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Ozet

Probiyotikler gerek insan gerekse hayvan sagligi ve beslenmesinde 6nemli
fonksiyonlara sahiptir. Probiyotik bakteri, maya ve mantarlar mikrobiyotanin
olduk¢a oOnemli elemanlaridir. Patojenlerin  baskilanmasi, sindirimin
kolaylastirilmasi, immun sistemin giiglendirilmesi ve daha birgok fonksiyonu
bulunan bu mikroorganizmalar yagamin ayrilmaz bir pargasidir. Evciltme ile
birlikte hayatimiza giren geleneksel biyoteknoloji, DNAnin kesfedilmesinden
sonra modern biyoteknoloji halini almig ve gelisen teknolojiye paralel olarak
devrim niteligindeki tekniklerle donanmigtir. Gen miihendisligi ile canlilar
arast DNA transferleri, gen eklenmesi, ¢ikartilmasi, gen konversiyonu
miimkiin hale gelmistir. Indiiklenen mutasyonlar, rekombinant DNA
teknolojisi, homolog rekombinasyon ve CRISPR/Cas gibi yontemler bu
amagla kullanilmaktadir. Bir¢ok organizmada oldugu gibi probiyotiklerde de
gen mithendisligi uygulamalar1 ile maniptilasyonlar gergeklestirilmektedir.
Biyoteknolojik  yaklagimlarla  probiyotiklerin  etkinliklerini  artirmak,
probiyotik olmayan mikroorganizmalara probiyotik oOzellik kazandirmak,
iiriin elde etmek, farmasotik veya agilarin taginabilmesi igin arag gelistirmek,
probiyotikleri belirli hastalik veya patojenlerle miicadele igin manipiile
etmek ve kigisellestirilmis tip yaklagimmna uygun probiyotikler tasarlamak
hedeflenmektedir. Bu boliimde biyoteknoloji ve probiyotiklere iliskin genel
bilgiler verilmesinin ardindan, probiyotiklerin maniptilasyonunda hali hazirda
kullanilmakta olan biyoteknolojik yontemlere deginilecektir.

1. Giris

Biyoteknoloji; mal ve hizmet saglamak amaciyla malzemelerin biyolojik
gjanlar tarafindan islenmesinde bilimsel ve miihendislik ilkelerinin

uygulanmasidir (Glick & Patten, 2022). Evciltme (MO 8000) ile birlikte
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insan hayatina giren geleneksel biyoteknoloji, fermente iiriinlerin iiretimi,
bitkilerin 1slahi, hastalikla miicadele gibi ¢esitli alanlarda kullanilmig; 1953
yilinda DNAnin yapisinin kesfedilmesi ve 1970’li yillardan itibaren ise gen
manipiilasyonuna iligkin tekniklerin gelistirilmesi sonrasinda ise molekiiler
yontemlerin kullanildigi modern biyoteknoloji halini almistir (Glick &
Patten, 2022; Nicholl, 2008). Biyoteknolojinin temellerini mikrobiyoloji,
genetik, biyokimya, immiinoloji, hiicre biyolojisi ve kimya miihendisligi
alanlari olusturmaktadir. Tlgili her bir alanda meydana gelen ilerlemeler
biyoteknolojik yontemlerin geligtirilmesindeki bilgi birikimini artirmug,
genlere iligkin bilgilerin eldesi ve genetik manipiilasyon miimkiin hale
gelmistir. Bu sayede, canli organizmalar kullanarak faydali mal ve hizmetler
dretmek amaciyla genlerin manipiilasyonuyla ilgilenen disiplin olan
molekiiler biyoteknoloji ortaya ¢ikmustir (Glick & Patten, 2022). Bilimsel,
medikal veya endistriyel amaglarla kullanilan genetik miihendisligi birbiri
ile iligkili ya da birbirinden tamamen farkli organizmalar arasinda genetik
materyalin degigimi ve yeniden diizenlenmesi ile ilgili tekniklerin toplami
olarak tanimlanmaktadir (Akgelik, 2007). Bu alan, gen manipiilasyonu, gen
klonlama, rekombinant DNA teknolojisi ve genetik modifikasyon gibi gesitli
teknolojileri kapsamaktadir (Nicholl, 2008). Genetik miithendisligi, tarim ve
hayvancilik; ilag ve saglik sektorii; gida ve diger sanayi alanlari ile enerji ve
askeri alanlar gibi ¢ok ¢esitli alanlarda uygulama imkanlarina sahiptir (Erbag,
2008).

