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ZFN, TALEN ve CRISPR’lar DNA'da hedeflenen bolgeye baglanabilmeleri sayesinde genomda diizenleme
yapmaya imkan veren yeni nesil genom dizenleme teknikleridir. Bu tekniklerin kullanimi sayesinde hedef
genler mutasyona ugratilarak ya da genomdan kesilerek susturulabilmekte, ayrica genlerde istenilen
nikleotidlerin degistiriimesi de mimkun olabilmektedir. Yapilan genom diizenlemeleri halihazirda kullanilan
metotlara kiyasla daha hizli, daha kolay, etkin ve ucuzdur. Bu makalede yeni nesil genom dizenleme
tekniklerinin calisma prensipleri, kullanildiklari alanlar, tekniklerin birbirleriyle kiyaslanmasi ve bu teknikler
kullanilarak genetik mihendisligi ve islahi alaninda su ana kadar yapilmis calismalara yer verilmigtir.
Makalenin son boéliminde bu tekniklerle yapilan duzenlemeler sonucunda elde edilen bitkilerin dogaya
salinimi ve bu konuda mevcut dizenlemelere de deginilmistir. Yeni nesil genom dizenleme tekniklerinin

baglanma ve kesim etkinliklerinin artirlmasi mevcut calismalari bir adim daha ileriye tasiyarak, daha verimli,
kaliteli ve cevresel faktorlere karsi toleransli gesitlerin gelistiriimesine imkéan taniyacaktir.

Anahtar Kelimeler: ZFN, TALEN, CRISPR, gen susturma, genetik modifikasyon

New Generation Genome Editing Techniques:
ZFNs, TALENs, CRISPRs and Their Use in Plant Research

Abstract

ZFNs, TALENs and CRISPRs are the new generation genome editing tools functioning by binding a
specified target region on DNA. Using one of these techniques, target genes could be edited by insertion/
deletions. Itis also possible to replace nucleotides in target genes via homologous recombination. Compared
to the current methods, new generation genome editing is faster, easier, more efficient and less expensive.
This review covers how and where new generation genome editing techniques can be used, comparison
one to another, and highlights applications in plant genetic engineering and plant breeding. Furthermore, the
release of genome edited plants to the environment and current regulations in the world are discussed. It is
predicted that improvements in binding and excising efficacy of new generation genome editing techniques
would take the current research one step further, and would be a major aid to plant breeding that would lead
to generating crop varieties with higher yield, quality and tolerance to biotic and abiotic stresses.
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Giris

izi spesifik niikleazlar (ZFN, TALEN Olusan bu cift iplik kesikleri, hicrenin DNA
Dve CRISPR) tip, molekiiler biyoloji ve tamir mekanizmalari olan HR (Homologous
bitki 1slahinda son 3-4 yildir yaygin olarak Recombination = Homolog Rekombinasyon)
kullanilmaya baslanilan yeni nesil genom Ya da NHEJ (Non-Homologous End Joining=
diizenleme araglaridir. Bu niikleazlar DNA Homolog Olmayan Uglarin Birlesmesi) yoluyla
kesim (restriction) enzimlerine benzer sekilde, tamir edilirken, hlcre tarafindan hangi tamir
genomda diizenleme vyapiimak istenen Mmekanizmasinin kullanildigina bagh olarak
bolgede DNAyi cift iplikli olarak keserler. genomda farkli modifikasyonlar meydana gelir
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(Bortesi ve ark. 2015; Lawrenson ve ark. 2015).
Tamir sirasinda NHEJ'nin HR’ye bir baskinhgi
s6z konusu olup, tamir olaylarinin %99,9'u
NHEJ yoluyla gerceklesir. Bu yolla meydana
gelen birlesme sonrasinda kesim yapilan
bolgede nukleotid kayiplari ve kazanimlari
oldukga sik gorulmektedir. NHEJ yoluyla
gergeklesen bu kusurlu tamir genomdan buyuk
pargalarin silinmesine, nukleotid kazanimi ve
kaybi nedeniyle okuma cercevesi kaymasina
(frame-shift) ve nihayetinde olusan mutasyon
nedeniyle hedef bolgedeki genin ifadesinin
degismesine neden olmaktadir (Belhaj ve ark.
2015; Zhang ve ark. 2016a).

HR’den yararlanmak suretiyle yapilmak
istenen modifikasyon galismalarinda (amaca
uygun olarak gendeki nukleotid diziliminin
degistiriimesi, gen aktarilmasi, DNA aktarilarak
genin susturulmasi vb.) genomda hedeflenen
bdlgeyle homolog diziler iceren bir dondr
parca hicreye gonderilir ve HR mekanizmasi
sayesinde bu parca genoma entegre edilebilir
(Voytas 2013). Diger yandan, somatik
hicrelerde kesik kromozomlarin onarimi NHEJ
yoluyla gerceklestiriimektedir. NHEJ &zellikle
insanlar ve bitkiler gibi ylUksek Okaryotlarda
baskin tamir mekanizmasidir (Ray ve ark.
2002; Shen ve Strunks 2016).

NHEJ ve HR'yi birbirinden ayiran temel
fark, tamir icin DNA homolojisine ihtiyag
duyulup—duyulmadigidir  (Takata ve ark.
1998). HR ile DNA kesikleri orijinaline uygun
olarak onarilmakla birlikte, bu mekanizmanin
kullanilabilmesi i¢cin genomun herhangi bir
yerinde homolog kromozom ya da kardes
kromatit gibi homolog dizilerin yer almasi
gerekir (Takata ve ark. 1998). DNA replikasyonu
sirasinda kardes kromatitler birbirine yakin
oldugu igin replikasyon sirasinda meydana
gelen cift iplik kesikleri genellikle HR yoluyla
onarilir. Radyasyon gibi c¢evre faktérlerinin
yol actigi cift iplik kesikleri ise c¢ogunlukla
NHEJ ile tamir edilir. Bunun en buyuk sebebi
kardes kromatitlerin replikasyonda oldugu gibi
birbirine yakin olmamasi ve de halihazirda
paketlenmis olmasidir (Sonada ve ark. 2006).
Gergeklestirilen tamir orijinaline uygun olmasa
da, NHEJ'de HR gibi DNAnin onariminda
gorevlidir ve genom butinliagunin korunmasini
saglamaktadir.

Radyasyon, kanserojenler veya toksik
elementler nedeniyle meydana gelen cift iplik
kesikleri, dizi spesifik nikleazlar (ZFN, TALEN
ve CRISPR) yardimiyla da genomda istenen
bblgede yapay olarak olusturulabilmektedir.
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Olusan bu kesikler hicrede ¢ogunlukla
NHEJ yoluyla onarildidi i¢in onarilan bélgede
insersiyon-delesyon (in-del) nedeniyle
mutasyonlar meydana gelmektedir.
Olusan mutasyonlar ise genellikle onarilan
bolgedeki genin fonksiyonunu kaybetmesiyle
sonuglanmaktadir (Voytas 2013). Negatif
gibi gorinen bu durum, gen fonksiyonu
arastirmalarinda (fonksiyonel genomik) ve
yeni genetik kompozisyona sahip bitkilerin elde
edilmesinde ¢ok énemli olup molekiler biyoloji
ve bitki 1slahinda yeni bir gagin baslangicina
isaret etmektedir.

