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Artan diinya niifusu ile birlikte, tarima elverisli araziler azalmakta ve buna bagli olarak gida giivenligine iliskin endiseler
artmaktadir. Bu endiselerin Oniine ge¢cmek icin molekiiler 1slah yontemlerinin yani sira modern biyoteknolojik araglarinda
kullanilmast gerekmektedir. CRISPR/Cas9, bolgeye 6zgii niikkleaz enzimini kullanarak ¢ift sarmalli kirilmalar olusturan genom
diizenleme yontemidir. Ciftlik hayvanlarinda hastaliklara karst direng olusturulmasi, verim 6zelliklerinin yiikseltilmesi,
bakteriyofajlara karsi direngli baslangi¢ kiiltiirlerinin (starter kiltiirler) elde edilmesi, tip alaninda kanser tiirleri ve kalitsal
hastaliklarin elemine edilmesi, tarim alaninda kuraklik ve zararlilara karg1 daha direngli ve yliksek verimli bitkilerin yetistirilmesi
icin kullanilmaktadir. CRISPR/Cas9 teknolojisinin yasal mevzuat ¢er¢evesinde ve bilimsel arastirmalar kontroliinde
gergeklestirildiginde yararli olacagi diisiiniilmektedir. Ancak teknolojik uygulamalarin toplum {izerinde kolay kabul gérmemesi ve
yontemin kullanimi konusunda etik tartismalar devam etmektedir.

Anahtar kelimeler: CRISPR/Cas9; CRISPR/GDO farki; CRISPR teknoloji; genom diizenleme, gida

CRISPR/Cas9 technology and usage in the food industry

Abstract

By the increase of world population, arable lands are decreasing and related to this, food security concerns are increasing. In
order to avoid these concerns, it is necessary to use modern biotechnological tools and molecular breeding methods. CRISPR/Cas9
is a genome editing method that creates double-stranded breaks using the site-specific nuclease enzyme. This method is used for
providing disease resistance in farm animals, increasing yield characteristics, obtaining starter cultures resistant to bacteriophages,
eliminating cancer types and hereditary diseases in medicine, growing more resistant and high yielding plants against drought and
pests in agriculture. In the field, it is used for the cultivation of high-yielding plants that are more resistant to drought and pests. It
is thought that CRISPR/Cas9 technology will be useful when it is carried out within the framework of legal regulations and under
the control of scientific research. However, ethical debates continue regarding the use of the method and the fact that technological
applications are not easily accepted by the society.
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A. Bolukbas & A. Gucukoglu
1. Giris / Introduction

Diinyada her gecen giin artan niifusa bagl olarak gida arz1
olusmakta ve iiretilen gidalar bu ihtiyaci karsilamaya yetersiz
kalmaktadir. Hayvansal gidalarin iiretimi i¢in yetistirilen ¢iftlik
hayvanlarmin  yetistirme kosularmi etkileyen iklimsel
farkliliklar, ¢evresel problemler ve bakim-besleme kosullarinin
degiskenligi sebebiyle adaptasyon giigliikleri meydana gelmekte
ve buna bagli olarak ¢esitli hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir. Uzun
yillardan beri artan gida ihtiyacin1 karsilamaya yonelik
sorunlarin ¢dziime ulagmast i¢in gesitli caligmalar yapilmaktadir
(Esen ve ark., 2020). Giiniimiizde tiiketiciler, gidalarin acligt
gidermesinin yani sira hastaliklarin 6nlenmesine de 6nemli
katkilar sagladigina inanmakta, bu nedenle gida endiistrisinin
kiiresel ekonomi {lizerindeki giicli etkisinin katkistyla
tiketicilerin 6zel gereksinimlerini karsilamak icin genom
diizenleme  tekniklerinin  kullanildigi  yeni  teknolojik
uygulamalar 6n plana ¢ikmaktadir (Bigliardi ve Galati, 2013;
Ouyang ve ark., 2017; Es ve ark., 2019).