Organizmalar trilyonlarca mikroorganizma ile kaphdir. Her bir
organizma kendi konakg iliskili mikrobiyotas: ile etkilesim halindedir
(Josephs-Spaulding vd., 2016). Mikrobiyota; canlinin viicudunda bulunan
bakteri, virus, mantar ve arkeleri kapsamaktadir. Bu mikroorganizmalar
gastrointestinal, deri, solunum, tirogenital sistemlere ait hayati organlarda
bulunabilmektedir. Diyet, antibiyotik kullanimi, stres gibi faktorler
mikrobiyota kompozisyonunu bozabilmektedir (Kiillik & Dalgmn, 2021).
Probiyotikler, konak¢inin sindirim sistemi florasinda yasayan, floranin
dengesini konak¢inin saghgini olumlu yonde etkileyecek sekilde diizenleyen
mikroorganizmalardir (Giilmez & Giiven, 2002). Sindirim sistemi florasinda
probiyotik olarak adlandirilan bakteri, mantar ve mayalar hem insan
hem de hayvanlarin saglikli bir yasam siirdiirmesinde olduk¢a onemlidir.
Probiyotikler sayesinde gastrointestinal sistemde patojenlerin aktiviteleri
engellenir, gidalarin sindirilebilirliginde artig gorilir, bagisiklik sistemi
kuvvetlenir ve kan kolesterol seviyesinde diigiig gozlenir. Probiyotiklerin etki
mekanizmalarimni genel kapsamda inceledigimizde farkl etki mekanizmalar
ile kargilagmaktayiz. Bu etkiler arasinda sindirimi iyilegtirmek igin besin
maddelerinin metabolize edilmesi, dogrudan ve dolayli patojenlere
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antagonist etkiler gostermek, bariyer fonksiyonu geligtirmek, mikrobiyomu
diizenlemek, sinir sistemine iletilen sinyalleri degistirmek ve bagigiklik
sistemini  diizenlemek bulunmaktadir (Suez vd., 2019). Probiyotikler
patojenler iizerine antagonist etki gostererek patojenlerin sayisinda diigiise
neden olmaktadir. Yarigmali olarak bagirsak duvarina yapigmalart ise
patojenlerin bagirsak epiteline tutunmalarini engellemektedir. Patojenlerin
tiremesi igin gerekli besin maddelerinin probiyotikler tarafindan tiiketilmesi
patojenlerin etkinligini azaltan bir diger mekanizmadir. Patojenler tizerindeki
etkilerinin haricinde bagirsaklardaki enzim aktivitesinin artigini saglayan
probiyotikler ayn1 zamanda bazi toksinlerin emilimi {izerinde negatif bir
etkiye sahiptir. Bagisiklik sistemi tizerinde ise sindirim sistemi hastaliklar
bagta olmak iizere karaciger, tirogenital sistem hastaliklari, immun sistemin
diizenlenmesi, alerji, kanser, kolesterol diizeyinin regiilasyonu ile ilgili
olumlu etkileri s6z konusudur. Antibiyotik kullanimi nedeniyle gelisen diyare
vakalarinda probiyotik kullaniminin olumlu etkileri bildirilmistir. Ulseratif
kolit, Crohn hastalig1, spastik kolon-irritabl bagirsak sendromu gibi yangisal
bagirsak hastaliklarinda semptomlarin hafifletiimesinde probiyotiklerden
yararlanilmaktadir. Karaciger fonksiyonlarinin bozulmasinin sonucunda
meydana gelen hepatik ensefalopati olgularinda probiyotik kullaniminin
ensefalopatinin kontrol altina alinmasinda yardimcr oldugu bildirilmigtir
(Kogakvd., 2016; Sezen, 2013; M. K. Yadav vd., 2022). Yine probiyotiklerin
anti-mutajenik ve anti-karsinojenik etkilerinin yani sira B grubu vitaminlerin
sentezinde de rol oynadig1 bilinmektedir (Kogak vd., 2016).

