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Özet
İklim değişiklikleri, tarım arazilerinin azalması, biyotik ve abiyotik stres etmenle-
rinin artması tarım ve gıda üretimi için önemli engeller arasındadır. Üretim ve gıda 
güvenliğinin, küresel nüfustaki hızlı artış ve öngörülemeyen iklim koşulları karşı-
sında güvence altına alınması için biyotik ve abiyotik streslere daha fazla tolerans 
gösteren ürünlere ihtiyaç duyulmaktadır. Genom düzenleme teknolojileri, biyotik ve 
abiyotik stres koşulları altında ürünlerin yüksek verimde üretilmesine yardımcı olma 
potansiyeline sahiptir. Bu derlemede, genom düzenleme teknolojilerine genel bir ba-
kış sunulacak olup, bitkilerde CRISPR/Cas9 ile yapılan son genom düzenleme uy-
gulamalarına değinilecektir.

Anahtar Kelimeler: Genom düzenleme teknolojileri, Bitkilerde genom düzenleme, 
CRISPR/Cas sistemleri, TALEN, ZFN, Meganükleaz

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. Giriş

Tarih öncesi çağlardan beri doğal türlerin genetik yapıları çaprazla-
malar yoluyla hem niteliksel hem de niceliksel özellikler bakımından 
iyileştirilmeye çalışılmıştır. Bitki türlerinin evrimi ve ehlîleşmesi sı-
rasında meydana gelen bu çeşitlilik genom düzenlemesinin ilk ör-
nekleri olup doğal rastgele mutasyonlara dayanmaktadır. 1950’li 
yıllardan bu yana, yeni alelik varyasyon oluşturmak için fiziksel, 
kimyasal ve biyolojik (T-DNA yerleştirme / transpozonlar) mutage-
nezler kullanılmıştır [1- 4]. Bununla birlikte, mutasyonlar rastgele 
ve kendiliğinden ortaya çıktığı için, mutasyon indüksiyonu fenotip 
sadece bir veya birkaç genden kaynaklanıyorsa faydalı olmaktaydı. 
1980’li yılların başında, hem temel bitki biyolojisini anlamak hem 
de bitkisel ürünlerin iyileştirilmesi için transgenik teknikler kulla-
nılmaya başlanmıştır [5- 8]. Bu sayede daha verimli, çeşitli hasta-
lıklara daha dayanıklı, zor stres koşullarına yüksek toleranslı bitki-
ler ile ilaç sanayi gibi gıda dışında da farklı sektörlere ham madde 
desteği sağlanmıştır [9- 11]. Bununla birlikte, transgenik teknik-
lerle organizmaya aktarılan transgenin konak genoma girişi rastgele-
dir. Her ne kadar yapılan araştırmalarda transgenik bitkilerin zararlı 
olduğu kanıtlanmasa da, gen aktarımı yapılan ürünlerin yenilebilir 
ürünler olduğu durumlarda halk, genetiği değiştirilmiş ürünleri en-
dişeyle karşılamaktadır. 2000’li yıllarda yapay ya da doğal bölgeye 
özgü nükleazlar ile genom düzenleme teknolojilerinin kullanımı ile 
hem hayvan hem de bitki sistemlerinin genom düzenlemesi başarıyla 
gerçekleşmiştir [12]. Rastgele giriş ve sıklıkla rastgele fenotiplere 
yol açan transgenik yaklaşımın aksine, genom düzenleme yöntem-
leri ile tanımlanmış mutantlar üretilmekte ve böylece bu yöntemler 
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işlevsel genomik ve ürün ıslahı çalışmalarında güçlü bir araç haline 
gelmektedir.