Canli bir organizmanin sahip oldugu genomda cesitli
manipiilasyonlar ile istenilen bir niikleotid dizisinin hedeflenen
noktaya eklenmesine, istenilen noktadan ¢ikartilmasina ve yer
degisikligi yapilmasina genom diizenleme (GD) denilmektedir
(Proudfoot ve ark., 2015). Genom diizenleme ¢alismalar1 1991
yilinda ZFN (Zinc Finger Nukleases-Cinko Parmak
Niikleaz)’lerin kesfi ile baslamig, 2012 yilinda TALEN
(Transcription  Activator  Like  Effector  Nucleases-
Transkripsiyon Efektor Benzeri Niikleazlar) tekniginin ortaya
¢tkmasi ile artmis ve 2013 yilindan itibaren ¢ok daha kolay
uygulanan ve maliyeti diger uygulamalara gore daha diisiik olan
CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindomic Repeat - Diizenli Araliklarla Boliinmiis Polindromik
Tekrar Kiimeleri/ CRISPR Associated) yontemiyle devam
etmigtir (Mali ve ark., 2013; Ruan ve ark., 2017; Ozyigit ve ark.,
2021). Science dergisi 2015 yilinda CRISPR yontemini yilin
bulusu segerek bu yontemin arastirmacilar igin ilgi odagi
olmasin1 ve c¢aligmalar yapmasini hizlandirmistir. 2020 yilinda
Emmanuelle Charpentier ve Jennifer Doudna’nin “Genom
diizenleme igin bir yontem gelistirmelerinden dolay1” Nobel
Kimya Odiiliinii almas1 ile CRISPR yontemine olan ilgi tiim
diinyada artmistir (Ruan ve ark., 2017; Anonim, 2020).

CRISPR, bakterilerin savunma sistemlerinin
arastirilmasiyla ortaya ¢ikmis olup, hiicrelerdeki DNA yapisinin
degisime ugramasi ile tip alaninda kalp hastaliklari, kanser
tirleri ve gorme kaybina neden olan bazi kalitsal hastaliklarin
tedavisinde yeni bir teknik olarak kullanmilmistir (Zhan ve ark.,
2019; Luthra ve ark., 2021; Seok ve ark., 2021). Tarim ve gida
alaninda ise yalnizca yiiksek verimli bitkiler degil, ayn1 zamanda
besin degeri yiliksek, kurakliga ve tarim zararlilarina kars1 daha
dayanikli bitkilerin yetistirilmesinde de kullanilabilmektedir.
Herbisit toleransi, bocek direnci, tane verimi, bitki boyu ve
agirhigr gibi temel agronomik ozelliklerin yani sira, iriinlerin
duyusal ve besleyici oOzellikleri gibi agronomik olmayan
ozellikleri iyilestirilerek gida endiistrisine 6nemli dl¢iide fayda
saglamistir (Es ve ark., 2019; Zhang ve ark., 2020).

Ciftlik hayvanlarinda hastaliklara kars1 direnci arttirmak ve
buna bagli olarak iiretimi gelistirmek i¢in genom diizenleme
yontemleri kullanilmaktadir (Proudfoot ve ark., 2015). CRISPR
yontemi embriyo transfer teknolojisi ile birlestirilerek hayvan
1slahinda kullanilmakta, hayvansal iiriinlerde verim ve kaliteyi
artirmanin yaninda hayvan refahinda da artis ve hastaliklara
karg1 direng saglanmasima katki sunmaktadir (Ruan ve ark.,
2017; Esen ve ark., 2020).
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Genomik seleksiyonlar, hastaliklara kars1 direncin
arttirtlmasint sagladigi gibi verimin arttirilmasinda da avantaj
saglamaktadir. Bu amagla CRISPR/Cas9 sisteminin bu alanda
kullanimu ile ilgili pek ¢ok calisma mevcuttur. Caligsmalarda
hayvanlarda alerjiye sebep olan genin inaktive edilmesinden
farelerin  sperm  kuyruklarmin  uzatilmasma, kolesterol
seviyelerinin diisiiriilmesinden karaciger kanser hiicrelerinin
azaltilmasina kadar bir¢ok aragtirma yapilmistir (Ding ve ark.,
2014; Xue ve ark., 2014; Veron ve ark., 2015; Young ve ark.,
2015). CRISPR teknolojisinde kullanilan Cas9 proteinin ¢aligma
prensibi iizerine yapilan aragtirmalar bilim insanlarma yeni
alanlarda c¢aligma firsatlart veren ve istenmeyen DNA
pargalarinin hiicre igerisinden hassas bir sekilde ¢ikarilmasinin
yaninda istenen Ozelliklerin DNA igerisine eklenmesini
saglayan bir yol olarak degerlendirilmektedir (Ruan ve ark.,
2017). Bu derlemede bircok alanda arastirmaya ve gelistirmeye
miisait olan CRISPR/Cas9 teknolojisinden, ¢iftlik hayvanlari ve
hayvan  sagliginda  kullanimi  ile  gida  alanindaki
uygulamalarindan  bahsedilecek  ayrica  kullanimindaki
avantajlari, dezavantajlari ve etik sorunlari hakkinda bilgi
verilecektir.

