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1. Proje Özeti (Proje Tanımı) (5 puan) 

 MikroRNA'lar (miRNA), gen anlatımını düzenleyerek önemli hücresel yolaklarda yer 

alan yaklaşık 18-22 nükleotid uzunluğunda küçük kodlanmayan RNA çeşididir. MiRNA'ların 

düzensiz anlatımı çeşitli hastalıkların patogenezinde rol oynar. Kanserde onkogenik miRNA'lar 

(kanser oluşumunda rol oynayan miRNA'lar) ve tümör baskılayıcı miRNA'lar (kanser 

oluşumunu baskılayan miRNA'lar) olarak iki farklı şekilde rol oynayabilir (Svoronos vd., 

2016). Son yıllarda dolaşımdaki miRNA ekspresyon profillerinin araştırılması oldukça önem 

kazanarak, miRNA'ların kanser dahil olmak üzere birçok hastalık için potansiyel biyobelirteç 

ve terapötik hedef olarak görülmesini sağlamıştır (Cui vd., 2019). Ekzojen miRNA'lar olarak 

da bilinen bitkisel ve hayvansal besinlerde yer alan miRNA'ların (diyet yoluyla transfer olan 

miRNA'lar) insan dolaşımına transferi kapsamlı bir şekilde araştırılmış ve tartışılmıştır (Pirim 

ve Dogan, 2020). MiRNA'lar; insan, inek, domuz ve keçi sütünde bol miktarda bulunur ve 

önemli sayıdaki süt kökenli miRNA'ların farklı hastalık yolaklarında yer aldığı bilinmektedir 

(Auerbach vd., 2016; Izumi vd., 2012). İnek sütü; sitokinler, kemokinler, hormonlar, büyüme 

faktörleri, nükleotitler, peptitler, enzimler dahil olmak üzere birçok bileşen içerir. Süt kökenli 

miRNA'lar türler arasında yüksek oranda korunur, insanlara transfer olabilir ve insana ait 

genlerin anlatımlarını modüle edebilir (Manca vd., 2018; Auerbach vd., 2016; Izumi vd., 2015).  

 Süt uzun yıllardır genetik mühendislerinin önemli bir araştırma alanı olmuştur ve 

hayvanlardan modifiye süt çalışmaları literatürde ilgi çekici 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, kişiselleştirilmiş süt bazlı diyet uygulamaları ile kanser 

yönetiminde translasyonel uygulamalar için CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats) stratejileri ile modifiye edilmiş hastalık önleyici süt ürünleri üretmektir. 

Bu kapsamda, proje fikrimiz literatürde daha önce denenmeyen miRNA hedefli CRISPR/Cas9 

tekniği ile modifiye süt oluşturmaktır. Ek olarak, dünya genelinde ve ülkemizde tüketim düzeyi 

yüksek olan süt ve süt ürünlerinin hastalıklarda terapötik olarak kullanımları bakımından 

değerlendirileceği yeni projelere ışık tutma potansiyeline sahiptir.  
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2. Problem/Sorun (5 puan) 

 Zhang vd., 2012 yılında ilk kez bitki miRNA'ların sindirim sürecine dayanabileceğini, 

gastrointestinal sistem yoluyla hayvanın kan dolaşımına girebileceğini ve türler arası transferle 

gen ekspresyonunu düzenleyebileceğini göstermiştir (Zhang vd., 2012). Bu çalışma sonrası 

birçok grup diyet yoluyla transfer olan miRNA türlerini araştırarak bu miRNA'ların insan 

hücrelerine ve dolaşımına geçebilme potansiyellerine dair önemli bulgular elde etmişlerdir (Li 

vd., 2019; Zhang vd., 2019; Fabris vd., 2016; Shu vd., 2015). Bu bulgular türler arası miRNA 

aracılı gen regülasyonunun insan sağlığına olumlu/olumsuz etkilerinin olabileceğini 

öngörmüştür. Bu nedenle, besin içeriklerinde ve tüketim öncesi miRNA içeriklerinin 

belirlenmesi insan sağlığı için oldukça önemlidir. 
 Yapılan çalışmalar, inek sütü içeriğinde bulunan miRNA'ların insana transfer olabilmsi 

nedeniyle önemli bir biyoaktif besin komponenti olabileceğini göstermiştir. İnek sütü 

miRNA'ları insan dolaşımına geçerek insan hastalıkları ile ilişkili önemli yolaklara etki 

edebileceği öne sürülmektedir (Rani vd., 2017). Bu sebeple içme sütü ve süt ürünlerindeki 

miRNA içeriklerinin belirlenmesi önem arz etmekte olup, bu konuda literatürde önemli bir 

boşluk olduğu gözlenmektedir. 

 Bu kapsamda yapılan araştırmalarda, Baier vd. (2014) süt miRNA'ların insan gen 

regülasyonunu etkileme potansiyellerini göstermiştir. Bu çalışma süt miRNA'larının diyet 

yoluyla türler arası transfer olarak biyoaktif moleküller olabileceklerini ortaya atan ilk çalışma 

olmuştur. İmmün sistemle ilişkili süt miRNA'larının inek sütü tüketimine bağlı olarak insan 

genlerini hedefleyerek ekspresyon seviyelerini değiştirerek bağışıklık sisteminde rol 

oynayabilecekleri ortaya atılmıştır (Baier vd., 2014). Ek olarak, çalışmalar süt eksozomlarının 

kolon kanseri hücrelerine, bağırsak hücrelerine, böbrek hücrelerine, makrofajlara ve insan 

periferal kan mononükleer hücrelerine transfer olabildiği bildirmiştir (Benmoussa vd., 2020; 

Rani vd., 2017; Izumi vd., 2015; Izumi vd., 2012) (Şekil 1). Bununla birlikte, fizyolojik 

stabilitelerini ve biyoaktif potansiyellerini keşfetmek için ise daha fazla çalışmaya ihtiyaç 

vardır. 