Ciftlik hayvanlarinda mikrobiyotanin ~ verim  Ozellikleri, yemden
yararlanma orani ve siit yag: gibi karakterlerde etkili oldugu bildirilmektedir
(Killik & Dalgin, 2021). Evcil hayvanlarda probiyotikler hayvan saghgin
koruyucu ve verim artirict olarak kullanilmasinin yani sira yem teknolojisine
de uygulanmaktadir (Karademir & Karademir, 2003). Ruminantlarda
ozellikle neonatal buzagilarda meydana gelen ishal vakalarina kargt bagirsak
mikrobiyotasinin bir boliimiinii olusturan probiyotiklerin olumlu etkileri
oldugu bilinmektedir (Kocaoglu Giiglii & Kara, 2009). Hayvan saglhiginin
yani sira, ruminant beslemede probiyotiklerin yem katki maddesi olarak
kullanimut ile rumen mikrobiyatasinin diizenlenmesi ve bu sayede verimliligin
artirllmasina yonelik ¢aligmalar mevcuttur (Kocaoglu Giiglii & Kara, 2009;
Oztiirk, 2008). Yem katki maddesi olarak kullamilan probiyotik mayalarin
ruminantlarda yem tiiketimi, siit tiretimi, canh agirlik artig1 gibi verimle iligkili
ozelliklerinde artigin yani sira; yemlerin sindirilebilirlik diizeyi, seliilolitik ve
anaerobik bakterilerin sayis1 ve rumen pH’sinda artisa yol agtig1 ve rumen
ugucu yag asitleri miktar ve oranlarini olumlu yonde etkiledigi bildirilmistir

(Orztiirk, 2008). Pet hayvanlarinda ise Ozellikle kopeklerin  yiizyillardir
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birlikte yasadiklar1 insanlarla yalnizca aynmi gevreyi degil, aymt zamanda
mikrobiyotalarin1 da paylagmalar1 s6z konusudur. Evcil hayvan varhiginin
insanlarda mikrobiyota gelisiminde biiyiik bir rolii oldugu ve gesitli alerjik
hastaliklarin goriilme oranlarmi azalttign kanitlanmistir. Evcil hayvanlarda
probiyotikler bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde, stresle baga ¢ikma
durumlarinda, bagirsaklardaki patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlardan
korunma, biiyiime ve geligmeyi artiricr etki, alerjilerin kontrolii ve obezite ile

miicadele gibi ¢esitli amaglarla kullanilabilmektedir (Kiilliik & Dalgin, 2021).