Genom düzenlemesinde kullanılan bölgeye özgü nükleazlar ile 
hedef genomda çift zincir kırıkları (“double strand breaks”; DSBs ) 
meydana getirilerek, genomda istenilen genlerin eklenmesi, çıkartıl-
ması ya da değiştirilmesi mümkün olmaktadır. Bu amaçla kullanılan 
endonükleazlar ve sistemler; meganükleazlar, çinko parmak nükle-
azlar (“zinc finger nucleases”; ZFNs), transkripsiyon aktivatör-ben-
zeri efektör nükleazlar (“transcription activator-like effector nucle-
ases”; TALENs) ve kümelenmiş düzenli aralıklı kısa palindromik 
tekrarlar (“clustered regularly interspaced short palindromic repe-
ats”; CRISPR)’dır. Bu dört yöntemde de farklı yaklaşımlarla hedef 
bölgede değişiklik yapılmasına karşın yöntemlerin temel basamak-
ları benzerdir. Öncelikle, DNA’nın her iki zincirinde çift zincir kırık-
ları oluşturulur. Daha sonra, hücre tarafından bu çift zincir kırıkları 
homoloji yönlendirmeli onarım (“homology-directed repair”; HDR) 
ya da homolog olmayan uç bağlanması (“non-homologous end joi-
ning”; NHEJ) ile onarılır. NHEJ, hataya eğilimli bir onarım meka-
nizması olup delesyonlara ya da insersiyonlara sebep olduğu için bir 
genin işlevini tamamen durdurmak için tercih edilmektedir. HDR ise 
kusurlu genin sağlam alleli ile değiştirilebilmesi ya da yeni bir genin 
genoma eklenebilmesi için tercih edilmektedir (Şekil 1) [13]. Her ne 
kadar hücreler, NHEJ veya HDR’yi kullanarak DSB’leri onarmak 
için farklı yeteneklere sahip olsalar da, bu yol seçimini büyük ölçüde 
hücre döngüsünün fazı yönetir. NHEJ baskın olan onarım mekaniz-
ması olup G1, S ve G2 fazları sırasında DNA onarımında etkindir. 
Buna karşın HDR, DNA replikasyonu tamamlandığında geç S ve G2 
fazlarıyla sınırlıdır [14]. HDR’de DSB’leri onarmak için kalıp ola-
rak kardeş kromatitler ya da ekzojen DNA parçası kullanılmaktadır. 
Böylece, HDR ile kusursuz bir şekilde onarım gerçekleşmektedir. 
Bitkilerde HDR ile gen düzenleme frekansı oldukça düşüktür.
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Şekil 1. Çift Zincir Kırığı Aracılı Genom Düzenleme.  
Genom düzenleme, homoloji yönlendirmeli onarım (HDR) (a) ya da 

homolog olmayan uç bağlanması (NHEJ) (b-d) ile sağlanabilir. HDR’de, 
entegrasyon için genomik dizinin yanı sıra vektör DNA’sında bulunan 

homoloji bölgeleri kullanılır (a). NHEJ ile onarım mekanizması ise hataya 
eğilimlidir. Delesyon (b-d) ve insersiyon (c) ile açık okuma çerçevesi 

değişirse genin işlevi tamamen durdurulur [15].

2. Genom Düzenleme Teknolojileri

2.1. Meganükleazlar

Meganükleazlar (ya da homing endonükleazlar), mobil genetik ele-
mentlerin bileşenleri olan doğal restriksiyon endonükleazlardır. Ökar-
yotlarda, bakterilerde ve arkelerde bulunan ve çoğunlukla mobil sınıf 
I intron ve inteinlerde kodlanan yüzlerce üye tanımlanmıştır. Nük-
lear genomun yanı sıra, mitokondri ve kloroplast genomu tarafın-
dan da sentezlenmektedir. Meganükleazlar, her biri 160 ila 200 amino 
asit (aa) bakiyesi boyutunda iki özdeş alt birim içeren homodimerler 
oluşturur. Bu enzimler, 12 ila 40 bç arasında değişen spesifik DNA 
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dizilerini tanır ve DNA’da çift zincir kırığı meydana getirir. Tanıma 
bölgesinin bu kadar uzun olması meganükleazların özgünlüğünü art-
tırmakta ve genomdaki kesim noktalarının sayısını azaltmaktadır. Ta-
nıma bölgelerinin büyüklüğü göz önüne alındığında, bütün bir bitki 
genomu, belirli bir nükleaz için hiçbir tanıma bölgesi içermeyebilir 
veya birkaç tane içerebilir.

Bugüne kadar birçok meganükleaz tanımlanmasına karşın, çalı-
şılmak istenilen her bölgeye uygun bir enzimin doğal olarak bulun-
ması mümkün değildir. Bu nedenle var olan meganükleazların tanıma 
bölgelerinde çeşitli teknikler ile değişiklikler yapılarak ya da kimerik 
proteinler oluşturularak ilgili bölgeye uygun enzimler üretilebilmek-
tedir. Homodimer ya da heterodimer formlar ve modifiye meganükle-
azlar kullanılarak genomda hedeflenebilecek bölge sayısı arttırılabilir. 
Buna karşın, her çalışma için yeni bir enzim tasarımı gerekmektedir. 
Genom düzenleme ilk olarak uzunluğu 18 bç’ye kadar olan hedef böl-
gelere sahip doğal meganükleazlar kullanılarak elde edilmiştir [16]. 
I-CreI ve I-SceI meganükleazları, mısırda hedef genom modifikasyo-
nunda başarıyla kullanılmıştır [17, 18]. Yanı sıra, Arabidopsis ve tütün 
dâhil olmak üzere birçok bitki türünde DNA insersiyonlarını hedefle-
mek için başarıyla kullanılmıştır [19].

