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Ozet

Iklim degisiklikleri, tarim arazilerinin azalmasi, biyotik ve abiyotik stres etmenle-
rinin artmasi tarim ve gida iiretimi i¢in 6nemli engeller arasindadir. Uretim ve gida
giivenliginin, kiiresel niifustaki hizli artis ve dngoriilemeyen iklim kosullar: karsi-
sinda giivence altina alinmasi i¢in biyotik ve abiyotik streslere daha fazla tolerans
gosteren iriinlere ihtiyag duyulmaktadir. Genom diizenleme teknolojileri, biyotik ve
abiyotik stres kosullari altinda iirtinlerin yiiksek verimde iiretilmesine yardimci olma
potansiyeline sahiptir. Bu derlemede, genom diizenleme teknolojilerine genel bir ba-
kis sunulacak olup, bitkilerde CRISPR/Cas9 ile yapilan son genom diizenleme uy-
gulamalarina deginilecektir.

Anahtar Kelimeler: Genom diizenleme teknolojileri, Bitkilerde genom diizenleme,
CRISPR/Cas sistemleri, TALEN, ZFN, Meganiikleaz

Genome Editing Technologies and its Applications in
Plants

Abstract

Climate change, decreasing agricultural fields, increasing biotic and abiotic stress fac-
tors are major obstacles for agriculture and food production. In order to secure pro-
duction and food safety against the rapid increase in global population and unpredict-
able climatic conditions, products with higher tolerance to biotic and abiotic stresses
are needed. Genome editing technologies have the potential to produce high yields
of products under biotic and abiotic stress conditions. In this review, an overview of
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genome editing technologies will be presented, and the recent genome editing applica-
tions with CRISPR/Cas9 systems in plants will be mentioned.

Keywords: Genome editing technologies, Plant genome editing, CRISPR/Cas sys-
tems, TALEN, ZFN, Meganuclease

1. Giris

Tarih 6ncesi ¢aglardan beri dogal tiirlerin genetik yapilar1 ¢caprazla-
malar yoluyla hem niteliksel hem de niceliksel 6zellikler bakimindan
tyilestirilmeye calisilmistir. Bitki tiirlerinin evrimi ve ehlilesmesi si-
rasinda meydana gelen bu ¢esitlilik genom diizenlemesinin ilk 6r-
nekleri olup dogal rastgele mutasyonlara dayanmaktadir. 1950’11
yillardan bu yana, yeni alelik varyasyon olusturmak i¢in fiziksel,
kimyasal ve biyolojik (T-DNA yerlestirme / transpozonlar) mutage-
nezler kullanilmistir [1- 4]. Bununla birlikte, mutasyonlar rastgele
ve kendiliginden ortaya ¢iktig1 i¢in, mutasyon indiiksiyonu fenotip
sadece bir veya birka¢ genden kaynaklaniyorsa faydali olmaktaydi.
1980’11 yillarin baginda, hem temel bitki biyolojisini anlamak hem
de bitkisel tiriinlerin iyilestirilmesi i¢in transgenik teknikler kulla-
nilmaya baslanmistir [5- 8]. Bu sayede daha verimli, ¢esitli hasta-
liklara daha dayanikli, zor stres kosullarina yiiksek toleranslt bitki-
ler ile ilag sanayi gibi gida disinda da farkli sektorlere ham madde
destegi saglanmistir [9- 11]. Bununla birlikte, transgenik teknik-
lerle organizmaya aktarilan transgenin konak genoma girisi rastgele-
dir. Her ne kadar yapilan arastirmalarda transgenik bitkilerin zararh
oldugu kanitlanmasa da, gen aktarimi yapilan {riinlerin yenilebilir
drtinler oldugu durumlarda halk, genetigi degistirilmis {riinleri en-
diseyle karsilamaktadir. 2000°li yillarda yapay ya da dogal bolgeye
0zgii niikleazlar ile genom diizenleme teknolojilerinin kullanimi ile
hem hayvan hem de bitki sistemlerinin genom diizenlemesi basariyla
gergeklesmistir [12]. Rastgele giris ve siklikla rastgele fenotiplere
yol agan transgenik yaklagimin aksine, genom diizenleme yontem-
leri ile tanitmlanmis mutantlar iiretilmekte ve boylece bu yontemler
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islevsel genomik ve {iriin 1slah1 ¢alismalarinda giiglii bir arac haline
gelmektedir.