Biyoteknoloji  terimine geri doniiy yaptigimizda, bagh bagina
biyoteknolojik iiriin kapsamina girmesi ve biyoteknolojik iiriin eldesinde
kullanilmasinin yani sira (Karademir & Karademir, 2003), probiyotikleri
genetik  miithendisligi uygulamalarinin  odaginda  gormekteyiz. Bu
uygulamalar probiyotiklerin fonksiyonlarini gii¢lendirmek, fermantasyon
ve uzun raf Omri saglamak amaciyla probiyotiklerin dayanikliligint
artirmak ve saghgi desteklemek igin probiyotik olmayan suglardan gen
miihendisligi ile terapotik molekiiller tiretmek amaciyla yapilmaktadir
(Desmond vd., 2006). Probiyotikler geleneksel veya genetik miithendisligi
aracih@iyla modifiye edildiginde, biyomiihendislik iiriinii probiyotikler
olarak adlandirilir. Biyomiihendislik iiriinii mikroorganizmalar, besinlerden
yararlanmayr artirmak, enterik metan iiretimini azaltmak, patojenlere ve
enfeksiy6z ajanlara kargi savunmayi giiglendirmek amaciyla tasarlanmaktadir.
Rekombinant DNA teknolojisi ile gelistirilen terapotikler ve nutrasotikler
insan hastaliklarinin tedavisinde immiinomodiilator, metabolik veya normal
bagirsak mikrobiyotasinin bozulmasi1 gibi durumlarda kullanilabilirler.
Akut ishal, Helicobacter pylori enfeksiyonu, nekrotizan enterokolit (NEC),
yangisal bagirsak hastaliklari, antibiyotige bagh ishal (AAD) kistik fibrozis
gibi hastaliklarda genetigi degistirilmig probiyotiklerin kullamilabilmesi s6z
konusudur (Yadav ve Shukla, 2019). Klonlama, kromozomal mutasyonlar,
genom diizenleme gibi genetik miihendisligi uygulamalar1 probiyotiklerde
kullanilmaktadir (Desmond vd., 2006). Rekombinant DNA teknolojisi,
uyarilmig mutasyonlar ve homolog rekombinasyon gibi tekniklerin yani
sira, probiyotiklerde de genom diizenleme tekniklerinden CRISPR-Cas
sistemi kullanimi gittikge yayginlagmaya baglamistir. Cok suglu bilegimlerin
olusturulmasi, probiyotikleri kullanirken hastanin mikrobiyomuna o6zel
kigisellestirilmis probiyotikler tasarlanmasi ve modifiye probiyotiklerin
olusturulmast bu sayede miimkiin olabilmektedir. Gen mihendisligi
uygulamalari, probiyotiklerin etkinligini ve terapotik ajanlarin dagitiminda
kullanilacak sistemleri gelistirmek; teshis araci olarak kullanimin oniinii
agmak, spesifik ozellikleri geligtirmek ve antimikrobiyal etkiyi artirmak gibi
amaglarla kullanilmaktadir. Gen miihendisligi ile probiyotiklere yabanci
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DNAlar eklenebilir ve probiyotiklerin genomlar1 modifiye edilebilir
(Khablenko vd., 2022).

2. Rekombinant DNA Teknolojisi ve Transformasyon

Rekombinant DNA teknolojisi ve genetik miihendisliginin altyapisini
gen klonlama teknigi olugturmaktadir. Modern biyoteknoloji alanindaki
tekniklerin geligimi ile organizmalara ait genlerin manipiilasyonu miimkiin
hale gelmistir. Gen klonlamasi, ilgilenilen gen veya gen bolgesinin bir vektore
aktarilarak konak hiicrede gogaltilmasi iglemidir. $ekil 1’de sematik olarak
goriilebilen klonlama iglem basamaklar1 temelde su sekilde 6zetlenebilir:

- Cogaltilmak veya aktarilmak istenen hedef gen veya gen bolgesi
(klonlanacak gen) restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilerek elde edilir.

- Klonlanacak geni igeren DNA dizisi restriksiyon endoniikleazlar ve ligaz
enzimleri araciligiyla vektor ad1 verilen bir DNA molekiiliine entegre edilir.

- Tigili gen bolgesini tagtyan vektor konak hiicreye aktarilir
(transformasyon).

- Konak hiicre besiyerine ekilerek ¢ogaltilir; konak hiicre ile birlikte
vektore entegre olan hedef DNA dizisi de ¢ogaltilmig olur (Brown, 2013a).