ZFN’ler (Zinc Finger Nucleases)

ZFN’ler (Zinc Finger Nucleases) kullanicinin
genomda modifiye etmek istedigi bolgeye goére
dizayn edilen ilk dizi spesifik nukleazlardir.
ZFN’ ler DNAya spesifik olarak baglanan bir
domain (binding= baglanma domaini) ve bir
nikleaz (cleavage=kesim) domaini olmak
Uzere iki kisimdan olugsmaktadir. DNA'ya
spesifik olarak baglanan kisim ZF (Zinc Finger)
proteinlerden olusur (Samanta ve ark. 2016).
Her ZF birimi 30 amino asit igerir ve bu amino
asitler bir adet ¢inko atomuna baglidir. Zinc
finger proteinler BRa yapisiyla katlanmistir. a
helix ylzeyinde bazi spesifik pozisyonlarda
bulunan amino asitler ZF proteinlerin DNA
ile spesifik interaksiyonunu saglamaktadir
(Szczepek ve ark. 2007; De Pater ve ark. 2009;
Gaj ve ark. 2013). Diger amino asitlerin bir
konsensuUs iskeleti olarak birakilip sadece bu
spesifik aminoasitlerin degistiriimesi ile farkl
sekanslara baglanan zinc finger proteinler elde
edilebilir (Wu ve ark. 2007; Szczepek ve ark.
2007). Sekil 1’de de géruldugu gibi ¢ ya da
daha fazla zinc finger birimi dizi halindedir ve
her ayri zinc finger U¢ spesifik nikleotidi tanir
(Voytas 2013). Boylelikle 18-24 bp kadar bir
tanima bdlgesi olusturulabilir ki bu uzunlukta
bir hedef bdlge bitki veya memeli genomunda
muhtemelen tek olacaktir. Fokl endonukleaz
ise kesim domainini olusturur.

Fokl, Flavobacterium okeanokoites
bakterisinden izole edilen bir kesim enzimidir
(Wah ve ark. 1998). Zinc finger dizisi ile kombine
edilmis bu enzimin ¢ift iplik kesigi olusturabilmesi
icin dimerize (tipki bir makas gibi) olmasi gerekir.
Bu nedenle ZF protein dizisinin bir monomeri gift
iplikli DNA'ya Ustten baglanirken diger monomer
aralarinda 5-7 bp aciklik olacak sekilde alttan
baglanir ve dimer olusturur (Osakabe ve ark.
2015). Boylece bu alt ve Ust iplikten baglanan
ZF proteinleri arasinda kalan boélgede (ki burasi
hedef bolge olarak secilmistir) Fokl cift iplik
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Sag ZFN

Sol ZFN

Sekil 1. ZFN’'nin DNAYy1 kesmesi: iki ZFN, DNAnin alt ve Ust ipliklerine yapisarak Fok! kesim domaininin
dimerize olmasini ve DNA' y1 her iki iplikgiginden kesmesini saglar. Kesim bdlgesi iki ZF’nin tanima bolgeleri

arasinda kalan 6 baz ciftinden olusan bdlgedir.

Figure 1. DNA cleavage by ZFNs: Binding of two ZFNs to lower and upper strands of DNA at target region
results in dimerization of Fokl and cutting DNA in both strands. Restriction site is a 6-bp spacer sequence

between recognition sites of two ZFNs.

kesigi olusturabilir. ileride bahsedilecek TALEN
sisteminde de kesim islemi Fokl/ tarafindan
gerceklestirimekle olup, ZFN ve TALEN

sistemleri arasindaki fark DNAYyI taniyan
kisimlarinin ~ (binding domainlerin) yapisal
farkliigidir (Samanta ve ark. 2016).

Fokfin DNAda olusturdugu cift iplik

kesiklerinin hicrenin tamir yolaklarini uyarmasi
sonucunda NHEJ ve HR yoluyla tamir edilirler.
NHEJ ile gerceklesen tamir ile gen knock-
outlari olusurken, HR mekanizmasi yoluyla da
genoma parga entegrasyonu (gene targeting)
gercgeklestirilebilir (Shukla ve ark. 2009; De
Pater ve ark. 2009; Schneider ve ark. 2016).

ZFN sisteminin c¢alisabilmesi icin alt ve Ust
ZFN proteinlerinin dimerize olmasi gerekligi
spesifite agisindan bir avantajdir. iki farkh
amino asit dizisinin DNAya alttan ve Ustten
baglanip kesim yapmasi anlamina gelen bu
durum, ¢ok kompleks bir genomda bile yanlis
baglanma olmadan tek bir hedef bdlgenin
modifiye edilebilmesine imkan sagdlamaktadir
(Carroll 2011; Gaj ve ark. 2013).

ZFN sistemi kullanilarak yapilan ilk
basarili ¢alismada Drosophila melanogaster
in somatik esey hicrelerinde mutagenez
gerceklestirilmistir (Carroll 2011). Bu galismayi
takiben ZFN sistemi ile C. elegans, zebra bali§i
ve insan hucrelerinin yani sira Arabidopsis,
tutin, misir ve soya fasulyesini de igeren
birgok bitkide etkili ve sonraki jenerasyonlara
aktarilabilen mutagenez yapilmistir (Miller ve
ark. 2007; Ramalingam ve ark. 2011; Kumar

ve ark. 2015). Hedeflenmis mutagenezin orani
organizmadan organizmaya degismektedir
(Carroll 2011).

Townsend ve ark. (2009) titinde yaptiklari
calismada asetohidroksiasit sentaz (SuRA
and SuRB) genlerini ZFN sistemini kullanarak
basariyla hedeflemistir. Bu genlerde mutasyon
olusmasi sonucu bitkiler imidazolinon (IMI)
ve sulfonylurea (SU) temelli herbisitlere karsi
direncli hale getirilmigtir. Yine, Shukla ve ark.
(2009) ZFN’ler yardimiyla misir da IPK1
lokusuna bir herbisit tolerans geni aktarmiglar ve
T1 jenerasyonunda hem herbisite dayanikhlik
hem de IPK1 geninin mutasyona ugramasi
nedeniyle inositol fosfat profilinde farkhliklar
bulunan bitkiler elde ettiklerini bildirmiglerdir.

Spesifik DNA sekanslarini taniyan ZF
dizileri olusturmak icin birden fazla metot
bulunmaktadir. Oligomerized Pool ENgineering
(OPEN) genetik seleksiyonla ZF dizisinin
insasi icin kullanilan kombinasyonel seleksiyon
tabanli bir metottur (Townsend ve ark. 2009;
Voytas 2013; Osakabe ve ark. 2015). ZFN
olusturmak igin daha basit bir platform ise
Context-Dependent Assembly (CoDA) olarak
bilinen metottur (Sander ve ark. 2011). CoDA
onceden segilmis iki finger Unitesini kullanir
ve basit tekniklerle, hizlica ZF dizisinin
birlestiriimesine imkan tanir. istege gore ZFN’
leri dizayn etmeyi saglayan baska metotlar
ve ticari kitler de mevcuttur (Sigma-Aldrich,
http://www.sigmaaldrich.com/life-science/zinc-
finger-nuclease-technology/custom-zfn.html).
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ZFN dizaynini  kolaylastiran metotlar
¢ogalsa da genomda istenilen her sekansin
hedeflenememesitim ZFN tabanlh metotlarigin
hala sinirlayici bir faktoradur (Osakabe ve ark.
2015). Ayrica zinc fingerlar baglanmalari tercih
edilenler disinda baska Ugli nukleotidlere de
baglanabilmektedirler (hedef digi baglanma).
Bu sebeple genomda hedef disi yerlerde
meydana gelen kesim sayisi hicrenin tamir
edebilme kapasitesini astiginda, hicre iginde
olusan toksisite hiicre veya organizmanin
6limine neden olmaktadir (Szczepek ve ark.
2007; Urnov ve ark. 2010). Gerek dizaynlarinin
zor olmasi gerekse hedef-disi etki nedeniyle
toksisite olusturmasi, ZFN’leri dizi spesifik
nikleazlar iginde en az tercih edilen teknik
haline getirmistir (Petolino 2015).

