edilebildiği için zahmetli bir yöntemdir (Chi vd., 2020). 

Mikroenjeksiyon yöntemi transgenik hayvanların geliĢtirilmesinde yaygın olarak 

kullanılmaktadır (Liu vd., 2013; Dadashpour vd., 2019). Mikroenjeksiyon, tek hücre 

üzerinde yüksek verimli genetik manipülasyonlar yapılmasına izin veren yapısı 

nedeniyle ön plan çıkmaktadır. Farklı çalıĢmalarda (Pepperkok vd., 1988; Kagawa vd., 
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2001) hem mitokondriyal hem de nükleer genetik bozuklukların tedavisinde baĢarı ile 

uygulanmıĢtır. Ayrıca, mekanizmanın bilgisayar destekli enjeksiyon sistemleri olarak 

geliĢtirilmesi, yüksek oranda tekrarlanabilir ve baĢarılı protokollerin üretilmesine olanak 

sağlamaktadır (Jinturkar vd., 2011). 

 

ġekil 1.8: Mikroenjeksiyon yöntemi uygulaması Ģematik görüntüsü (Jinturkar vd., 2011). 

 

1.4.5.Sonoporasyon (Ultrason) Aracılı Gen Transfeksiyonu 

 

Sonoporasyon, hücre zarlarının geçirgenliğinin geçici olarak arttırılması için hücrelere 

veya dokuya ultrason enerjisinin uygulandığı bir transfeksiyon yöntemidir (Li, 2020). 

Bir dokuya ultrason enerjisi uygulandığında dokuda ve solüsyonda mini kabarcıklar 

oluĢmaktadır. Bu kabarcıklar uygulanan enerji Ģiddeti ile büyümekte, fakat kabarcık 

içinde oluĢan basınç sebebiyle çökmektedir. Bu çökme durumu, hücre duvarını geçirgen 

hale getiren ve istenilen mikro ve makro molekülerin hücre içine alınmasına izin veren 

enerji patlaması ve takriben hücre zarında da porlar oluĢturmaktadır. Bu durum teknik 

olarak “kavitasyon” olarak isimlendirilmektedir (Lawrie vd., 2000). Ultrason yöntemi 

hem tedavi hem de tanı amaçlı kullanılan birden fazla uygulama için kullanılmaktadır 

(Kim vd., 1996). Bu uygulamalarda değiĢimi sağlayan ana etken kullanılan dalgaların 
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frekansıdır. Hücre bozulması ve parçalanması amacı ile tanısal görüntülemede düĢük 

frekansa sahip (20 kHz) dalgalar kullanılırken; böbrek ve safra taĢlarının parçalanması 

için yüksek frekanslı Ģok dalgaları kullanılmaktadır (Kim vd., 1996; Mitragotri vd., 

1996). Sonoporasyon, aracılı gen transfeksiyonu uygulamalarında düĢük frekanslı 

ultrason dalgalarının transfeksiyon için ideal olduğu bildirilmiĢtir (Wyber vd., 1997). 

Sonoporasyon, kolay uygulama ve invazif olmama özellikleri ile ön plana çıkmaktadır. 

Fakat yapılan çalıĢmalarda yöntemin transfeksiyon etkinliği elektroporasyon ile 

karĢılaĢtırıldığında nispeten daha az olduğu bildirilmiĢtir (Wells, 2004). 

 

1.4.6.Ġyontoforez 

 

Ġyontoforez, hücre ve dokulara düĢük miktarda elektrik akımı verilerek transgenik 

ajanların hücre içine giriĢinin sağlandığı gen aktarım mekanizmasıdır (Oh vd., 1993). 

Spesifik dokulara minimum yan etki ile uygulanabilirliği ve yüksek verimi sebebiyle 

özellikle deri altı klinik uygulamalarda tercih edilmektedir (Jinturkar vd., 2011; Wang 

vd., 2022). Ġyontoforez tekniğinde, transfeksiyon yapılacak olan doku veya hücrelere 

temas eden bir zar ile elektrik akımının doğrudan iletimi gerçekleĢtirilmektedir. Ayrıca, 

elektrik akımının doku üzerinde oluĢturacağı negatif etkileri azaltmak için özel 

konvektif çözücüler kullanılmaktadır. Uygulama sonrasında hücre zarlarında geçici 

porlar oluĢmakta ve transfeksiyon ajanları bu zarlardan geçirilmektedir. Tekniğin 

baĢarısını pH, akım yoğunluğu, elektrot materyali ve Ģekli, uygulama süresi ve 

transfeksiyon ajanlarının yoğunluğu etkilemektedir (Hirvonen vd., 1996). Ġyontoforez 

tekniğinde elektrik akımının kullanılması özellikle negatif yüklü olan RNA, siRNA ve 

plazmid DNA‟ların hücre içine transfekte edilmesinde en baĢarılı yöntemlerden biri 

olduğu bildirilmiĢtir (Hao vd., 2010).  
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2. MATERYAL ve METOT 

 

AraĢtırmada, mezbahanelerde kesilen koyunların ovaryumları toplanmıĢ ve ovaryumlar 

30 – 35 °C‟deki PBS içerisinde laboratuvara getirilmiĢtir. ÇalıĢmada in vitro 

fertilizasyon yapılmıĢ ve CRISPR-Cas9 uygulanmıĢ toplam 13 oosit kullanılmıĢtır. 