2. CRISPR teknolojisi / CRISPR technology

Genom diizenleme, DNA {izerinde belirlenen alanlarda
degisiklik ya da diizenlemeler yapilmasidir. Hiicrelerin
genomlarinda Ozellesmis DNA  bdoliimlerinde hedeflenen
degisiklikleri yapabilmek i¢in tasarlanan genom diizenleme,
hiicre igerisindeki DNA’nin verimli ve hatasiz sekilde
degistirilebilmesi i¢in kullanilan bir tekniktir. Bu teknigin
yaygin olarak kullanilmasinda ve arastiricilarin ilgi alani haline
gelmesinde 6zellestirilebilme kolayligt ve ¢oklu hiicre tiplerinde
uygulanmasi etkili olmustur (Ruan ve ark., 2017). Genom
diizenleme sistemi ile ilgili yapilan calismalarda ZFN ve
TALEN sistemleri en ¢ok bilinen ve kullanilan yontemlerdendi
(Deng ve ark.,, 2012). Bununla birlikte 2013 yilinda
CRISPR/Cas sistemi olarak tanimlanan, bakteriyel adaptif
immiin sistemi ve DNA baglanma proteini yerine kii¢iik rehber
RNA bulunduran sistematik yap1 iizerinde ¢ok sayida arastirma
yapilmistir (Cong ve ark., 2013; Hwang ve ark., 2013; Jinek ve
ark., 2013; Cho ve ark., 2014).

CRISPR’dan 6nce kullanilan genom diizenleme araglari
zor kullanimli, uygulanmasi zaman alan ve maliyeti yiiksek olan
uygulamalardir. DNA ¢ift zincir kiriklarini tamir etmeleri, gen
delesyonu, gen insersiyonu, nokta mutasyonlar1 ve
kromozomlarin yeniden diizenlenmesi ZFN, TALEN ve
CRISPR gibi programlanabilir niikleazlarin ortak 6zellikleridir
(Mali ve ark., 2013). ZFN ve TALEN, temelde kiiltiire edilmis
memeli  hiicrelerinde  gen  diizenlenmesi  amaciyla
kullanilmasinin yant sira viriis, bakteri, nematod, kurbaga, bitki,
bocek, fare, sigan, domuz gibi organizmalarda endojen gen
sisteminin modifiye edilmesi amactyla da kullanilmaktadir (Gaj
ve ark., 2013; Segal ve Meckler, 2013). TALEN’ler yap1
bakimindan ZFN’ye benzemekte, fakat TALEN’lerin herhangi
bir DNA dizisine gore dizayn edilebilme o6zelligi diger
niikleazlarla karsilagtirlldiginda avantaj olarak goriilmektedir.
TALEN’lerin dizayn edilmesindeki tek zorluk, hedef dizinin 5'
ucunda iki amino-terminal sifreli tekrar igeren katlanmalar
tarafindan taninan timin niikleotidine ihtiya¢ duymasidir (Miller
ve ark., 2011; Mak ve ark., 2012; Ozyigit ve ark., 2021).

Prokaryot canlilarda CRISPR olarak adlandirilan belirli
DNA bolgeleri kazanilmis bagisiklik sisteminin
olusturulmasinda ilk sirada yer alan en 6nemli unsurdur (Jansen
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ve ark., 2002; Barrangou ve ark., 2007). Ishino ve ark. (1987)
tarafindan Escherichia coli iizerinde yapilan bir calisma
sirasinda apoptoz inhibitér protein (IAP) gen dizi analizleri
yapilirken CRISPR bolgelerinin tekrarlayan palindromik
dizilerinin varlig1 belirlenmistir. Apoptoz inhibitdr protein gen
dizi analizleri sirasinda belirli tekrarlar ile karakterize yaklasik
29 niikleotid ve bu tekrar kiimelerinin arasinda bulunan yaklasik
32 niikleotidlik bolgeler (ara DNA bolgeleri) belirlenmis, fakat
tam olarak ozellikleri anlagilamamigstir. Son dénemde yapilan
caligmalar ile tekrar eden DNA bolgelerinin dizi analizleri
sonucu transpozonlarin, bakteriyofajlarin ve plazmidlerin
ekzojen genetik materyaller ile 6zdes yapiya sahip oldugu,
bununla birlikte bu tekrarlayan DNA boélgelerinin ¢ok sayida
bakteride bulundugu bildirilmistir (Bolotin ve ark., 2005).