2.2. Çinko parmak nükleazlar

Çinko parmak nükleazlar, yapay olarak üretilen nükleazlardır. Çinko 
parmak motifi, ilk olarak Xeonopus laevis kurbağasına ait TFIIIA’da 
bulunmuştur. Çinko parmak (ZF), DNA dizisini tanıyan ve transkripsi-
yon faktörlerinde sıkça rastlanan bir protein motifidir. DNA bağlanma 
bölgesi ve endonükleaz bölgesi olmak üzere iki alt domen içermek-
tedir. Merkezde bulunan çinko atomu, 3-6 sistein ve 19-23 histidin 
aa’larına bağlanmakta ve parmak yapısı oluşturmaktadır. Her par-
makta 23 aa bulunur ve parmakta yer alan aa’lar özgül DNA dizileri 
ile eşleşebilir. Her bir ZF motifi 3 nükleotidlik bir diziyi tanıyıp bağla-
nabilir. Böylece istenilen diziye özgü olacak şekilde çinko parmakları 
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arka arkaya birleştirilir ve bu şekilde enzimin DNA bağlanma bölgesi 
tasarlanır. Enzimin DNA bağlanma bölgesi hedef bölgeye uygun ola-
cak şekilde tasarlandıktan sonra kesim yapacak olan katalitik bölge ile 
birleştirilir. Kesim yapacak olan bu bölge FokI enziminden elde edilir. 
FokI, Flavobacterium okeanokoites bakterisinde tanımlanmış olan ti-
pIIS restriksiyon enzimidir. Kesim yapabilmek için homodimer olarak 
çalışır. Dimer oluşumunu sağlamak için, 2 tane ZF-FokI hibrit prote-
ini üretilip hedef genoma eş zamanlı olarak, birlikte iletilmelidir. Böy-
lece, bir monomer DNA’nın ileri yöndeki zincirine ve diğer monomer 
de DNA’nın geri yöndeki zincirine bağlanır. Ayrıca dimer oluşumu, 
katalitik aktivite ve çift zincir kırıklarının oluşması için 2 Fokl mono-
meri birbirine çok yakın olmalıdır. Her çalışma için iki farklı ZFN üre-
tilir. Böylece FokI enzimi dimer oluşturarak kesim yapabilir. FokI ke-
sim domeni özgün bir diziye ihtiyaç duymadığı için kesim özgünlüğü 
ZF motifleri ile sağlanır. Kesim sonucunda HDR ya da NHEJ ile il-
gili bölgede değişiklik yapılmış olur. ZFN’nin özgüllüğü; sol ZF-DNA 
bağlanma modülüyle verilen ileri-zincir dizisi, sağ ZF-DNA bağlanma 
modülüyle verilen geri-zincir dizisi ve iki bağlanma bölgesi arasın-
daki “spacer” (aralık, ara dizi) ile sağlanır (Şekil 2). Bu üç elementin 
birleşmiş etkisiyle, genom içinde ZFN bağlanma özgüllüğü oldukça 
yüksektir. ZFN ile çalışmanın olumsuz taraflarından biri genomda ça-
lışılacak olan her bölge için yeniden ZFN üretilmesinin gerekmesi-
dir. Bu durum maliyeti arttırmakta ve zaman kaybına yol açmaktadır. 
DNA 4 farklı bazdan oluştuğu için muhtemel bütün 3’lü diziler için 64 
farklı ZF motifi gerekmektedir. Bununla birlikte, henüz 64 farklı üçlü 
nükleotid kombinasyonları için ZF motifi üretilmemiştir. Bu nedenle 
genomda istenilen her bölge ile çalışmak mümkün değildir. ZFN’ler 
kullanılarak bitki genom düzenlemesine yönelik birçok araştırma ya-
pılmıştır [20- 24].
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Şekil 2. Çinko Parmak Nükleazlar ile Genom Düzenleme.  
Çift zincir kırık oluşumunun sağlanması için N-terminalde 3-6 tane çinko 

parmak protein (ZFP) ile C-terminalde FokI kesim domenini içeren bir 
çift ZFN gereklidir. İki ZFN tanıma bölgesi, spacer DNA dizisi (5-7 

nükleotidlik) ile ayrılmaktadır [25].