TALEN’ler (Transcription Activator Like
Effector Nucleases)

Dizi spesifik nukleaz ailesinin ikinci
tyesi olan TALEN sistemi ZFN sistemine bir
alternatif olarak ortaya ¢ikmistir (Joung ve ark.
2013). TALEN sistemi de ZFN sistemi gibi bir
DNA baglanma domaini ve Fokl DNA kesim
domaininden olusmaktadir (Budhagatapalli
ve ark. 2015). TALEN sisteminde DNAya
baglanmayi saglayan TAL efektorleri ilk
olarak bir bitki patojeni olan Xanthomonas
bakterisinin turlerinde kesfedilmiglerdir
(Boch ve ark. 2009; Moscou ve ark. 2009).
Enfeksiyon sirasinda Xanthomonas tirine
ait bakteriler transkripsiyon aktivatér benzeri
(Transcription Activator-Like = TAL) efektorleri
(secici olarak DNA/proteinlere baglanan ve
onlarin biyolojik aktivitelerini dizenleyen kiuguk
molekdiller) bitki hlicresine gdndermekte ve bu
efektorler spesifik bitki geni promotorlarina
baglanarak bu genleri aktive etmektedirler.

Xanthomonas turleri bu yolla bitkilerde hastalik
yapmaktadirlar (Scholze ve ark. 2011; Voytas
2013).

Bitki patojeninde dogal olarak bulunan
TALE (Transcription Activator-Like Effector)
proteinlerinin genom modifikasyonunda
kullanilabilecegi ik defa bitki genomik
DNA’sinin  manipulasyonu ile gosterilmistir.
Bdylece TALE proteinlerinin DNA baglanma
mekanizmasinin anlasiimasinda ilk adimlar
atilmistir (Cermak ve ark. 2011; Miller ve ark.
2011).

Genom modifikasyonu araci olarak
kullanilan TALEN’ler, her biri farkh bir
nikleotidi taniyip baglanan TALE protein dizisi
ve Fokl endonlkleazinin birlestiriimesiyle
olusturulmustur (Pattanayak ve ark. 2014).
TALE proteinleri cesitli kopya sayilarinda her
biri 33-35 amino asitten olusan tekrarlarigerirler.
Her tekrarin 12. ve 13. pozisyonunda “repeat
variable diresidue (RVDs)” olarak adlandirilan
ikili aminoasit, hedef DNA sekansiyla baz
eslesmesini saglar (Kumar ve ark., 2015). En
yaygin RVD’ler, yani aminoasitler, NI, NG, NN
ve HD’dir. Bunlar sirasiyla adenin, timin, guanin
ya da sitozine baglanirlar (Voytas 2013).

DNA'nin istenen bdlgesinde kesim yapmak
icin alt ve ust ipliciklerden karsilikli DNA
ipliklerine baglanan bir ¢ift TALEN gereklidir. Alt
ve Ust DNA ya baglanan TALEN’ler dimerize
olmadan (birbirleriyle temas kurmadan) TALEN’
in nikleaz aktivitesi gerceklesemez. Yani tek
bir TALEN kendi basina kesim etkinligine sahip
degildir. Karsilikli olarak baglanan iki TALEN
yapisi arasinda 14-18 bp kadar mesafe
olmalidir. Bu dimerize yapi olustugunda Fok/
endonukleazlari hedeflenen DNA sekansinda
Gift iplik kesikleri olusturur (Sekil 2).

TA|LE
Fokl f—‘
gesoeoueecssssceesy
CTGACTGCATACCTGAAGTCAG{/:CTTCGCGTACTGGTCATGCTGA
GACTGACGTATGGACTTCAGTC';)!GAAGCGCATGACCAGTACGACT
AR0RRRARRRCAROANRD -,
[ e e e e
L r 2
TALE

Sekil 2. TALEN’lerin DNA'y1 kesmesi: TALEN’ler genomda arzu edilen hedef bolgeyi kesmek igin alt ve st
ipliklere baglanacak sekilde tasarlanirlar. TALE’lerin alt ve Ust ipliklere baglanmasi sonucu dimerize olan
Fokl, DNA'yi1 iki baglanma bolgesi arasinda kalan spacer (12-20 bp) bélgesinden keser. Dort farkli RVD dort

nikleotidden birini tanir.

Figure 2. DNA cleavage by TALENs: TALENs are designed as to bind upper and lower DNA strands to cut
the DNA in target region. Binding of TALENSs to both strands results in dimerization of Fokl and a double
stranded break in the spacer region (12-20 bp). Four different RVD recognizes one of each nucleotides.
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Her biri farkli bir bazi taniyan RVD’lerden
olusturulmus TAL efektor proteinleri,
hedeflenecek DNA dizisine gore yeniden
olusturulabilirler (Reyon ve ark. 2012). istege
gore tasarlanan TAL efektorlerinin insasi kolay
degildir. TALE proteinlerindeki tekrarlarin
sekansi birbirine ¢cok benzer oldugundan PCR
stratejisi kullanarak RVD’leri sirali bir bicimde
birlestirmek neredeyse imkansizdir. Birgok grup
TAL efektor tekrarlarini kodlayan kasetlerin
birlestirilmesi icin ligasyon temelli birlestirme
metotlari nermistir. Bunlar arasinda en populer
olani Golden Gate Assembly metodudur
(Cermak ve ark. 2011). Bu yaklasimda TAL
efektori (TALE) kodlayan farkli RVD sekanslari
tek reaksiyonla birlestirilebilir (Voytas 2013).
TALEN sisteminde kullanicinin  belirledigi
hemen hemen her sekans hedeflenebilir (Gaj
ve ark. 2013; Joung ve ark. 2013).

Her ne kadar TALEN sisteminin spesifikligi
oldukca yiksek olsa da TALEN kullanilarak
genom duzenlemede hedef-digi mutasyonlarin
olabilecegi rapor edilmistir (Clasen ve
ark. 2016). DNAya baglanacak TALE
sekanslarinin belirlenmesinde hedef sekansa
olan spesifisiteyi saglamak ve ayni zamanda
hedef-digi sekanslara baglanmayi 6nlemek
icin bazi web temelli programlar geligtirilmistir.
Bunlardan en yaygin olarak kullanilanlari
TALE-NT (https://tale-nt.cac.cornell.edu/node/
add/talen) ve E-TALEN (http://www.e-talen.
org/E-TALEN/index.html)dir.

TALEN sistemi DNA Uzerinde istenen
bolgeye baglanip ¢ift iplik kesigi olusturdugunda
bu kesigin NHEJ ya da HR tamiri ile mayada,
bitkilerde, nematodlarda, zebra balginda,
farelerde, insan somatik hicrelerinde ve
pluripotent kdk hicrelerde endojen genlerin
degistirilebilecegi gosterilmistir (Reyon ve ark.
2012; Char ve ark. 2015).

Ekonomik 6neme sahip c¢esitli bitkilerde
hastaliklara dayaniklilik kazandirilarak verimin
artirlmasi i¢cin TALEN teknolojisinin kullanimi
bilimsel galismalarla ortaya konulmustur. Wang
ve ark. (2014) poliploid bir genoma sahip olan
bugdayda es zamanli olarak MLO (Mildew
Locus O) genini her U¢ allelde de mutasyon
olusturmak suretiyle susturmus ve bu sayede
mildiyd hastaligina karsi bir dayaniklihk
gelistirmistir. Li ve ark. (2012) tarafindan
yapilan bir diger ¢alismada ise bakteriyel kif
duyarhlik geninin promotoru hedeflenmis ve
patojene direngli ve ayni zamanda TALEN
T-DNA'sini icermeyen dolayisiyla transgenik
olmayan celtikler elde edilmistir.