 
Şekil 1: Süt miRNA'larının diyete bağlı kanserleşme sürecindeki olası rolleri. 

 Dolayısıyla insana transfer olabilen kanserle ilişkili miRNA'ların toplumumuzda sık 

tüketilen içme sütünde araştırılması sonraki çalışmalara önemli veri sunma potansiyeli vardır. 

Bu konudaki literatürlerde yapılan araştırmaların sınırlı olduğu görülmekte ve projemizin 

literatürlere bu yönde bir katkı sağlayarak yapılabilecek olan yeni diyet yoluyla transfer olan 

miRNA araştırmaları ve kişiselleştirilmiş süt bazlı diyet uygulamaları bakımından da ön veri 

oluşturma potansiyelinin olduğu düşünülmektedir.  
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3. Çözüm (20 puan) 

 Diyet yoluyla transfer olan miRNA'ların keşfi ile besinlerin sadece metabolit bir işlev 

görmediği aynı zamanda türler arası düzeyde konakçı genlerin düzenlenmesinde görev aldığı 

görülmüştür (Chen vd., 2021; Pirim ve Dogan, 2020). Bu miRNA'ların yararlı etkilerinin yanı 

sıra farklı miRNA'ların insanlarda kanser moleküler yolaklarının zenginleşmesinde rol alma 

gibi zararlı etkileri de saptanmıştır (Patel vd., 2019; Kumar vd., 2017; Shu vd., 2015). Proje 

fikrimizde dünya genelinde (Yılda kişi başı 88 litre süt tüketimi, Amerika) olduğu (Baier vd., 

2014) gibi ülkemizde de büyük bir üretim-tüketim hacmi (https://arastirma.tarimorman.gov.tr, 

Erişim Tarihi: 08.05.2022) (Şekil 2) bulunan inek sütünün kanser gelişiminde rol oynayan diyet 

yoluyla transfer olan onkomiR'leri eleme protokolü geliştirdik. Şu ana kadar, inek sütünün 

yaklaşık 245 adet miRNA içerdiği tespit edilmiştir (Baier vd., 2014; Izumi vd., 2012; Chen vd., 

2010). 

 
Şekil 2: Türkiye İçme Sütü Arz ve Kullanımı (Ton) (Tarım ve Orman Bakanlığı, 2020). 

 Daha önce yapılmış/yapılmakta olan yöntemlerden farklı olarak projemizde sağlıklı 

içeriğe sahip bir besin oluşturmak adına temel bir genetik düzenleyici olarak rol oynayan 

miRNA'lar hedef molekül olarak seçilmiştir. 

 Proje fikrimizde öncelikle süt içerisindeki bulunan ve insan kanser moleküler 

yolaklarında yer alan onkomiR'ler, CRISPR/Cas-9 metodu ile nakavt edilerek hücre hatlarında 

denemeler ve optimizasyonlar gerçekleşecektir. Ardından süt üretiminin sağlanacağı genetik 

olarak modifiye edilmiş inekler yetiştirilecektir. Bu sayede özellikle dünya genelinde ve 

ülkemizde artan kanser prevelansını azaltmak için kansere yol açabilecek potansiyel 

etmenlerden biri olabilecek süt kökenli onkomiR bulunmayan süt üretimi gerçekleştirilip 

besinlerin daha sağlıklı olabilmesi için farklı ve öncü bir adım atılmış olacaktır. Projemiz 

başarıyla tamamlanırsa, bu yöntem birçok besin için uygulanılabilecek ve yeni projeler 

tasarlanabilecektir. Böylece, daha sağlıklı bir diyet ve yaşam anlayışı için bilimsel bir bakış 

açısı kazanılacaktır. 

4. Yöntem (20 puan) 

 Proje fikrimiz Bursa Uludağ Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Genetik Anabilim Dalı, 

Fen-Edebiyat Fakültesi Moleküler Biyoloji ve Genetik Bölümü, Veterinerlik Fakültesi Genetik 
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Bölümü ile yürütülecektir. Projemizin 8 farklı iş paketi (İP) ile gerçekleştirilmesi planlanmıştır 

(Şekil 3). 

 
Şekil 3: Proje iş akışı. 

 

 4.1. Onkogenik miRNA'ların Belirlenmesi 

 İlk olarak, güncel literatürde inek sütünde miRNA profillerini araştırmış çalışmalar 

detaylı şekilde incelenmiş ve sütte tespit edilmiş miRNA listesi literatürde oluşturulmuştur 

(Tablo 1).  

Tablo 1: Sütün çeşitli fraksiyonlarında bulunan miRNA'lar ve fonksiyonları (Rani vd., 2017). 

miRNA Fonksiyon 

miR-15b*  T hücrelerinin gelişimi 

miR-24* Kök hücrelerin hematopoitik hücrelere farklılaşması ve fagositoz 

miR-27b T hücre proliferasyonu ve makrofajlarda oksidatif stres 

miR-30d Sitokin sentezi yoluyla immünosupresyon 

miR-34a Proinflamatuar sitokin sentezi 

miR-106a*  Sitokin ekspresyonu ve kanser oluşumu 

miR-106b* Otofaji 

miR-130a Hepatit B virüsünün replikasyonu 

miR-155* T hücresi ve B hücresi yanıtı 

miR-181a T hücrelerinin duyarlılığı ve seçimi 

miR-200a*  Hodgkin lenfoma oluşumu 

miR-223 Makrofajlarda sitokin üretimi 

miR-451 Migrasyon engelleyici faktörün düzenlenmesi 

  *Onkogenik özellik gösteren miRNA'lar 

 Tabloda yer alan miRNA'larla ilişkili yapılan güncel araştırmalar incelendiğinde miR-

15b, miR-24, miR-106a, miR-106b, miR-155 ve miR-200a süt miRNA'larının farklı kanser 
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türlerinde onkogenik özellik gösterdiği tespit edilmiştir. Yapılan çalışmalarda insan kanser 

türlerinde ilgili miRNA'ların anlatımı artarak farklı kanser gelişimi, prognozu ve metastaz 

süreci ile ilişkili yolaklarda yer aldığı görülmüştür (Tablo 2). 