Biyoinformatik analizler neticesinde CRISPR bolgeleri
cevresinde Cas (CRISPR Associated) adi verilen genlerin
bulundugu ve CRISPR bolgeleri ile iliskili oldugu ifade
edilmekle birlikte cogu Cas geninin helikaz ve niikleaz gen
ailelerine ait benzer Ozellik gosteren dizi gruplar igerdigi
belirtilmistir (Jansen ve ark., 2002). Bu bilgiler 1s18inda
CRISPR/Cas sistemine ait bilgilerin RNA aracili bir savunma
sisteminden kaynaklanabilecedi diisiincesi ortaya konmustur.
Barrangou ve ark. (2007)’nin yaptiklar1 ¢alisma ile bu hipotez
dogrulanmig olup, bakteriyofaj durumuna karsi CRISPR
dizilerinin ve protein yapilariin miidahalede bulundugu
ispatlanmistir. Son yillarda CRISPR/Cas mekanizmasinin, RNA
aracili miidahale yontemiyle iligkili yapmis oldugu degisiklikler
ve bu degisikliklere ait veriler biiyllk oranda agiga
kavusturulmustur (Barrangou ve ark., 2007).

CRISPR dizilerine ait bolgelerin en spesifik 6zelligi,
icerdikleri tekrarlayan kisa DNA dizileridir. Aralayici (spacer)
olarak adlandirilan DNA bdlgeleri ise palindromik DNA dizi
tekrarlarinin arasinda yer almakla birlikte, bu aralayici bélgeler
6zglin DNA dizilerinden olusturulan ve kazanilmig bagisiklik
sisteminin temel yapisini olugturan etmenlerdir (Ozyigit ve ark.,
2021).

Prokaryotik bir yapinin daha dnce karsilagsmis oldugu viriis
ile tekrar karsilasmasindan sonra bu aralayici diziler patojene
karsi tanima bolgesi olarak tepki vermekte, istilact yapiy1
ortadan kaldirmak i¢in harekete gegmektedir. Bu durum
aralayic1 bolgelerin viriis ya da plazmidlerin niikleik asit
yapilarinin ~ prokaryot  genomuna  aktarilmasi  esasina
dayanmaktadir (Barrangou ve Oost., 2013). CRISPR bolgesinde
yer alan tekrar dizileri ve boyutlar1 ¢ogunlukla korunmakta,
fakat farkli genom yapilarinda bu durum degisebilmektedir.
CRISPR lokusu iginde tekrar dizilerinin boyutlar1 21-48 baz gifti
arasindayken, aralayici bolgelerinin boyutlari 26-72 baz cifti
araliginda bulunmaktadir (Bolotin ve ark., 2005; Garneau ve
ark., 2010; Horvath ve Barrangou, 2010).

Tek bir genom tizerinde bulunan CRISPR bdlgesi bir ya da
daha fazla sayida olabilmektedir. CRISPR bdlgesinde bulunan
ve “lider dizi” olarak adlandirilan korunmus bdlgeler,
transkripsiyon yoniiniin belirlenmesine imkan saglamaktadir
(Jansen ve ark., 2002). Cas gen bolgeleri, CRISPR sistemine ait
diger 6nemli bilesendir. Cas genleri genel olarak CRISPR
sisteminin yakininda bulunmakla birlikte, prokaryotlarin
savunma sistemleri i¢in oldukg¢a 6nem arz etmektedir. Ciinkii bu
gen dizilerinin i¢inde helikaz ve niikleaz yapilarinin bulunmasi
DNA  dizilerinin a¢ilmasmma ve kesilmesine imkan
saglamaktadir. Bunun i¢in proteinlerinin niikleaz, helikaz ya da
RNA baglanma proteini seklinde fonksiyon gosterebilmesi igin
niikleik asitlerle etkilesim halinde olmasi gerekmektedir
(Makarova ve ark., 2002; Horvath ve Barrangou, 2010).
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3. Gida alaminda CRISPR Kullamm / Use of CRISPR in food