TALEN’ler verim artisi yaninda tarim
ardnlerinde kalitenin artirlmasinda
ve pazar payinin yukseltimesinde de

kullanilabilmektedir. Soya fasulyesi c¢oklu
doymamis vyag asitlerince ¢ok zengindir
ve bu yag asitleri soya yaginin raf dmrinu
uzatmak ve oksidatif stabiliteyi gelistirmek igin
hidrojenlenir. Hidrojenlenme sirasinda olugan
trans yag asitleri ise insan saghgdi agisindan
sakincalidir. Haun ve ark. (2014) TALEN’lerden
yararlanarak tekli doymamis yaglarin c¢oklu
doymamis yaglara gevrilmesinde gorevli iki yag
asidi desaturaz geninde (FAD2-1Ave FAD2-1B)
mutasyon olusturarak ¢oklu doymamig yaglari
az olan soya fasulyesi hatlari elde etmiglerdir.
Yine, celtikte TALEN teknolojisi kullanilarak
OsBADHZ2 geninin  knock-out edilmesiyle
piyasa degeri kokusuz piringlere kiyasla daha
yuksek olan kokulu piring uretilmistir (Shan ve
ark. 2015).

Fitat tek mideli canhlar tarafindan
sindirilemedigiicin vicuttan atilan ve bu nedenle
toprakta fosfor kirlenmesine sebep olan bir
bilesiktir. Ayrica bunu tiketen at gibi tek mideli
canllar sindirim sistemlerinde fitaz (phytase)
aktivitesi olmadigi ya da ¢ok az oldugundan
bu hayvanlar fitati sindiremeyip fosfordan
yararlanamazlar (Dionisio ve ark. 2011). Wendt
ve ark. (2013) TALEN sistemini kullanarak
Gramineae familyasindan olan arpada fitat
miktarini  basarili bir sekilde azaltmiglardir.
Calismada fitat geninin  promotorunda
bulunan regulatér diziler hedeflenmis ve bu
dizilerde delesyon olusturarak s6z konusu
regUlator dizilerin fitat geninin ekspresyonunu
degistirmeye ve bu mutasyonun tane gelisimine
nasil yansiyacagi belirlenmeye c¢alisiimistir.

Celtik ve Brachypodium'da TALEN’lerden
yararlanilarak gen modifikasyonlari
gerceklestiriimistir. Shanveark.(2013) yaptiklari
calismada o6zellikle tahillar ve monokotiledon
bitkiler icin bir model organizma olan
Brachypodium'da ve ¢eltikte birden ¢ok gende
TALEN sayesinde hedeflenmis mutagenezin
ve gen knock-out (susturmalarinin) basaril bir
sekilde yapilabilecegini géstermislerdir. Lor ve
ark. (2014) ise domateste giberellin yolaginin
negatif regllatori olan Della proteinini kodlayan
Procera genini (domateste bu genden bir
tane vardir) TALEN sistemi ile hedeflemis ve
sonugta Procera mutanti homozigot hatlar elde
etmislerdir. Dellanin fonksiyonunu kaybetmesi
nedeniyle bitkilerin giberellic aside tepkileri
artmis ve uzun boylu, gévdesi ince domates
hatlari elde edilmistir.
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TALEN’lerin tarimsal degeri yuksek olan
misir bitkisinde etkin bir sekilde galistigini ise
Char ve ark. (2015) ortaya koymustur. Misirda
glossy2 (gl2) lokusunu TALEN sistemi ile
hedefleyen arastirmacilar T1 jenerasyonunda
TALEN T-DNA’'si icermeyen bitkiler elde

etmiglerdir.  Glossy lokusunda mutasyon
olusturuldugunda bu, fidelerin yapraklarinda
epikutikiler mumsu tabakanin azalmasi

seklinde fenotipe kolayca yansimaktadir.

Soguk depoda bekletilen patateslerde
sekerler indirgenmekte ve indirgenen sekerlerin
serbest amino asitler ile reaksiyona girmesiyle
kahverengi, tadi aci ve yiksek akrilamid (sinir
sistemini etkileyen bir toksin) seviyesine sahip
patatesler olusmaktadir ki bu hem saglik
acisindan hem de ticari agidan arzu edilmeyen
bir durumdur. Clasen ve ark. (2016) TALEN
sistemini kullanarak soguk depoda bekletilen
patateslerde olusan bu problemin &énlne
gecmeyi basarmis, yaptiklari calismayla sekeri
indirgeyen proteini kodlayan Vinv genini knock-
out ederek tespit edilemeyecek derecede
indirgenmis seker iceren transgensiz patates
hatlari olusturmuslardir.

NuUkleaz domaini olmayan TALE’ler gen
ifadesinin duzenlenmesinde kullaniimaktadir.
TALE’ler yardimiyla genlerin ekspresyonunu
glglendirmek, azaltilmak ya da tamamen
durdurulabilmek mumkin olmaktadir. Bu
amag icin kesim domaini TALEN vekioriine
eklenmemekte, uzaklastiriimakta veya
inaktive edilmektedir. Bunu takiben TALE
dizisi, transkripsiyonel aktivatorler ya da
represorler ile birlestirilip olusan flizyon protein,
promotor ve c¢evresine baglanacak sekilde
dizenlendiginde ilgili genin ekspresyonu
kontrol altina alinabilmektedir (Baltes ve ark.
2015).

TALEN teknolojisi CRISPR’larin maliyet ve
kolay elde edilebilme gibi avantajlarina ragmen,
hedef lokustaki ylksek spesifisitesi nedeniyle
(Char ve ark. 2016) yine de birgcok arastirmaci
tarafindan tercih edilmektedir. Farkli TALEN
yapilarinin gelistiriimesi ve baska bakteri
tirlerinden dogal TALE proteinlerinin elde
edilerek TALEN’lerin etkinliginin artinimasina
yonelik calismalar halen devam etmektedir
(Lee ve ark. 2016).

CRISPR’lar (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats)

Kullanima baslanmasiyla genom
muhendisligi calismalarinioldukg¢a hizlandirarak
bitki biyoteknolojisinde ¢igir agan CRISPR’larin
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galisma prensibi RNA aracili nukleazlara
dayanir (Bortesi ve ark. 2015). En yaygin
kullanilan sistem, Streptococcus pyogenes'de
kesfedilen CRISPR/Cas9 sistemidir (Rani
ve ark. 2016; Nejat ve ark. 2016). CRISPR
sistemi bakteri ve arkelerin kendi genomlarini
korumaya yoénelik bagisiklik sistemlerinin bir
parcgasidir. Bu sistem yabanci DNA'yi sekansina
bagl olarak keserek, bakteri ve arkeleri istilaci
nukleik asitlerden (virtsler gibi) korur (Jinek ve
ark. 2012; Hwang ve ark. 2013).

