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. Proje Ozeti (Proje Tamimu) (5 puan)

MikroRNA'lar (miRNA), gen anlatimini diizenleyerek 6nemli hiicresel yolaklarda yer
alan yaklasik 18-22 niikleotid uzunlugunda kii¢iik kodlanmayan RNA c¢esididir. MiRNA'larin
diizensiz anlatimi ¢esitli hastaliklarin patogenezinde rol oynar. Kanserde onkogenik miRNA'lar
(kanser olusumunda rol oynayan mMiRNA'lar) ve tiimor baskilayicti miRNA'lar (kanser
olusumunu baskilayan miRNA'lar) olarak iki farkli sekilde rol oynayabilir (Svoronos vd.,
2016). Son yillarda dolasimdaki miRNA ekspresyon profillerinin arastirilmast olduk¢a énem
kazanarak, miRNA'larin kanser dahil olmak iizere bir¢ok hastalik i¢in potansiyel biyobelirteg
ve terapotik hedef olarak goriilmesini saglamistir (Cul vd., 2019). Ekzojen miRNA'lar olarak
da bilinen bitkisel ve hayvansal besinlerde yer alan miRNA'larin (diyet yoluyla transfer olan
miRNA'lar) insan dolasimina transferi kapsamli bir sekilde arastirilmis ve tartisiimistir (Pirim
ve Dogan, 2020). MiRNA'lar; insan, inek, domuz ve kegi siitiinde bol miktarda bulunur ve
onemli sayidaki siit kokenli miRNA'larin farkli hastalik yolaklarinda yer aldigi bilinmektedir
(Auerbach vd., 2016; l1zumi vd., 2012). Inek siitii; sitokinler, kemokinler, hormonlar, biiyiime
faktorleri, niikleotitler, peptitler, enzimler dahil olmak iizere bir¢ok bilesen igerir. Siit kokenli
miRNA'lar tiirler arasinda yiiksek oranda korunur, insanlara transfer olabilir ve insana ait
genlerin anlatimlarini modiile edebilir (Manca vd., 2018; Auerbach vd., 2016; Izumi vd., 2015).

Siit uzun yillardir genetik miihendislerinin 6nemli bir arastirma alani olmustur ve
hayvanlardan modifiye siit calismalar1 literatiirde ilgi ¢ekici bir konu olmaya devam etmektedir
(Benmoussa vd., 2020; Manca vd., 2018; Chen vd., 2016; Whitelaw vd., 2016; Crispo vd.,
2015; Wolf vd., 2015). Proje fikrimiz, kisisellestirilmis siit bazli diyet uygulamalari ile kanser
yonetiminde translasyonel uygulamalar icin CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats) stratejileri ile modifiye edilmis hastalik onleyici siit iiriinleri tiretmektir.
Bu kapsamda, proje fikrimiz literatiirde daha 6nce denenmeyen miRNA hedefli CRISPR/Cas9
teknigi ile modifiye siit olusturmaktir. Ek olarak, diinya genelinde ve iilkemizde tiikketim diizeyi
yiiksek olan siit ve siit tirinlerinin hastaliklarda terapotik olarak kullanimlart bakimindan
degerlendirilecegi yeni projelere 151k tutma potansiyeline sahiptir.



2. Problem/Sorun (5 puan)

Zhang vd., 2012 yilinda ilk kez bitki miRNA'larin sindirim siirecine dayanabilecegini,
gastrointestinal sistem yoluyla hayvanin kan dolasimina girebilecegini ve tiirler arasi transferle
gen ekspresyonunu diizenleyebilecegini gostermistir (Zhang vd., 2012). Bu g¢alisma sonrasi
birgok grup diyet yoluyla transfer olan miRNA tiirlerini aragtirarak bu miRNA'larin insan
hiicrelerine ve dolasimina gecebilme potansiyellerine dair 6nemli bulgular elde etmislerdir (Li
vd., 2019; Zhang vd., 2019; Fabris vd., 2016; Shu vd., 2015). Bu bulgular tiirler arast miRNA
aracili gen regiilasyonunun insan saglifina olumlu/olumsuz etkilerinin olabilecegini
Oongormiistiir. Bu nedenle, besin igeriklerinde ve tiiketim oncesi miRNA igeriklerinin
belirlenmesi insan saglig1 i¢in olduk¢a dnemlidir.

Yapilan ¢aligmalar, inek siitii i¢eriginde bulunan miRNA'larin insana transfer olabilmsi
nedeniyle onemli bir biyoaktif besin komponenti olabilecegini gostermistir. Inek siitii
miRNA'lar1 insan dolasimina gegerek insan hastaliklar1 ile iliskili 6nemli yolaklara etki
edebilecegi one siiriilmektedir (Rani vd., 2017). Bu sebeple igme siitii ve siit tiriinlerindeki
miRNA igeriklerinin belirlenmesi 6nem arz etmekte olup, bu konuda literatiirde énemli bir
bosluk oldugu gézlenmektedir.

Bu kapsamda yapilan arastirmalarda, Baier vd. (2014) siit miRNA'larin insan gen
regiilasyonunu etkileme potansiyellerini gostermistir. Bu c¢alisma siit miRNA'larinin diyet
yoluyla tiirler arasi1 transfer olarak biyoaktif molekiiller olabileceklerini ortaya atan ilk ¢aligma
olmustur. Immiin sistemle iliskili siit miRNA'larmin inek siitii tiiketimine bagli olarak insan
genlerini  hedefleyerek ekspresyon seviyelerini degistirerek bagigiklik sisteminde rol
oynayabilecekleri ortaya atilmistir (Baier vd., 2014). Ek olarak, ¢alismalar siit eksozomlarinin
kolon kanseri hiicrelerine, bagirsak hiicrelerine, bobrek hiicrelerine, makrofajlara ve insan
periferal kan mononiikleer hiicrelerine transfer olabildigi bildirmistir (Benmoussa vd., 2020;
Rani vd., 2017; lzumi vd., 2015; Izumi vd., 2012) (Sekil 1). Bununla birlikte, fizyolojik
stabilitelerini ve biyoaktif potansiyellerini kesfetmek icin ise daha fazla caligmaya ihtiyag
vardir.
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Sekil 1: Siit miRNA'larinin diyete baglh kanserlesme siirecindeki olas1 rolleri.

