
ERÜ Sağlık Bilimleri Fakültesi Dergisi 2021; 8(2): 69-78 

 

69 | 
ERÜ Sağlık Bilimleri Fakültesi Dergisi 2021; 8(2): 69-78 

Gönderilme Tarihi: 12.02.2021, Kabul Tarihi: 22.12.2021 

                                                                                                                                                                                                           DERLEME / REVİEW 

 

Koronavirüs (COVID19) ve İnfluenza’nın Profilaktik Tedavisinde CRISPR-

CAS13 Sistemlerinin Rolü ve Geliştirilmesi 

The Role and Development Of CRISPR-CAS13 Systems in Prophylactic Treatment of Coronavirus (COVID19) and Influenza 

 

 

Mikail YENİÇERİ* 

 

 

ÖZET 

İnfluenza, insanlarda influenza A ve influenza B virüslerinin neden 

olduğu bulaşıcı bir solunum yolu hastalığıdır. Genellikle yıllık mev-

simsel salgınlarla karakterize edilen sporadik salgınları, zoonotik 

kökenli influenza A virüs suşlarını içerir. Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ), 

yıllık grip salgınının yaklaşık 1 milyar enfeksiyon, 3-5 milyon ağır 

hastalık vakası ve 300.000-500.000 ölümle sonuçlanmaktadır. İlk 

olarak Wuhan (Çin) eyaletinde bildirilen, daha önce tanımlanmamış 

yeni bir Koronavirüs, orta derecede solunum yolu sendromu (MERS) 

ve Şiddetli Akut Solunum Yolu Sendromu'na (SARS) neden olanların 

yanı sıra hafif enfektif virüsleri içeren bir virüs ailesidir. Hastalık 

Kontrol ve Korunma Merkezi göre, virüsün resmi adı artık SARS-

CoV-2 ve Koronavirüs hastalığı 2019 (COVID-19)’dur. Kümelenmiş 

Düzenli Olarak Aralıklı Kısa Palindromik Tekrarlar (CRISPR)-

CRISPR ile ilişkili (Cas) sistemleri modern molekül28592086820er 

biyolojide devrim yaratmıştır. Bugüne kadar bu sistemlerin çok sayı-

da türü keşfedilmiştir. Şimdiye kadarki tüm CRISPR yaklaşımları 

DNA'yı hedeflemiştir. Ancak araştırma gruplarınca yapılan çalışma-

larda, DNA yerine RNA'yı hedefleyen ve yeni karakterize edilmiş 

CRISPR ile ilişkili bir enzim kullanarak, haberci RNA'yı (mRNA) 

hedefleyebilen yeni bir düzenleme aracı geliştirmişlerdir. Bu yakla-

şım ile genomu değiştirmeden bir hücrenin gen ekspresyonunda 

değişiklikler yapmak, genom düzenlemesinin hedef dışı etkileriyle 

ilişkili riskleri azaltmak için kullanılabilecektir. CRISPR-Cas13 siste-

mi, bakterileri virüslerden koruyan bakteriyel bağışıklık sistemine 

dayanan bir RNA hedefleme ve düzenleme sistemidir. CRISPR-

Cas13 sistemi, CRISPR-Cas9 sistemine benzemektedir. Bununla 

birlikte, DNA'yı hedefleyen Cas-9'un aksine, Cas-13 tek sarmallı 

RNA'yı hedefler ve ayırır. Cas13, Cas13a ve Cas13b üyeleri, RNA 

seviyesinde terapötik gen düzeltmesi ve viral patojenlerin (yeni 

koronavirüs (SARS-CoV-2) gibi bu retrovirüslerin RNA bazlı genom-

larında) kullanılabileceği yönünde geliştirilmektedir. Bu derlemede 

CRISPR-Cas13 sisteminin proflaktik tedavide kullanılmasının önemi 

amaçlanmıştır. 
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ABSTRACT 

Influenza is an infectious respiratory disease caused by influenza A 

and influenza B viruses in humans. Sporadic outbreaks, often cha-

racterized by annual seasonal outbreaks, include influenza A virus 

strains of zoonotic origin. The World Health Organization (WHO) 