Mikroorganizmalardaki orijinal CRISPR
sisteminde Cas9 proteinine rehberlik eden
crRNA ve tracrRNA olmak Uzere iki CRISPR
RNA'si bulunur. Genom diizenlemede kullanilan
yeniden programlanmis CRISPR sisteminde ise
crRNAnin 3' boélgesi ile tracrRNA'nin §' ucunun
birlestirimesiyle meydana getirilen sgRNA
(single guide RNA) olarak adlandirilan tek bir
RNA s6z konusudur (Bortesi ve ark., 2015). Bu
sayede CRISPR teknolojisinden yararlanmak
icin Cas9 olarak adlandirilan DNA endonlkleaz
ve genomda hangi bolge hedeflenecekse ona
gore dizayn edilen 20 nukleotidlik bir RNA dizisi
yeterli olmaktadir. Sistemin bu iki elemaninin
DNA'daki hedef bdlgeye baglanip bir protein
(Cas 9) — RNA (SgRNA) — DNA (genomik DNA)
kompleksi olusturmasiyla hedef bdlgede gift
iplik kesikleri meydana gelir (Fichtner ve ark.
2014; Schaeffer ve ark. 2015). Hedef bdlgenin
taninmasi ve Cas9/sgRNA kompleksinin
DNA (zerinde kesim yapabilmesi icin tek 6n
kosul hedef boélgenin 3' ucunda PAM ismi ile
adlandiriimig bir NGG sekansinin bulunmasinin
gerekliligidir (Gasiunas ve ark. 2012; Mahfouz
ve ark. 2014). CRISPR sisteminin c¢alisma
mekanizmasi Sekil 3’ de gosterilmistir.

2013 yilinin baglarinda Cas9 sisteminin
insan hcre kiltdrlerinin genom modifikasyonu
icin kullanilabilecegi gosteriimesiyle CRISPR
sisteminin  diger Okaryot organizmalarda
kullanilabilecegi de anlagiimigtir (Schiml ve ark.
2016). Ayni yilin Adustos ayinda ise CRISPR
sisteminin Dbitkilerde kullanilabilecegini rapor
eden 3 makale yayimlanmistir (Bortesi ve ark.
2015; Schiml ve ark. 2016). Bu farkli gruplar
Arabidopsis thaliana, Nicotiana benthamiana,
celtik ve bugday protoplasti kullanilarak Cas9
proteinin bitki genomunda aktif bir sekilde
kesim yaptigini ortaya koymuglardir (Bortesi ve
ark. 2015; Samanta ve ark. 2016).

Bugine kadar birgcok bitkinin genomu
CRISPR teknolojisi  kullanilarak  modifiye
edilmistir. Modifiye edilen bitki trleri arasinda
celtik (Jiang ve ark. 2013; Zhang ve ark. 2014;

Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitlisti Dergisi, 2017, 26 (1): 111-126



Akbudak and Kontbay “New Generation Genome Editing Techniques: ZFNs, TALENs, CRISPRs and
Their Use in Plant Research”

CAGUACGACUGACUGACHU

TICIAIGICITICITITICIGICIGITIAICIT]
A|GITICIGIAIG[AIAIGICIGICIAITIG[A]

CICIAIGITIA

AICITIGIAICITIGIA

Cas9 3
sgRNA
1 TIGIA TICIAIGIGIAICITITICIGICIGIT]AICITIGIG
TIA AICITITICIAIG! TICICITIGIAIAIGICIGICIA[TIGIAICIC
NGG

Sekil 3. CRISPR sistemiyle DNA" nin kesilmesi: Cas9 proteini (mavi renkli), sgRNA (single guide RNA)
yardimiyla genomdaki hedef DNA sekansina yonlendirili. sgRNA'nin yaklasik 20 nikleotidlik kismi
genomdaki hedef DNA sekansi ile complimenterdir. Cas9/sgRNA kompleksinin hedef DNA' ya baglanmasi
sonucunda Cas9, DNA’ yi1 hedef bolgeden keser. Hedeflenen DNA bdlgesinin devaminda PAM sekansin
(yesil renkli) (NGG) bulunmasi DNA'nin Cas9 tarafindan kesmesi igin gerekmektedir.

Figure 3. DNA cleavage by CRISPRs: Cas9 protein is (in blue) directed to target DNA region by sgRNA
(single is guide RNA). Approximately 20 nucleotides of sgRNA are complimentary to target DNA sequence.
Binding of Cas9/sgRNA complex to target DNA region results in a double stranded break. Presence of PAM
sequence (in green) (NGG) at the target region is required for Cas9 to cleave DNA.

Sun ve ark. 2016) bugday, (Zhang ve ark.
2016¢), misir (Svitashev ve ark. 2016), sorgum
(Jiang ve ark. 2013), domates (Cermak ve
ark., 2015; Pan ve ark., 2016;), patates (Wang
ve ark., 2015; Butler ve ark., 2015), hiyar
(Chandrasekaran ve ark. 2016), asma (Wang
ve ark. 2016; Ren ve ark. 2016; Malnoy ve ark.
2016), elma (Nishitani ve ark. 2016; Malnoy ve
ark. 2016), seker portakali (Jia ve ark. 2014),
limon (Jia ve ark. 2016), kavak (Fan ve ark.
2015) soya fasulyesi (Michno ve ark. 2015),
ketencik (Jiang ve ark. 2016), yonca (Michno
ve ark. 2015) ve tutin (Nekrasov ve ark. 2013;
Jiang ve ark. 2013) gibi 6nemli tarim Grnleri
mevcuttur.

Zhou ve ark. (2014) yaptiklar ¢alismada
CRISPR sistemiyle celtik bitkisinde buyuk
delesyonlar olugturulabilecegini gosterirken
ayni yil Schiml ve ark. (2014) CRISPR
teknolojisinin bitki genomuna HR yoluyla bir
direnc kaseti eklenebilecedini bildirmistir. Tim
bu calismalar CRISPR sisteminin mutagenez
olusturma etkinligi, kesim 6zgllluga,
kromozomal delesyonlar olusturma ya da
gen ekleme potansiyeli gibi 6zelliklerini iceren
karsilastirmali veriler saglamistir (Bortesi ve
ark. 2015).

CRISPR’larla yapilan baska ¢alismada
ise yine celtikte asetolaktaz sentaz enzimini
kodlayan ALS geni homolog rekombinasyon
yoluyla hedeflenmigtir. Asetolaktat sentaz
enziminin klorsulfuron ve Bispyribac-Sodyum
(BS) gibi herbisitlerin hedefi olmasindan dolayi,
bu gende yapilan degisiklikle herbisite direncli
celtik bitkileri elde edilmistir (Sun ve ark. 2016).
Jia ve ark. (2014) ise CRISPR sisteminin
turuncgillerde de etkili bir genom dizenleme
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araclt oldugunu seker portakalinda CsPDS
geninde hedef-disi etki olmadan mutagenez
olusturarak kanitlamiglardir.

Mikroalgler ileri jenerasyon biyoyakit
uretiminde hammadde olarak kullanilabilirler.
Yapilan galismalar Chlamydomonas reinhardtii
genomunda CRISPR araciligiyla sitotoksisiteye
yol agmadan knock-in ve knock-out yoluyla
mutasyonlar yapilabilecegini ortaya koymustur
(Jiang ve ark. 2014; Shin ve ark. 2016).

CRISPR’dan temel biyoloji ¢calismalarinda
da yararlaniimaktadir. Haghasta CRISPR
teknolojisi ile metabolik yolaklarin maniptle
edilebilecegi gosterilmistir (Alagdéz ve ark.
2016). Sugano ve ark. (2014) ise kara
bitkilerinin evrimi ile ilgili calismalarda model
olarak kullanilan damarsiz bir bitki tlrd olan
Marchantia polymorpha L.’da auxin response
factor 1 (ARF1) geninde CRISPR sistemiyle
mutagenez yapilabilecegini gdstermigtir. Yine,
damarsiz bitkilerden Physcomitrella patens de
CRISPR’lar kullanilarak endojen genlerin tek
tek veya ¢oklu sekilde %100’e yakin bir etkinlikle
susturabilecedi gdsterilmistir (Collonier ve ark.
2016; Lopez-Obando ve ark. 2016).