Dolayisiyla insana transfer olabilen kanserle iligskili miRNA'larin toplumumuzda sik
tilketilen igme siitiinde arastirilmasi sonraki ¢aligmalara 6nemli veri sunma potansiyeli vardir.
Bu konudaki literatiirlerde yapilan arastirmalarin sinirli oldugu goriilmekte ve projemizin
literatiirlere bu yonde bir katki saglayarak yapilabilecek olan yeni diyet yoluyla transfer olan
MiRNA arastirmalari Ve kisisellestirilmis siit bazli diyet uygulamalari bakimindan da 6n veri
olusturma potansiyelinin oldugu diisiiniilmektedir.



3. Coziim (20 puan)

Diyet yoluyla transfer olan miRNA'larin kesfi ile besinlerin sadece metabolit bir islev
gormedigi ayn1 zamanda tiirler arasi1 diizeyde konake¢t genlerin diizenlenmesinde gorev aldigt
goriilmistiir (Chen vd., 2021; Pirim ve Dogan, 2020). Bu miRNA'larin yararl etkilerinin yani
sira farkli miRNA'larin insanlarda kanser molekiiler yolaklarinin zenginlesmesinde rol alma
gibi zararli etkileri de saptanmustir (Patel vd., 2019; Kumar vd., 2017; Shu vd., 2015). Proje
fikrimizde diinya genelinde (Yilda kisi bas1 88 litre siit tiikketimi, Amerika) oldugu (Baier vd.,
2014) gibi tilkemizde de biiyiik bir tiretim-tiiketim hacmi (https://arastirma.tarimorman.gov.tr,
Erigim Tarihi: 08.05.2022) (Sekil 2) bulunan inek siitiiniin kanser gelisiminde rol oynayan diyet
yoluyla transfer olan onkomiR'leri eleme protokolii gelistirdik. Su ana kadar, inek siitiiniin
yaklasik 245 adet miRNA igerdigi tespit edilmistir (Baier vd., 2014; I1zumi vd., 2012; Chen vd.,
2010).
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Sekil 2: Tiirkiye Igme Siitii Arz ve Kullanimi (Ton) (Tarim ve Orman Bakanlig1, 2020).

Daha once yapilmis/yapilmakta olan yontemlerden farkli olarak projemizde saglikli
icerige sahip bir besin olusturmak adina temel bir genetik diizenleyici olarak rol oynayan
miRNA'lar hedef molekiil olarak secilmistir.

Proje fikrimizde oOncelikle siit igerisindeki bulunan ve insan kanser molekiiler
yolaklarinda yer alan onkomiR'ler, CRISPR/Cas-9 metodu ile nakavt edilerek hiicre hatlarinda
denemeler ve optimizasyonlar gerceklesecektir. Ardindan siit liretiminin saglanacagi genetik
olarak modifiye edilmis inekler yetistirilecektir. Bu sayede oOzellikle diinya genelinde ve
tilkemizde artan kanser prevelansini azaltmak igin kansere yol agabilecek potansiyel
etmenlerden biri olabilecek siit kdkenli onkomiR bulunmayan siit iiretimi gergeklestirilip
besinlerin daha saglikli olabilmesi igin farkli ve 6ncii bir adim atilmis olacaktir. Projemiz
basariyla tamamlanirsa, bu yontem bircok besin i¢in uygulanilabilecek ve yeni projeler
tasarlanabilecektir. Boylece, daha saglikli bir diyet ve yasam anlayisi i¢in bilimsel bir bakis
acis1 kazanilacaktir.

4. Yontem (20 puan)

Proje fikrimiz Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dal,
Fen-Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Veterinerlik Fakiiltesi Genetik



Boliimii ile yiiriitiilecektir. Projemizin 8 farkli is paketi (IP) ile gergeklestirilmesi planlanmistir
(Sekil 3).
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Sekil 3: Proje is akisi.

4.1. Onkogenik miRNA'larin Belirlenmesi

Ik olarak, giincel literatiirde inek siitinde miRNA profillerini arastirmig calismalar

detayli sekilde incelenmis ve siitte tespit edilmis miRNA listesi literatiirde olusturulmustur
(Tablo 1).

Tablo 1: Siitiin ¢esitli fraksiyonlarinda bulunan miRNA'lar ve fonksiyonlar1 (Rani vd., 2017).

miRNA Fonksiyon
miR-15b* T hiicrelerinin gelisimi
miR-24* Kok hiicrelerin hematopoitik hiicrelere farklilagmasi ve fagositoz
miR-27b T hiicre proliferasyonu ve makrofajlarda oksidatif stres
miR-30d Sitokin sentezi yoluyla immiinosupresyon
miR-34a Proinflamatuar sitokin sentezi
miR-106a* Sitokin ekspresyonu ve kanser olusumu
miR-106b* Otofaji
miR-130a Hepatit B viriisiiniin replikasyonu
miR-155* T hiicresi ve B hiicresi yaniti
miR-181a T hiicrelerinin duyarlilig1 ve se¢imi
miR-200a* Hodgkin lenfoma olugumu
miR-223 Makrofajlarda sitokin tiretimi
miR-451 Migrasyon engelleyici faktoriin diizenlenmesi
*Onkogenik ozellik gosteren miRNA'lar

Tabloda yer alan miRNA'larla iliskili yapilan giincel arastirmalar incelendiginde miR-
15b, miR-24, miR-106a, miR-106b, miR-155 ve miR-200a siit miRNA'larinin farkli kanser



tiirlerinde onkogenik 6zellik gosterdigi tespit edilmistir. Yapilan caligmalarda insan kanser
tirlerinde ilgili miRNA'larin anlatimi artarak farkli kanser gelisimi, prognozu ve metastaz
stireci ile iligkili yolaklarda yer aldig1 goriilmiistiir (Tablo 2).