2.3. Transkripsiyon aktivatör-benzeri efektör nükleazlar

Transkripsiyon aktivatör-benzeri efektör nükleazların (TALEN) ça-
lışma mekanizması ZFN ile benzerdir. Kesim domeni olarak FokI ve 
tanıma domeni olarak TALE proteinleri kullanılır. TALE proteinleri 
bitki patojeni olan Xanthomonas bakterilerinden elde edilmiştir [26]. 
Xanthomonas bakterisi, bitki hücrelerine efektör proteinlerini enjekte 
etmek için Tip III sekresyon sistemini kullanmaktadır. Bu efektör pro-
teinlerin bir grubu olan TALE’ler nükleusa hedeflenerek konak hüc-
rede hassaslık genlerini aktive eden promotör kısımlarına bağlanır. 
TALE’ler yüksek oranda korunmuş 33-39 aa tekrarı içerir ve farklı 
yapısal özelliklere sahiptir. Bu korunmuş dizinin 12. ve 13. pozisyo-
nundaki aa’lar değişkendir (“Repeat Variable Di-residues-RVDs”). 
RVD’ler, TALE proteinlerinin DNA’ya bağlanma özgünlüğünü be-
lirler. 12. bakiye, nükleotid bakiyesiyle bağlantıları stabilize etmekte, 
13. bakiye ise tanımayı sağlamaktadır. Asparajin-asparajin (ya da li-
zin) guanin, asparajin-izolösin adenin, histidin-aspartik asit sitozin, 
asparajin-glisin timin olmak üzere her bir baz için RVD grubu mev-
cuttur. Genom düzenleme yapma amacı ile TALE proteinleri hedef di-
ziye göre birleştirilir ve DNA bağlanma bölgesi oluşturulur. TALE di-
zisi mutlaka timin bazı ile başlamalıdır. TALE proteinlerinden oluşan 
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bu domen FokI enziminin kesim domeni ile birleştirilir. ZFN siste-
minde olduğu gibi FokI enzimi dimer olarak çalıştığı için her bir he-
def dizi için iki adet TALEN üretilmelidir (Şekil 3). Her dizi için yeni 
üretim gerekmesi maliyeti yükseltmekte ve zaman kaybına neden ol-
maktadır. Tek zincir TALEN (“single-chain TALEN”; scTALEN) üre-
timi ile tek bir TALE dizisine iki adet FokI enzimi bağlanarak he-
def bölge kesilebilmektedir. Bu teknik maliyeti nispeten azaltmaktadır 
[27]. TALEN’ler ile genom düzenleme Arabidopsis [28], pirinç [29], 
tütün [30] ve Brachypodium [31] gibi model bitkilerin yanı sıra, arpa 
[32] ve mısır [33] gibi ekonomik açıdan önemli bitkilerde başarıyla 
uygulanmıştır.

Şekil 3. Transkripsiyon Aktivatör-Benzeri Efektör  
Nükleazlar ile Genom Düzenleme.  

TALEN, hedef DNA’ya bağlanır. Her bir TALEN, N-terminalde TALE’ler 
ile C-terminalde FokI kesim domeni içerir. TALEN çiftinin iki hedef dizisi 

spacer DNA dizisi ile ayrılmaktadır [25].
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2.4. �Kümelenmiş düzenli aralıklı kısa palindromik tekrarlar 
(CRISPR) / Cas sistemleri

Tüm organizmalar; virüsler ve diğer enfekte eden patojenlerle sürekli 
çekişme halindedir. Patojenler ve konakları arasındaki sürekli silah-
lanma yarışının bir parçası olarak iki stratejik bağışıklık yaklaşımı ev-
rimleşmiştir. Doğuştan gelen bağışıklık; patojenlerin genel özellik-
lerini tanıyan, önceden var olan genetik olarak kodlanmış sistemleri 
kapsamakta, kazanılmış bağışıklık ise önceden karşılaşılan istilacılara 
karşı özgül bağışıklık yanıtları ve immünolojik hafıza oluşturma ye-
teneğindeki sistemleri kapsamaktadır. CRISPR/Cas sistemi bakterinin 
virüslerden korunmak için geliştirdiği kazanılmış bağışıklık sistemidir. 
1987 yılında Ishino ve çalışma grubu tarafından E. coli bakterisinde 
alkalin fosfataz izozim dönüşümünden sorumlu iap geni klonlanıp di-
zilenmiştir. Araştırıcılar iap geninin aşağı yönünde 29 nükleotidlik bir 
dizi tekrarının, tekrarsız ve benzer şekilde kısa dizilerle (“spacer”) ay-
rıldığını gözlemlemişler ve sonraki çalışmalarda bu dizileri dizilemiş-
lerdir [34, 35]. Daha sonra, birçok araştırıcı tarafından birçok bakteri 
ve arkelerde de benzer tekrarlar görülmüştür [36- 39]. 2002 yılında 
ise bu diziler CRISPR olarak adlandırılmıştır [40]. İlerleyen yıllarda 
bu tekrar elementlerinin bitişiğinde kümelenmiş Cas genleri tanımlan-
mıştır. 2005 yılında ise bu dizilerin bakteri genomuna nasıl entegre ol-
duğu ve doğal süreçteki işlevleri ile ilgili mekanizmalar kısmen an-
laşılmıştır [41- 43]. CRISPR-Cas sistemleri, dizilenmiş tüm bakteri 
genomlarının yaklaşık %45’inde ve arke genomlarının %85’inde bu-
lunmuştur. Bu sistemlerde, CRISPR array, “spacer” biçiminde immü-
nolojik hafızayı depolamaktadır. Spacer’lar; istila eden patojenlerden 
kökenlenen kısa DNA dizileri olup CRISPR DNA tekrarlarının ara-
sında bulunmaktadır. Bir dizi Cas proteini de, CRISPR–Cas sistemle-
rinin sonradan kazanılmış bağışıklık işlevini meydana getirmesinden 
sorumludur. CRISPR–Cas sistemlerinin etki mekanizması (i) adaptas-
yon, (ii) ekspresyon ve olgunlaşma ve (iii) interferans olmak üzere 3 
aşamaya ayrılabilir [44]. (i) Adaptasyon aşamasında ilk olarak, istila 