Tablo 2: Sütte bulunan ve literatürde onkogenik özellik gösteren miRNA'lar (Rani vd., 2017). 

OnkomiR Kanser Türü Referans 

miR-15b 
Mide Kanseri, Kolorektal Kanser, Prostat Kanseri, Mesane 

Kanseri, Hepatoselüler Karsinom, Meme Kanseri 

Wu vd., 2020; Tölle vd., 2019; Chen vd., 

2018; Zhao vd., 2017; Sun vd., 2017; Li vd., 

2017 

miR-24 

Küçük Hücreli Olmayan Akciğer Kanseri, Hepatoselüler 

Karsinom, Meme Kanseri, Nazofaringeal Karsinom, 

Özofagus Skuamöz Hücreli Karsinom 

Wang vd., 2020; Maghsudlu vd., 2020; Chen 

vd., 2016; Kang vd., 2016; Lu vd., 2015; 

Franchina vd., 2014 

miR-106a 
Özofagus Karsinomlaroı, Mide Kanseri,  Kolorektal Kanser, 

Küçük Hücreli Olmayan Akciğer Kanseri 

Tian vd., 2018; Ma vd., 2016; Koga vd., 

2016; Wang vd., 2013 

miR-106b 

Meme Kanseri, Prostat Kanseri, Akciğer Kanseri, Mide 

Kanseri, Kolorektal Kanser, Hepatoselüler Karsinom, 

Özofagus Skuamöz Hücreli Karsinom 

Sagar vd., 2021; Yu vd., 2019; Jiao vd., 2017 

miR-155 
Kolorektal Kanser, Meme Kanseri, Mide Kanseri, Pankreas 

Kanseri 

Wang vd., 2019; Shao vd., 2019; Zuo vd., 

2018; Qu vd., 2018; Zhang vd., 2017, 

Khoshinani vd., 2017 

miR-200a Meme Kanseri, Mesane Kanseri Fortana vd., 2021; Yang vd., 2019 

 2015 yılında, Shu vd. yürüttükleri biyoinformatik analizler ve diyet çalışması sonucunda 

insan dolaşımına transfer olabilen ekzojen miRNA'lar belirlemiştir. Belirlenen transfer oranı en 

yüksek olan inek miRNA'larının (bta-miR-487b, bta-miR-181b ve bta-miR-421) süt tüketimi 

sonrasında insan plazmasında anlatım seviyelerinde artış gösterdiği tespit edilerek bu 

miRNA'ların insana transfer olduğu gösterilmiştir (Shu vd., 2015). Yaptığımız biyoinformatik 

analizlerde bta-miR-487b ve bta-miR-421'nin insan miRNA'ları (hsa-miR-487b-3p ve hsa-

miR-421) ile %100 homoloji gösterdiği saptanmış ve bu miRNA'ların literatürde birçok insan 

kanseri ile ilişkili olduğu bilinmektedir (Li vd., 2020; Pezuk vd., 2019; Shu vd., 2015; Xi vd., 

2013). Yukarıdaki tabloya ek olarak, özellikle bu iki miRNAnın insana transfer oldukları 

bilindikleri ve insan miRNA'ları ile %100 homoloji gösterdikleri için proje fikrimiz için 

oldukça önemlidir. Tablo 2'de yer alan miRNA'ların insana transferi bir sonraki aşamada 

araştırılarak, insana transferi bilinen bta-miR-487b ve bta-miR-421 süt miRNA'larına dahil 

edilebilecektir. Proje fikrimizin ilk aşaması transferi bilinen süt içeriğinde bulunan 

onkomiR'leri ve aday onkomiR'ler başarıyla belirlenerek tamamlanmıştır. 

 4.2. Sütte miRNA Analizi ve İnsana Transferinin Araştırılması 

 Tablo 1'de belirtilen inek sütünde tespit edilmiş miRNA'lar ve insanda potansiyel 

fonksiyonları belirtilmiştir. Fakat, bu miRNA'ların insana geçişine yönelik bir çalışma 

yapılmamıştır. Öncelikle insana transferi bilinen bta-miR-487b ve bta-miR-421 süt miRNA'ları 

da dahil edilerek Tablo 1'de yer alan tüm miRNA'ların süt içeriğinde gerçek zamanlı polimeraz 

zincir reaksiyonu (qRT-PCR) yöntemi ile analizleri yapılacaktır. Bu aşama inek sütünden total 

RNA izolasyonu tamamlandıktan sonra elde edilen RNA'ların saflığının değerlendirilerek, total 

RNA'lardan tamamlayıcı DNA (complementary DNA, cDNA) sentezlenecektir. Elde edilen 

cDNA örneklerinin anlatım seviyeleri seçilen miRNA'lara spesifik hidroliz probları 

kullanılarak qRT-PCR cihazı ile belirlnecektir. qRT-PCR analizi sonucunda elde edilen 

miRNA anlatım değerleri 2-ΔΔCt yöntemi ile normalize edilerek miRNA'lara ait kat değişimi 
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hesaplamaları yapılacaktır. Normalizasyon için sentetik cel-miR-39-3p ekspresyon değerleri 

referans olarak kullanılacaktır. miRNA'ların ekspresyon verileri t-test ve ANOVA testi ile 

değerlendirilerek P-değerleri hesaplanacaktır. Projemizin bu kısmına ön veri oluşturacak “İçme 

Sütü ve Kefirde Kanserle İlişkili miRNA'ların Anlatım Seviyelerinin Araştırılması” adlı 

araştırma projesi Bursa Uludağ Üniversitesi Bilimsel Araştırmalar Birimi desteği ile şu an 

danışmanımız Doç. Dr. Dilek Pirim’in yürütücülüğünde devam etmektedir. 