Genom diizenlemesinde kullanilan bolgeye 6zgii niikleazlar ile
hedef genomda ¢ift zincir kiriklar1 (““double strand breaks”; DSBs )
meydana getirilerek, genomda istenilen genlerin eklenmesi, ¢ikartil-
mas1 ya da degistirilmesi miimkiin olmaktadir. Bu amacla kullanilan
endoniikleazlar ve sistemler; meganiikleazlar, ¢inko parmak niikle-
azlar (“zinc finger nucleases”; ZFNs), transkripsiyon aktivator-ben-
zeri efektor niikleazlar (“transcription activator-like effector nucle-
ases”; TALENSs) ve kiimelenmis diizenli aralikli kisa palindromik
tekrarlar (“clustered regularly interspaced short palindromic repe-
ats”; CRISPR)’dir. Bu dort yontemde de farkli yaklasimlarla hedef
bolgede degisiklik yapilmasina karsin yontemlerin temel basamak-
lar1 benzerdir. Oncelikle, DNA’nin her iki zincirinde ¢ift zincir kirik-
lar1 olusturulur. Daha sonra, hiicre tarafindan bu ¢ift zincir kiriklari
homoloji yonlendirmeli onarim (“homology-directed repair”; HDR)
ya da homolog olmayan u¢ baglanmasi (“non-homologous end joi-
ning”; NHEJ) ile onarilir. NHEJ, hataya egilimli bir onarim meka-
nizmasi1 olup delesyonlara ya da insersiyonlara sebep oldugu i¢in bir
genin islevini tamamen durdurmak i¢in tercih edilmektedir. HDR ise
kusurlu genin saglam alleli ile degistirilebilmesi ya da yeni bir genin
genoma eklenebilmesi i¢in tercih edilmektedir (Sekil 1) [13]. Her ne
kadar hiicreler, NHEJ veya HDR’yi kullanarak DSB’leri onarmak
icin farkli yeteneklere sahip olsalar da, bu yol se¢imini biiyiik 6l¢iide
hiicre dongiisiiniin faz1 yonetir. NHEJ baskin olan onarim mekaniz-
masi1 olup G1, S ve G2 fazlar1 sirasinda DNA onariminda etkindir.
Buna karsin HDR, DNA replikasyonu tamamlandiginda ge¢ S ve G2
fazlariyla sinirhidir [14]. HDR’de DSB’leri onarmak igin kalip ola-
rak kardes kromatitler ya da ekzojen DNA parcas1 kullanilmaktadir.
Boylece, HDR ile kusursuz bir sekilde onarim gerceklesmektedir.
Bitkilerde HDR ile gen diizenleme frekansi oldukea diisiiktiir.
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Sekil 1. Cift Zincir Kirig1 Aracili Genom Diizenleme.

Genom diizenleme, homoloji yonlendirmeli onarim (HDR) (a) ya da
homolog olmayan u¢ baglanmasi (NHEJ) (b-d) ile saglanabilir. HDR’de,
entegrasyon i¢in genomik dizinin yani sira vektor DNA’sinda bulunan
homoloji bolgeleri kullanilir (a). NHEJ ile onarim mekanizmasi ise hataya
egilimlidir. Delesyon (b-d) ve insersiyon (c) ile agik okuma gergevesi
degisirse genin islevi tamamen durdurulur [15].

2. Genom Diizenleme Teknolojileri
2.1. Meganiikleazlar

Meganiikleazlar (ya da homing endoniikleazlar), mobil genetik ele-
mentlerin bilesenleri olan dogal restriksiyon endoniikleazlardir. Okar-
yotlarda, bakterilerde ve arkelerde bulunan ve ¢ogunlukla mobil sinif
I intron ve inteinlerde kodlanan yiizlerce iiye tanimlanmistir. Niik-
lear genomun yani sira, mitokondri ve kloroplast genomu tarafin-
dan da sentezlenmektedir. Meganiikleazlar, her biri 160 ila 200 amino
asit (aa) bakiyesi boyutunda iki 6zdes alt birim igeren homodimerler
olusturur. Bu enzimler, 12 ila 40 bg¢ arasinda degisen spesifik DNA
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dizilerini tanir ve DNA’da cift zincir kirig1 meydana getirir. Tanima
bolgesinin bu kadar uzun olmast meganiikleazlarin 6zglinligiinii art-
tirmakta ve genomdaki kesim noktalariin sayisin1 azaltmaktadir. Ta-
nima bolgelerinin bliylikligli gz oniline alindiginda, biitiin bir bitki
genomu, belirli bir niikleaz i¢in hi¢bir tanima bolgesi igermeyebilir
veya birkag tane igerebilir.

Bugiine kadar bircok meganiikleaz tanimlanmasina karsin, ¢ali-
stlmak istenilen her bolgeye uygun bir enzimin dogal olarak bulun-
mas1 miimkiin degildir. Bu nedenle var olan meganiikleazlarin tanima
bolgelerinde cesitli teknikler ile degisiklikler yapilarak ya da kimerik
proteinler olusturularak ilgili bolgeye uygun enzimler iiretilebilmek-
tedir. Homodimer ya da heterodimer formlar ve modifiye meganiikle-
azlar kullanilarak genomda hedeflenebilecek bolge sayisi arttirilabilir.
Buna karsin, her ¢alisma i¢in yeni bir enzim tasarimi gerekmektedir.
Genom diizenleme ilk olarak uzunlugu 18 b¢’ye kadar olan hedef bol-
gelere sahip dogal meganiikleazlar kullanilarak elde edilmistir [16].
I-Crel ve I-Scel meganiikleazlari, misirda hedef genom modifikasyo-
nunda basartyla kullanilmistir [17, 18]. Yani sira, Arabidopsis ve tlitiin
dahil olmak tizere birgok bitki tiirlinde DNA insersiyonlarini hedefle-
mek i¢in basariyla kullanilmistir [19].