Tablo 2: Siitte bulunan ve literatiirde onkogenik 6zellik gosteren miRNA'lar (Rani vd., 2017).

OnkomiR Kanser Tiirii Referans
miR-15b Mide Kanse'ri, Kolorekt?l Kanser', Prostat Kanseri, Mgsane 23/;/;;; Vzdhas(zlzdo 2T(§) 11176 VS(le %/(()11925:1r17enL\I/c\1/d
Kanseri, Hepatoseliiler Karsinom, Meme Kanseri 2017
Kiigiik Hiicreli Olmayan Akciger Kanseri, Hepatoseliiler Wang vd., 2020; Maghsudlu vd., 2020; Chen
miR-24 Karsinom, Meme Kanseri, Nazofaringeal Karsinom, vd., 2016; Kang vd., 2016; Lu vd., 2015;
Ozofagus Skuaméz Hiicreli Karsinom Franchina vd., 2014
miR-106a Ozofagus Karsinomlaro1, Mide Kanseri, Kolorektal Kanser, Tian vd., 2018; Ma vd., 2016; Koga vd.,
Kiigiik Hiicreli Olmayan Akciger Kanseri 2016; Wang vd., 2013
Meme Kanseri, Prostat Kanseri, Akciger Kanseri, Mide
miR-106b Kanseri, Kolorektal Kanser, Hepatoseliiler Karsinom, Sagar vd., 2021; Yu vd., 2019; Jiao vd., 2017
Ozofagus Skuaméz Hiicreli Karsinom
A ) Wang vd., 2019; Shao vd., 2019; Zuo vd.,
MiR-155 Kolorektal Kanser, Memelzinssei?, Mide Kanseri, Pankreas 2018: Qu vd., 2018: Zhang vd., 2017,
Khoshinani vd., 2017
miR-200a Meme Kanseri, Mesane Kanseri Fortana vd., 2021; Yang vd., 2019

2015 yilinda, Shu vd. yiiriittiikleri biyoinformatik analizler ve diyet ¢alismasi sonucunda
insan dolasimina transfer olabilen ekzojen miRNA'lar belirlemistir. Belirlenen transfer orani en
yiiksek olan inek miRNA'larimin (bta-miR-487b, bta-miR-181b ve bta-miR-421) siit tiiketimi
sonrasinda insan plazmasinda anlatim seviyelerinde artis gosterdigi tespit edilerek bu
miRNA'larin insana transfer oldugu gosterilmistir (Shu vd., 2015). Yaptigimiz biyoinformatik
analizlerde bta-miR-487b ve bta-miR-421'nin insan miRNA'lar1 (hsa-miR-487b-3p ve hsa-
miR-421) ile %100 homoloji gosterdigi saptanmis ve bu miRNA'larin literatiirde bir¢ok insan
kanseri ile iliskili oldugu bilinmektedir (Li vd., 2020; Pezuk vd., 2019; Shu vd., 2015; Xi vd.,
2013). Yukaridaki tabloya ek olarak, ozellikle bu iki miRNAnNin insana transfer olduklari
bilindikleri ve insan miRNA'lar1 ile %100 homoloji gosterdikleri i¢in proje fikrimiz i¢in
olduk¢a onemlidir. Tablo 2'de yer alan miRNA'larin insana transferi bir sonraki asamada
arastirilarak, insana transferi bilinen bta-miR-487b ve bta-miR-421 siit miRNA'larina dahil
edilebilecektir. Proje fikrimizin ilk asamasi transferi bilinen siit igeriginde bulunan
onkomiR'leri ve aday onkomiR'ler basariyla belirlenerek tamamlanmustir.

4.2. Siitte miRNA Analizi ve insana Transferinin Arastirilmasi

Tablo 1'de belirtilen inek siitiinde tespit edilmis miRNA'lar ve insanda potansiyel
fonksiyonlart belirtilmistir. Fakat, bu miRNA'larin insana gegisine yoOnelik bir calisma
yapilmamustir. Oncelikle insana transferi bilinen bta-miR-487b ve bta-miR-421 siit miRNA'lar1
da dahil edilerek Tablo 1'de yer alan tiim miRNA'larin siit igeriginde ger¢ek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (qQRT-PCR) yontemi ile analizleri yapilacaktir. Bu asama inek siitiinden total
RNA izolasyonu tamamlandiktan sonra elde edilen RNA'larin safliginin degerlendirilerek, total
RNA'lardan tamamlayict DNA (complementary DNA, cDNA) sentezlenecektir. Elde edilen
cDNA orneklerinin anlatim seviyeleri segilen miRNA'lara spesifik hidroliz problari
kullanilarak gRT-PCR cihaz ile belirlnecektir. gRT-PCR analizi sonucunda elde edilen
MiRNA anlatim degerleri 222" yontemi ile normalize edilerek miRNA'lara ait kat degisimi



hesaplamalar1 yapilacaktir. Normalizasyon igin sentetik cel-miR-39-3p ekspresyon degerleri
referans olarak kullanilacaktir. miRNA'larin ekspresyon verileri t-test ve ANOVA testi ile
degerlendirilerek P-degerleri hesaplanacaktir. Projemizin bu kismia 6n veri olusturacak “Igme
Siitii ve Kefirde Kanserle iliskili miRNA'larin Anlatim Seviyelerinin Arastirilmas1” adl
aragtirma projesi Bursa Uludag Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi destegi ile su an
danismanimiz Dog. Dr. Dilek Pirim’in yiiriitiiciiliigiinde devam etmektedir.