Haliç Üniversitesi Fen Bilimleri Dergisi 2019, 2/1: 113-133 � Tufan, F. ve Keleş, E. N.

122

eden patojenin yabancı DNA’sının konak tarafından «spacer kaza-
nımı» için hedef olarak tanınması gerekmektedir. İkinci olarak, ya-
bancı DNA’dan “protospacer” (spacer’ların kökenlendiği diziler) de-
nilen özgül boyuttaki bir dizinin (genel olarak 30-40 bç) çıkarılması 
gerekmektedir. Son olarak da, kazanılan bu dizi immünolojik hafıza 
oluşturmak için CRISPR array’inin içine yeni bir «spacer» olarak gir-
meli ve bitişik tekrar dizisi de duplike olmalıdır. Bu sistemde, Cas1 
ve Cas2 proteinleri; CRISPR array’i içindeki lokus, lider dizi ve ilk 
CRISPR tekrarı gibi birçok bileşenin evrensel olarak korunduğu düşü-
nülmektedir. Çalışılan tüm CRISPR–Cas sistemlerinde Cas1 ve Cas2 
«spacer kazanımı» için gereklidir. Cas1 ve Cas2 genellikle aynı ope-
ronda kodlanmakta ve yapısal olarak kararlı bir protein kompleksi 
oluşturmaktadır. Spacer kazanımı için Cas1’in endonükleaz aktivitesi 
gereklidir. Cas2’nin de DNA ve RNA kesme aktivitesi olup bu akti-
vite spacer kazanımı için gerekli değildir. Bu nedenle Cas2’nin spacer 
kazanımındaki primer rolünün onun katalitik aktivitesiyle ilgili olma-
dığı düşünülmektedir. Cas1–Cas2 kompleksi genel olarak, yeni spa-
cer’ı, lider dizi ve CRISPR array’in ilk tekrarı arasındaki bağlantıya 
ekler. Bu bağlantıda eklenme yapılmasının tercih edilmesi sayesinde 
spacer’lar, array’in lider dizi ucuna doğru olan bir polariteyle CRISPR 
array’i içine eklenir. Lider dizi AT-dizisinden zengindir ve CRISPR ar-
ray’inin hemen yukarı yönünde olup genellikle hem crRNA (CRISPR 
RNA) ekspresyonunu yürüten promotör dizi hem de spacer eklenmesi 
için tanıma dizisi içermektedir. Bu da kronolojik olarak sıralanmış bir 
array meydana getirmektedir. En son kazanılan spacer, lider diziye 
en yakın olan spacer’dır. (ii) Ekspresyon ve olgunlaşma aşamasında, 
CRISPR array pre-RNA’ya transkribe edilir ve pre-RNA ilave işlem-
lerle crRNA’lar olarak bilinen daha kısa RNA birimlerine işlenir. Her 
bir crRNA, tekrar dizisinin bir parçası tarafından kuşatılan tek bir spa-
cer içermektedir. Bu crRNA’lar, aktif Cas-crRNA kompleksi oluştur-
mak için bir ya da daha fazla Cas proteinleriyle birleşmiştir. (iii) İn-
terferans aşamasında ise, Cas-crRNA kompleksi, yabancı nükleik asit 
hedefleri için hücreyi tarar. Tanıma, komplementer crRNA dizileriyle 
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baz eşleşmesi ile gerçekleşmektedir. Başarılı bir şekilde tanıma ol-
ması, hedef nükleik asitin kesilmesine ve parçalanmasına yol açar.