 Süt miRNA'larının insana transferinin kapsamlı araştırılması ise, Baier vd. 2014 yılında 

yapmış oldukları çalışma referans alınarak yapılacaktır (Baier vd., 2014). Sağlıklı 5 yetişkin 

bireyde, en az 1 hafta süt ürünlerinden uzak kalma periyodu ile 0.25, 0.5, ve 1 L dozlarının 

uygulanacağı bir süt tüketimi çalışması yürütülecektir. Hamile, sigara tüketen, süt alerjileri ve 

kendi bildirdiği sağlık sorunları olan kişiler dahil edilmeyecektir. Yapılan çalışmalarda, insan 

plazmasında süt miRNA konsantrasyonlarının süt tüketiminden 9 saat sonrasına kadar yüksek 

kaldığı tespit edilmiştir (Baier vd., 2014). Katılımcılara süt tüketiminden 12 saat önce ve kan 

örneklerinin alındığı süre boyunca süt ve süt ürünleri tüketmemeleri talimatı verilecektir. Süt 

tüketiminden önce (başlangıç = 0 saat) ve süt öğününden sonra belirli aralıklarla (1, 3, 6, 9 ve 

24 saat) 20 mL kan toplanacaktır. Daha sonra yukarıda detaylı belirtilmiş; total RNA 

izolasyonu, cDNA sentezi ve qRT-PCR analizi yapılacaktır. Kan örneklerindeki saat 

aralıklarında değişim gösteren miRNA'lar istatistiksel analizlerle tespit edilerek, projenin ileri 

aşamalarına eklenecektir. Fakat, ilk paragrafta belirtilen ve insana transferi bilinen bta-miR-

487b ve bta-miR-421 süt miRNA'ları bu aşamaya dahil edilmeden sonraki aşamayla devam 

edilecektir. Bu kısım için proje önerisi hazırlanmış proje bütçesi için finansal destek sağlandığı 

takdirde projemiz yürürlüğe girecektir. 

 

 4.3. Laktosit Hücre Hatlarında Belirlenen onkomiR'lerin Analizi 

 Laktasyon aşamasında olan (doğumdan 150-250 gün sonra) farklı Holstein süt 

ineklerinden süt elde edilecektir. İlk 50 mL süt atılarak, ardından steril bir santrifüj tüpünde 

yaklaşık 150 mL toplanacaktır. 37°C'de saklanarak ve 2 saat içinde işleme tabi tutulacaktır. Süt 

1000 g'de 20 dakika santrifüj edilerek üst tabakası uzaklaştırılacaktır. Kalan kısım fosfat 

tamponlu salin (PBS) solüsyonu ile şeffaf olana ve süt içermeyene kadar birkaç kez 

yıkanacaktır. Hücreleri içeren alt faz, taze besiyer ile karıştırılıp, inkübe edilecektir. 

Kültürlenmiş ve çoğaltılmış inek meme epitel hücrelerinden (BMEC, Bovine Mammary 

Epithelial Cells) total RNA izolasyonu yapılacaktır. BMEC'lerin karakterizasyonunda qRT-

PCR ile CSN2 (Casein Beta) ve BTN1A1 (Butyrophilin Subfamily 1 Member A1) anlatımları 

belirlenecektir. Ek olarak, Western Blot yöntemi ile β-kazein proteininde ekspresyonu tespit 

edilecektir. Bahsedilen bu yöntem, 2021 yılında Xu vd. optimizasyonu başarılı şekilde 

tamamlamış olduğu çalışmadan örnek alınmıştır (Xu vd., 2021). Başarılı bir şekilde total RNA 

izolasyonu ve kültürlenerek çoğaltma aşamaları tamamlanarak karakterize edilmiş BMEC'lerde 

Tablo 1'de belirtilen onkomiR'lerin ekspresyonları qRT-PCR yöntemi ile doğrulanacaktır.  

 4.4. Laktosit Hücre Hatlarında CRISPR/Cas9 Yöntemi ile OnkomiR'lerin 

Susturulması 

 qRT-PCR ile sütte ekspresyonu doğrulanmış olan onkomiR'lerin, genomik DNA 

lokuslarını hedefleyen CRISPR/Cas9'un miRNA ekspresyonunu güçlü bir şekilde baskılaması 

bu aşamada hedeflenmiştir. CRISPR/Cas9 tekniği ile pri-miRNA'nın (primary) kök-ilmek 

javascript:__doPostBack('ctl00$CPHContent$grdDevPrj$ctl03$btnDetay','')
javascript:__doPostBack('ctl00$CPHContent$grdDevPrj$ctl03$btnDetay','')
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yapısı üzerinde mutasyonlar oluşturularak, biyogenez sürecini kesintiye uğratılarak miRNA 

anlatımı nakavt olacaktır. OnkomiR genlerine tamamlayıcı dizilere sahip spesifik rehber 

RNA'ları (sgRNA) içeren CRISPR/Cas9 vektörleri oluşturulacaktır. Dr. Feng Zhang's Lab 

tarafından geliştirilen çevrimiçi bir program olan CRISPR DESIGN (http://crispr.mit.edu, 

Erişim Tarihi: 05.05.2022) kullanılarak her miRNA için en az iki farklı sgRNA tasarlanacaktır. 

Her bir onkomiR'e spesifik CRISPR/Cas9 yapıları, BMEC hatlarına transfekte edilerek 

onkomiR ekspresyon seviyeleri kontrol vektörleriyle karşılaştırılacaktır. Kontrol vektörleri 

olarak yeşil floresan proteini (green fluorescent protein, GFP) hedefleyen protospacer dizisi ile 

oluşturulan plazmitler kullanılacaktır. Tüm spesifik hedef diziler amplifiye edilerek ve lenti-

CRISPR vektörlerine klonlanacaktır ve ardından DNA dizilimi ile doğrulanacaktır. 