 

2.1 Oositlerin Elde Edilmesi ve OlgunlaĢtırılması 

 

Ovaryum yüzeyinde bulunan 1 – 6 mm çapındaki folliküller 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 sülfat, 0.08 mg/mL 

kanamisin monosülfat ve % 10 fötal buzağı serumu ilaveli M-199 içeren Hepes 

tamponlu oosit yıkama medyumu ile yıkanmıĢtır. Yıkama sıvısı stereo mikroskop 

altında incelenerek, homojen vitellüs ve dört sıra kompakt kumulus hücresine sahip 

kumulus-oosit kompleksleri toplanmıĢtır. Bu oositler üç kez oosit yıkama medyumunda 

ve bir defa in vitro olgunlaĢtırma medyumunda yıkanarak dört gözlü petri kutularına 

transfer edildikten sonra üstleri mineral yağ ile kaplanan oositler 38,5 ºC‟de ve % 5 

CO2‟li inkübatörde 24 saat inkübe edilmiĢtir.  

 

2.2 Oositlerin Fertilizasyonu ve Zigotların Kültürü 

 

Fertilizasyon amacıyla taze koç sperması kullanılmıĢtır. Sperma percoll-gradient 

yöntemi ile hazırlanıp iki farklı Percoll tabakası (% 90 ve % 45) üzerine bırakılan 

sperma 1500x g‟de 15 dakika santrifüj edildikten sonra üst kısım atılarak kalan pelet 

hepesle tamponlanmıĢ, 3 mg/mL BSA-fraction V, 2.1 mg/mL sodyum bikarbonat, 0.72 

mg/mL D-glikoz, 0.06 mg/mL pirüvik asit, 0.25 mg/mL L-glutamin, 0.12 mg/mL 

kanamisin monosülfat, 0.075 mg/mL penisilin G potasyum tuzu, 0.05 mg/mL 

streptomisin sülfat içeren SOF medyumuyla sulandırılıp tekrar 600x g‟de 6 dakika 

santrifüj edilmiĢtir. OluĢan pelet sulandırılarak konsantrasyon tayini yapılmıĢ ve bu 

Ģekilde hazırlanan spermatozoonlar (0.8 x 10
6
 spermatozoon/mL) fertilizasyon 

medyumuna alınan in vitro olgunlaĢtırılmıĢ oositlerin üzerine ilave edilmiĢtir. Daha 
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sonra mikro manipülatör ile MSTN geninde knock-out oluĢturulup CRISPR-Cas9 

enzimleri ve gRNA içeren karıĢım altı adet erkek pronükleousa ve yedi adet zigota 

verilmiĢtir. 

 

2.3.Cas9 mRNA ve sgRNA üretimi 

 

T7 promotörü, Cas9 ileri ve geri primerleri kullanılarak PCR amplifikasyonu ile Cas9 

kodlama bölgesine eklenmiĢtir. T7 – Cas9 PCR ürünü jel ile saflaĢtırılıp bir Message 

Machine T7 ultra kiti (Life Technologies, AM1345) kullanılarak in vitro transkripsiyon 

(IVT) için bir Ģablon olarak kullanılmıĢtır. T7 promotörü, ileri ve geri primerler ile PCR 

amplifikasyonu ile sgRNA Ģablonuna eklenip T7 – sgRNA PCR ürünü jel ile 

saflaĢtırılmıĢtır. Bir MEGA short script T7 kiti (Life Technologies, AMB13345) 

kullanılarak IVT için bir Ģablon olarak kullanılmıĢtır.  

 

Çizelge 2.1: Cas9 nükleaz bileĢenleri (Genscript Biotech Corp, ABD). 

Kit BileĢenleri  Miktar BileĢenler 

GenCrispr Cas9-C-NLS 50 µg 1 mg/mL  

10 X Reaction Buffer 1.5 mL 
200 mM HEPES, 1 M NaCl, 50 mM 

MgCl2, 1 mM EDTA, pH 6.5 at 25°C 

 

Hem Cas9 mRNA hem de sgRNA, bir MEGAclear kiti (Life Technologies, 

AM1908) kullanılarak saflaĢtırılmıĢtır. sgRNA sentezi aĢamaları aĢağıda sırasıyla 

verilmiĢtir: 

 PCR için forward (ileri) ve reverse (geri) primerler tasarlanmıĢtır. gRNA 

DNA Ģablon dizisi, T7 promotör dizisinden, hedefe özgü gRNA'yı kodlayan 

diziden ve crRNA/tracrRNA'nın sabit bölgesinden oluĢmaktadır. 

 Sentetik gRNA Ģablonu için hedef F1 ve hedef R1 geri oligo-

nükleotitlerinin dizileri tasarlanmıĢtır. 

 PCR amplifikasyonu ile gRNA DNA Ģablonu birleĢtirilmiĢtir. 
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 gRNA, Cas9 Nükleaz ile stabil bir kompleks oluĢturmak için 

mikroenjeksiyon kullanılarak pronükleus ve zigotlara aktarılmıĢtır. 

 

Çizelge 2.2: gRNA PCR reaksiyonu için gerekli kimyasallar (GenCrispr sgRNA 

Synthesis Kit). 