2.2. Cinko parmak niikleazlar

Cinko parmak niikleazlar, yapay olarak iiretilen niikleazlardir. Cinko
parmak motifi, ilk olarak Xeonopus laevis kurbagasina ait TFIIIA’da
bulunmustur. Cinko parmak (ZF), DNA dizisini taniyan ve transkripsi-
yon faktorlerinde sik¢a rastlanan bir protein motifidir. DNA baglanma
bolgesi ve endoniikleaz bolgesi olmak {izere iki alt domen i¢ermek-
tedir. Merkezde bulunan ¢inko atomu, 3-6 sistein ve 19-23 histidin
aa’larina baglanmakta ve parmak yapisi olusturmaktadir. Her par-
makta 23 aa bulunur ve parmakta yer alan aa’lar 6zgiil DNA dizileri
ile eslesebilir. Her bir ZF motifi 3 niikleotidlik bir diziyi taniy1p bagla-
nabilir. Boylece istenilen diziye 6zgii olacak sekilde ¢inko parmaklari
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arka arkaya birlestirilir ve bu sekilde enzimin DNA baglanma bdlgesi
tasarlanir. Enzimin DNA baglanma bolgesi hedef bolgeye uygun ola-
cak sekilde tasarlandiktan sonra kesim yapacak olan katalitik bolge ile
birlestirilir. Kesim yapacak olan bu bolge Fokl enziminden elde edilir.
Fokl, Flavobacterium okeanokoites bakterisinde tanimlanmis olan ti-
plIS restriksiyon enzimidir. Kesim yapabilmek i¢cin homodimer olarak
caligir. Dimer olusumunu saglamak igin, 2 tane ZF-FokI hibrit prote-
ini Uretilip hedef genoma es zamanli olarak, birlikte iletilmelidir. Boy-
lece, bir monomer DNA’nin ileri yondeki zincirine ve diger monomer
de DNA’nin geri yondeki zincirine baglanir. Ayrica dimer olusumu,
katalitik aktivite ve ¢ift zincir kiriklarinin olusmast i¢in 2 Fokl mono-
meri birbirine ¢ok yakin olmalidir. Her ¢alisma i¢in iki farkli ZFN {ire-
tilir. Boylece Fokl enzimi dimer olusturarak kesim yapabilir. Fokl ke-
sim domeni 6zglin bir diziye ihtiya¢c duymadig i¢in kesim 6zgilinligi
ZF motifleri ile saglanir. Kesim sonucunda HDR ya da NHEJ ile il-
gili bolgede degisiklik yapilmis olur. ZFN’nin 6zgiilligl; sol ZF-DNA
baglanma modiiliiyle verilen ileri-zincir dizisi, sag ZF-DNA baglanma
modiiliiyle verilen geri-zincir dizisi ve iki baglanma bdlgesi arasin-
daki “spacer” (aralik, ara dizi) ile saglanir (Sekil 2). Bu {i¢ elementin
birlesmis etkisiyle, genom i¢inde ZFN baglanma 6zgiilliigii oldukca
yiiksektir. ZFN ile calismanin olumsuz taraflarindan biri genomda ¢a-
lisilacak olan her bolge i¢in yeniden ZFN iiretilmesinin gerekmesi-
dir. Bu durum maliyeti arttirmakta ve zaman kaybina yol agmaktadir.
DNA 4 farkli bazdan olustugu i¢in muhtemel biitiin 3’1 diziler i¢in 64
farkli ZF motifi gerekmektedir. Bununla birlikte, heniiz 64 farkl ti¢lii
niikleotid kombinasyonlar1 i¢in ZF motifi iiretilmemistir. Bu nedenle
genomda istenilen her bolge ile ¢alismak miimkiin degildir. ZFN’ler
kullanilarak bitki genom diizenlemesine yonelik bir¢ok arastirma ya-
pilmistir [20- 24].
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Sekil 2. Cinko Parmak Niikleazlar ile Genom Diizenleme.

Cift zincir kirik olusumunun saglanmasi i¢in N-terminalde 3-6 tane ¢inko
parmak protein (ZFP) ile C-terminalde Fokl kesim domenini igeren bir
cift ZFN gereklidir. Iki ZFN tanima bolgesi, spacer DNA dizisi (5-7
niikleotidlik) ile ayrilmaktadir [25].