Stit miRNA'larinin insana transferinin kapsamli arastirilmasi ise, Baier vd. 2014 yilinda
yapmis olduklari1 ¢alisma referans alinarak yapilacaktir (Baier vd., 2014). Saglikli 5 yetiskin
bireyde, en az 1 hafta siit iiriinlerinden uzak kalma periyodu ile 0.25, 0.5, ve 1 L dozlarmin
uygulanacag bir siit tiikketimi ¢aligmasi yiiriitilecektir. Hamile, sigara tiikketen, siit alerjileri ve
kendi bildirdigi saglik sorunlart olan kisiler dahil edilmeyecektir. Yapilan ¢aligmalarda, insan
plazmasinda siit miRNA konsantrasyonlarinin siit tilketiminden 9 saat sonrasina kadar yiiksek
kaldig1 tespit edilmistir (Baier vd., 2014). Katilimcilara siit tiikketiminden 12 saat 6nce ve kan
orneklerinin alindig1 siire boyunca siit ve siit tiriinleri tiikketmemeleri talimati verilecektir. Siit
tiikketiminden Once (baslangi¢ = 0 saat) ve siit 6giiniinden sonra belirli araliklarla (1, 3, 6, 9 ve
24 saat) 20 mL kan toplanacaktir. Daha sonra yukarida detayli belirtilmis; total RNA
izolasyonu, cDNA sentezi ve qRT-PCR analizi yapilacaktir. Kan orneklerindeki saat
araliklarinda degisim gosteren miRNA'lar istatistiksel analizlerle tespit edilerek, projenin ileri
asamalarina eklenecektir. Fakat, ilk paragrafta belirtilen ve insana transferi bilinen bta-miR-
487b ve bta-miR-421 siit miRNA'lar1 bu asamaya dahil edilmeden sonraki asamayla devam
edilecektir. Bu kisim igin proje Onerisi hazirlanmis proje biitgesi i¢in finansal destek saglandigi
takdirde projemiz yliriirliige girecektir.

4.3. Laktosit Hiicre Hatlarinda Belirlenen onkomiR'lerin Analizi

Laktasyon asamasinda olan (dogumdan 150-250 giin sonra) farkli Holstein siit
ineklerinden siit elde edilecektir. Tlk 50 mL siit atilarak, ardindan steril bir santrifiij tiipiinde
yaklasik 150 mL toplanacaktir. 37°C'de saklanarak ve 2 saat i¢inde isleme tabi tutulacaktir. Siit
1000 g'de 20 dakika santrifiij edilerek iist tabakasi uzaklastirilacaktir. Kalan kisim fosfat
tamponlu salin (PBS) soliisyonu ile seffaf olana ve siit icermeyene kadar birkag kez
yikanacaktir. Hicreleri iceren alt faz, taze besiyer ile karistirilip, inkiibe edilecektir.
Kiiltiirlenmis ve ¢ogaltilmis inek meme epitel hiicrelerinden (BMEC, Bovine Mammary
Epithelial Cells) total RNA izolasyonu yapilacaktir. BMEC'lerin karakterizasyonunda gRT-
PCR ile CSN2 (Casein Beta) ve BTN1A1 (Butyrophilin Subfamily 1 Member Al) anlatimlari
belirlenecektir. Ek olarak, Western Blot yontemi ile f-kazein proteininde ekspresyonu tespit
edilecektir. Bahsedilen bu yontem, 2021 yilinda Xu vd. optimizasyonu basarili sekilde
tamamlamis oldugu ¢alismadan 6rnek alinmistir (Xu vd., 2021). Basarili bir sekilde total RNA
izolasyonu ve kiiltiirlenerek ¢cogaltma agamalari tamamlanarak karakterize edilmis BMEC'lerde
Tablo 1'de belirtilen onkomiR'lerin ekspresyonlar1 qRT-PCR yontemi ile dogrulanacaktir.

4.4. Laktosit Hiicre Hatlarinda CRISPR/Cas9 Yontemi ile OnkomiR'lerin
Susturulmasi

gRT-PCR ile siitte ekspresyonu dogrulanmis olan onkomiR'lerin, genomik DNA
lokuslarini hedefleyen CRISPR/Cas9'un miRNA ekspresyonunu giiglii bir sekilde baskilamast
bu asamada hedeflenmistir. CRISPR/Cas9 teknigi ile pri-miRNA'nin (primary) kok-ilmek


javascript:__doPostBack('ctl00$CPHContent$grdDevPrj$ctl03$btnDetay','')
javascript:__doPostBack('ctl00$CPHContent$grdDevPrj$ctl03$btnDetay','')

yapisi lizerinde mutasyonlar olusturularak, biyogenez siirecini kesintiye ugratilarak miRNA
anlatimi1 nakavt olacaktir. OnkomiR genlerine tamamlayic1 dizilere sahip spesifik rehber
RNA'lar1 (SgRNA) igeren CRISPR/Cas9 vektorleri olusturulacaktir. Dr. Feng Zhang's Lab
tarafindan gelistirilen ¢evrimigi bir program olan CRISPR DESIGN (http://crispr.mit.edu,
Erigim Tarihi: 05.05.2022) kullanilarak her miRNA igin en az iki farkli SgRNA tasarlanacaktir.
Her bir onkomiR'e spesifik CRISPR/Cas9 yapilari, BMEC hatlarina transfekte edilerek
onkomiR ekspresyon seviyeleri kontrol vektorleriyle karsilastirilacaktir. Kontrol vektorleri
olarak yesil floresan proteini (green fluorescent protein, GFP) hedefleyen protospacer dizisi ile
olusturulan plazmitler kullanilacaktir. Tiim spesifik hedef diziler amplifiye edilerek ve lenti-
CRISPR vektorlerine klonlanacaktir ve ardindan DNA dizilimi ile dogrulanacaktir.
CRISPR/Cas9'un Lipofectamine reaktifi kullanilarak hiicrelere transfeksiyonundan sonra,
seleksiyon igin 24 saat puromisin (4 ug/mL) uygulanacak ve ardindan hiicreler normal kiiltiir
ortaminda ¢ogaltilacaktir.