Kimyasallar 
Miktar 

(µL) 

10x PCR Reaction buffer 5 

10 µM Tracr RNA fragment 1 

10 µM T7 Primer Mix 1 

10 µM Target F1 oligonucleotide 1 

10 µM Target R1 oligonucleotide 1 

10 µM dNTP mixture 1 

High-Fidelity polymerase 0,5 

Nuclease-free water 39,5 

Toplam Hacim 50 

 

Çizelge 2.3: gRNA PCR reaksiyon koĢulları  

Adım Sıcaklık (°C) Zaman Döngü Sayısı 

Ön Denatürasyon 94°C 3 dk 1 

Denatürasyon 94°C 10 sn 
32 

Bağlanma 55°C 15 sn 

Son Uzama 72°C 1 dk 1 

Saklama KoĢulları +4°C ∞ 

 

Çizelge 2.4: MSTN genini içeren hedef dizi. 

Hedef Dizi GCTGCTTGTTGCTGGCCCAGTGG 

 

Çizelge 2.5: MSTN geni için tasarlanan primer dizileri. 

Forward (ileri)  5‟-GGAAGCAGTAAGAGCAAGGAAA-3‟ 

Reverse (geri) 5‟-TCTTTGCTGATGTTAGGAGCTG-3‟ 
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MSTN geni için restriksiyon enzimi kesim dizisi: 

CCCCTGGGgCAGCcACAtGCAGC 

 

Çizelge 2.6: MSTN geni için referans sekans ve çerçeve kaydırma frekans oranı. 

Referans Sekans 

CCATGCAAAAACTGCAAATCTTTGTTTATATTTACCT

ATTTATGCTGCTTGTTGCTGGCC<>CAGTGGATCTGA

ATGAGAACAGCGAGCAGAAGGAAAATGTGGAAAAA

AAGGGGCTGTGTA 

Çerçeve Kaydırma 

Frekansı 
80.56 

 

2.4 Zigotların Kültürü 

 

Fertilizasyonu takiben hücrelerin tümü 3 mg/mL BSA (fatty acid free), 20 µL/mL 

esansiyel aminoasit solüsyonu, 10 µL/mL non-esansiyel aminoasit solüsyonu, 0.03 

mg/mL pirüvik asit, 0,04 mg/mL L-glutamin, 0,08 mg/mL kanamisin monosülfat, 0,075 

mg/mL penisilin G-potasyum tuzu, 0.05 mg/mL streptomisin sülfat ilaveli kültür 

medyumuna (SOF medyumu) transfer edilip % 5 CO2, % 5 O2 ve % 90 N2 anaerobik 

ortamda ve 39 ºC‟de 8 gün kültüre edilmiĢtir. Daha sonra bu embriyolardan DNA 

izolasyonu yapılmıĢ ve MSTN geninde knock-down oluĢumu incelenmiĢtir. 

 

2.5 DNA Ġzolasyonu  

 

Ticari kit (Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kit) 

kullanılarak, embriyolardan yüksek saflıkta DNA izole edilmiĢtir. DNA 

konsantrayonları Qubit cihazı ile ölçülmüĢtür. DNA izolasyonu aĢamaları aĢağıda 

sırasıyla verilmiĢtir:  

 Hücreler kültür medyumundan toplanmıĢtır. Bunun için ilk olarak hücrelere 

PBS ile yıkama iĢlemi uygulanmıĢtır. Daha sonra PBS uzaklaĢtırılmıĢtır. 

Tekrar PBS eklenerek hücre kazıyıcı ile hücreler kazınmıĢ ve mikrosantrifüj 
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tüplere alınmıĢtır. 250x g‟de 5 dakika santrifüj yapılmıĢtır. Süpernatant 

uzaklaĢtırılmıĢtır. 

 Hücreler 200 µL TE Buffer eklenerek süspanse edilmiĢtir. Üzerine 200 µL 

Lizis Solüsyonu ve 20 µL Proteinaz K eklenerek pipetaj yapılmıĢtır. 

 Hücreler 56ºC‟ye ısıtılmıĢ su banyosunda 10 dakika inkübe edilmiĢtir. 

 Hücrelere 20 µL RNase A Solüsyonu eklenmiĢtir. Vorteks yapılmıĢ ve oda 

sıcaklığında 10 dakika inkübe edilmiĢtir. 

 Hücrelere 400 µL % 50‟lik etanol eklenmiĢtir ve vorteks yapılmıĢtır. 

 Hücre lizatı 2 mL‟lik mikro santrifüj tüpüne yerleĢtirilmiĢ olan GeneJet spin 

kolonuna aktarılmıĢtır. 6000x g‟de 1 dakika santrifüj yapılmıĢtır.  

 Mikro santrifüj tüpü atılmıĢtır ve GeneJet spin kolunu yeni bir mikro 

santrifüj tüpüne yerleĢtirilmiĢtir. 

 Spin kolona 500 µL Wash Buffer I eklenmiĢtir. 8000x g‟de 1 dakika 

santrifüj yapılmıĢtır. Mikro santrifüj tüpü atılarak spin kolunu yeni bir mikro 

santrifüj tüpüne yerleĢtirilmiĢtir. 

 Spin kolona 500 µL Wash Buffer II eklenmiĢtir. 12 000x g‟de 3 dakika 

santrifüj yapılmıĢtır. 