2.3. Transkripsiyon aktivator-benzeri efektor niikleazlar

Transkripsiyon aktivator-benzeri efektor niikleazlarin (TALEN) ca-
lisma mekanizmas1 ZFN ile benzerdir. Kesim domeni olarak Fokl ve
tanima domeni olarak TALE proteinleri kullanilir. TALE proteinleri
bitki patojeni olan Xanthomonas bakterilerinden elde edilmistir [26].
Xanthomonas bakterisi, bitki hiicrelerine efektor proteinlerini enjekte
etmek i¢in Tip III sekresyon sistemini kullanmaktadir. Bu efektor pro-
teinlerin bir grubu olan TALE’ler niikleusa hedeflenerek konak hiic-
rede hassaslik genlerini aktive eden promotor kisimlarma baglanir.
TALE’ler yiiksek oranda korunmus 33-39 aa tekrar1 igerir ve farklh
yapisal 6zelliklere sahiptir. Bu korunmus dizinin 12. ve 13. pozisyo-
nundaki aa’lar degiskendir (“Repeat Variable Di-residues-RVDs”).
RVD’ler, TALE proteinlerinin DNA’ya baglanma 6zgiinliigiinii be-
lirler. 12. bakiye, niikleotid bakiyesiyle baglantilari stabilize etmekte,
13. bakiye ise tanimay1 saglamaktadir. Asparajin-asparajin (ya da li-
zin) guanin, asparajin-izoldsin adenin, histidin-aspartik asit sitozin,
asparajin-glisin timin olmak tizere her bir baz i¢in RVD grubu mev-
cuttur. Genom diizenleme yapma amaci ile TALE proteinleri hedef di-
ziye gore birlestirilir ve DNA baglanma bolgesi olusturulur. TALE di-
zisi mutlaka timin bazi ile baslamalidir. TALE proteinlerinden olusan
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bu domen Fokl enziminin kesim domeni ile birlestirilir. ZFN siste-
minde oldugu gibi Fokl enzimi dimer olarak calistig1 i¢in her bir he-
def dizi i¢in iki adet TALEN iiretilmelidir (Sekil 3). Her dizi i¢in yeni
iiretim gerekmesi maliyeti yiikseltmekte ve zaman kaybina neden ol-
maktadir. Tek zincir TALEN (“single-chain TALEN”; scTALEN) tire-
timi ile tek bir TALE dizisine iki adet Fokl enzimi baglanarak he-
def bolge kesilebilmektedir. Bu teknik maliyeti nispeten azaltmaktadir
[27]. TALEN’ler ile genom diizenleme Arabidopsis [28], piring [29],
tiitlin [30] ve Brachypodium [31] gibi model bitkilerin yani sira, arpa
[32] ve misir [33] gibi ekonomik acidan onemli bitkilerde basariyla
uygulanmistir.
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A @
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Sekil 3. Transkripsiyon Aktivator-Benzeri Efektor
Niikleazlar ile Genom Diizenleme.
TALEN, hedef DNA’ya baglanir. Her bir TALEN, N-terminalde TALE’ler
ile C-terminalde Fokl kesim domeni igerir. TALEN c¢iftinin iki hedef dizisi
spacer DNA dizisi ile ayrilmaktadir [25].
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2.4. Kiimelenmis diizenli aralikh kisa palindromik tekrarlar
(CRISPR) / Cas sistemleri