4.5. Baskilanan onkomiR'lerin Fonksiyonel Analizi

Transfekte edilmis hiicreler yeterli sayida ¢ogaltildiktan sonra total RNA izolasyonu,
cDNA sentezi ve gRT-PCR analizi yapilacaktir (4.2 bashginda detayli belirtilmistir).
CRISPR/Cas9 ile modifiye edilmis hiicre hatlarinda miRNA anlatiminin baskilanmasi
verimliligi karsilastirilmali olarak degerlendirilecektir. Ek olarak, miRNA'larin fonksiyonel
analizi i¢in miRNA'larin baskiladigi hedef mRNA'larin qRT-PCR ve Western Blot yontemleri
ile ekspresyonlar1 da degerlendirilecektir.

4.6. sgRNA Vektorlerinin Olusturulmasi ve Hiicrelere Uygulanmasi

Onceki asamada spesifik olarak hedef miRNA genlerine baglanarak nakavt eden
plazmit lenti-CRISPR vektorleri fonksiyonel analizlerle valide edildikten sonra gebe ineklerden
toplanan oosit hiicrelerine uygulanacaktir. Dondr ineklerden oositler, ortalama 10 yumurta
olacak sekilde, trans-vajinal geri kazanim yoluyla toplanir ve yumurtalar 20 saat siireyle
olgunlastirilir.

Spermatozoitler ise disi genital yoluna birakildiktan sonra en son olgunlasmasi
gergeklesir ve fertilizasyon i¢in fonksiyonel duruma gelmektedir. Spermatozoitlerin oositleri
dolleme yetenegine ulasabilmeleri igin kapasitasyona ugramalar1 gerekmektedir. Kapasitasyon
ya daha Once tohumlanmis diger bir disiden spermatozoitleri geri alarak veya uygun
kapasitasyon sivisinda swim-up islemi ile bir saat inkiibe edilerek kazandirilacaktir.

Oositler ve spermatozoitler uygun kosullarda inkiibe edildikten sonra sayisal ve
morfolojik (niikleer ve sitoplazmik olgunlasmalari) degerlendirmeler yapildiktan sonra
fertilizasyon asamasina gegilecektir (Ferre vd., 2020; Parrish vd., 2014; Gundogan, 1998). Bu
asamada CRISPR/Cas9 vektorleri sadece oosit hiicrelerine uygunlanacaktir.

4.7. In Vitro Fertilizasyonla Embriyolara Mikroenjeksiyonla Aktarimi

Fertilizasyon, kiiltiire edilmis oositleri ve kapasitasyona ugramis spermatozoitleri igeren
uygun soliisyon i¢inde kiiltiirlendikten meydana gelecektir. inkiibe edildikten sonra mikroskop
altinda morfolojik (simetri, renk, blastomerlerin varlig1 gibi) olarak degerlendirilecektir. Olusan
embriyolar genellikle alicilara transfer edilmeden Once gelisimi igin bir siire in vitro olarak
kiiltiire edilecektir. Embriyolar alicinin uterusuna transfer edilmesinden Once gelismenin



blastosist ya da morula sathasinda olmalidirlar (Ferre vd., 2020; Parrish vd., 2014; Gundogan,
1998).

4.8. Transgenik Hayvanlarin Takibi ve Siit miRNA'larinin Analizi

In vitro fertilizasyonun gerceklesmesinde ve basaritya ulasmasinda dikkate alinmasi
gereken birgok faktor ilgili veteriner hekimlerle de goriisiilerek glincel literatiire uygun olarak
yapilacaktir. Transgenik hayvanlar dogum siirecinden laktasyon siirecine kadar takip
edilecektir. Laktasyon asamasinda gelmis transgenik hayvanlarin iirettigi siitte nakavt edilmis
MiRNA'larin anlatimlari qRT-PCR teknigi ile degerlendirilecektir. Ek olarak, transgenik
hayvanlara genotip analizleri de yapilacaktir. Elde edilen sonuglarda, saglikli hayvanlardan elde
edilen onkomiR igermeyen siit olusturulabilirse, uygun metodolojiler tekrarlanarak protokoliin
optimizasyonu saglanacaktir.

5. Yenilik¢i (Inovatif) Yonii (15 puan)

Onerilen proje fikrimiz kapsaminda kisisellestirilmis siit bazli diyet miidahaleleri ile
kanser yoOnetiminde translasyonel uygulamalar icin yeni bir yaklasim saglanmasi
amaglanmistir. CRISPR/Cas9 yontemi ile inek siitii icerisinden kanser ile iliskisi bilinen ve
insana transferi bilinen onkomiR i¢ermeyen siit olusturulmasi hedeflenmektedir. Projemiz
basariyla tamamlanirsa bundan sonraki adim siitteki tiimor baskilayict miRNA'lar1 artirarak
terapotik olarak kanser tedavisine katki saglayabilecek siit liretimine katki saglamak olacaktir.
Ek olarak, proje fikrimiz siit miRNA arastirmalarina ve siit iiretim teknolojilerine farkli bir
perspektif katmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Son olarak, kisiye 6zel diyet miidahaleleri
sadece kanser igin degil birgok hastalik i¢in de tasarlanabilir. Bunun yani sira, projemiz
desteklenirse diyet yoluyla transfer olan miRNA'larin insan sagligi tizerindeki etkileri hakkinda
degerli bilgiler sunacaktir.

Bu konudaki literatiirlerde yapilan arastirmalarin smirli oldugu goriilmekte ve
projemizin literatiire bu yonde bir katki saglayarak yapilabilecek olan yeni diyet yoluyla
transfer olan MiRNA arastirmalar1 bakimindan da 6n veri olusturma potansiyelinin oldugu
diisiniilmektedir. Chen vd. tarafindan 2016 yilinda yapilan c¢aligmada bolgeye Ozgi
rekombinasyon tabanli yontem ile somatik hiicre niikleer transferi kullanarak, antimikrobiyal
peptit olan HBD3 (Human beta-defensin-3) anlatimi olan 12 saglikli transgenik inek tiretmistir
ve bu ineklerin meme bezinde HBD3 anlatimi ile bakteri enfeksiyonuna karsi artan direng
gostermistir. Bu c¢aligma inek siitii ile ilgili olarak literatiirde yapilmig sinirli ¢aligmalardan
biridir ve proje fikrimiz CRISPR/Cas9 yontemi ile siit iceriginde onkomiR susturulmasi
bakimindan tamamen farklidir. Bu a¢idan, proje fikriniz tamamen 6zgiin ve basvuru tarihi
itibariyle literatiirde bir caliyma olmadigim belirtmek isteriz.