 Mikro santrifüj tüpü atılmıĢtır ve spin kolonu steril bir 1.5 mL‟lik 

eppendorfa yerleĢtirilmiĢtir. 

 Genomik DNA'yı elde etmek için spin kolon membranının merkezine 200 

μL Elüsyon Buffer eklenmiĢtir. Oda sıcaklığında 2 dakika inkübe edilmiĢtir 

ve 8000x g'de 1 dakika santrifüjlenmiĢtir. 

 

2.6 DNA Miktarının Ölçülmesi  

 

Ġzole edilen DNA‟ların ölçümü için hem Nanodrop spektrofotometre hem de QFX 

Fluorometre (Denovix, USA) yapılmıĢtır. Klorometri ölçümde Denovix dsDNA High 

Sensitivity Kit kullanılmıĢtır.  
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DNA miktarı ölçüm aĢamaları Ģu Ģekildedir: 

 Kullanılmadan önce tüm solüsyonların oda sıcaklığına gelmesi beklenmiĢtir. 

Ardından tüpler vortekslenerek kısaca santrifüjlenmiĢtir. 

 Floresan boya ile tampon çözelti 1:100 oranında karıĢtırılarak çalıĢma 

solüsyonunu hazırlanmıĢtır. Her bir standart ve bilinmeyen için 190 µL çalıĢma 

solüsyonu kullanılmıĢtır. Standart ve bilinmeyen sayısına yetecek kadar çalıĢma 

solüsyonu taze olarak hazırlanmıĢtır.  

 Her standart veya bilinmeyen numune için, ince çeperli 0,5 mL hacimli tüpe 190 

µL çalıĢma solüsyonu eklenmiĢtir. Ardından 10 µL standart ve bilinmeyen 

örnekler çalıĢma solüsyonunun üzerine eklenmiĢtir. Kit içerinde bulunan 0 

ng/µL ve 25ng/µL standart olarak kullanılmıĢtır.  

 Test tüpleri oda sıcaklığında 5 dakika inkübe edilmiĢtir. Ardından florometrik 

ölçüm yapılmıĢtır. Ölçümler QFX Fluorometre cihazı kullanılarak Lineer 

Regresyon modelinde hesaplanmıĢtır. Değerler kaydedilmiĢtir. 

 

2.7 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

 

Yeterli miktarda DNA konsantrasyonuna ve saflığına sahip DNA‟larda 

hedeflenen MSTN geninin sekansını kapsayacak Ģekilde primerler tasarlanıp polimeraz 

zincir reaksiyonu iĢlemi (Çizelge 2.7) gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

Çizelge 2.7: MSTN genine ait PCR reaksiyon koĢulları 

Adım Sıcaklık (°C) Zaman Döngü Sayısı 

Ön Denatürasyon 95 5 dk 1 

Denatürasyon 95 45 sn 

39 Bağlanma 58 1 sn 

Uzama 72 90 sn 

Son Uzama 72 10 dk 1 

Saklama KoĢulları +4°C 
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2.8 PCR Ürünlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrolü 

 

PCR reaksiyonundan sonra oluĢan bantların kontrolü agaroz jel elektroforezi ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. OluĢan ürünlerin uzunlukları 100 bp plus Opti-DNA (Abm, 

Canada) belirteç ile belirlenmiĢtir. Elektroforez için % 2‟lik agaroz jel hazırlanıp 

yürütme iĢlemi elektroforez cihazında gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

2.8.1 Agaroz Jelin Hazırlanması  

 

Hassas terazide 2 mg agaroz tartılmıĢtır ve 200 mL‟lik erlenmayer içerisine alınmıĢtır. 

Üzerine 100 mL % 1‟lik TBE tamponu (Tris-Borat EDTA tamponu) eklenmiĢtir ve 

içerisindeki agaroz çözününceye kadar mikrodalga fırında kaynatılmıĢtır. Agaroz jel 

karıĢımı elle tutulabilecek sıcaklığa (50-55ºC) düĢtüğünde 2 µL etidyum bromür 

eklenmiĢtir.  

Kenarları özel lastiklerle kapatılmıĢ elektroforez kabına kuyucukları oluĢturmak 

için tarak yerleĢtirilmiĢtir. Daha sonra hazırlanan jel tek bir köĢeden hava kabarcığı 

oluĢmayacak Ģekilde kaba aktarılmıĢtır. Jelin polimerleĢmesi beklenmiĢtir. Lastikler 

çıkarılıp jel elektroforez tankına yerleĢtirilmiĢtir. Elektroforez tankı içerisine % 1‟lik 

TBE tamponu eklenmiĢ ve tarak çıkarılmıĢtır. Embriyodan izole edilen genomik 

DNA‟dan 10 µL ve yükleme boyasından (6x Loading Dye) 2 µL karıĢtırılarak 

kuyucuklara yüklenmiĢtir. Yükleme tamponu DNA‟nın kuyucuklara çökmesini 

sağlamıĢtır. OluĢan bantlar 120 voltluk elektroforetik alanda (Cleaver Scientific) 45 

dakika boyunca 1x TBE tamponu içerisinde yürütülmüĢ ve Syngene Gene Genius 

marka jel görüntüleme sistemi ile görüntülenmiĢtir. Tek bant görüntüsü elde edilmiĢtir. 