CRISPR sistemleri cas gen içeriği ile iki ana sınıf, altı tip ve 20’den 
fazla alt tipe sınıflandırılmıştır. Altı tipin her biri, yabancı nükleik asit-
lerin yıkımına aracılık eden işlevsel olarak farklı efektör kompleks-
ler kullanır. Tip I, tip II ve tip V sistemleri DNA’yı, tip VI sistemi 
RNA’yı, tip III sistemi ise hem RNA hem de DNA’yı hedefler (tip IV 
sistemleri henüz deneysel olarak karakterize edilmemiştir) [45]. Adap-
tasyon mekanizması, farklı CRISPR-Cas sistemleri arasında oldukça 
iyi korunmuştur. Evrensel Cas1 ve Cas2 proteinleri, spacer kazanımın-
dan sorumlu olan bir integraz kompleksi içerir [46]. İnterferans me-
kanizması ise CRISPR-Cas sistemleri arasında önemli ölçüde değiş-
mektedir. Sınıf 1 sistemlerdeki interferans mekanizması (tip I, III ve 
IV) birden fazla Cas proteininden oluşurken, sınıf 2 sistemlerde (tip 
II, V ve VI) interferans için tek bir efektör Cas proteini gerekmekte-
dir. Günümüzde genom düzenleme için en yaygın olarak tip II sistemi 
kullanılmaktadır. CRISPR tip II sistemleri, iki nükleaz domeni olan 
(RuvC-benzeri domen ve HNH domeni) çok domenli Cas9 endonük-
leazı içeren dört Cas proteininden oluşmaktadır. Cas9 ile birlikte bir 
crRNA ve trans aktive edici crRNA (tracrRNA) bir kompleks oluştur-
maktadır. tracrRNA’nın bir bölgesi crRNA’nın CRISPR segmenti ile 
komplementerdir. crRNA’nın viral kökenli olan kısmı ise tek zincirli 
olarak kalmakta ve konak hücreyi istila eden viral DNA’yı baz eşleş-
mesi yaparak tespit etmektedir. Daha sonra RuvC ve HNH tarafından 
viral DNA’nın her iki zinciri kesilmekte ve ardından viral DNA parça-
lanmaktadır (Şekil 4). Hedef dizinin seçimindeki tek kısıtlama, kulla-
nılan Cas9 proteininin türünün kökeni tarafından tanımlanan bir pro-
tospacer bitişik motife (“protospacer adjacent motif”; PAM) ihtiyaç 
duymasıdır. Streptococcus pyogenes’ten elde edilen Cas9 ile standart 
uygulamalarda, hedefin 3’ ucunda “NGG” gereklidir. NGG dizileri 
herhangi bir kodlama dizisinde nadir bulunmadığından, CRISPR/Cas9 
temelli genom düzenleme hemen hemen tüm organizmalarda uygula-
nabilmektedir Sınıf II CRISPR sisteminin bir başka endonükleazı olan 
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Cpf1 (Prevotella ve Francisella bakterilerinde keşfedilen CRISPR) de 
bitkilerde genom düzenleme için kullanılmaktadır. Cas9 ve Cpf1 ara-
sında birkaç farklılık vardır. Bu farklılıklardan biri, Cpf1’de sadece 
kısa bir crRNA’nın gerekli olması ve tracrRNA’nın gerekmemesidir. 
Diğeri, Cpf1’in PAM dizisinin T-den zengin bir dizi olmasıdır. Üçün-
cüsü ise, Cpf1’in, her bir komplementer DNA zincirini farklı bölge-
lerde, birbirinden beş nükleotit aralıklı olarak kesmesi ve Cas9 tarafın-
dan üretilen küt uçlar yerine yapışkan uç oluşmasıdır [47].

Şekil 4. CRISPR/Cas Sistemi Aracılı Genom Düzenleme.  
Cas9 proteini RuvC ve HNH domenleriyle hedef DNA’da çift zincir kırığı 

oluşturmaktadır. Bağlanma özgüllüğü, ilgili hedef bölgeye tamamlayıcı 
olan sgRNA ile gerçekleşir. Protospacer-bitişik motif (PAM) aracılığıyla 
DNA, Cas9 proteiniyle etkileşime girer. Bu nedenle, PAM dizisi tanıma 

bölgesi özgüllüğüne katkıda bulunmaktadır [15].

CRISPR/Cas9 sistemini ilgilenilen organizmada (bitki, memeli, 
maya v.b.) çalışılabilir hale getirmek için vektörler geliştirilmiştir. 
Her vektörde olduğu gibi CRISPR/Cas vektörlerinde de mutlaka bir 
replikasyon orjini ve markır gen bulunmalıdır. Ayrıca güçlü bir pro-
motör ile birlikte Cas genleri ve yine bir promotör ile birlikte crR-
NA-tracrRNA kimerik yapısını oluşturacak dizi gereklidir. Bu şekilde 
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bir vektör sadece crRNA (gRNA olarak adlandırılmakta) dizisi değiş-
tirilerek birçok farklı geni hedeflemek için kullanılabilir. Bu nedenle 
bu yöntemin maliyeti diğer genom düzenleme yöntemlerine göre ol-
dukça düşük olup zaman tasarrufu sağlamaktadır. crRNA ve tracrRNA 
kimerik yapısı olan tek rehber RNA (“single guide RNA”; sgRNA;) 
aynı mekanizma ile Cas protein kompleksine rehberlik ederek hedef 
bölgede çift zincir kırık oluşumunu sağlar. Sistemin çalışabilmesi için 
tracrRNA ve crRNA arasında meydana gelen hibridizasyon önemli-
dir. Tek bir zincir halinde olan sgRNA’da bu yapıyı taklit edebilmek 
için bir ilmek oluşturabilecek diziler eklenmiştir. Bu şekilde tasarla-
nan vektörler oldukça büyük oldukları için çalışmayı kolaylaştırmak 
amacı ile Cas ve sgRNA bölgeleri farklı iki vektöre entegre edilerek de 
kullanılabilir. Hedef bölgeye göre hazırlanan vektör uygun bir teknik 
ile hücre içine aktarılır. Vektör üzerindeki Cas ve sgRNA ekspresyonu 
sonucu konak hücre DNA’sı hedef bölgeden kesilir [48].