Proje fikrimiz, 26-29 Ocak 2021 tarihinde ¢evrimigi olarak gerceklesen “The Festival
of Genomics & Biodata” festivalinde takim kaptan1 Berkcan DOGAN tarafindan “Young
Scientists” oturumunda proje fikri olarak soézli sunum gergeklestirmeye hak kazanarak
sunulmustur.

6. Uygulanabilirlik (10 puan)
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Proje fikrimizde siitten insana transfer olan ve kanser ile iligkili onkomiR'ler siit
tiretiminden sorumlu hiicre hatlarinda CRISPR/Cas9 metodu ile nakavt edilecek ve hiicre
hatlarinda optimizasyonlar1 test edilecektir. Ardindan in vitro fertilizasyonla embriyo
olusturulacak ve zigotlara mikroenjeksiyon gerceklestirilecektir. Olusturulmasi planlanan
modifiye siit iiriinii ticari bir {irtine dontisebilme potansiyeli oldukga yliksektir ve projemizin
temel hedeflerindendir. Ozetle, proje ¢iktilarimizdan bir¢ok hastalik igin farkli ticari {iriinlere
doniistiiriilebilme sansinin oldukga yiiksek oldugu anlamina gelmektedir.

Literatiirde CRISPR/Cas9 temelli olduk¢a fazla sayida ¢alisma vardir ve bu teknigin
optimizasyonlart yakin zamanda basariyla tanimlanmistir. Proje fikrimizle benzer
metodolojilerin uygulandigr bir ¢alismada, immiin yetmezligi olan farelerde in vitro
fertilizasyon ve CRISPR/Cas9 teknolojileri ile yiiksek oranda Fah genini hedefleyerek
embriyolara mikroenjeksiyon ile uygulanarak yeni insanlastirilmis fare modelleri
olusturulmustur (Li vd., 2014). Bu ¢alismada, diger memelilerin genomlarini diizenlemek igin
ayn1 prosediirler kolaylikla uygulanabilecegi vurgulanmistir.

Yapilan arastirmalarda, CRISPR/Cas9 tekniginin hedefledigi miRNA'larin anlatimini
spesifik olarak %96'ya kadar susturabildigi ve bu teknigin miRNA susturmada antisens
inhibitorler ve siinger (MiRNA sponge) gibi geleneksel metodolojilerden daha verimli, spesifik,
ekonomik, kullanish ve kararli bir teknoloji oldugu desteklenmistir. Daha da 6nemlisi, ilk kez
in vitro ve in vivo modellerde, CRISPR/Cas9 teknigi ile miRNA nakavt fenotipinin uzun vadeli
stabilitesini gostermiglerdir (Chang vd., 2016).

Proje fikrimize dair giincel literatiir ¢aligmalari incelenmistir ve uygulanabilir
metodolojiler géz Oniine alinarak, yiiksek verim elde edilmis ve optimizasyonlar1 yapilmis
metotlar secilmistir. Yapilan bu aragtirmalarin 15181 altinda proje 6nerimizin uygulanabilirlik
acisindan herhangi bir sorun teskil etmemektedir. Proje fikrimizin temelini olusturulmasi icin
bilimsel bulgularin ve teknolojiye dair temel prensiplerin gézde gecirildigi ve degerlendirildigi
asama olan 1. Teknolojik Hazirlik Asamasini basariyla tamamlayan proje fikrimiz su an 2.
Teknoloji Hazirlik Asamasindadir. Degerlendirme siiresi sonucunda 3. Teknolojik Hazirlik
Asamasina ulasacagi ongoriilmektedir.

Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlamasi (5 puan)

Proje fikrimizde kullanilacak metodolojilerle ilgili piyasa arastirmasi sonrasi elde edilen
yaklagik olarak ongoriilen fiyatlar asagidaki tabloda aktarilmistir (Tablo 3). Belirtilen giincel
fiyatlar daha 6nce benzer ¢alismalar yapmis veteriner hekimlerle, tiriin/kit tedarik edecek firma
yetkilileri ile gorisiilerek takimimiz tarafindan piyasa arastirmasi yaparak elde edilmis ortalama
fiyatlardir. Proje fikrimizle ilgili piyasada ve literatiirde benzer bir proje veya calisma
bulunmadigi i¢in maliyet karsilagtirmasi yapilmamistir.

Tablo 3: Proje biitge tablosu

Kalem Adi Birim/Adet Harcama Dénemi Birim Fiyat: (1)
Total RNA Izolasyonu 100 reaksiyon i¢in 3-6 ay 10.000 b
cDNA Sentezi ) o 3-6 ay 10.000 b
GRT-PCR Asamas I miRNA igin 36ay 10.000 b
Hiicre Hatlar1 (Bovine Lactocytes) 1 flask 7-12 ay 10.000 b
Bakteri ve Hiicre Kiiltiirii Sarf Malzemeleri 1 miRNA i¢in 7-12 ay 15.000 b
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CRISPR/Cas9 Enzimi ile miRNA Susturma 13-20 ay 5.000 b

Fonksiyonel Analizler (Western Blot vb.) 20-24 ay 10.000 b

Genel Laboratuvar Sarf Malzemeleri Tiim agsamalar 2.000 b

In Vitro Fertilizasyon 1 inek igin* 22-24+ ay 100.000

Inek Bakim Masraflari (Yem vb.) Yillik/1 inek 24+ ay 10.000 b
Toplam | 182.000 b

*Bir inek i¢in en az 20 embriyo olusturulmasi onerilmigtir.