 

2.9 DNA Dizileme Analizi 

 

Dizileme çalıĢmaları için altın standart olan DNA sekans analizi, değiĢim yapılmamıĢ 

koyun ve MSTN geni değiĢtirilen gruba ait PCR ürünleri için yapılmıĢtır. Elde edilen 

260 bç‟lik PCR ürünü, MSTN geni için DNA sekans analizine tabi tutulmuĢtur. DNA 

dizi analizi ABI 3500 (ThermoFisher Scientific, USA) cihazı ile gerçekleĢtirilmiĢtir.  
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DNA dizileme analizi için öncelikli olarak temizleme iĢlemi yapılmıĢtır. Bu 

amaçla 5 µL PCR ürünü ile 1 µL ExoSAP-IT (Applied Biosystems, UK) strip tüpte 

birleĢtirilerek 37°C‟de 30 dk ve 80°C‟de 15 dk termal döngü cihazında inkübe 

edilmiĢtir. 

Sekans PCR‟ı için BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 

(ThermoFisher Scientific) kullanılmıĢ ve Tablo 2.8‟te listelenen bileĢenler her bir örnek 

için karıĢtırılıp 8‟li strip tüplere dağıtılmıĢtır. Daha sonra örnekler termal döngü 

cihazında inkübe edilmiĢtir. 

 

Çizelge 2.8: Sekans PCR reaksiyonu için gerekli kimyasallar. 

Kimyasallar 
Miktar  

(µL) 

5x Sequencing Buffer 2  

BigDye™ Terminator v3.1 1  

Primer (Forward veya revers) 1  

DNA Örneği (ExoSAP ile temizlenmiĢ) 2  

Ultra Saf Su 4  

Total Hacim 10  

 

Çizelge 2.9: Sekans için hazırlanan örneklerin PCR koĢulları 

Adım Sıcaklık (°C) Zaman 
Döngü  

Sayısı 

Ön Denatürasyon 95°C 1 dk 1 

Denatürasyon 95°C 10 sn 

25 Bağlanma 50°C 5 sn 

Uzama 60°C 4 dk 

Saklama KoĢulları +4°C 

 

Sekans PCR çalıĢması tamamlandıktan sonra örnekler Sephadex ile 

temizlenmiĢtir. Bu amaçla, 1 gr Sephadex G-50 (Sigma Aldrich, USA) 14 mL ultra 
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distile suda çözdürülüp, çözelti prüfikasyon spin kolonu üzerine 800 µL ilave edilmiĢtir. 

DNA spin kolon 3500 rpm‟de 3 dakika santrifüj edilmiĢtir. Mikro santrifüj tüpü atılarak 

spin kolon yeni mikro santrifüj tüpüne yerleĢtirilmiĢtir. Ardından prüfikasyon spin 

kolonu içindeki Sephadex kolonun üzerine Sekans PCR‟ı tamamlanan örnekler ilave 

edilerek 3500 rpm‟de 3 dk santrifüj yapılmıĢtır. Toplama tüplerindeki örnekler pleyt 

kuyucuklarına dağıtılarak DNA dizileme cihazında analiz edilmiĢtir. 

Sekans sonucunda değiĢim yapılmamıĢ koyun MSTN geni ile değiĢtirilen MSTN 

geni sekans verileri alt alta dizilerek (alignment) yapılmıĢ değiĢikler ortaya 

konulmuĢtur.    
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3.BULGULAR 
 

3.1 Cas9 mRNA ve sgRNA Üretimi 

 

Hem Cas9 mRNA hem de sgRNA, bir MEGAclear kiti (Life Technologies) kullanılarak 

saflaĢtırılmıĢtır. Cas9 Nükleaz ile birlikte ile koyun yumurtalarına verilmek üzere 

sentezlenen sgRNA‟lar öncesinde Nanodrop Spektrometrede ölçülmüĢtür (Resim 3.1). 

Yüksek saflıkta elde edilen sgRNA‟lar, Cas9 Nükleaz ile stabil bir kompleks 

oluĢturmak için mikroenjeksiyon kullanılarak pronükleus ve zigotlara aktarılmıĢtır.  

 

  
Resim 3.1: sgRNA miktarının Nanodrop Spektrometre ölçüm sonuçları. 

 

3.2 Yumurtalara sgRNA Verilmesi 

 

Stereo mikroskop altında, olgunlaĢtırma medyumu (50 µl) içerisindeki 

yumurtaların Zona pellusidalarına 5-7 µm çapında mikroenjeksiyon iğnesi ile boĢluklar 

oluĢturuldu (Resim 3.2). OlgunlaĢtırma medyumu içerisine 150 ng/µl sgRNA ve100 

ng/µl Cas9-NLS enzimi eklendi. Cas9-NLS enziminin hedef bölgeyi kesmesi için 

medyum 24 saat boyunca 37 °C‟de % 5 CO2‟li ortamda inkübatörde bekletildi. 
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Resim 3.2: Mikroenjeksiyon iğnesi ile yumurtalara boĢlukların açılması. 

 

3.3 DNA Ġzolasyonu 

 

Ticari kit (Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kit) 

kullanılarak, yumurta hücrelerinden DNA izole edilmiĢtir. DNA konsantrayonları 

Nanodrop cihazı ile ölçülmüĢtür (Resim 3.3). 