CRISPR/Cas9'un Lipofectamine reaktifi kullanılarak hücrelere transfeksiyonundan sonra, 

seleksiyon için 24 saat puromisin (4 μg/mL) uygulanacak ve ardından hücreler normal kültür 

ortamında çoğaltılacaktır.  

 

 4.5. Baskılanan onkomiR'lerin Fonksiyonel Analizi 

 Transfekte edilmiş hücreler yeterli sayıda çoğaltıldıktan sonra total RNA izolasyonu, 

cDNA sentezi ve qRT-PCR analizi yapılacaktır (4.2 başlığında detaylı belirtilmiştir). 

CRISPR/Cas9 ile modifiye edilmiş hücre hatlarında miRNA anlatımının baskılanması 

verimliliği karşılaştırılmalı olarak değerlendirilecektir. Ek olarak, miRNA'ların fonksiyonel 

analizi için miRNA'ların baskıladığı hedef mRNA'ların qRT-PCR ve Western Blot yöntemleri 

ile ekspresyonları da değerlendirilecektir.  

 

 4.6. sgRNA Vektörlerinin Oluşturulması ve Hücrelere Uygulanması 

 Önceki aşamada spesifik olarak hedef miRNA genlerine bağlanarak nakavt eden 

plazmit lenti-CRISPR vektörleri fonksiyonel analizlerle valide edildikten sonra gebe ineklerden 

toplanan oosit hücrelerine uygulanacaktır. Donör ineklerden oositler, ortalama 10 yumurta 

olacak şekilde, trans-vajinal geri kazanım yoluyla toplanır ve yumurtalar 20 saat süreyle 

olgunlaştırılır.  

 Spermatozoitler ise dişi genital yoluna bırakıldıktan sonra en son olgunlaşması 

gerçekleşir ve fertilizasyon için fonksiyonel duruma gelmektedir. Spermatozoitlerin oositleri 

dölleme yeteneğine ulaşabilmeleri için kapasitasyona uğramaları gerekmektedir. Kapasitasyon 

ya daha önce tohumlanmış diğer bir dişiden spermatozoitleri geri alarak veya uygun 

kapasitasyon sıvısında swim-up işlemi ile bir saat inkübe edilerek kazandırılacaktır.   

 Oositler ve spermatozoitler uygun koşullarda inkübe edildikten sonra sayısal ve 

morfolojik (nükleer ve sitoplazmik olgunlaşmaları) değerlendirmeler yapıldıktan sonra 

fertilizasyon aşamasına geçilecektir (Ferre vd., 2020; Parrish vd., 2014; Gundogan, 1998). Bu 

aşamada CRISPR/Cas9 vektörleri sadece oosit hücrelerine uygunlanacaktır. 

 

 4.7. In Vitro Fertilizasyonla Embriyolara Mikroenjeksiyonla Aktarımı 

 Fertilizasyon, kültüre edilmiş oositleri ve kapasitasyona uğramış spermatozoitleri içeren 

uygun solüsyon içinde kültürlendikten meydana gelecektir. İnkübe edildikten sonra mikroskop 

altında morfolojik (simetri, renk, blastomerlerin varlığı gibi) olarak değerlendirilecektir. Oluşan 

embriyolar genellikle alıcılara transfer edilmeden önce gelişimi için bir süre in vitro olarak 

kültüre edilecektir. Embriyolar alıcının uterusuna transfer edilmesinden önce gelişmenin 
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blastosist ya da morula safhasında olmalıdırlar (Ferre vd., 2020; Parrish vd., 2014; Gundogan, 

1998). 

 4.8. Transgenik Hayvanların Takibi ve Süt miRNA'larının Analizi 

 İn vitro fertilizasyonun gerçekleşmesinde ve başarıya ulaşmasında dikkate alınması 

gereken birçok faktör ilgili veteriner hekimlerle de görüşülerek güncel literatüre uygun olarak 

yapılacaktır. Transgenik hayvanlar doğum sürecinden laktasyon sürecine kadar takip 

edilecektir. Laktasyon aşamasında gelmiş transgenik hayvanların ürettiği sütte nakavt edilmiş 

miRNA'ların anlatımları qRT-PCR tekniği ile değerlendirilecektir. Ek olarak, transgenik 

hayvanlara genotip analizleri de yapılacaktır. Elde edilen sonuçlarda, sağlıklı hayvanlardan elde 

edilen onkomiR içermeyen süt oluşturulabilirse, uygun metodolojiler tekrarlanarak protokolün 

optimizasyonu sağlanacaktır.    

5. Yenilikçi (İnovatif) Yönü (15 puan) 

 Önerilen proje fikrimiz kapsamında kişiselleştirilmiş süt bazlı diyet müdahaleleri ile 

kanser yönetiminde translasyonel uygulamalar için yeni bir yaklaşım sağlanması 

amaçlanmıştır. CRISPR/Cas9 yöntemi ile inek sütü içerisinden kanser ile ilişkisi bilinen ve 

insana transferi bilinen onkomiR içermeyen süt oluşturulması hedeflenmektedir. Projemiz 

başarıyla tamamlanırsa bundan sonraki adım sütteki tümör baskılayıcı miRNA'ları artırarak 

terapötik olarak kanser tedavisine katkı sağlayabilecek süt üretimine katkı sağlamak olacaktır. 

Ek olarak, proje fikrimiz süt miRNA araştırmalarına ve süt üretim teknolojilerine farklı bir 

perspektif katması açısından oldukça önemlidir. Son olarak, kişiye özel diyet müdahaleleri 

sadece kanser için değil birçok hastalık için de tasarlanabilir. Bunun yanı sıra, projemiz 

desteklenirse diyet yoluyla transfer olan miRNA'ların insan sağlığı üzerindeki etkileri hakkında 

değerli bilgiler sunacaktır. 