Holstein ineklerinin siit verimi bir laktasyon déneminde 7.000-10.000 litredir. Fakat
1slah yapilmis ve iistiin olanlari ile yapilmis secilimler sayesinde yilda 10.000 litre siit verimine
rahatlikla ulasabilir. Bir Holstein ineginin dogumdan yaklasik 1 yil sonra ilk laktasyon
donemine girdigi ve ilk 6 yil alinan verimin en yiiksek oldugu belirtilmistir. Tek bir inekten
bekleme siireleri dahil olarak minimum 50.000 litre siit verimi beklenilmektedir. Inekler icin
dogum araliginin ~1 yil oldugu bilgisi gbz Oniine alinarak, insana transferi kanitlanmis ve
onkomiR &zellikte olan 5 MIRNAnin susturuldugu diisiiniiliirse, bir transgenik canlinin
tiretecegi 1 litre siitiin taginma, paketlenme maliyetleri ve vergiler harig iiretim maliyeti ~1,3 b

Tiirk lirasina karsilik gelmektedir.

Proje fikrimizin gergeklestirilmesi i¢in olusturulmus ¢alisma takvimimiz asagidaki

gibidir (Tablo 4).

Tablo 4: Proje-Zaman planlamasi.

Is

Paketi/Ay 1-2 3-4 5-6 7-8 | 9-10

11-12 | 13-14

15-16 | 17-18

19-20

21-22

23-24

24+

iP.1

iP.2

ipP.3

P4

iP.5

P.6

iP.7

iP.8

Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanicilar) (5 puan)

Inek siitii yaygin olarak tiiketilen bir siit iiriinii olmustur ve uzun siiredir insanlar icin

besin kaynagidir (Sekil 4, https://arastirma.tarimorman.gov.tr, Erigsim Tarihi: 05.05.2022).

Bazn Ulkelerde Kisi Basina Siit Tiiketimi {Lt/Kisi/Y11)

2015 2016 2017 2018 2019
Rusya 129.5 130.4 130.9 131.2 132.0
Yeni Zelanda 952 94,5 93,8 93,7 93,0
AB 92,1 923 92,4 92,6 92,7
Kanada 81.5 80.8 80.2 79.6 79.0
ABD 77.0 76.5 76,0 75.3 74,7
Cin 22,6 22,9 232 236 239

Sekil 4: Farkl {ilkelerde kisi basina diisen siit tiiketim miktar1 (Tarim ve Orman Bakanligi, 2020).
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Igme siitii, peynir, yogurt, ayran, tereyagi, kaymak, siit tozu gibi farkli iiriin grubunun
temelini olusturmakla beraber, ayrica bebek mamalarinda da kullanilir. Ulusal Siit Konseyi
(ulusalsutkonseyi.org.tr, Erisim Tarihi: 06.05.2022) siit hayvanciligi verilerine gore lilkemizde
yillik 22,96M ton siit {iretimim yapilmaktadir.

Multifaktoriyel bir hastalik olan ve diinya ¢apinda artis gosteren kanser, sadece genetik
kokenli degil, epigenetik mekanizmalarla da olusmaktadir. Tiirkiye’de 2017 yilinda toplamda
kanser insidansi ise yiiz binde 223,1°dir ve 2017 yilinda Tiirkiye’de toplam 180.288 kisiye yeni
kanser teshisi koyulmustur (https://hsgm.saglik.gov.tr, Halk Sagligi Genel Miidiirliigii, Erisim
Tarihi: 07.05.2022). Diyet temelli kansere yatkinligi 6nlemek veya saglikli bir yasam isteyen
bireylere yonelik siit iriinleri olusturmayr hedeflemekteyiz. Inek siitiiniin farkl
fraksiyonlarinda farkli miRNA profilleri tanimlanmistir ve bunlarin ¢ogu bagisiklikla iliskili
olarak karakterize edilmistir (Rani vd., 2017). Proje fikrimizde belirlenen bu miRNA'larin
kanserle iliskileri literatiirde taranarak bazi miRNA 'larin potansiyel onkomiR 6zellik gdsterdigi
saptanmistir. Bu yiizden, gelistirmeyi planladigimiz siit temelli iiriinlimiiz hastalik onleyici
nitelikte oldugu igin toplumun her yas araligindaki bireyine hitap edecektir. Ayrica, proje
fikrimiz basta tiim siit iretici firmalar1 hedef almaktayken bu projenin ¢iktilari ile birlikte diger
besin gruplarinin iiretimini saglayan firmalar i¢in de daha saglikli bir besin anlayisim
gelistirmek adina zararh etkileri olan miRNA'lar1 igermeyecek sekilde olusturulacak deneysel
tasarimlar i¢in rehber niteliginde olabilecektir.

Onerilen is basamaklarimizin optimizasyonlar: literatiire uygun sekilde yapilarak,
istenilen sonuglar elde edilirse projenin siit tiiketimi fazla olan popiilasyonlar i¢in yaygin etkisi
ve kapsami oldukga fazla olacaktir.