results in an annual flu epidemic of approximately 1 billion infections, 

3-5 million cases of severe illness, and 300,000-500,000 deaths. A 

new coronavirus not previously described, first reported in the pro-

vince of Wuhan (China), is a family of viruses that contain mild 

infectious viruses, as well as those that cause moderate respiratory 

syndrome (MERS) and Severe Acute Respiratory Syndrome 

(SARS). According to the Center for Disease Control and Protection, 

the official name of the virus is now SARS-CoV-2 and Coronavirus 

disease 2019 (COVID-19). Clustered Regularly Intermittent Short 

Palindromic Repeats (CRISPR) -CRISPR-related (Cas) systems 

have revolutionized modern molecular biology. Many types of these 

systems have been discovered to date. All CRISPR approaches so 

far have targeted DNA. However, in studies by research groups, 

they have developed a new regulatory tool that can target messen-

ger RNA (mRNA), using a newly characterized CRISPR-related 

enzyme that targets RNA instead of DNA. With this approach, chan-

ges in a cell's gene expression without altering the genome can be 

used to reduce the risks associated with non-target effects of geno-

me editing. The CRISPR-Cas13 system is an RNA targeting and 

regulation system based on the bacterial immune system that pro-

tects bacteria from viruses. The CRISPR-Cas13 system is similar to 

the CRISPR-Cas9 system. However, unlike Cas-9, which targets 

DNA, Cas-13 targets and separates single stranded RNA. Members 

of Cas13, Cas13a, and Cas13b are being developed at the level of 

RNA that therapeutic gene correction and viral pathogens can be 

used (in the RNA-based genomes of these retroviruses, such as 

new coronavirus (SARS-CoV-2). In this review, it was aimed to use 

the CRISPR-Cas13 system in prophylactic treatment. 
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GİRİŞ 

Bulaşıcı bir solunum yolu hastalığı olan İnfluenza; in-

sanlarda, influenza A ve influenza B virüslerinden kay-

naklanmaktadır. İnfluenza virüsü enfeksiyonu ile ilişkili 

semptomlar, ateş, boğaz ağrısı, burun akıntısı, öksü-

rük, baş ağrısı, şiddetli kas ağrısı ile kendini göster-

mekle beraber bazı durumlarda ölümcül pnömoni veya 

alt solunum yollarının sekonder bakteriyel enfeksiyo-

nuna neden olmaktadır. (1) İnfluenza virüsü enfeksiyo-

nu ayrıca bazı kişilerde solunum yolu dışı komplikas-

yonlara da neden olabilmektedir. Vakalar kalbi, merke-

zi sinir sistemini ve diğer organ sistemlerini etkilemek-

tedir. Yıllık mevsimsel salgınlarla karakterize olmasına 

rağmen, zoonotik kökenli influenza A virüs suşlarını 

içeren sporadik ve öngörülemeyen küresel pandemik 

salgınlar da ortaya çıkmaktadır. Pandemik influenza 

her 10-50 yılda bir oluşmakta ve antijenik olarak çok 

yeni bir influenza A virüs suşunun ortaya çıkması ile 

karakterize edilmektedir. Daha önce dolaşan suşlardan 

farklı; olarak, enfeksiyonun ciddiyeti ve mortalitesindeki 

artış insanlardaki immün sistem eksikliği ile ilişkili ol-

maktadır. (2) İlk olarak Wuhan (Çin) eyaletinde bildirilen 

ve daha önce tanımlanmamış ancak daha sonra 

(COVID-19) olarak adlandırılan yeni bir koronavirüs, 

Coronaviridae familyasına ve Nidovirales sırasına ait 

ve insanlar ile diğer memelilerde yayılış gösteren, RNA 

virüsleri olarak tanımlanmıştır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1. İnfluenza virüsünün yapısı (6) 

İnsan koronavirüs enfeksiyonlarının çoğu hafif olması-

na rağmen, iki betakoronavirüsün salgını, (SARS-CoV) 

ve (MERS-CoV), son yirmi yılda 10.000'den fazla kü-

mülatif vakaya neden olmuş ve SARS-CoV için morta-

lite oranı %10 ve MERS-CoV içinde %37 olmuştur. 