Tiim organizmalar; viriisler ve diger enfekte eden patojenlerle siirekli
cekisme halindedir. Patojenler ve konaklar1 arasindaki stirekli silah-
lanma yarisinin bir pargasi olarak iki stratejik bagisiklik yaklasimi ev-
rimlesmistir. Dogustan gelen bagisiklik; patojenlerin genel 6zellik-
lerini tantyan, 6nceden var olan genetik olarak kodlanmis sistemleri
kapsamakta, kazanilmig bagisiklik ise dnceden karsilasilan istilacilara
kars1 6zgiil bagisiklik yanitlar1 ve immiinolojik hafiza olusturma ye-
tenegindeki sistemleri kapsamaktadir. CRISPR/Cas sistemi bakterinin
virlislerden korunmak i¢in gelistirdigi kazanilmis bagisiklik sistemidir.
1987 yilinda Ishino ve calisma grubu tarafindan E. coli bakterisinde
alkalin fosfataz izozim doniistimiinden sorumlu iap geni klonlanip di-
zilenmistir. Aragtiricilar iap geninin asag1 yoniinde 29 niikleotidlik bir
dizi tekrarmnin, tekrarsiz ve benzer sekilde kisa dizilerle (“spacer”) ay-
rildigini gézlemlemisler ve sonraki ¢alismalarda bu dizileri dizilemis-
lerdir [34, 35]. Daha sonra, bir¢ok arastirici tarafindan bir¢ok bakteri
ve arkelerde de benzer tekrarlar goriilmiistiir [36- 39]. 2002 yilinda
ise bu diziler CRISPR olarak adlandirilmistir [40]. ilerleyen yillarda
bu tekrar elementlerinin bitisiginde kiimelenmis Cas genleri tanimlan-
migtir. 2005 yilinda ise bu dizilerin bakteri genomuna nasil entegre ol-
dugu ve dogal siiregteki islevleri ile ilgili mekanizmalar kismen an-
lagilmistir [41- 43]. CRISPR-Cas sistemleri, dizilenmis tiim bakteri
genomlarmin yaklasik %45’inde ve arke genomlarinin %85’inde bu-
lunmustur. Bu sistemlerde, CRISPR array, “spacer” bi¢iminde immii-
nolojik hafizay1 depolamaktadir. Spacer’lar; istila eden patojenlerden
kokenlenen kisa DNA dizileri olup CRISPR DNA tekrarlarinin ara-
sinda bulunmaktadir. Bir dizi Cas proteini de, CRISPR—Cas sistemle-
rinin sonradan kazanilmis bagisiklik islevini meydana getirmesinden
sorumludur. CRISPR—Cas sistemlerinin etki mekanizmasi (i) adaptas-
yon, (ii) ekspresyon ve olgunlasma ve (iii) interferans olmak {izere 3
asamaya ayrilabilir [44]. (1) Adaptasyon asamasinda ilk olarak, istila
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eden patojenin yabanci DNA’simin konak tarafindan «spacer kaza-
nimi» icin hedef olarak taninmasi gerekmektedir. Ikinci olarak, ya-
banci DNA’dan “protospacer” (spacer’larin kokenlendigi diziler) de-
nilen 6zgiil boyuttaki bir dizinin (genel olarak 30-40 bg) cikarilmasi
gerekmektedir. Son olarak da, kazanilan bu dizi immiinolojik hafiza
olusturmak i¢in CRISPR array’inin i¢ine yeni bir «spacer» olarak gir-
meli ve bitisik tekrar dizisi de duplike olmalidir. Bu sistemde, Casl
ve Cas2 proteinleri; CRISPR array’i igindeki lokus, lider dizi ve ilk
CRISPR tekrar gibi birgok bilesenin evrensel olarak korundugu diisii-
niilmektedir. Calisilan tiim CRISPR—Cas sistemlerinde Casl ve Cas2
«spacer kazanimi» i¢in gereklidir. Casl ve Cas2 genellikle ayn1 ope-
ronda kodlanmakta ve yapisal olarak kararli bir protein kompleksi
olusturmaktadir. Spacer kazanimi i¢in Cas1’in endoniikleaz aktivitesi
gereklidir. Cas2’nin de DNA ve RNA kesme aktivitesi olup bu akti-
vite spacer kazanimu i¢in gerekli degildir. Bu nedenle Cas2’nin spacer
kazanimindaki primer roliiniin onun katalitik aktivitesiyle ilgili olma-
dig1 diistiniilmektedir. Cas1—Cas2 kompleksi genel olarak, yeni spa-
cer’1, lider dizi ve CRISPR array’in ilk tekrar1 arasindaki baglantiya
ekler. Bu baglantida eklenme yapilmasinin tercih edilmesi sayesinde
spacer’lar, array’in lider dizi ucuna dogru olan bir polariteyle CRISPR
array’11icine eklenir. Lider dizi AT-dizisinden zengindir ve CRISPR ar-
ray’inin hemen yukar1 yoniinde olup genellikle hem crRNA (CRISPR