 

 

Resim 3.3: DNA miktarlarının nanodrop spektrometre ölçümü 
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Yeterli miktarda DNA konsantrasyonuna ve saflığına sahip DNA‟larda 

hedeflenen MSTN geninin sekansını kapsayacak Ģekilde primerler tasarlanıp Polimeraz 

Zincir Reaksiyonu (PCR) iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

3.4 PCR Ürünlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrolü 

 

PCR reaksiyonundan sonra oluĢan bantların kontrolü agaroz jel elektroforezi ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. OluĢan ürünlerin uzunlukları 100 bp plus Opti-DNA (Abm, 

Canada) belirteç ile belirlenmiĢtir. Elektroforez için % 2‟lik agaroz jel hazırlanıp 

yürütme iĢlemi elektroforez cihazında gerçekleĢtirilmiĢtir (Resim 3.4). 

 

 

Resim 3.4: PCR ürünlerinin agaroz jel elektroforezi ile doğrulanması. 

 

3.5 Dizileme Analizi 

 

DNA dizileme analizi, değiĢim yapılmamıĢ koyun ve MSTN geni değiĢtirilen gruba ait 

PCR ürünleri için yapılmıĢtır. Elde edilen 269 bç‟lik PCR ürünü, MSTN geni için DNA 

sekans analizine tabi tutulmuĢtur. Sonuçlar Resim 3.5 ve 3.6‟da verilmiĢtir. 
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Resim 3.5: Delesyon meydana gelmiĢ olan 48 numaralı örneğin sekans sonuçları. 

 

 

 

Resim 3.6: 41 numaralı MSTN geni değiĢtirilmemiĢ örneğinin sekans sonuçları. 

 

Sekans sonucunda değiĢim yapılmamıĢ koyun MSTN geni ile değiĢtirilen 

MSTN geni sekans verileri alt alta dizilerek (alignment) yapılmıĢ ve değiĢikler ortaya 

konulmuĢtur (Resim 3.7 ve 3.8). 
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Resim 3.7: 48 numaralı örneğinin değiĢtirilen MSTN gen bölgesinin alignment sonuçları. 

 

 

Resim 3.8: DeğiĢim olmamıĢ MSTN geninin alignment sonuçları. 
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4.TARTIġMA  

 

Son yıllarda gen düzenleme nükleazları, genetiği değiĢtirilmiĢ hayvanlar elde etmek için 

zaman, maliyet ve çabayı azaltarak, transgenez alanında devrim yaratmıĢtır. Çiftlik 

hayvanlarında genetik modifikasyon, hayvanların evcilleĢtirilmesiyle baĢlayan uzun bir 

süreci içermektedir. Bununla birlikte, bugüne kadar pek çok geviĢ getiren türde embriyo 

üzerinde CRISPR/Cas9 sisteminin kullanımına dair literatüre rastlanılmamıĢtır. 

Transgenikler, yeni allellerin ve özelliklerin çiftlik hayvanlarına girmesine izin 

veren ilk büyük dönüm noktasını iĢaret etmektedir. Bu, somatik hücre nükleer transferi 

(SCNT) ile kombinasyon halinde genetiği değiĢtirilmiĢ çiftlik hayvanlarının 

üretilmesine olanak sağlamaktadır. ZFN'ler, TALEN'ler ve CRISPR-Cas9 gibi genom 

düzenleyicilerinin yakın zamanda keĢfi ve baĢarılı bir Ģekilde doğrulanması, artık SCNT 

ihtiyacını atlayarak doğrudan zigotta genetik modifikasyona izin vermektedir. Genom 

düzenleme yöntemleri arasında CRISPR-Cas9, çiftlik hayvanlarının genom düzenlemesi 

için yaygın olarak kullanılmaktadır. Sistem, Cas9 proteinini (tek kılavuz RNA, sgRNA) 

yüklemeye izin veren evrensel bir dizi (tracr) ile birlikte bir kılavuz olarak 17–20 

nükleotid RNA dizisi (aralayıcı) kullanmaktadır. Önceden kompleksleĢtirilmiĢ bir Cas9 

proteini ve sgRNA ribonükleoprotein kompleksi (RNP) hedef hücreye veya embriyoya 

iletildiğinde, Cas9 hedef DNA bölgelerinde çift sarmallı kopmalar meydana 

getirmektedir. Daha düĢük bir frekansta, çift zincir kopmaları, homolog onarım 

Ģablonunun varlığında homolojiye yönelik onarımdan (HDR) veya hataya açık homolog 

olmayan uç birleĢtirme (NHEJ) yollarıyla daha yüksek bir frekansta somatik hücrelerde 

koyun genomunu düzenleme fizibilitesini ve düzenleyicilerin zigotlara doğrudan 

aktarımını sağlamaktadır.  

Genetik sıkıntıları önlemek için muhtemelen birden fazla verimli hayvanda 

düzenlemeler yapılması gerekecektir. Ancak, genom düzenleme çalıĢmalarında risk ve 

kanıta dayalı, orantılı ve küresel olarak uyumlu hale getirilmiĢ uygun düzenleyici 

çerçeveler, araĢtırmanın gerçekleĢmesi için gerekli izinler bir problem olarak 

görülmektedir. Genomik varyasyonla ilgili sorulara ek olarak, genetik olarak 

tasarlanmıĢ yavruların gebelik ve doğum sırasında annelerine genetik bilgiyi 

aktarabileceğine dair endiĢelerde bulunmaktadır. Bu, genom düzenleme de dahil olmak 
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üzere rekombinant DNA teknolojileriyle deneysel çalıĢma gerçekleĢtirmenin maliyetini 

daha da artırmakta ve ekonomik fizibilitesini ise azaltmaktadır. 