CRISPR yoluyla drinlerin  kalitelerinin
artirlmasina yonelik ¢alismalar da mevcuttur.
lto ve ark. (2015) vyaptiklari calismada
CRISPR kullanarak domateste RIN geninde
basariyla mutasyonlar olusturmusglardir.
Meyve olgunlagsmasi ile ilgili olan RIN genin
susturulmasi domateste raf Gmrind uzatmistir.

Hedef-disi  etki genom  dizenleme
¢alismalarinin baslica sorunudur (Zhang ve
ark. 2016b; Zhang ve ark. 2016c). Bu durum
genom modifikasyon araglarinin (her ne kadar
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genomda belli bir bdlgeye goére tasarlanmis
olsa da) genomda yanlis yere baglanip kesim
yapmasi ve istenmeyen diger mutasyonlari
da olusturmasidir. Bu yanlis kesimin nedeni
cogunlukla genomda hedeflenen dizinin
sekansina benzeyen bagska dizi veya dizilerin
bulunmasidir. Genomda bdéyle yanlis eslesme
ve akabinde yanlis kesim olusturabilecek
dizilerin varligi cesitli bilgisayar programlari
yardimiyla 6nceden tahmin edilebilmektedir
(Zhang ve ark. 2016b; Zhang ve ark. 2016c).
Bu programlarin  kullanilabilmesindeki en
onemli kisit DNA'si kesilmek istenen bitki
tirindn genomunun sekanslanmis olmasinin
gerekliligidir.

Uzerinde c¢aligilan organizmanin tam
genom dizisi biliniyorsa BLAST uygulamasi
ile olasi non-spesifik dizilerin genomda varligi
ve sikligi belirlenebilir (Jia ve ark. 2014;
Nejat ve ark. 2016). Bu sikhigi belirlemek igin
bilim insanlar tarafindan degisik algoritmalar
geligtirilerek web tabanli bilgisayar programlari
olusturulmustur. CRISPR igin en yaygin olarak
kullanilan  programlardan ikisi CRISPR-P
(http://cbi.hzau.edu.cn/cgi-bin/CRISPR) ve
CRISPR-DESIGN’dir (http://crispr.mit.edu/).

Hedef-disi etkinin rapor edildigi ve CRISPR

sisteminin spesifikligini sorgulayan raporlar
oldugu gibi hedef-digi etkinin gorilmedigi
calismalarda rapor edilmistir (Ceasar ve

ark. 2016; Pan ve ark. 2016). Olusan hedef-
disi  aktivite organizmadan organizmaya
degismektedir (Pan ve ark. 2016). CRISPR
sisteminin calisma mekanizmasindan
kaynaklanan hedef-digI aktiviteyi azaltmak icin
bircok farkli yol énerilmistir. Yirmi niikleotidden
kisa sgRNA kullanmak, her biri tek iplik kesigi
olusturan ikili Cas9 nickase kullanmak bu
yollara ornek olarak verilebilir (Lawrenson
ve ark. 2015; Paul ve ark. 2016; Rani ve ark.
2016).

CRISPR sisteminin en onemli
avantajlarindan biri, tek bir sgRNA ile homolog
genlerin es zamanl susturulabilmesidir (Endo
ve ark. 2015; Zhang ve ark. 2016b). Diger
yandan, ¢oklu sgRNA'lar iceren Cas9/sgRNA
ekspresyon vektdrlerinin - kullaniimasiyla bir
gen ailesi Uyelerinin gorev aldiklari yolaklardaki
fonksiyonlari incelenebilir (Xing ve ark. 2014;
Zhang ve ark. 2016b; Zhang ve ark. 2016d).

Cas9 ve sgRNAnin hiicre igerisine protein
ve RNA olarak yollanabilmesi sayesinde GDO
(Genetigi  Degistiriimis  Organizma)’lardaki
endisenin temel nedenlerinden biri olan,
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organizmalar arasi gen aktarimi ve
bunun  getirecedi muhtemel  sorunlarin
onlne gegcilebilecegi yapilan ¢aligmalarla

gosterilmisti. Woo ve ark. (2015) CRISPR
sistemiyle Arabidopsis, tutun, marul ve
celtikte yaptiklari galismada Cas9 proteini ve
sgRNAYy direkt olarak PEG (polietilen glikol)
varliginda bitki protoplastlarina gondermis
ve %46'ya varan oranlarda hedeflenmis
mutagenez yapilabilecegini rapor etmislerdir.
Benzer sekilde Cas9-sgRNA ribonlkleoprotein
kompleksini biolistik yolla misir embriyolarina
gbnderen Svitashev ve ark. (2016), bu
embriyolardan  rejenere  olan  bitkilerde
hedeflenen mutasyonlar gdzlemlemigtir. Her
iki calismayla da istenen modifikasyonu igeren
ama yabanci DNA'siz ve markorsiz bitkilerin
elde edilebilecegi gdsterilmistir.  ilerideki
bélimlerde de bahsedilecegi tizere bu sekilde
gerceklestirilen transformasyonda genoma
entegre olabilecek rekombinant bir DNA
kullanilmadigi i¢in elde edilmis bitkiler GDO
yonetmeliginden muaf tutulabilir.

Daha kesin ve etkili genom dizenleme
icin CRISPR teknolojisinin optimizasyonuna
yonelik calismalar devam etmekte olup,
CRISPR sistemi kullanilarak yapilan genom
muhendisligi calismalarina her gin bir yenisi
eklenmektedir.

ZFN, TALEN ve CRISPR Sistemlerinin
Karsilagtiriimasi

CRISPR ile kiyaslandiginda, ZFN ve
TALEN’ leri dizayn etmek ve hazirlamak hem
zor hem zaman alicidir (Fichtner ve ark.
2014). Ozellikle ZFN konstraktlarinin manipiile
edilmelerinin zor ve pahal olmasi (Schiml ve
ark. 2016) bitkiler dahil birgok organizmada
kullanimini kisitlamistir. TALEN’lerin
olusturulmasi ZFN’lere kiyasla kolay olmakla
birlikte, yine de deneyim istemektedir (Ma ve
ark. 2016).

CRISPR  vektorlerinin - hazirlanmasinin
kolayhdi yaninda, Cas9 nukleazin kesim
yapabilmesi igin dimerize olmasina ihtiyag
olmamasi bu sistemin 6nemli avantajlari
arasinda yer almaktadir. Cas9 hedef DNA'yi
ona rehberlik eden sgRNA ile hedef dizi
arasindaki Watson-Crick baz eslesmesine gore
tanimaktadir (Ding ve ark. 2016). Bu sayede
ZFN ve TALEN’lerde oldugu gibi iki ayri yapinin
hazirlanmasina ihtiya¢ duyulmamaktadir.

Maliyetlerine bakildiginda ZFN ve TALEN
sistemleri CRISPR sistemine gbére daha
pahalidir (Ceasar ve ark. 2016). Protein
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dizayninin ve sentezinin zorlugu ZFN ve
TALEN’lerin  rutin  olarak kullaniimalarini
engellemisti. Oysa CRISPR da farkh bir
hedef icin sadece 20 nukleotidlik bir sgRNA
modifiye edilmesi yeterli olup, yogun bir is glicu
gerektirmemektedir (Samanta ve ark. 2016).
Hedef-dis1 etki orani en dislk olan teknoloji
TALEN’dir. Fakat ZFN ve CRISPR sistemlerinin
de hedef spesifiteleri arttirilabilir (Kumar ve ark.
2014; Fichtner ve ark. 2014).