Gida bilimi hizla biiyliyen diinya niifusu icin giivenli ve
strdiiriilebilir gida retimini iyilestirmek amaciyla tim
biyolojik, kimyasal ve fiziksel siire¢leri arastiran, bir¢ok bilim
ve disiplinin arastirma faaliyetlerinin ortak alan1 olarak
tanimlanmaktadir. Gida teknolojisinde formiilasyon, isleme,
depolama ve iriin gelistirilmeye yonelik zaman i¢inde bir¢ok
farkli yontemler uygulanmistir (Selle ve Barrangou, 2015).
Gidalarda var olan mikroorganizmalarmm bazilart {iriin
prosesinde fayda saglarken bazilarimin ise zararli etkileri
nedeniyle kontrol altina tutulmalari gerekmektedir. Zararli
mikroorganizmalar gida Triinlerindeki varliklar1 ile gida
kaynakli hastaliklara ve gidalarda bozulma gibi pek c¢ok
olumsuzluga yol acarken, faydali mikroorganizmalar gidalari
uzun slire koruma ve bireylerin sindirim sisteminde diizen
saglama gibi pek c¢ok alanda kullanilmaktadir. Gidalarin
yapisinda bulunan basit karbonhidratlar, lipitler, proteinler,
mineral ve vitaminler gibi degerli substratlarin varlig1 yararl ve
zararlt mikroorganizmalarin iireme ve ¢ogalmasi ig¢in uygun
ortami saglamaktadir (Papadimitriou ve ark., 2015; Stout ve

ark., 2017).
Fermente gidalar, gida biliminin temelini olusturmakta ve
siit, et, sebzeler ve tahillar en yaygin substratlardan

sayilmaktadir. Baslangig kiiltiirleri bu substratlari ilgili iirlinlere
doniistiirmede dnemli bir rol almaktadir (Caplice ve Fitzgerald,
1999). Son zamanlarda iizerinde yogunlagilan
mikroorganizmalar ise probiyotiklerdir. Probiyotikler “yeterli
miktarda uygulandiklarinda konaga yarar saglayan canli
mikroorganizmalar” olarak tanimlanmaktadirlar (Hill ve ark.,
2014; Stout ve ark., 2017).

Baslangi¢ kiiltiirleri ve probiyotikler binlerce yildir
kullanilmaktadir, fakat bazi durumlarda bakteriyofaj
probleminden dolay1 fermentasyon islemi aksayabilmektedir.
Yapilan arastirmalarda laktik asit lireten mikroorganizmalarda
analiz edilen laktobasil genomlarmin  %62,9’unda ve
bifidobakteri  genomlarmin ~ %77’sinde =~ CRISPR/Cas9
lokuslarmin oldugu tespit edilmistir (Briner ve ark., 2015; Sun
ve ark., 2015; Stout ve ark., 2017). CRISPR/Cas9 sistemlerinin
bu mikroorganizmalarda bulunuyor olmasi faj kaynakli
fermentasyon islemlerindeki basarisizliklara engel olmak i¢in
bir bakis acist saglamaktadir. Ek olarak sus tipleme, plazmid
agilama, genom diizenleme ve antimikrobiyal aktivite
uygulamalariyla fermentasyon siireglerinde giiglii bir arag
olabilmektedir. Bu uygulamalarin birgogu her yil gida
kayiplarinin olusmasina neden olan zararli mikroorganizmalarin
kontroliinde ve yararli mikroorganizmalarin yonetilmesinde
CRISPR/Cas9  sisteminin  kullammmi ile  yapilabilecegi
degerlendirilmektedir (Scallan ve ark., 2011; Scharff, 2012;
Stout ve ark., 2017).

FDA (U.S. Food and Drug Administration-Birlesik
Devletler Gida ve ilag Dairesi), insan tiiketimi i¢in Maynard
Aqua Bounty Teknoloji tarafindan iiretilmis hizli biiyliyen
somon baliklarint onaylamis ve bu hayvanlar ilk CRISPR/Cas9
sistemi ile tiretilmis transgenik hayvanlar olarak kayitlanmistir.
Fakat bu iiretim etik olarak tartisilmakta ve bazi bilim insanlar1
bu transgenik hayvanlarin kagmasi durumunda ekolojik dengeyi
bozabileceklerini diisiinmektedir. Bu tiir endiseleri gidermek
igin ise Alabama’da bulunan Auburn Universitesi’nde bir grup
arastirmaci transgenik baliklar {izerinde iireme hormonlarimi
kontrol eden genleri CRISPR/Cas9 ile etkisiz hale getirmek igin
calismalar yapmis, sonu¢ olarak kisirlastirilmis baliklarin
poptilasyon iizerinde istenmeyen herhangi bir genetik etki
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yaratamayacagini ileri stirmiislerdir (Tan ve ark., 2013; FDA,
2015; Ledford, 2015; Reardon, 2016).