3. �Bitkilerde CRISPR/Cas Aracılı Genom Düzenleme Uygulamaları

CRISPR/Cas9 gen düzenleme sistemi ilk kez 2012’de memeli hücre-
lerinde gösterilmiş olup [49] kısa sürede en etkili ve geniş çapta kulla-
nılan genom mühendisliği aracı olmuştur. Bitkilerde CRISPR/Cas9 ile 
genom düzenlenmesiyle ilgili ilk raporlar 2013 yılında bildirilmiştir 
[50- 52]. Bu makalelerde, model bitkilerden Nicotiana benthamiana 
ve Arabidopsis bitki yapraklarında Cas9 ve sgRNA’nın Agrobacte-
rium aracılı geçici ekspresyonu ve pirinç kalluslarında fitoen desa-
turaz enzimini hedeflemede biyolistik yöntemi kullanılmıştır. Cas9 
ve sgRNA’nın geçici ekspresyonu için protoplastlara doğrudan DNA 
transferi ayrıca Arabidopsis, tütün ve pirinç bitkilerinde fitoen desatu-
razın genom düzenlemesi için kullanılmıştır. Bitki hücrelerinde geçici 
ekspresyon veya kararlı ekspresyon için mikroenjeksiyon, polietilen 
glikol (PEG), elektroporasyon gibi çeşitli transformasyon teknikleri 
başarıyla kullanılmaktadır [53]. Agrobacterium içermeyen bu doğru-
dan yöntemlerde genom düzenleme için sadece sgRNA geni ve Cas9 



Haliç Üniversitesi Fen Bilimleri Dergisi 2019, 2/1: 113-133 � Tufan, F. ve Keleş, E. N.

126

endonükleaz geni gereklidir. Birçok bitkide transformasyonun çok zor 
gerçekleşmesi, genom modifikasyonlarında engel teşkil etmektedir. 
Bu nedenle, bitkilerde genom düzenlemesi için yüksek etkinlikli tek-
nolojilere yönelik stratejiler geliştirilmelidir [54].

Yirmiyi aşkın bitki türünde CRISPR/Cas sistemi ile genom düzen-
leme ile ürün veriminin yanı sıra biyotik ve abiyotik strese dayanık-
lılığın arttırılmasıyla ilgili araştırmalar bulunmaktadır [55]. CRISPR/
Cas sisteminin bitki biyolojisinde uygulanabilirliğinin gösterilme-
sinden sonra asıl odak, ilgili genlerin açık okuma çerçeveleri (ORF) 
içinde çift zincir kırığını indükleyerek, birçok türde NHEJ aracılı ka-
lıtsal mutasyonların üretimi olmuştur. Her ne kadar CRISPR/Cas9 sis-
teminin etkinliği diploid bitkilerde yapılan çalışmalar ile gösterilmiş 
olsa da, bu sistemin poliploid ve kompleks genomlu bitkilerde uygu-
lanmasında zorluklar bulunmaktadır.