Gen klonlamasi ile birlikte gelisen rekombinant DNA teknolojisi sayesinde
rekombinant protein iiretimi, rekombinant farmasotik iiretimi, rekombinant
agilar, gen tedavisi, gen ekleme ve ¢ikarma yontemleri ile gergeklestirilen
genetik olarak modifiye edilmis veya genetigi degistirilmig organizmalarin
(GMO/GDO) eldesi gibi bir¢ok uygulama alan1 ortaya gikmugtir.

Bakterilerin ¢ogu bulunduklar1 ortamdan DNA molekiillerini alabilme
yetenegine sahiptir. Bakteri tiirleri ve suslar1 arasinda bu yetenek degisiklik
gostermektedir (Brown, 2013b). 1928de Griffith’in farelerde zatiirre
tizerine yapmig oldugu deney transformasyon prensibinin varligini gosteren
aragtirma olarak kayda ge¢mistir. Deney kapsaminda patojen ve patojen
olmayan Streptococcus pnewmonine suglart ile ¢alisan Griffith farelere canl
ve 1s1 ile Oldiiriilen patojenik ve patojenik olmayan suglar1 enjekte etmistir.
Patojenik olmayan canli sug ve 1s1 ile oldiiriilmiis patojenik sugun birlikte
verildigi farelerin hastalandigr tespit edilmis; patojenik olmayan sugun
patojenik suga doniigiimii transformasyon olarak adlandirlmugtir (Griffith,
1928). Bakterilerin ortamdan DNA molekiillerini alabilme yetenegi
olarak tanimlanabilen transformasyon prensibine dayanan ¢aligmada
transformasyona neden olan faktoriin DNA oldugu kanitlanmugtir (Avery
vd., 1944). Bu deney ayni zamanda kalittim materyalinin DNA oldugunu
gostermis ve genetik alaninda 6nemli geligmeleri de beraberinde getirmistir.
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1. Rekombinant DNA molekiiliiniin olugturulmasi

Vektor Hedef DNA dizisi Rekombinant DNA

2. Konak hiicreye aktarim

O --Os> D

Rekombinant DNA Kompetan hiicre Rekombinant DNA'y1 tagiyan konak

3. Rekombinant DNA molekiiliniin gogalmasi

D » C

4. Konak hiicrenin béliinmesi
o O ( O )
Ofo) » (©OF0) Lo
Rekombinant DNA'yi tasiyan konak Besiyerinde koloni olusturan rekombinant DNA tasiyan yavru hiicreler

Sekil 1. Gen klonlama basamaklary (Brown, 20130’ dan esinlenerek hazwlanmastwr).

Transformasyon, serbest DNAnin alnmasi yoluyla bagka bir
kaynaktan DNA getirilerek bir hiicrenin genotipinin degistirilmesini igerir
(Desmond vd., 2006). Transformasyon bakterilerin ortamdan aldiklart
DNAYar sayesinde hayatta kalma ihtimallerini artiran veya farkli 6zellikler
kazanmalarini saglayabilen bir mekanizmadir. Bakteri igine alinan DNA’lar
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genellikle yitkimlanir, ancak plazmit gibi molekiiller par¢alanmadan konakgi ile
birlikte replike olabilmektedir (Brown, 2013b). Bacillus ve Streptococcus cinsi
bakterilerin kolay bir sekilde transformasyon gegirebildikleri bilinmektedir.
Konak hiicreler fiziksel veya kimyasal birtakim iglemlerle kompetan
(transformasyon kabiliyeti gelistirilmis) hiicre haline getirilerek serbest
DNAnin hiicre igine ahmu saglanabildigi gibi (Brown, 2013b), elektrik
akimi ve tampon ¢ozeltiler kullanilarak gergeklestirilen elektroporasyon
yontemi ile de bakterilerin transformasyonu gergeklestirilebilmektedir
(Desmond vd., 2006). Plazmit yerine faj vektorii kullanilarak gergeklestirilen
caligmalarda bakteriler faj vektoriine sahip bakteriyofajlar ile enfekte edilerek
(transfeksiyon) de rekombinant hiicreler meydana getirilebilmektedir
(Brown, 2013b). Probiyotiklerde transformasyon bakterilerin kontrollii
bir gekilde iyilestirilmesi ve 6nemli ticari 6zelliklerin genetik baglantisinin
aragtirilmasi i¢in kullanilmaktadir (Desmond vd., 2006). Bakteri olmayan
probiyotiklerde ise dig kaynaktan konak hiicreye DNA dizisi eklemede
farkli yontemler s6z konusudur. Bir maya olan Saccharomyces cerevisin’da
lityum klorit ve lityum asetat ile muamele kullanilan yontemlerden biridir.
Bunun haricinde maya ve mantarlarda hiicre duvarinin uzaklagtiriimasi
ile protoplast olusturularak DNA girisi elektroporasyonla saglanabilir.
Bu prosediiriin ardindan hiicre duvart kendiliginden olugabilmektedir.
Mikroenjeksiyon veya DNA ile sarilmus altin ya da tungsten mikroprojektiller
ile hiicrelerin bombardimana tabi tutulmas: da DNA aktariminda kullanilan
yontemlerdendir, ancak bu yontemler probiyotiklerde degil, daha ¢ok yiiksek
organizmalarda kullanilmaktadir (Brown, 2013b).