Et endiistrisinde genellikle besi hayvani olarak erkek
hayvan tercih edilmektedir. Konu ile ilgili arastirmacilar
iretimde ya sadece erkek hayvanlarin ya da daha kash disi
sigirlarin dogmasi konusunda caligmalar yapmaktadir. Ayrica
uzun boynuzlarindan dolay1 yaralanmalara sebep olan sigir
irklarinda olas1 saglik problemlerine engel olmak i¢in boynuz
kesimleri yapildigi bilinmektedir (Tan ve ark., 2013). Boynuz
kesim igleminin 6niine gegmek i¢in CRISPR/Cas9 kullanarak
boynuzsuz hayvan iiretme ¢aligmalar1 yapilmis ve dogan iki adet
buzagi bu konuda aragtirmalara konu olmustur (Tan ve ark.,
2013; Ledford, 2015; Reardon, 2016). Kanatl endiistrisinde ise
yumurtact olarak kullanilan tavuklarin  erkek civeiv
yumurtalamasina karsin, erkek embriyolarimin ultraviyole 151k
altinda parlamasi i¢in tavuklarin cinsiyet kromozomlarina yesil
floresan proteini igin bir gen eklemektedirler. Bu sayede, erkek
civcivler yumurtadan ¢ikmadan saptanabilmekte ve basta asi
tiretimi gibi farkl alanlarda kullanabilmektedirler (Tan ve ark.,
2013; Reardon, 2016).

Hayvan 1slahinda yapilan g¢alismalarda karsilagilan bazi
sorunlar bulunmaktadir. Bunlardan biri ekonomik 6zellikleri
kontrol eden gen bolgeleri arasindaki negatif korelasyonlardir.
Ornegin et verimi iyi olan bir sigirin siit verimindeki zayiflik ya
da yumurta verimi iyi olan bir tavugunun yasama stiresinin kisa
olmasi gibi durumlar yillardir bilinmektedir. CRISPR/Cas9
sistemi sayesinde bu gibi olumsuz durumlarin 1slahinin miimkiin
olacagi diistiniilmektedir. Bunlarin yami sira  giftlik
hayvanlarinda yapilacak olan genom diizenleme ¢aligmalari ile
hastaliklara kars1 direng gelistirmede, tirlin verimini ve trtinlerin
kalitesini arttirmada, yeni biyomedikal modelleri olusturmada,
adaptasyon kabiliyetini arttirmada, d6l verimini yiikseltmede,
yemden yararlanimi artirmada, kalitimsal hastaliklari tedavide
ve yeni nesle aktarimma engel olmada bir yontem olarak
kullanilmaktadir (Proudfoot ve ark., 2015). Gergeklestirilen
genom modifikasyonlart ile hayvansal gida iiretimi ve tarim
alanindaki hayvanlarin verimlerini arttirma ¢aligsmalarinin yant
sira organ nakilleri konusunda da ¢aligmalar yapilmaktadir. Bu
kapsamda domuz embriyolarina verilen insan kok hiicrelerinin
nakil bekleyen insanlara aktarimina yonelik ¢alismalar yogun
bir sekilde devam etmektedir (Hackett ve ark., 2014). Bitkilerin
tat ve besin degerlerini artirmak ya da yapilan islemler
sonrasinda aroma kaybini Onlemek, bitkilerin hastaliklara
direnglerini arttirmak ve hastaliklarin1  azaltmak, verimi
artirmak, zehirli agaglar1 gidaya dondiirmek ve gluten gibi
alerjenlerde degisimler saglamak CRISPR/Cas9’un tarim
alanindaki kullanim amaglaridir (Zhang ve ark., 2020). CRISPR
sisteminin kesfinden sonra ilk ¢alisma Feng ve ark. (2013)
tarafindan piring genomu iizerine yapilmstir. Bu ilk ¢aligmanin
ardindan sistemin uygulanabilirligi ispatlanmis olup ardindan
bugday (Wang ve ark., 2014), misir (Liang ve ark., 2014), piring
(Miao ve ark., 2013) gibi yiiksek besin degerine sahip
mahsullerde de ¢aligmalar yapilmistir.