 Bu konudaki literatürlerde yapılan araştırmaların sınırlı olduğu görülmekte ve 

projemizin literatüre bu yönde bir katkı sağlayarak yapılabilecek olan yeni diyet yoluyla 

transfer olan miRNA araştırmaları bakımından da ön veri oluşturma potansiyelinin olduğu 

düşünülmektedir. Chen vd. tarafından 2016 yılında yapılan çalışmada bölgeye özgü 

rekombinasyon tabanlı yöntem ile somatik hücre nükleer transferi kullanarak, antimikrobiyal 

peptit olan HBD3 (Human beta-defensin-3) anlatımı olan 12 sağlıklı transgenik inek üretmiştir 

ve bu ineklerin meme bezinde HBD3 anlatımı ile bakteri enfeksiyonuna karşı artan direnç 

göstermiştir. Bu çalışma inek sütü ile ilgili olarak literatürde yapılmış sınırlı çalışmalardan 

biridir ve proje fikrimiz CRISPR/Cas9 yöntemi ile süt içeriğinde onkomiR susturulması 

bakımından tamamen farklıdır. Bu açıdan, proje fikriniz tamamen özgün ve başvuru tarihi 

itibariyle literatürde bir çalışma olmadığını belirtmek isteriz.  

 Proje fikrimiz, 26-29 Ocak 2021 tarihinde çevrimiçi olarak gerçekleşen “The Festival 

of Genomics & Biodata” festivalinde takım kaptanı Berkcan DOĞAN tarafından “Young 

Scientists” oturumunda proje fikri olarak sözlü sunum gerçekleştirmeye hak kazanarak 

sunulmuştur. 

 

6. Uygulanabilirlik (10 puan) 
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 Proje fikrimizde sütten insana transfer olan ve kanser ile ilişkili onkomiR'ler süt 

üretiminden sorumlu hücre hatlarında CRISPR/Cas9 metodu ile nakavt edilecek ve hücre 

hatlarında optimizasyonları test edilecektir. Ardından in vitro fertilizasyonla embriyo 

oluşturulacak ve zigotlara mikroenjeksiyon gerçekleştirilecektir. Oluşturulması planlanan 

modifiye süt ürünü ticari bir ürüne dönüşebilme potansiyeli oldukça yüksektir ve projemizin 

temel hedeflerindendir. Özetle, proje çıktılarımızdan birçok hastalık için farklı ticari ürünlere 

dönüştürülebilme şansının oldukça yüksek olduğu anlamına gelmektedir.  

 Literatürde CRISPR/Cas9 temelli oldukça fazla sayıda çalışma vardır ve bu tekniğin 

optimizasyonları yakın zamanda başarıyla tanımlanmıştır. Proje fikrimizle benzer 

metodolojilerin uygulandığı bir çalışmada, immün yetmezliği olan farelerde in vitro 

fertilizasyon ve CRISPR/Cas9 teknolojileri ile yüksek oranda Fah genini hedefleyerek 

embriyolara mikroenjeksiyon ile uygulanarak yeni insanlaştırılmış fare modelleri 

oluşturulmuştur (Li vd., 2014). Bu çalışmada, diğer memelilerin genomlarını düzenlemek için 

aynı prosedürler kolaylıkla uygulanabileceği vurgulanmıştır.  

 Yapılan araştırmalarda, CRISPR/Cas9 tekniğinin hedeflediği miRNA'ların anlatımını 

spesifik olarak %96'ya kadar susturabildiği ve bu tekniğin miRNA susturmada antisens 

inhibitörler ve sünger (miRNA sponge) gibi geleneksel metodolojilerden daha verimli, spesifik, 

ekonomik, kullanışlı ve kararlı bir teknoloji olduğu desteklenmiştir. Daha da önemlisi, ilk kez 

in vitro ve in vivo modellerde, CRISPR/Cas9 tekniği ile miRNA nakavt fenotipinin uzun vadeli 

stabilitesini göstermişlerdir (Chang vd., 2016). 

 Proje fikrimize dair güncel literatür çalışmaları incelenmiştir ve uygulanabilir 

metodolojiler göz önüne alınarak, yüksek verim elde edilmiş ve optimizasyonları yapılmış 

metotlar seçilmiştir. Yapılan bu araştırmaların ışığı altında proje önerimizin uygulanabilirlik 

açısından herhangi bir sorun teşkil etmemektedir. Proje fikrimizin temelini oluşturulması için 

bilimsel bulguların ve teknolojiye dair temel prensiplerin gözde geçirildiği ve değerlendirildiği 

aşama olan 1. Teknolojik Hazırlık Aşamasını başarıyla tamamlayan proje fikrimiz şu an 2. 

Teknoloji Hazırlık Aşamasındadır. Değerlendirme süresi sonucunda 3. Teknolojik Hazırlık 

Aşamasına ulaşacağı öngörülmektedir.  

7. Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlaması (5 puan) 

 Proje fikrimizde kullanılacak metodolojilerle ilgili piyasa araştırması sonrası elde edilen 

yaklaşık olarak öngörülen fiyatlar aşağıdaki tabloda aktarılmıştır (Tablo 3). Belirtilen güncel 

fiyatlar daha önce benzer çalışmaları yapmış veteriner hekimlerle, ürün/kit tedarik edecek firma 

yetkilileri ile görüşülerek takımımız tarafından piyasa araştırması yaparak elde edilmiş ortalama 

fiyatlardır. Proje fikrimizle ilgili piyasada ve literatürde benzer bir proje veya çalışma 

bulunmadığı için maliyet karşılaştırması yapılmamıştır. 

Tablo 3: Proje bütçe tablosu 

Kalem Adı Birim/Adet Harcama Dönemi Birim Fiyatı (₺) 

Total RNA İzolasyonu  100 reaksiyon için 3-6 ay 10.000 ₺ 

cDNA Sentezi 
1 miRNA için 

3-6 ay 10.000 ₺ 

qRT-PCR Aşaması  3-6 ay 10.000 ₺ 

Hücre Hatları (Bovine Lactocytes) 1 flask 7-12 ay 10.000 ₺ 

Bakteri ve Hücre Kültürü Sarf Malzemeleri 1 miRNA için 7-12 ay 15.000 ₺ 
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CRISPR/Cas9 Enzimi ile miRNA Susturma 13-20 ay 5.000 ₺ 

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

Genel Laboratuvar Sarf Malzemeleri Tüm aşamalar 2.000 ₺ 

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

İnek Bakım Masrafları (Yem vb.)  Yıllık/1 inek   24+ ay 10.000 ₺ 

Toplam 182.000 ₺ 

*Bir inek için en az 20 embriyo oluşturulması önerilmiştir.  