Riskler (10 puan)

Tasarlanan proje fikrimizde en temel riskler in vitro fertilizasyon (IVF) ve transgenik
canlinin yasamini siirdiirmesiyle alakali ortaya ¢ikabilecek komplikasyonlardir. IVF teknigi ile
ilgili maliyet, donor disilerin bakimi gibi dezavantajlarin yani sira daha hizli genetik siireg,
iireme yetenegi olmayan canlilardan yavru elde edebilme sansi, fazla sayida embriyo eldesi ve
ciftlesme sikligini arttirma bir¢ok avantaji bulunmaktadir (Sheetal vd., 2015). Yapilan
calismalarda IVF teknigiyle elde edilen zigotlarin sadece %20-40"1 blastosit evresine
ulagtiklari1 gostermektedir (Ferré vd., 2020). Rahme transfer edilmesi sonucunda gebelik
goriilme ihtimal %42 ile %77,1 arasinda degismektedir (Hasler vd., 2001, Morotti vd., 2014).
Dogan her buzagidan %6's1 dogum sirasinda veya sonrasinda gergeklesen komplikasyonlar
(hastaliklar, ¢evresel faktorler, solunum ve sindirim sitemi bozukluklari, dogum
komplikasyonlar1 gibi) yiiziinden &lmektedir (Zhang vd., 2019) veya transgenik canlinin
yetigkinlige ulasamamasi s6z konusu olabilir (Azizzadeh vd., 2012). Bu risklerin Oniine
gecilmesi i¢in fazla sayida buzagi ile ¢alisilmasi planlanmakta olup, alaninda uzman ve
deneyimli arastirma gruplari ile ¢alisilarak bu sorunlarin ¢6ziilmesi planlanmaktadir.

CRISPR/Cas9 ile miRNA nakavti sonrasinda canlinin hayatin1 kiiltiir ortaminda
slirdiirememesi/bliyiime hizinin yavaglamasi s6z konusu olabilir. Bdyle bir durumun
olusmamas1 adina, ilk olarak, miRNA kombinasyonu halinde susturulmasi degil, spesifik
mIiRNA'lar tek tek farkli canlilarda susturulmasi denenerek olasi yan etkileri gozlemlenecektir.
Herhangi bir risk olusturma durumu ile karsi karsiya kalinirsa susturulan onkomiR farkli bir
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onkomiR ile degistirilecektir. Bu riski azaltmak i¢in, susturma siirecinden 6nce miRNA'larin
yer aldig1 yolaklar ve hedef genler biyoinformatik analizlerle belirlenerek, in silico olarak en az
yan etkiye sahip miRNA'lar secilecektir. Proje fikrimizle ilgili olarak yukarida bahsedilen ve
en fazla risk skorunu olusturan riskler digsinda farkli minér riskler de mevcuttur. Fakat bu riskler,
deneysel asamalarla ilgilidir ve Ozellikle yaptigimiz literatiirde verimliligi yiliksek ve
optimizasyonu yapilmis, protokolleri tanimlanmis malzemeler ve kitler kullanilarak asilacaktir.
Ayrica, tedarike¢i firmalardan tam destek alinarak, birgok riske yonelik tedbir ve ¢oziim Onerileri
alimmas1 planlanmustir.

Tablo 5: Risk yonetim tablosu.

Is
Paketi Risk Aciklamasi Risk Yonetimi
(iP)

Etki Olasihik Risk
(5) (5) Skoru

Literatiirde laktosit hiicre hatlarinda
yapilan  calismalar  incelenerek
olusturulmug  prosediirler  steril
olarak uygulanarak hiicreler
pasajlanacaktir. Boyle bir durumda
mikoplazma kontaminasyonu ve
kullanilan  besiylerin  uygunlugu
Hiicre hatlarinda yeterince | gozden gegirilecektir. Daha sonra
hiicrenin gogaltilamamasi | yeni hiicre hatlari denenerek, yine
sonu¢ alinamazsa yetkili firmadan
yeni hiicre hatlar1 tedarik edilecektir.
Ayrica, bu asama hiicre kiiltiiri
konusunda deneyimle
laboratuvarlarda  c¢alisgma  ilgili
aragtirma gruplariyla devam
ettirilecektir.

CRISPR/Cas9 teknigi ile pri-
miRNA'nin  (primary) kok-ilmek
yapist tlizerinde mutasyonlar

P 3

olusturularak, biyogenez siirecini
kesintiye ugratilarak ~ miRNA
anlatimi nakavt olacaktir. Literatiirde 3 2 6

SgRNA'In miRNA'lar1
hedefleyememesi ve
anlatimint
baskilayamamasi

IP 4
bu protokolii uygulayan caligmalar
basarili  sonuglar elde etmistir
(Chang wvd., 2015). Ek olarak,
miRNA'lar1 hedefleyen en az iki
farkli sgRNA tasarlanacaktir.

Bu durumda, metodoloji
degistirilerek mMIRNA ekspresyon
Western Blot teknigi igin analizi  gRT-PCR ile tespit
iP5 gerekli spesifik antikor edilecektir. Hedef mRNA anlatimlar 3 2 6
bulunmamasi da bakilarak, kontrol grubuyla
kargilagtirma yapilarak susturulmus
miRNA etkisi de incelenecektir.
IVF sonrasi hamilelik Bu durumu o6nlemek ig¢in embryo
P7 durumunun transferi i¢in secilecek ineklerin 3 4 12
gerceklesmemesi saglik kontrolleri kapsamli olarak




14

yapilarak karsilagilacak bu riski
minimuma indirmek i¢in veteriner
hekim yardimiyla gerekli tiim
islemler gerceklestirilecektir. Birden
fazla embriyo transferi de olasi riski
diigiirecek  potansiyeldedir.  Ek
olarak, IVF ile ineklerin
olusturulmasi tilkemizde de yapilan
caligmalar  dahil olmak iizere
optimizasyonu  yapilmis  farkh
teknikler mevcuttur. Boyle bir
durumla kars1 karsiya gelindiginde
veteriner hekimlerle gorisiilerek
hormon takviyeleri uygulanabilir.

Bu durumu engellemek igin diizenli

Transgenik canlinin dig veteriner kontrolleri ile optimal
P8 faktorler sebebinde kosullarda canlilarin dogal 5 2 10
hayatini siirdiirememesi ortamlarinda yasamlarini siirdiirmesi
saglanacaktir.
Genlerin diizenli olmayan | In  silico olarak baskilanacak
anlatim1 sonucunda gen onkomiR'lerin yer aldig1 yolaklar ve
P8 iirtinlerinin tiretiminde artis | hedef genler belirlenerek, olarak en 4 2 8

veya azalig gozlemlenmesi | az yan etkiye sahip miRNA'lar
secilecegi i¢in bu risk azalacaktir.
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