Transformasyonun bagarisinin saptanmasinda belirtegler kullanilmaktadir.
Diger bakterilerde segilim igin antibiyotik direncine iliskin belirtegler yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ancak, probiyotikler gida maddeleri olarak kabul
edilmektedir ve antibiyotik diren¢ genlerine sahip mikroorganizmalarin
florada bulunmasi risk tegkil edeceginden, belirteg olarak kesinlikle aktarilabilir
antibiyotik belirtegleri kullanilmaz. Bunun yerine, seker kullanimina dayal
belirtegler, oksotrofik belirtegler ve direng/bagigiklik kazandiran belirtegler
kullanilmaktadir (Desmond vd., 20006).

3. Uyarilmis Mutasyonlar

Bu teknikte radyasyon veya kimyasal mutajenler kullanilarak hedef
organizmanin DNA dizisinde mutasyon olusumu tetiklenir. Kontrolsiiz olan
bussistem, en eski tekniklerden biri olmakla birlikte; istenmeyen mutasyonlarin
meydana gelmesine zemin hazirlayabilecegi i¢in kullanilmamakta ve
kullanimi 6nerilmemektedir (Khablenko vd., 2022).
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4. Homolog Rekombinasyon

Homolog rekombinasyon, gen eklenmesi, silinmesi ve degistirilmesi
amactyla kullanilan genom diizenleme tekniklerinden ilkidir. Bu teknik tek
zincirli (ssDNA) veyaciftzincirli DNAda (dsDNA) gergeklestirilebilmektedir.
dsDNAda teknigin uygulanabilmesi i¢in bakteriyofaj tarafindan kodlanan
A-Redofy ve RecET gereklidir. Redo/RecE ekzojen dsDNAy1 523
ekzoniikleaz aktivitesiyle ssDNA haline getirmektedir. Bogta kalan ssDNAnin
3’ ucu konakgi genomuna invaze olur. Iplik¢ik invazyonu ve degisimi
RedB/RecT aracihigiyla gergeklestirilir. Redy ekzojen DNAnin niikleazlar
tarafindan pargalanmasina engel olur. Iplikgik invazyonu sonrasinda Redp/
RecT komplementer zincirin tamamlanmasint saglar ve gen doniisiimi

gerceklestirilir.

SsDNA ile gergeklestirilen homolog rekombinasyon igleminde ise Redf/
RecT ifadeleri gereklidir. SSDNA bu proteinler araciligiyla homolog dizilere
yonlendirilerek gen doniigiimii saglanmaktadir (Wu vd., 2021).