CRISPR/Cas9 sisteminin avantajlar1 ve olumlu yonlerde
yapilan dngoriileri yaninda dezavantajlar1 ve etik problemleri de
mevcuttur. ZFN ve TALEN gibi spesifik bolgeleri hedef alan
genom diizenleme yoOntemlerine nazaran diisiik maliyetli,
tasarimi kolay ve bircok geni degistirmeye olanak saglayan bu
yontemin bitkiler ve hayvanlarda kullanimmi kisitlayan bazi
faktorler meveuttur (O’Geen ve ark., 2015). Bunlardan birisi
degisiklik yapilmasi istenen bolgeye baglanmasi istenen
yaklasik 20 bazlik gRNA’larm, genomun herhangi bir yerine
baglanabilme olasilig1 bulunmasidir (Ozyigit ve ark., 2021). Bu

39

Front Life Sci RT 3(1) 2022 36-42

da aktarimi gergeklesen CRISPR/Cas9 sisteminin genomun
farkli bolgelerinde hedef dis1 etkilerin olma olasiligin arttirarak,
cesitli hastaliklar1 ortaya cikarabilecegi ve hedef bolgede komsu
genlerinde etkilenmesi gibi bircok problemin olugmasina sebep
olabilecegi akla gelmektedir. CRISPR’la ilgili yapilan
calismalarin ¢cogu, hedef bolgenin spesifitesini artirmak i¢in yeni
yontemler gelistirmektir. Bu sayede hedef dist etkiyi azaltarak
istenilen  degisiklikleri  ger¢eklestirmek amaglanmaktadir
(O’Geen ve ark., 2015). CRISPR/Cas9 sisteminin temast
DNA’da istenen yonde degisiklik yapmak oldugundan,
istenmeyen olas1 bir durumda organizma yarardan ziyade zarar
gorecektir. Ayrica ¢iftlik hayvanlarinda yapilmis ¢aligmalarin
hicbirinde  yetiskin ~ bir  hayvan  kullanilmamis  ve
kullanilabilecegi herhangi bir transfeksiyon metodu iistiinde
calistimamigtir (Cildir ve Ozmen 2018). Sistemin giiniimiizde
kullanilma sekli yalmizca istenilen degisiklikleri barindiran
yavrular elde etmeye olanak saglamasidir. Bir baska dezavantaj
ise embriyolara yonelik yapilan c¢aligmalarda aktarimi
gerceklesen sistemin hiicrelerin her birinde ayni zamanda
¢alismamasidir (Crispo ve ark., 2015; Peterson ve Niemann,
2015; Bevacqua ve ark., 2016; Wang ve ark., 2016; Zuo ve ark.,
2016; Niu ve ark., 2017).

Etik tartismalarin en Onemlisi gelistirilen bu ydntemin
canlilarin esey hiicrelerini manipiile etmede kullanilabilme
olasihgidir. Insan  dahil tim canli  organizmalarin
embriyolarinda  herhangi  bir &zelligin  istenen yoOnde
degistirilebilmesi hatta istenen oOzelliklere sahip bebeklerin
tasarlanabilmesi miimkiin olmaktadir (Kose ve ark., 2020).
Degistirilmesi diisiiniilen genin biitiin 6zellikleri bilinmiyor ise
bu geni inaktive etmenin bir sonraki nesilde nasil etkiler
doguracagi ongorillememektedir (Bilgi ve ark., 2016).