RNA) ekspresyonunu yiirliten promotor dizi hem de spacer eklenmesi
icin tanima dizisi igermektedir. Bu da kronolojik olarak siralanmis bir
array meydana getirmektedir. En son kazanilan spacer, lider diziye
en yakin olan spacer’dir. (ii) Ekspresyon ve olgunlagma asamasinda,
CRISPR array pre-RNA’ya transkribe edilir ve pre-RNA ilave islem-
lerle crRNA’lar olarak bilinen daha kisa RNA birimlerine islenir. Her
bir crRNA, tekrar dizisinin bir parcasi tarafindan kusatilan tek bir spa-
cer icermektedir. Bu crRNA’lar, aktif Cas-crRNA kompleksi olustur-
mak i¢in bir ya da daha fazla Cas proteinleriyle birlesmistir. (iii) In-
terferans asamasinda ise, Cas-crRNA kompleksi, yabanci niikleik asit
hedefleri i¢in hiicreyi tarar. Tanima, komplementer crRNA dizileriyle
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baz eslesmesi ile gerceklesmektedir. Basarili bir sekilde tanima ol-
masi, hedef niikleik asitin kesilmesine ve par¢alanmasina yol acar.
CRISPR sistemleri cas gen igerigi ile iki ana sinif, alt1 tip ve 20°den
fazla alt tipe simiflandirilmistir. Alt1 tipin her biri, yabanci niikleik asit-
lerin yikimina aracilik eden islevsel olarak farkli efektér kompleks-
ler kullanir. Tip I, tip II ve tip V sistemleri DNA’y1, tip VI sistemi
RNA’y1, tip III sistemi ise hem RNA hem de DNA’y1 hedefler (tip IV
sistemleri heniiz deneysel olarak karakterize edilmemistir) [45]. Adap-
tasyon mekanizmasi, farkli CRISPR-Cas sistemleri arasinda oldukga
iyi korunmustur. Evrensel Cas1 ve Cas2 proteinleri, spacer kazanimin-
dan sorumlu olan bir integraz kompleksi icerir [46]. Interferans me-
kanizmasi ise CRISPR-Cas sistemleri arasinda 6nemli dl¢iide degis-
mektedir. Sinif 1 sistemlerdeki interferans mekanizmasi (tip I, III ve
IV) birden fazla Cas proteininden olusurken, sinif 2 sistemlerde (tip
II, V ve VI) interferans i¢in tek bir efektdr Cas proteini gerekmekte-
dir. Gliniimiizde genom diizenleme icin en yaygin olarak tip II sistemi
kullanilmaktadir. CRISPR tip II sistemleri, iki niikleaz domeni olan
(RuvC-benzeri domen ve HNH domeni) ¢ok domenli Cas9 endoniik-
leaz1 igeren dort Cas proteininden olusmaktadir. Cas9 ile birlikte bir
crRNA ve trans aktive edici crRNA (tractrRNA) bir kompleks olustur-
maktadir. tractrRNA’nin bir bolgesi crRNA’nin CRISPR segmenti ile
komplementerdir. crRNA’nin viral kdkenli olan kismi ise tek zincirli
olarak kalmakta ve konak hiicreyi istila eden viral DNA’y1 baz esles-
mesi yaparak tespit etmektedir. Daha sonra RuvC ve HNH tarafindan
viral DNA’nin her iki zinciri kesilmekte ve ardindan viral DNA parga-
lanmaktadir (Sekil 4). Hedef dizinin se¢imindeki tek kisitlama, kulla-
nilan Cas9 proteininin tiiriiniin kokeni tarafindan tanimlanan bir pro-
tospacer bitisik motife (“protospacer adjacent motif”’; PAM) ihtiyag
duymasidir. Streptococcus pyogenes’ten elde edilen Cas9 ile standart
uygulamalarda, hedefin 3’ ucunda “NGG” gereklidir. NGG dizileri
herhangi bir kodlama dizisinde nadir bulunmadigindan, CRISPR/Cas9
temelli genom diizenleme hemen hemen tiim organizmalarda uygula-
nabilmektedir Sinif II CRISPR sisteminin bir baska endoniikleazi olan
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Cpfl (Prevotella ve Francisella bakterilerinde kesfedilen CRISPR) de
bitkilerde genom diizenleme i¢in kullanilmaktadir. Cas9 ve Cpfl ara-
sinda birkag¢ farklilik vardir. Bu farkliliklardan biri, Cpfl’de sadece
kisa bir crRNAnin gerekli olmasi ve tractRNA’nin gerekmemesidir.
Digeri, Cpfl’in PAM dizisinin T-den zengin bir dizi olmasidir. Ugiin-
ctst ise, Cpfl’in, her bir komplementer DNA zincirini farkli bolge-
lerde, birbirinden bes niikleotit aralikli olarak kesmesi ve Cas9 tarafin-
dan tiretilen kiit uglar yerine yapiskan u¢ olusmasidir [47].