5. CRISPR/Cas Sistemi

1987 yilinda Ishino ve arkadaglari tarafindan kesfedilen kiimelenmig
diizenli aralikh kisa palindromik tekrarlar (CRISPR) ve CRISPR ile iligkili
endoniikleazlar (Cas) olarak bilinen CRISPR/Cas sistemi, viriis ve plazmitlere
karg1 bakteri ve arkelerde dogal olarak bulunan bir bagisiklik sistemidir.
2012 yilinda sistem Jinek ve arkadaglar1 tarafindan yeniden yapilandirilmug
(Doudna & Charpentier, 2014) ve genom diizenleme amaciyla evcil
hayvanlar da dahil olmak iizere birgok organizmada denemeleri yapilmistir
(Cildir & Ozmen, 2018).

Sistem Cas9 endoniikleaz, trans-aktive edici bir CRISPR RNA
(tracrRNA) ve kiimelenmis diizenli aralikh kisa palindromik tekrarlar
arasina yerlestirilmis ara (spacer) dizilerden olusan bir onciil crRNA
dizisinden olugur. Onciil crRNA, olgun crRNAy1 olugturmak igin tekrar
dizileri iginde iglenir ve ardindan tracrRNA ile dubleks olugturur. Olugan
bu cift zincirli yap1 Cas9 ile etkilegime girer, mevcut DNA'da iig niikleotitten
olusan bir protospasere komgu motif (PAM) arar ve proksimal kromozomal
tamamlayic1 dizilere (protospaser) baglanarak kromozomda ¢ift zincir
kirigr yarati. DNAda meydana gelen cift zincir kiriklarinin tamiri igin
homolog olmayan ug birlestirme (NHE]) veya homolog rekombinasyon
(HR) mekanizmalar1 devreye girer ve bu sayede de istenen mutasyonlar
tretilebilir. Teknik genom diizenleme amaciyla kullanildiginda crRNA ve
tractrRNA dizileri yerini her iki diziyi de kapsayan bir rehber RNA (gRNA)
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molekiiliine birakmistir (Doudna & Charpentier, 2014). Sistemin ¢aligma
prensibi Sekil 2°de goriilmektedir.

A Genomik CRISPR lokusu

Maturasyon ve interferens Adaptasyon
T 1T 1
tracrRNA cas9  casl cas2 csn2
I DDDD_‘ —EOEOECROROECE
L ] ]
cas operon CRISPR tekrar-ara bélim dizisi
B tracrRNA-crRNA'min birlikte ve Cas9ile olusturmasi

KHNESEHI

pre-crRMA (Bncll crRNA)

tracrRNA

R-loop (-/Ru?\ —»HEdE' DA ﬁ{'}h”n
olusumu ﬂ kesimi Ly
T

it Biiihii
§S—L m_f_—
R — L p—— g

Sekil 2. Tip II CRISPR/Cas sistemi biyolojisi, Tiirkeelestivilnis (Doudna &
Charpentier, 2014)

S. pyogenes’in tip 1I-A sistemi 6rnek olarak gosterilmigtir. (A) tracrRNA
ve CRISPR dizisi ile cas geni operonu. (B) Antiviral savunma yolag:
Cas9 ile riboniikleaz IIT tarafindan birlikte islenmis; diizetilmis ve R-loop
formasyonu almig tracrRNA-cr-RNA ¢iftlerinin birlikte ¢aligmasini ve DNA
kesimini hedeflemesini igerir. (C) tracrRNA-crRNA ifti ile dogal DNA
kesiminin ayrintilari.