Yeni Koronavirüs, MERS ve SARS virüsleri ile aynı 

aile içerisinde bulunmaktadır. Koronavirüs bulaşması, 

enfekte bir kişiden solunum damlacıklarının solunma-

sıyla gerçekleşmekte, aynı aileden gelen virüsler en-

fektiviteleri ve şiddetleri açısından büyük ölçüde farklı-

lık gösterebilmektedirler. Bundan dolayı yeni koronavi-

rüsün halk sağlığı için tehlikesini tahmin etmek zorlaş-

maktadır. (3,4) Kümelenmiş Düzenli Olarak Aralıklı Kısa 

Palindromik Tekrarlar (CRISPR), CRISPR ile ilişkili 

(Cas) (CRISPR-Cas) sistemler Prokaryotlardan kay-

naklanmakta olup, faj ve plazmidler gibi mobil genetik 
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elementlere karşı savunma mekanizması olarak hiz-

met etmektedirler. Bu sistemler iki bileşenden oluş-

maktadır. Birincisi, CRISPR adı verilen genomik bir 

lokustur. CRISPR-Cas sistemlerinin ikinci bileşeni Cas 

proteinleridir. Bunlar genellikle bir CRISPR dizisinin 

yakınında bulunan cas genleri tarafından kodlanır. Cas 

proteinleri CRISPR -Cas sistemlerinde efektör rol oy-

namaktadır. (5) 

İnfluenza Virüsü’nün Yapısı 

Tüm influenza virüsleri, segmentlere ayrılmış bir ge-

nomu olan negatif-negatif tek-sarmallı RNA virüsleridir. 

İnfluenza A ve influenza B virüsleri, RNA polimeraz alt 

birimlerini, viral glikoproteinleri (hemaglutinin (HA), 

viral girişi kolaylaştıran yapılar) ve nöraminidazı (NA), 

(viral salınımı kolaylaştıran) kodlayan sekiz RNA seg-

menti içermektedir. Ayrıca viral nükleoprotein (NP), 

matris proteini (M1) ve membran proteini (M2), yapısal 

olmayan protein NS1 ve nükleer taşıyıcı proteini (NEP) 

de içermektedir (Şekil 1). (6) HA ve NA viral proteinleri 

antijenik olarak değişkendir ve antijenik olarak çeşitli 

alt tiplere sınıflandırılmaktadır. Her influenza virüsü 

izolatı, tipine veya cinsine, konakçıya ve izolasyon 

yerine, izole sayısı ve izolasyon yılına göre adlandırıl-

maktadır. İnfluenza C ve influenza D virüsleri sadece 

yedi RNA segmentleri içermekte ve insanlarda önemli 

hastalığa neden olmamaktadırlar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2. Farklı koronavirüslerin genomları, genleri ve proteinleri (8) 

Bununla birlikte, influenza C virüs enfeksiyonları, özel-

likle çocuklarda, bazı durumlarda influenza benzeri 

hastalıklara ve hastaneye yatışlara neden olabilmekte-

dir. A ve B tipi influenza virüsü enfeksiyonları, dünya 

çapında yaklaşık yarım milyon ölüme yol açan yıllık 

mevsimsel salgınlardan sorumlu olan virüslerdir. (7) 

 

 

Koronavirüs’ün Yapısı 

Koronavirüsler, Koronaviridae ailesindeki Koronaviri-

nae alt ailesinin ve Nidovirales (Uluslararası Virüs 

Taksonomisi Komitesi) takımının üyeleridir. Bu alt aile, 

filogenetik ilişkileri ve genomik yapıları temelinde Alp-

hacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus 

ve Deltacoronavirus olmak üzere dört cinsten oluşur. 

Yeni keşfedilen SARS-CoV-2’de dâhil bütün koronavi-
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rüsler (CoV), virion yüzeyinden çıkıntı yapan başak 

proteinleri ile karakterize edilen küresel pozitif tek iplikli 

RNA virüsleridir. Küresel viral partikülün sivri çıkıntılar-

la birlikte morfolojisi, virüsün altında kraliyet tacı olarak 

görünmesi nedeniyle, korona anlamına gelen taç keli-

mesinden koronavirüs isminin verilmesine yol açmıştır. 