4. GDO ile arasindaki farklar ve yasal mevzuat / Differences
with GMO and legal legislation

CRISPR/Cas9 ile genetik olarak diizenlenmis bir
organizmanin, genetigi degistirilmis bir organizma (GDO) olup
olmadigi konusunda devam eden bir tartisma bulunmaktadir.
Son zamanlarda, ABAD (Court of Justice of the European
Union-Avrupa Birligi Adalet Divani), bu tiir iriinlerin en
azindan Avrupa Birligi'nde GDO olarak kabul edildigi kararini
almistir (Sands ve Galizzi, 2006, ABAD, 2018; Es ve ark.,
2019). GDO, kromozom boyunca rastgele konumlara entegre
edilen, bilinen fonksiyon genlerinin aktarildigi bir organizma
iken, genetigi diizenlenmis bir organizma, genomun kesin
konumlarina hedeflenen gen islevlerinin belirli degisiklikleriyle,
ekspresyonunu inaktive etmek veya iyilestirmek icin eklenen
rastgele degisikliklerden kaginan bir organizmadir (Georges ve
Ray, 2017). Bu ozelliklere sahip yeni bir teknoloji ortaya
¢iktiginda, insanlar arasinda giivenli kullanimi, diizenlenmesi ve
etik kurallari ile ilgili sorularin ortaya ¢ikmasi olasidir (Araki ve
Ishii, 2015). Fakat CRISPR/Cas9 sistemi genetigi degistirilmis
organizmalardan farkli bir durum igerir. Bu sistemin temeli
organizmada bulunan potansiyelin ortaya ¢ikarilmasi tizerinedir
ve bu durum sistemin daha kolay benimsenmesine neden olacagi
distiniilmektedir. CRISPR/Cas9 sistemiyle ilgili yapilan
caligmalar genel olarak insanlarin genetik yapisinda bulunan
kalitsal hastaliklar {izerine yogunlagmistir. Bunun nedeni olarak
kalitsal hastaliga sahip kisinin ve gelecek nesillerinin bu
hastaliktan  kurtarilabilecek olmasidir. Bununla birlikte
kompleks organizmalarda gen ifadesinin diizenlenmesi ile ilgili
asamalarin karmasikligi, bu yontemle diizeltilmeye c¢alisan
olumsuzluklarin gimdilik sadece basit kalitsal modellere sahip
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gen bolgeleriyle kisithh kalmasima neden olmaktadir (Bilgi ve
ark., 2016; ABAD, 2018).

Amerika Birlesik Devletleri'nde FDA (Food and Drug
Administration-Birlesik Devletler Gida ve Ilag Dairesi), EPA
(United States Environmental Protection Agency - Cevre
Koruma Kurumu) gibi resmi otoriteler GDO diizenlemesi,
mikroorganizma ve pestisitlerin denetim ve diizenlenmesi
gerceklestirilir (EPA, 2013; Es ve ark., 2019). Tirkiye’de ise
tarimsal biyoteknoloji yoniinden g¢alisma yapan 8 arastirma
merkezi bulunmaktadir ve bu konuda galismalar yapan ar-ge
kuruluslart ve konu ile ilgili boliimleri olan iiniversitelerde
calisan personeller yeterli alt yapiya sahiptir. Ancak var olan
yasal diizenlemeler bu konuda yetersiz kalmaktadir ve yeni
kaynaklara, yatirimlara ve bazi tesviklere ihtiya¢ duyulmaktadir.
Tirkiye’de GDO’yu ilgilendiren yonetmelik 26.03.2010
tarihinde “Biyogiivenlik Kanunu” adi altinda yiiriirliige
girmistir. Ulkemizde genetigi degistirilmis iiriinler ile ilgili
ithalatc1 firmalarmn yaptigt basvurular Tarim ve Orman
Bakanligi ¢alisanlari ve risk degerlendirme komiteleri tarafindan
biyogiivenlik kanununda bulunan kurallar kapsaminda incelenip
rapor edilmektedir. 2017°den giinlimiize kadar kanuna uygun
goriilen ve hayvansal yem olarak kullanimina izin verilen 36
cesit soya ve musir vardir (Elpe, 2021).

Avrupa Yiiksek Mahkemesi 25 Temmuz 2018 tarihinde
“Gen diizenlenmis gidalar, geleneksel genetigi degistirilmis
organizmalar1 yoneten ayni kat1 diizenlemelere tabi olmalidir”
karar1 vermistir (ABAD, 2018).

Baz1 aragtirmacilar CRISPR/Cas9 gibi yeni olan ve hassas
gen diizenleme teknolojileri  kullanilarak  olusturulan
organizmalarin, GDO’lu {irlinlerin ekimini ve satigini sinirlayan
mevcut Avrupa Birligi mevzuatindan muaf tutulmasi gerektigini
savunmuslardir (Callaway, 2018; Verma ve ark., 2021; Mali,
2022).

5. Sonug ve oneriler / Conclusion and recommendations
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