CRISPR teknolojisinin  avantajlari  ve
uygulama alanlari maddeler halinde asagidaki
sekilde 6zetlenebilir;

a) CRISPR ile birden fazla sgRNA
kullanilarak es zamanli olarak genomda birden
fazla gen hedeflenebilir (multiplex genome
engineering). (Cong ve ark. 2013; Wang ve ark.
2015a Schaeffer ve ark. 2016; Weeks ve ark.
2016; Zhang ve ark. 2016d).

b) CRISPR sistemiyle organizmanin
genomunda delesyonlar olusturulabilir (Zhou
ve ark. 2014; Jia ve ark. 2014).

c) CRISPR sistemiyle bitki genomunda
istenen bir bélgeye HDR (Homology Directed
Recombination) yoluyla DNA fragmani eklemek
mumkiin olmakla birlikte (Schiml ve ark. 2014),
bunun basarildigi calisma sayisi gok azdir (Ma
ve ark. 2016). Rapor edilen yayinlarda daha
¢ok bitkinin kendi genomunda bulunan bir genin
tahrip edilerek susturulmasina galisiimistir.

d) Organizmanin genomunda CRISPR
sistemiyle daha ilk jenerasyonda, herhangi bir
degisiklige ugramadan sonraki jenerasyonlara
aktarilabilen biallelik saglanabilir, heterozigot
ve homozigot mutasyonlar olusturulabilir
(Zhang ve ark. 2016c). Bu durum o&zellikle
Ureme dongusl uzun olan odunsu bitkilerde ilk
jenerasyonda fenotipik mutasyon elde etmeyi
mumkin kilar (Ma ve ark. 2016).

e) CRISPR sistemi bitkilerde verim, yapi,
besin maddesi kullanimi, hastaliklara direng ve
stres kosullarina adaptasyon gibi 6zelliklerin
genetik 1slahinda kullanilabilir.  Bugdayda
TALEN’lerle de gosterildigi gibi TaMLO
homologlarinin (A, B ve D genomlarinda)
es zamanh knock-out edilmesi ile mildiyod
hastaligina direncli bugday uretilmigtir (Ma ve
ark. 2016; Schaeffer ve ark. 2016).

f) CRISPR teknolojisi bitkilerde
metabolik ve gelisimsel yolaklarda gorevli
genlerin anlasiilmasi igin de kullanilabilir.
Ornegin, fotosentezin iki anahtar proteini olan
magnezyum selat subunit | (CHLI) genleri,

CHLI1 (At4g18480) ve CHLI2 (At5g45930) es
zamanli olarak susturulmak Gzere hedeflenmis
ve sonugta albino bitkiler elde edilmistir.
Boylelikle enzimlerin klorofil biyosentezindeki
rolleri anlasiimasinin 6nd agilmistir (Mao ve
ark. 2013; Weeks ve ark. 2016).

g) CRISPR sistemi bitkilerde metabolik
yolaklari manipule etmek igin kullanilabilecegi
gibi bu sistemle gen ekspresyonu da kontrol
edilebilir (Qi ve ark. 2013; Alagoz ve ark. 2016).

h) CRISPR sistemi DNA metilasyonuna
duyarsiz oldugu icin epigenetik regtlasyon
altindaki genomik bolgeler de duzenlenebilir
(Lowder ve ark. 2015).

Yeni Nesil Genom Diizenleme Araglari
ile Elde Edilen Bitkilerin Dogaya Salinimi ve
Tiiketimi ile ilgili Diizenlemeler

ZFN, TALEN ve CRISPR ile elde edilen
bitkilerin GDO olarak sayilip sayllmayacagi,
dolayisiyla bu tekniklerle elde edilen ticari
varyetelerin dodaya salinimi ve tuketiminde
GDO’lara uygulanan denetimlerin uygulanip
uygulanmayacagr  dunyadaki pek  c¢ok
dizenleme kurulugunun gundemini yogun
olarak isgal eden bir sorudur. Bu sorunun
¢cbzime  ulastinimasi  yoninde  Ulkeler
farkli  yaklasimlar benimsemekle birlikte
duzenlemelerde temel olarak iki yaklagim 6n
plana ¢ikmaktadir (Voytas ve Gao 2014; Araki
ve Ishii 2015; Wolt ve ark. 2016).

ilk yaklasimda yeni varyetelerin elde
edilmesinde hangi tekniklerin kullanildigi goz
onunde bulundurulmaktadir. Bu yaklagima
goére eger yeni varyetelerin elde edilmesinde
bitkiye nlkleik asitler transfer edilmigse ya da
rekombinant DNA teknolojileri kullaniimigsa
bu yolla elde edilen bitkiler igin dizenleme
mekanizmasi devreye sokulmaktadir. Bu
dizenlemelerin (mevzuatin) uygulanmasinda
FAO gibi uluslararasi kuruluglar tarafindan
hazirlanmis olan ya da  Cartagena
Biyoguvenlik Protokolt gibi anlagmalarda
yer alan tanimlamalar ve yonetmelikler
esas alinmaktadir. Uygulanan teknige goére
dizenlemeleri temel alan bu yaklagim Avrupa
Birligi, Arjantin, Brezilya ve bagka birka¢ ulke
tarafindan daha benimsenmistir (Voytas ve
Gao 2014; Wolt ve ark. 2016).

ikinci yaklagimda ise uygulanan teknikten
¢ok ortaya c¢ikan UrGnidn sahip oldudu risklere
yani, meydana getirilen yeni 6zelligin potansiyel
riskine ve bu 6zelligin insan sagligina ve dogaya
zarar verip vermeyecegine odaklaniimistir.
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ABD ve Kanada uruin temelli bu ikinci yaklagimi
benimsemistir ve diizenlemelerini bu gergevede
yapmaktadir (Voytas ve Gao 2014; Wolt ve ark.
2016).

Bu noktada NHEJ ile elde edilmis bitki
varyeteleri ile ilgili sorunlarin ¢ézimu nispeten
daha kolay gozikmektedir. Clnki yeni nesil
genom duzenleme teknikleri ile DNAda
olusturulan mutasyonlar dogal olarak olusan
ya da kimyasallar ve X ya da gama isinlariyla
olusturulan mutasyonlardan herhangi bir
sekilde farklilk arz etmemektedir. Ayrica
bu yolla gergeklestiriien mutasyonlar daha
kontrolli olmakta, i1slah da daha az zaman
almaktadir (Araki ve Ishii 2015). Dahasi
NHEJ ile olusturulan modifikasyonlar ZFN,
TALEN ve CRISPR’larin hicrede gegici olarak
(transiently) ifade edilmesiyle olusturulabilecegi
icin bitki genomuna herhangi bir DNAnIn
entegrasyonuna ihtiyag da duymamaktadir.
Vektorler hicreye aktarilip ZFN, TALEN veya
CRISPR'lar sitoplazmada ifade edildikten
sonra bu vektorler hlicre icinde pargalanmakta
ve genoma entegre olmadan kaybolmaktadirlar
(1). Vektorler genoma entegre olsalar bile
cogunlukla modifikasyonun yapildidi lokusla
baglantihi  olmayan bir lokusa entegre
olmakta ve segregasyon neticesinde ZFN,
TALEN ve CRISPR genlerini igermeyen fakat
genomlarinda halen modifikasyon yapilan
bdlgeyi tasiyan bitkiler elde edilebilmektedir
(2). Hedef Iokusta gergeklestirilien bu
mutasyonlar ZFN, TALEN ve CRISPR’larin
viral vektorler icerisinde gegici olarak ifade
edilmesiyle (3) ya da bunlarin hiicre igine
mRNA ya da protein olarak aktariimasiyla da
olusturulabilir (4). Protein olarak aktariima
olanag! ilk yaklagimdaki nukleik asit olarak
aktarilma yaklasimindaki kisittamayi baypas
ettigi icin ozellikle ilgi cekici bir teknik olarak
one cikmaktadir. Proteinler ntkleik asitler