Cas9
sgRNA o
protospacer (
5% —CACTCGACCATCAGTCGTGG IITED)
LELTLELLEL Rt
TGAGCTGGTAGTCAGUACC
RuvC
3 5+
5\IIIIIIIIIII|IIII IIIIIIIIIIIIIIII3\
HNH

X e

Current Opinion in Plant Biology

Sekil 4. CRISPR/Cas Sistemi Aracili Genom Diizenleme.
Cas9 proteini RuvC ve HNH domenleriyle hedef DNA’da cift zincir kirigi
olusturmaktadir. Baglanma 6zgiilliigi, ilgili hedef bolgeye tamamlayict
olan sgRNA ile gerceklesir. Protospacer-bitisik motif (PAM) araciligiyla
DNA, Cas9 proteiniyle etkilesime girer. Bu nedenle, PAM dizisi tanima
bolgesi ozgiilliigiine katkida bulunmaktadir [15].

CRISPR/Cas9 sistemini ilgilenilen organizmada (bitki, memeli,
maya v.b.) calisilabilir hale getirmek i¢in vektorler gelistirilmistir.
Her vektorde oldugu gibi CRISPR/Cas vektorlerinde de mutlaka bir
replikasyon orjini ve markir gen bulunmalidir. Ayrica gii¢lii bir pro-
motor ile birlikte Cas genleri ve yine bir promotor ile birlikte crR-
NA-tracrRNA kimerik yapisini olusturacak dizi gereklidir. Bu sekilde
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bir vektor sadece crRNA (gRNA olarak adlandirilmakta) dizisi degis-
tirilerek birgok farkli geni hedeflemek i¢in kullanilabilir. Bu nedenle
bu yontemin maliyeti diger genom diizenleme yontemlerine gore ol-
dukea diisiik olup zaman tasarrufu saglamaktadir. crRNA ve tractrRNA
kimerik yapisi olan tek rehber RNA (“single guide RNA”; sgRNA;)
ayn1 mekanizma ile Cas protein kompleksine rehberlik ederek hedef
bolgede cift zincir kirik olusumunu saglar. Sistemin ¢alisabilmesi i¢in
tractRNA ve crRNA arasinda meydana gelen hibridizasyon 6nemli-
dir. Tek bir zincir halinde olan sgRNA’da bu yapiy taklit edebilmek
icin bir ilmek olusturabilecek diziler eklenmistir. Bu sekilde tasarla-
nan vektorler oldukca biiylik olduklari i¢in ¢alismay1 kolaylastirmak
amaci ile Cas ve sgRNA bolgeleri farkli iki vektore entegre edilerek de
kullanilabilir. Hedef bolgeye gore hazirlanan vektér uygun bir teknik
ile hiicre i¢ine aktarilir. Vektor lizerindeki Cas ve sgRNA ekspresyonu
sonucu konak hiicre DNA’s1 hedef bolgeden kesilir [48].

3. Bitkilerde CRISPR/Cas Aracili Genom Diizenleme Uygulamalari

CRISPR/Cas9 gen diizenleme sistemi ilk kez 2012’de memeli hiicre-
lerinde gosterilmis olup [49] kisa siirede en etkili ve genis capta kulla-
nilan genom miihendisligi arac1 olmugstur. Bitkilerde CRISPR/Cas9 ile
genom diizenlenmesiyle ilgili ilk raporlar 2013 yilinda bildirilmistir
[50- 52]. Bu makalelerde, model bitkilerden Nicotiana benthamiana
ve Arabidopsis bitki yapraklarinda Cas9 ve sgRNA’nin Agrobacte-
rium aracili gegici ekspresyonu ve piring kalluslarinda fitoen desa-
turaz enzimini hedeflemede biyolistik yontemi kullanilmistir. Cas9
ve sgRNA’nin gecici ekspresyonu i¢in protoplastlara dogrudan DNA
transferi ayrica Arabidopsis, tiitlin ve piring bitkilerinde fitoen desatu-
razin genom diizenlemesi i¢in kullanilmistir. Bitki hiicrelerinde gegici
ekspresyon veya kararli ekspresyon icin mikroenjeksiyon, polietilen
glikol (PEG), elektroporasyon gibi c¢esitli transformasyon teknikleri
basariyla kullanilmaktadir [53]. Agrobacterium igermeyen bu dogru-
dan yontemlerde genom diizenleme i¢in sadece sgRNA geni ve Cas9

125



Hali¢ Universitesi Fen Bilimleri Dergisi 2019, 2/1: 113-133 Tufan, F. ve Keles, E. N.

endoniikleaz geni gereklidir. Birgcok bitkide transformasyonun ¢ok zor
gergeklesmesi, genom modifikasyonlarinda engel teskil etmektedir.
Bu nedenle, bitkilerde genom diizenlemesi i¢in yiiksek etkinlikli tek-
nolojilere yonelik stratejiler gelistirilmelidir [54].

Yirmiyi agkin bitki tiirinde CRISPR/Cas sistemi ile genom diizen-
leme ile iirlin veriminin yamn sira biyotik ve abiyotik strese dayanik-
liligin arttirilmasiyla ilgili aragtirmalar bulunmaktadir [S5]. CRISPR/
Cas sisteminin bitki biyolojisinde uygulanabilirliginin gosterilme-
sinden sonra asil odak, ilgili genlerin a¢ik okuma ¢erceveleri (ORF)
icinde ¢ift zincir kirigini indiikleyerek, bircok tiirde NHEJ aracili ka-
litsal mutasyonlarin iiretimi olmustur. Her ne kadar CRISPR/Cas?9 sis-
teminin etkinligi diploid bitkilerde yapilan ¢aligmalar ile gosterilmis
olsa da, bu sistemin poliploid ve kompleks genomlu bitkilerde uygu-
lanmasinda zorluklar bulunmaktadir.