Homolog olmayan uç bağlanması tarafından gen düzenlemesi, 
nükleaz eksprese eden DNA’nın geçici ya da kararlı olarak bitki hüc-
relerine transformasyonuyla sağlanmıştır. Yabancı DNA genoma en-
tegre edildiğinde, modifiye edilmiş bitki jenerasyonunun ayrışmasıyla 
elimine edilebilir. Her iki durumda da ürün, transgenik DNA içerme-
mesine karşın, yerel yasalara bağlı olarak, bazı ülkelerdeki mevzu-
atlarda, bitki üretiminin rekombinant nükleik asitleri kapsaması ne-
deniyle bitkiler genetiği değiştirilmiş organizmalar (GDO) olarak 
sınıflandırılmaktadır. Bu nedenle yıllar içinde, bitki hücrelerinde böl-
geye özgü çift zincir kırıklarının indüksiyonu sürecinde nükleazı eks-
prese eden DNA’nın önlenmesi için yaklaşımlar uygulanmıştır. RNA 
virüslerini vektör olarak kullanmak ya da işlevsel bir nükleazı doğru-
dan bitki hücrelerine aktarmak olmak üzere iki ana strateji vardır. Vi-
ral stratejinin uygulanabilirliği ilk olarak ZFN’lerin tütün ve petunya 
bitkilerine dolaylı geçici iletimi için tütün çıngırak virüs (TRV) temelli 
ekspresyon sisteminin kullanılması ile gösterilmiştir. Son zamanlarda, 
bu teknoloji, CRISPR/Cas sistemi kullanılarak NHEJ aracılı gen dü-
zenlemesi için de kullanılmıştır. Alternatif olarak, istenen mutasyon-
ları elde etmek için aktif enzim molekülleri veya bunların mRNA’ları 



Tufan, F. ve Keleş, E. N.� Haliç Üniversitesi Fen Bilimleri Dergisi 2019, 2/1: 113-133 

127

doğrudan bitki hücrelerine transfer edilebilir. Yakın zamanda, gen he-
deflemesi için, in vitro önceden birleştirilmiş Cas9-sgRNA RNP’ler 
yardımı ile DNA içermeyen teknikler kullanılmaya başlanmıştır. Böy-
lece, RNP’ler olgunlaşmamış embriyolara biyolistik yöntemiyle akta-
rılmış ve rejenere olan bitkiler düzenleme olaylarıyla seçilmiştir [56].

Çinko parmak nükleazlar (ZFN), TALEN ve CRISPR gibi genom 
düzenleme teknolojileri, bazı ülkelerin mevzuatlarında GDO tanımı 
kapsamına girmemektedir. Amerika Birleşik Devletleri Tarım Bakan-
lığı (USDA), CRISPR/Cas9 tarafından düzenlenmiş ürünlerin ücretsiz 
olarak yetiştirilip satılabileceğini belirtmiştir [57]. USDA’nın düzen-
leme yapmadığını beyan ettiği CRISPR/Cas9 yaklaşımı ile genomu 
düzenlenmiş 5 ürün türü vardır. Penn State Üniversitesi’nde Dr. Yi-
nong Yang grubu tarafından Agaricus bisporus polifenol oksidaz en-
zimini kodlayan altı genden birinin susturulması ile kararmaya daya-
nıklı hale getirilmiştir [58]. DuPont Pioneer tarafından amilopektinle 
zenginleştirilmiş mumsu mısır, amiloz yapımından sorumlu olan en-
dojen Wx1 geni inaktive edilerek geliştirilmiştir. Setaria viridis’in çi-
çeklenme zamanı, ZmID1 geninin homoloğu inaktive edilerek gecik-
tirilmiştir. Ketencik bitkisinin (Camelina sativa) omega-3 yağ içeriği 
arttırılmıştır. Soya bitkisinde (Glycine max) ise Drb2a ve Drb2b gen-
leri inaktive edilerek kuraklık ve tuz stresine karşı dayanıklılık ka-
zandırılmıştır [59]. Kanada’da onaylama sürecinin sonuna yaklaşmış 
toplam 12 ürün çeşidi vardır. Bununla birlikte, genomu düzenlenmiş 
ürünlerin yasal durumu birçok ülkede belirsizliğini korumaktadır [60].

4. Sonuçlar

Yeni nesil genom düzenleme teknolojileri, bilim insanlarına, organiz-
malarda istenen özellikleri tam ve hızlı bir şekilde kazandırma im-
kânı sağlamaktadır. CRISPR/Cas sistemi, hayvan ve bitki biyolojisi 
araştırmalarında bir devrim niteliğinde olup son yıllarda hedefli ola-
rak genlerde değişiklikler yapmak için en geniş çapta kullanılan ge-
nom düzenleme teknolojisi olarak bilinmektedir. 2013 yılından bu 
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yana, CRISPR/Cas sistemleri sayesinde bitki genom düzenlemesinde 
önemli ilerlemeler kaydedilmiştir. Bununla birlikte, her tarımsal bit-
kide yeterli genom dizi bilgisinin bulunmaması CRISPR/Cas sistemi-
nin geniş çapta uygulamalarını birçok üründe sınırlamaktadır. Tıbbi 
ve klinik araştırmalarla karşılaştırıldığında, bitkilerde genom düzen-
leme, etik konular açısından uygulamalı araştırmalar için daha uygun-
dur. CRISPR/Cas teknolojisi, gün geçtikçe daha hassas ve verimli hale 
gelmektedir ve işlevsel genomik çalışmalar ile ürünlerin özelliklerinin 
geliştirilmesinde etkili bir araç olarak kullanılmaya devam edecektir.
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