gibi sonraki nesillere aktarilmayacagindan
ZFN, TALEN ve CRISPR’larin protein
olarak aktarilmasi hélihazirda kullanilan

standart mutajenlerin  kullanimindan  ¢ok
farkli degildir (Voytas ve Gao 2014). Cogu
Ulkedeki duzenleme kuruluslari (Kanada gibi
istisnalar harig¢) basit nokta mutasyonlarini ve
mutagenezle elde edilen bitkilerin GDO’larla
ayni kategoride degerlendiriimemesi gerektigini
dustinmektedirler (Wolt ve ark. 2016).

Bitkilerde HR yoluyla meydana getirilecek
dizenlemelere  bakis agisi NHEJden
farklihk arz etmektedir. HR ile yapilacak
duzenlemelerde genomdaki hedef lokusta tek
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bir nikleotidlik bir degisiklik yapilacak olsa bile
kalip (template) olarak nikleik asitlerin hicre
icine aktariimasi gerekecektir ki bu birinci
kategoride yer alan kullanilan teknik temelli
dizenleme kurallarini devreye sokacaktir.
Bazi bilim insanlari baska bir varyetedeki ayni
sekansa sahip ortolog bir genin kullaniimasi
ya da yabani gesitlerdeki hastalik genlerinde
tanimlanan birka¢ nukleotidlik degisikliklerin
HR yoluyla aktariimasi ve hassas varyetelerin
dayanikh hale getirilmesi gibi uygulamalarda
bu bitkilerin GDO’lar igin uygulananlardan farkli
dizenleme mekanizmalarina tabi tutulmalarinin
gerekliligine dikkat cekmektedirler (Voytas ve
Gao 2014; Araki ve Ishii 2015; Wolt ve ark.
2016).

ZFN, TALEN ve CRISPR ile elde edilen
bitkilere yeni kurallar uygulanmasi ydninde
kararlar Arjantin, Avusturalya, Avrupa Birligi
Yeni Zelanda’da ya alinmis ya da alinmasi
disUndlmektedir (Araki ve Ishii 2015). ABD
Tarim Bakanhgi (USDA) ZFN’ler yoluyla NHEJ
uyarilarak yapilan degisikliklerinin kendileri
tarafindan denetlenmesine gerek olmadigini,
TALEN ve CRISPR’larin yakin gelecekte
bitkilere yeni Ozellikler kullaniminda artan
bir sekilde kullanilacagini yéninde gorus
belirtmisti. USDA bu konuda FDA (Amerikan
Gida ve llag idaresi) ile genis cergeveli
c¢alismalar yurutmektedir. ABD’de GDO’lara
uygulanan, yilhk masrafi 35 milyon dolari bulan,
suresi 5,5 yila kadar slrebilen izin islemlerinin
yeni nesil genom dizenleme teknikleriyle elde
edilecek bitkiler s6z konusu oldugunda daha
kisa ve az masrafli olacak olmasi nedeniyle
ABD’deki tarimsal biyoteknoloji sirketlerinin
yeni nesil genom dizenleme tekniklerini hizlica
benimseyecekleri 6ngoérilmektedir (Voytas ve
Gao 2014; Wolt ve ark. 2016).

AB ise sinirlariigerisinde GDO’larin ekimine
izin vermemenin yani sira yeni nesil genom
dizenleme teknikleriyle elde edilen bitkilerin
uretimesine de temkinli yaklagmaktadir.
Avrupali bilim insanlari bu durumun Avrupa’yi
islah ve tarimsal Uretim konusunda dezavantajli
bir noktaya getirebilecegi konusunda gorus
belitmekte ve yeni nesil genom dizenleme
teknikleriyle elde edilen bitkiler icin mevcut
dizenlemelerin  degistiriimesi  gerektigine
dikkat cekmektedirler (Heap 2013; Hartung ve
Schiemann 2014).

Tarkiye’de yeni genom  dizenleme
teknikleriyle elde edilen bitki varyeteleri igin
6zel bir mevzuat henliz mevcut degildir. ZFN,
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TALEN ve CRISPR ile elde edilen bitkilerin
Uretimi, salinimi ve kullanimi tipki GDQO’larda
oldugu gibi 13 Agustos 2010 tarihli Resmi
Gazete de yayinlanan “Genetik Yapisi
Degistirilmis Organizmalar ve Uriinlerine Dair
Yonetmelik” ile dizenlenmektedir. Bu haliyle
Turkiye’ deki uygulama, ilk yaklagsim seklindeki
dizenlemeyle ve dolayisiyla AB ile paralellik
arz etmektedir.

Sonug

iklim degisikligi, tath su kaynaklarinin
ve tarim yapilabilir alanlarin azalmasi gibi
olumsuzluklara ragmen dlnya nufusu her
gecen gun katlanarak artmaya devam
etmektedir. 1980Q’ler itibariyle yesil devrimin

sonuna gelindigi, gen aktarimi yoluyla
bitkiler ve hayvanlarda verim artisini
hedefleyen biyoteknoloji devriminin  de

sinirlarinin - zorlandigr glinimizde, mevcut
islah yontemleriyle artan dinya nudfusunu
beslemeye yetecek kadar tarimsal Grdnidn
elde edilmesi oldukgca guglesmistir. Yani
sira, gen aktarilarak yapilan iyilestirmeler
sonucunda elde edilen Urlnlerin tiketimi ile
ilgili olarak toplumun endigeleri de tam olarak
giderilememistir.

Uglincl devrim olarak niteleyebilecegimiz,
yeni nesil genom dizenleme tekniklerinin bitki
islahinda kullanimi, klasik islah ydntemleri
ve hélihazirda kullanilan  biyoteknolojik
yontemlere goére daha hizl, ucuz ve glvenli
bir alternatif sunmaktadir. Bu ydntemler, verim
ve kalitenin artirilmasi, hastaliklara, zararlilara
ve abiyotik streslere dayanim saglamak igin
genomda yapilmak istenilen dizenlemelere
herhangi bir gen aktarimina gerek kalmaksizin
imkan vermektedir. Nukleotid seviyesinde
yapilabilecek  bu  genetik  degisiklikler
sayesinde, seleksiyon, geri-melezleme gibi
yogun emek gerektiren islemler i¢in gereken
zaman ve paradan da blyuk o6l¢lide tasarruf
saglanabilecektir.

Yeni nesil genom dizenleme
tekniklerinin kisa bir gecmise sahip olduklari
disundlduginde, yuksek bir gelistiriime
kapasitesine ve islah alaninda da oldukga
genis bir yenilik potansiyeline sahip olduklari
asikardir. Bu tekniklerle elde edilen bitkilerden
elde edilen drUnlerin, genetigi degistiriimis
organizmalardan (GDO) farkinin anlasilip
guvenirliklerinin  onaylanmasiyla, toplum
tarafindan kabul gérecegi, herhangibirendiseye
meydan vermeyecek sekilde tuketimlerinin
ondndn acllacagr distunilmektedir.
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