Holstein ineklerinin süt verimi bir laktasyon döneminde 7.000-10.000 litredir. Fakat 

ıslah yapılmış ve üstün olanları ile yapılmış seçilimler sayesinde yılda 10.000 litre süt verimine 

rahatlıkla ulaşabilir. Bir Holstein ineğinin doğumdan yaklaşık 1 yıl sonra ilk laktasyon 

dönemine girdiği ve ilk 6 yıl alınan verimin en yüksek olduğu belirtilmiştir. Tek bir inekten 

bekleme süreleri dahil olarak minimum 50.000 litre süt verimi beklenilmektedir. İnekler için 

doğum aralığının ~1 yıl olduğu bilgisi göz önüne alınarak, insana transferi kanıtlanmış ve 

onkomiR özellikte olan 5 miRNA'nın susturulduğu düşünülürse, bir transgenik canlının 

üreteceği 1 litre sütün taşınma, paketlenme maliyetleri ve vergiler hariç üretim maliyeti ~1,3 ₺ 

Türk lirasına karşılık gelmektedir.  

Proje fikrimizin gerçekleştirilmesi için oluşturulmuş çalışma takvimimiz aşağıdaki 

gibidir (Tablo 4). 

Tablo 4: Proje-Zaman planlaması. 

İş 

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+ 

İP.1              

İP.2              

İP.3              

İP.4              

İP.5              

İP.6              

İP.7              

İP.8              

 

8. Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanıcılar) (5 puan) 

 İnek sütü yaygın olarak tüketilen bir süt ürünü olmuştur ve uzun süredir insanlar için 

besin kaynağıdır (Şekil 4, https://arastirma.tarimorman.gov.tr, Erişim Tarihi: 05.05.2022).  

 
Şekil 4: Farklı ülkelerde kişi başına düşen süt tüketim miktarı (Tarım ve Orman Bakanlığı, 2020). 
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 İçme sütü, peynir, yoğurt, ayran, tereyağı, kaymak, süt tozu gibi farklı ürün grubunun 

temelini oluşturmakla beraber, ayrıca bebek mamalarında da kullanılır. Ulusal Süt Konseyi 

(ulusalsutkonseyi.org.tr, Erişim Tarihi: 06.05.2022) süt hayvancılığı verilerine göre ülkemizde 

yıllık 22,96M ton süt üretimim yapılmaktadır.  

 Multifaktöriyel bir hastalık olan ve dünya çapında artış gösteren kanser, sadece genetik 

kökenli değil, epigenetik mekanizmalarla da oluşmaktadır. Türkiye’de 2017 yılında toplamda 

kanser insidansı ise yüz binde 223,1’dir ve 2017 yılında Türkiye’de toplam 180.288 kişiye yeni 

kanser teşhisi koyulmuştur (https://hsgm.saglik.gov.tr, Halk Sağlığı Genel Müdürlüğü, Erişim 

Tarihi: 07.05.2022). Diyet temelli kansere yatkınlığı önlemek veya sağlıklı bir yaşam isteyen 

bireylere yönelik süt ürünleri oluşturmayı hedeflemekteyiz. İnek sütünün farklı 

fraksiyonlarında farklı miRNA profilleri tanımlanmıştır ve bunların çoğu bağışıklıkla ilişkili 

olarak karakterize edilmiştir (Rani vd., 2017). Proje fikrimizde belirlenen bu miRNA'ların 

kanserle ilişkileri literatürde taranarak bazı miRNA'ların potansiyel onkomiR özellik gösterdiği 

saptanmıştır. Bu yüzden, geliştirmeyi planladığımız süt temelli ürünümüz hastalık önleyici 

nitelikte olduğu için toplumun her yaş aralığındaki bireyine hitap edecektir. Ayrıca, proje 

fikrimiz başta tüm süt üretici firmaları hedef almaktayken bu projenin çıktıları ile birlikte diğer 

besin gruplarının üretimini sağlayan firmalar için de daha sağlıklı bir besin anlayışını 

geliştirmek adına zararlı etkileri olan miRNA'ları içermeyecek şekilde oluşturulacak deneysel 

tasarımlar için rehber niteliğinde olabilecektir.  

 Önerilen iş basamaklarımızın optimizasyonları literatüre uygun şekilde yapılarak, 

istenilen sonuçlar elde edilirse projenin süt tüketimi fazla olan popülasyonlar için yaygın etkisi 

ve kapsamı oldukça fazla olacaktır. 

  

9. Riskler (10 puan)  

 Tasarlanan proje fikrimizde en temel riskler in vitro fertilizasyon (IVF) ve transgenik 

canlının yaşamını sürdürmesiyle alakalı ortaya çıkabilecek komplikasyonlardır. IVF tekniği ile 

ilgili maliyet, donör dişilerin bakımı gibi dezavantajların yanı sıra daha hızlı genetik süreç, 

üreme yeteneği olmayan canlılardan yavru elde edebilme şansı, fazla sayıda embriyo eldesi ve 

çiftleşme sıklığını arttırma birçok avantajı bulunmaktadır (Sheetal vd., 2015). Yapılan 

çalışmalarda IVF tekniğiyle elde edilen zigotların sadece %20-40'ı blastosit evresine 

ulaştıklarını göstermektedir (Ferré vd., 2020). Rahme transfer edilmesi sonucunda gebelik 

görülme ihtimal %42 ile %77,1 arasında değişmektedir (Hasler vd., 2001, Morotti vd., 2014). 