Miyostatinin, iskelet kası büyüme inhibisyonunu düzenlediği bilinmektedir. 

Belirli genleri düzenlemek için kümelenmiĢ düzenli aralıklı kısa palindromik tekrarlar 

CRISPR/Cas9 teknolojisi kullanılarak çok sayıda genomu düzenlenmiĢ hayvan 

üretilmiĢtir. Bununla birlikte, bu tekniğin koyunlarda uygulandığına dair az sayıda 

araĢtırma bulunmaktadır. Türkiye ise koyunlarda böyle bir çalıĢma bulunmamakla 

birlikte, CRISPR/Cas9 yöntemi kullanılarak yapılan çalıĢmalar çoğunlukla hücre hatları 

üzerinedir.  

Bu araĢtırmada, CRISPR-Cas9 teknolojisi kullanarak koyunlarda karkas miktarını 

ve randımanını artırmak için bir ön çalıĢma yapılmıĢtır. Hedef lokus olarak miyostatin 

geni seçilmiĢ, sgRNA ve Cas9'un sentetik mRNA'sı döllenmiĢ koyun embriyolarına in 

vitro olarak mikroenjeksiyonla aktarılmıĢtır. Böylelikle, MSTN mutant koyun 

embriyoları üretebilmek için CRISPR-Cas9 yönteminin baĢarı ile çalıĢtığı gösterilmiĢtir. 

Koyunlarda istenilen gen, CRISPR-Cas9 tekniği ve mikroinjeksiyon kullanılarak knock-

out edilebilecektir. 

Bu araĢtırmada, embriyoların yaĢaması ve geliĢimi, sgRNA ve Cas9 mRNA'ların 

sitoplazmaya mikro enjeksiyonundan etkilenmediği gözlemlenmiĢtir. Scotti vd. (2015), 

çalıĢmalarında mikroenjeksiyon sonrası fötal kayıp, doğum oranı ve doğum sonrası 

hayatta kalma oranlarında hiçbir farklılık tespit edilmediğini bildirmiĢlerdir. Bu veriler, 

mutant hayvanların evcil hayvanlar kadar sağlıklı olduğu fikrini akla getirmiĢtir.  

Son yıllarda gen düzenleme nükleazları, genetiği değiĢtirilmiĢ hayvanlar elde 

etmek için zaman, maliyet ve çabayı azaltarak, transgenez alanında devrim yaratmıĢtır 

(Petersen vd., 2015). Bununla birlikte, türde CRISPR/Cas9 sisteminin ruminantlarda 

kullanıldığına dair literatüre rastlanmamıĢtır (Ni vd., 2014; Niu vd., 2017). Bu 

teknolojinin zigotların sitoplazmasına enjekte edildiğinde embriyoların hayatta kalması 

ve in vitro geliĢme oranını olumsuz yönde etkilemediği gösterilmiĢtir. Bununla birlikte, 

bölünme oranı, daha önce zona pellucidae kırılmasına ve mikroenjeksiyona gönderilen 

zigotlarda gözlemlenen, kendiliğinden mikroenjeksiyon için gerekli olan embriyo 

manipülasyonundan etkilendiği gözlemlenmiĢtir (Makarevich vd., 2005). Döllenmeden 
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48 saat sonra hayatta kalan embriyoların geliĢimini sürdürme ve döllenmeden sonraki 6. 

günde blastosist aĢamasına ulaĢma yeteneklerinde mikroenjeksiyonun hiçbir yan etkisi 

bulunmamıĢtır. Ek olarak, alıcılara transfer edilen mikroenjekte embriyoların % 41,5'i 

gebe kalabildiği ve term dönemine kadar geliĢtirildiğinden, genel prosedür yüksek bir 

doğurganlık oranına izin vermektedir. Tekniğin etkinliği, somatik hücre nükleer 

transferi ve diğer teknikler için bildirilen iyi bilinen bir sorundan kaçınarak gebelik 

sırasında hiçbir gebelik kaybının olmaması ile gösterilmiĢtir (Kalds vd., 2020). Ayrıca, 

mutant hayvanların üretimindeki verim oldukça yüksek gözlemlenmiĢtir. Benzer bir 

çalıĢmada ileri evre olarak blastosit aĢamasından sonra doğum aĢaması incelenmiĢ olup, 

sonuçların doğumdan sonra doğrulandığı bildirilmiĢtir. T7EI testi ve dizileme ile analiz 

edilen 22 doğan kuzudan on tanesi mutant (% 45,5) gözlemlenmiĢtir. Bu kuzulardan 5‟i 

(yani mutasyona uğramıĢ olanların % 50'si), miyostatin eksikliği olan bir fenotipi 

indükleyen bialelik knock-out‟lu yapıda olduğu bildirilmiĢtir (Ding vd., 2020). Bu 

çalıĢmada, CRISPR/Cas9 sistemi ile alınan verim, çiftlik hayvanlarında bildirilen diğer 

tekniklere göre daha yüksek bulunmuĢtur. 