Homolog olmayan ug¢ baglanmasi tarafindan gen diizenlemesi,
niikleaz eksprese eden DNA’nin ge¢ici ya da kararl olarak bitki hiic-
relerine transformasyonuyla saglanmistir. Yabanct DNA genoma en-
tegre edildiginde, modifiye edilmis bitki jenerasyonunun ayrigmasiyla
elimine edilebilir. Her iki durumda da iirlin, transgenik DNA i¢cerme-
mesine karsin, yerel yasalara bagl olarak, bazi iilkelerdeki mevzu-
atlarda, bitki tiretiminin rekombinant niikleik asitleri kapsamasi ne-
deniyle bitkiler genetigi degistirilmis organizmalar (GDO) olarak
smiflandirilmaktadir. Bu nedenle yillar iginde, bitki hiicrelerinde bol-
geye Ozgl ¢ift zincir kiriklarinin indiiksiyonu siirecinde niikleazi eks-
prese eden DNA’nin 6nlenmesi i¢in yaklasimlar uygulanmistir. RNA
viriislerini vektor olarak kullanmak ya da islevsel bir niikleaz1 dogru-
dan bitki hiicrelerine aktarmak olmak iizere iki ana strateji vardir. Vi-
ral stratejinin uygulanabilirligi ilk olarak ZFN’lerin tiitiin ve petunya
bitkilerine dolayli gegici iletimi i¢in tiitlin ¢ingirak viriis (TRV) temelli
ekspresyon sisteminin kullanilmasi ile gosterilmistir. Son zamanlarda,
bu teknoloji, CRISPR/Cas sistemi kullanilarak NHEJ aracili gen dii-
zenlemesi i¢in de kullanilmistir. Alternatif olarak, istenen mutasyon-
lar1 elde etmek i¢in aktif enzim molekiilleri veya bunlarin mRNA’lar1
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dogrudan bitki hiicrelerine transfer edilebilir. Yakin zamanda, gen he-
deflemesi i¢in, in vitro 6nceden birlestirilmis Cas9-sgRNA RNP’ler
yardimi ile DNA igermeyen teknikler kullanilmaya baglanmistir. Boy-
lece, RNP’ler olgunlasmamis embriyolara biyolistik yontemiyle akta-
rilmis ve rejenere olan bitkiler diizenleme olaylariyla secilmistir [56].

Cinko parmak niikleazlar (ZFN), TALEN ve CRISPR gibi genom
diizenleme teknolojileri, baz1 iilkelerin mevzuatlarinda GDO tanimi
kapsamina girmemektedir. Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakan-
l1g1 (USDA), CRISPR/Cas9 tarafindan diizenlenmis iiriinlerin iicretsiz
olarak yetistirilip satilabilecegini belirtmistir [57]. USDA’nin diizen-
leme yapmadigini beyan ettigi CRISPR/Cas9 yaklagimi ile genomu
diizenlenmis 5 iiriin tiirii vardir. Penn State Universitesi’'nde Dr. Yi-
nong Yang grubu tarafindan Agaricus bisporus polifenol oksidaz en-
zimini kodlayan alt1 genden birinin susturulmasi ile kararmaya daya-
nikli hale getirilmistir [58]. DuPont Pioneer tarafindan amilopektinle
zenginlestirilmis mumsu misir, amiloz yapimindan sorumlu olan en-
dojen WxI geni inaktive edilerek gelistirilmistir. Setaria viridis’in ¢i-
ceklenme zamani, ZmID1 geninin homologu inaktive edilerek gecik-
tirilmistir. Ketencik bitkisinin (Camelina sativa) omega-3 yag igerigi
arttirtlmistir. Soya bitkisinde (Glycine max) ise Drb2a ve Drb2b gen-
leri inaktive edilerek kuraklik ve tuz stresine kars1 dayaniklilik ka-
zandirilmistir [59]. Kanada’da onaylama siirecinin sonuna yaklasmis
toplam 12 iiriin ¢esidi vardir. Bununla birlikte, genomu diizenlenmis
iirlinlerin yasal durumu bircok iilkede belirsizligini korumaktadir [60].

4. Sonuclar

Yeni nesil genom diizenleme teknolojileri, bilim insanlarina, organiz-
malarda istenen Ozellikleri tam ve hizli bir sekilde kazandirma im-
kani saglamaktadir. CRISPR/Cas sistemi, hayvan ve bitki biyolojisi
arastirmalarinda bir devrim niteliginde olup son yillarda hedefli ola-
rak genlerde degisiklikler yapmak i¢in en genis ¢apta kullanilan ge-
nom diizenleme teknolojisi olarak bilinmektedir. 2013 yilindan bu
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yana, CRISPR/Cas sistemleri sayesinde bitki genom diizenlemesinde

onemli ilerlemeler kaydedilmistir. Bununla birlikte, her tarimsal bit-

kide yeterli genom dizi bilgisinin bulunmamasi1 CRISPR/Cas sistemi-

nin genis ¢apta uygulamalarini bir¢ok iirlinde sinirlamaktadir. Tibbi

ve klinik arastirmalarla karsilastirildiginda, bitkilerde genom diizen-
leme, etik konular agisindan uygulamali arastirmalar i¢in daha uygun-
dur. CRISPR/Cas teknolojisi, giin gectikce daha hassas ve verimli hale

gelmektedir ve islevsel genomik ¢alismalar ile liriinlerin 6zelliklerinin

gelistirilmesinde etkili bir arag olarak kullanilmaya devam edecektir.
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