Doğan her buzağıdan %6'sı doğum sırasında veya sonrasında gerçekleşen komplikasyonlar 

(hastalıklar, çevresel faktörler, solunum ve sindirim sitemi bozuklukları, doğum 

komplikasyonları gibi) yüzünden ölmektedir (Zhang vd., 2019) veya transgenik canlının 

yetişkinliğe ulaşamaması söz konusu olabilir (Azizzadeh vd., 2012). Bu risklerin önüne 

geçilmesi için fazla sayıda buzağı ile çalışılması planlanmakta olup, alanında uzman ve 

deneyimli araştırma grupları ile çalışılarak bu sorunların çözülmesi planlanmaktadır.  

CRISPR/Cas9 ile miRNA nakavtı sonrasında canlının hayatını kültür ortamında 

sürdürememesi/büyüme hızının yavaşlaması söz konusu olabilir. Böyle bir durumun 

oluşmaması adına, ilk olarak, miRNA kombinasyonu halinde susturulması değil, spesifik 

miRNA'lar tek tek farklı canlılarda susturulması denenerek olası yan etkileri gözlemlenecektir. 

Herhangi bir risk oluşturma durumu ile karşı karşıya kalınırsa susturulan onkomiR farklı bir 
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onkomiR ile değiştirilecektir. Bu riski azaltmak için, susturma sürecinden önce miRNA'ların 

yer aldığı yolaklar ve hedef genler biyoinformatik analizlerle belirlenerek, in silico olarak en az 

yan etkiye sahip miRNA'lar seçilecektir. Proje fikrimizle ilgili olarak yukarıda bahsedilen ve 

en fazla risk skorunu oluşturan riskler dışında farklı minör riskler de mevcuttur. Fakat bu riskler, 

deneysel aşamalarla ilgilidir ve özellikle yaptığımız literatürde verimliliği yüksek ve 

optimizasyonu yapılmış, protokolleri tanımlanmış malzemeler ve kitler kullanılarak aşılacaktır. 

Ayrıca, tedarikçi firmalardan tam destek alınarak, birçok riske yönelik tedbir ve çözüm önerileri 

alınması planlanmıştır. 

Tablo 5: Risk yönetim tablosu. 

İş 

Paketi 

(İP) 

Risk Açıklaması Risk Yönetimi 
Etki 

(5) 

Olasılık 

(5) 

Risk 

Skoru 

İP 3 
Hücre hatlarında yeterince 

hücrenin çoğaltılamaması 

Literatürde laktosit hücre hatlarında 

yapılan çalışmalar incelenerek 

oluşturulmuş prosedürler steril 

olarak uygulanarak hücreler 

pasajlanacaktır. Böyle bir durumda 

mikoplazma kontaminasyonu ve 

kullanılan besiylerin uygunluğu 

gözden geçirilecektir. Daha sonra 

yeni hücre hatları denenerek, yine 

sonuç alınamazsa yetkili firmadan 

yeni hücre hatları tedarik edilecektir. 

Ayrıca, bu aşama hücre kültürü 

konusunda deneyimle 

laboratuvarlarda çalışma ilgili 

araştırma gruplarıyla devam 

ettirilecektir. 

3 2 6 

İP 4 

sgRNA'ın miRNA'ları 

hedefleyememesi ve 

anlatımını 

baskılayamaması 

CRISPR/Cas9 tekniği ile pri-

miRNA'nın (primary) kök-ilmek 

yapısı üzerinde mutasyonlar 

oluşturularak, biyogenez sürecini 

kesintiye uğratılarak miRNA 

anlatımı nakavt olacaktır. Literatürde 

bu protokolü uygulayan çalışmalar 

başarılı sonuçlar elde etmiştir 

(Chang vd., 2015). Ek olarak, 

miRNA'ları hedefleyen en az iki 

farklı sgRNA tasarlanacaktır. 

3 2 6 

İP 5 

Western Blot tekniği için 

gerekli spesifik antikor 

bulunmaması 

Bu durumda, metodoloji 

değiştirilerek miRNA ekspresyon 

analizi qRT-PCR ile tespit 

edilecektir. Hedef mRNA anlatımları 

da bakılarak, kontrol grubuyla 

karşılaştırma yapılarak susturulmuş 

miRNA etkisi de incelenecektir. 

3 2 6 

İP 7 

IVF sonrası hamilelik 

durumunun 

gerçekleşmemesi  

Bu durumu önlemek için embryo 

transferi için seçilecek ineklerin 

sağlık kontrolleri kapsamlı olarak 

3 4 12 
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yapılarak karşılaşılacak bu riski 

minimuma indirmek için veteriner 

hekim yardımıyla gerekli tüm 

işlemler gerçekleştirilecektir. Birden 

fazla embriyo transferi de olası riski 

düşürecek potansiyeldedir. Ek 

olarak, IVF ile ineklerin 

oluşturulması ülkemizde de yapılan 

çalışmalar dahil olmak üzere 

optimizasyonu yapılmış farklı 

teknikler mevcuttur. Böyle bir 

durumla karşı karşıya gelindiğinde 

veteriner hekimlerle görüşülerek 

hormon takviyeleri uygulanabilir. 

İP 8 

Transgenik canlının dış 

faktörler sebebinde 

hayatını sürdürememesi 

Bu durumu engellemek için düzenli 

veteriner kontrolleri ile optimal 

koşullarda canlıların doğal 

ortamlarında yaşamlarını sürdürmesi 

sağlanacaktır.  

5 2 10 

İP 8  

Genlerin düzenli olmayan 

anlatımı sonucunda gen 

ürünlerinin üretiminde artış 

veya azalış gözlemlenmesi 

In silico olarak baskılanacak 

onkomiR'lerin yer aldığı yolaklar ve 

hedef genler belirlenerek, olarak en 

az yan etkiye sahip miRNA'lar 

seçileceği için bu risk azalacaktır. 

4 2 8 
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