Genel olarak, pronükleer mikroenjeksiyonun bazı sonuçları, nükleer transferle 

ilgili çeĢitli zorlukları ve iyi kalitede lentiviral vektörleri üretmeye yönelik teknik 

zorluklar ile transgenik teknolojilerin dünya çapında yeni laboratuvarlara yayılmasını 

sınırlandırmıĢtır. Yapılan bir çalıĢmada, farelerin veya sıçanların CRISPR/Cas9 

kullanılarak oluĢturulan mdx geninde mutasyona uğradığını gösterilmiĢtir (Ge vd., 

2020). Bazı çalıĢmalarda (Wu vd., 2018), TALEN ile mutasyonun yavrulara 

aktarılmaması sonucu bildirilmiĢtir. Koyunlarda yaptığımız bu araĢtırmadan elde edilen 

sonuçlar, CRISPR/Cas9'un, somatik hücre nükleer transferi ile karĢılaĢtırıldığında, 

mutant hayvan üretmek için daha kolay, daha hızlı ve daha etkili bir teknik olduğunu 

göstermektedir. 

CRISPR/Cas9 sisteminin yanı sıra ZFN'ler veya TALEN'lerin kullanılması 

sonucu oluĢan beklenmeyen etkiler, belirli bir gen için knock-out hayvanları elde 

etmeye çalıĢırken sorun olabilmektedir. Bununla birlikte, bu olumsuz etkilerin çoğu, 

genetiği değiĢtirilmiĢ hayvanlarda gözlemlenebilmektedir (Wu vd., 2018). Ayrıca, 

mutasyona uğramıĢ koyunların evcil koyunlar ile üremesi, yavrulardaki potansiyel 

hedef dıĢı mutasyonların seyreltilmesi ile sonuçlanmıĢtır (Fu vd., 2013). Daha fazla 
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özgüllük isteniyorsa, bu zorluğun üstesinden gelmek için, sadece bir DNA zincirini 

veya daha düĢük etkiler gösteren daha kısa sgRNA'ları parçalayabilen Cas9 

mutantlarının üretilmesi gibi stratejiler tasarlanması önerilmektedir (Ran vd., 2013; 

Rodríguez vd., 2019). Bizim araĢtırmamızda, sadece iki yumurta mutasyona uğratılmıĢ 

ve yalnızca bir kodlamayan bölge tespit edilmiĢtir. Bu çalıĢma bir ön çalıĢma niteliğinde 

olduğu için olumsuz etkiler araĢtırılmamıĢtır. 
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5. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

CRISPR/Cas9 teknolojisine daha fazla laboratuvar tarafından kolay eriĢim ve eksojen 

genler eklenmediğinden, makul düzenleyici standartlar, hayvan endüstrisinde gen 

düzenleme sistemleri için umut verici bir gelecek vadetmektedir. 

CRISPR/Cas9 teknolojisi muhtemelen gelecekte, bu dizilerin homolog 

rekombinasyon yoluyla sık ve yüksek transgen ekspresyonuna izin veren lokusların da 

dahil edilmesi yoluyla çok daha yüksek verimlilikle rekombinant proteinler üretmek 

için, eksojen dizileri barındıran hayvanlar üretmek için de kullanılabilecektir. 

Bu araĢtırmada, Türkiye‟de ilk kez CRISPR/Cas9 teknolojisi kullanarak 

koyunlarda karkas miktarını ve randımanını artırmak için bir ön çalıĢma yapılmıĢtır. 

Hedef lokus olarak miyostatin geni seçilmiĢtir. Bu amaçla, sgRNA ve Cas9'un sentetik 

mRNA'sı döllenmiĢ koyun embriyolarına in vitro olarak mikroenjeksiyonla aktarılmıĢtır 

ve MSTN mutant koyun embriyoları baĢarı ile üretilebilmiĢtir. Bu araĢtırma, koyunlarda 

istenilen gende, CRISPR-Cas9 tekniği ve mikroinjeksiyon kullanılarak knock-out 

edilebileceğini ortaya koymuĢtur. Sonuçlar yerli koyunlarının ırk yapısını bozmadan 

verimlerinin de arttırılabileceğini göstermektedir. Ayrıca, elde edilen sonuçlar genetik 

hastalıklara yönelik tedavi çalıĢmalarına da fikir oluĢturacaktır. Hayvanların 

verimlerinin artırılması ve uygulanacak etkin ıslah çalıĢmalarıyla ülke ekonomisini 

büyük ölçüde katkı sağlanabilecektir. Sonuçta hem insanların hem de hayvanların 

sağlıklı yaĢamasına, ayrıca ülkelerin de refah düzeyinin artmasına katkı sağlayacaktır. 

Sonuç olarak çalıĢmamız, kas büyümesini ve vücut ağırlığını artırmak için etkili 

bir Ģekilde CRISPR/Cas9 sistemini kullanarak sağlıklı myostatin knock-out‟lu 

kuzularının üretimi için bir ön adım oluĢturacaktır. CRISPR/Cas9 sistemi kullanarak 

çiftlik hayvanlarında verimlerin artırılması, yerli ırklarının genetik yapılarının 

iyileĢtirmek için daha fazla sayıda çalıĢmaya gereksinim bulunmaktadır.  
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