Eskiden yalnizca DNA dizisi tizerinde gergeklestirilen ¢ift zincir kiriklar
soz konusuyken, sonraki yillarda CRISPR/Cas sistemlerinde yapilan
birtakim degisiklikler sayesinde baz diizenleyici (BE), primer diizenleyici
(PE) ve CRISPR-aracili transpozaz (CAST) teknolojileri ortaya ¢ikmugtir.
Baz diizenleme teknolojisinde niikleaz aktivitesi olmadig: igin Olii Cas9
olarak adlandirilan bir dCas9 enzimi ve Cas9 nikaz (nCas9) kullanilmaktadir.
Enzimler hedef bolgeyi bulur ancak yalnizca tek bir iplikgikte kesime neden
olur. Devreye sistemin bir pargast olan deaminaz enzimi girer ve hedef bazda
modifikasyona neden olur. Primer diizenleyici CRISPR /Cas sisteminde Cas9
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nikaz, ters transkriptaz enzimleri ve pegRNA ad1 verilen primer diizenleyici
rehber RNA bulunmaktadir. PegRNA rehber RNA, sag tokas1 yapist ve
3’ ucunda ters transkriptaz enzimi igin bir kaliptan ve ters transkripsiyonu
baglatmak igin kesilen DNA ipliginin 3’ ucuyla hibridizasyon igin bir primer
baglanma bolgesinden (PBS) olugmaktadir. Hedef DNA kesilir, primer
bolgesi ile eslesme gergeklesir, ters transkripsiyon primeri istenen dizileri
barindirmaktadir. Ters transkripsiyon iglemi gergeklestiginde DNA onarimi
istenen baz dizisini igerecek sekilde gergeklesir ve genom diizenlenmis olur.
CRISPR-aracili transpozaz (CAST) sisteminde ise CRISPR niikleazlar
genellikle inaktiftir. Tn7 benzeri transpozonlarda donér DNA ve transpozona
ait genler bulunmaktadir. CAST sistemlerinin CRISPR elemanlari (genellikle
Casl2k veya Cascade) crRNAnin rehberliginde belirli bir bolgeye baglanir
ve donor DNA pargasint hedef bolgenin 3’ ucu bolgesine entegre etmek igin
transpozonlara ait TniQ, TnsC ve TnsA/B komplekslerini kullanir (Wei &
Li, 2023).

Genom diizenleme teknikleri ve uygulama alanlar1 teknolojiye paralel
bir gekilde gelisim gostermektedir. FDA tarafindan da CRISPR/Cas
sisteminin tedavi amagh kullanimimnin giivenilirligine iliskin incelemelerde
bulunulacagina dair haberler bulunmaktadir (Ledford, 2023).

6. Sonug

Biyoteknolojik yontemler ve biyoinformatik araglarin birbirine paralel
geligim gostermesinin bir sonucu olarak, gen miihendisligi uygulamalari
giin gegtikge daha spesifik ve hedefe yonelik olacak sekilde gelistirilmektedir.
Daha giivenli genom diizenleme tekniklerinin kullanilmaya baglanmasi, gen
diizenlenmesi hususunda gerek toplum gerekse bilim camiasinda endise
uyandiran riskler ve slipheleri giin gegtikge azaltmaktadir. Yakin zaman
dilimine kadar veteriner hekimlikte probiyotiklerin gida endiistrisi, hayvan
besleme, hayvan sagligi gibi alanlarin haricinde kullanimi s6z konusu
degildi. Ancak, genetigi diizenlenmis probiyotiklerin artik farkl iglevler
igin 6zel hedeflere yonelebilen, metabolit sentezinde kullanilabilen, a1 ve
ilag tagit1 gorevi goren canli mikro araglar olarak kullanilabildigini biliyoruz.
Hayvan saghg1 ve refahinin iyilestirilmesinin yani sira, hayvansal tirlinlerde
verim Ozelliklerinin artirlmasina yonelik bir¢ok faaliyeti miimkiin hale
getirebilecek olan genetigi degistirilmis probiyotiklerin gelecekteki kullanim
alanlarin1 diistindtigtimiizde; sinirlarinin bilim insanlarinin hayal giictine
kalmig oldugunu séylemek abartili olmayacaktir.
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