Elektron mikroskobu görüntüsünde CoV'ler, esas ola-

rak sivri uç (S) gibi yapısal proteinlerden oluşan viral 

yapıya sahip zarflı virüslerdir (zarf, konakçı hücre za-

rından türetilen bir lipit çift tabakasıdır) (Şekil 2). (8) 

Bazı betakoronavirüslerde S proteini, membran (M), 

zarf (E) ve nükleokapsid (N) proteinleri ve hemagluti-

nin-esteraz (HE) proteinlerinin hepsi viral zarfa gömülü 

olarak bulunabilmektedir. N proteini viral partikülün 

çekirdeğinde bulunur ve viral RNA ile etkileşerek nük-

leokapsidi oluşturmaktadır. S proteini, homotrimerik 

sivri uçlar oluşturan ağır glikozile edilmiş bir proteindir. 

Viral partikülün yüzeyinde bulunmakta ve konakçı hüc-

relere viral giriş için aracılık etmektedir. Bazı CoV'ler-

de, homotimerik S proteini iki alt birim (S1 ve S2) ola-

rak bulunmaktadır. S proteini viral replikasyon sırasın-

da konakçıda bulunan furin-benzeri proteazlar tarafın-

dan bozulmaktadır. Bununla birlikte, SARS-CoV dahil 

diğer CoV'lerde, S proteini S1 ve S2 bölgelerini oluş-

turmakta, viral partiküller üzerinde bozulmadan kal-

makta ve viral giriş sırasında sadece endositik vezikül-

lerin içinde bölünmektedir. M proteini, virion yapısında-

ki en önemli proteinlerden biridir. Olgun viral zarfların 

oluşturulmasında E proteini, diğer fonksiyonlara ek 

olarak konakçı hücrelerden viral partiküllerin salınma-

sında da işlev görmektedir. (9) HE bazı betakoronavi-

rüslerin yüzeyinde bulunmaktadır. İnfluenza virüsü 

hemaglutininine benzer olarak konak hücre yüzeyi 

glikoproteinlerine siyalik asidi bağlamakta ve asetil-

esteraz aktivitesine sahiptir. Viral yapıda bulunan HE 

proteini koronavirüslerde konak hücreye girişi ve pato-

genez arttırmaktadır. (10) 

 

 

İnfluenza ve Koronavirüsün Benzer Özellikleri 

Virolojik ve epidemiyolojik benzerlikleri 

Hem koronavirüs hem de influenza, tek sarmallı, zarflı 

RNA virüsleridir. Her iki virüsün farklılıkları genomlar 

açısından değerlendirilmekte ve influenza virüsü, 8 tek 

sarmallı negatif anlamlı viral RNA segmentinden olu-

şurken, SARS-CoV-2, tek sarmallı, segmentsiz, pozitif 

anlamda bir viral RNA'dan oluşmaktadır. SARS-CoV-2 

60 ila 140 nm arasında bir çapa sahiptir. (11) SARS-

CoV-2, S proteinleri ve insan anjiyotensin dönüştürücü 

enzim 2 (ACE2) reseptör kompleksi arasındaki etkile-

şimler yoluyla insan solunum epitel hücrelerini enfekte 

edebildiği için, bu virüsün insanları enfekte etme konu-

sunda güçlü bir yeteneği vardır.(12) SARS-CoV-2'ye 

benzer şekilde influenza, yüksek enfektivite özellikleri-

ne, yüksek insidansa, ve kolay mutasyona sahiptir. 

SARS-CoV-2'ye benzer şekilde, insan influenza virüs-

leri esas olarak solunum yolu epitelinde çoğalarak viral 

proteinlerin üretimini başlatmaktadır. Viral replikasyon 

etkinliği hücre tipine bağlı olarak değişirken, insanlarda 

hemaglutinin (HA) moleküllerinin etkili bir şekilde bö-

lündüğü ve bulaşıcı virüs partikülleri ürettiği tek bölge 

solunum epitelidir.(13) COVID-19'un kuluçka süresi 24 

güne kadar değişmektedir.(14) Fakat genellikle 4 ila 6 

gün arasındadır. Yapılan çalışmalarda COVID-19 için 

ortalama kuluçka süresinin 4 gün olduğu bildirilmiş, (15) 

diğer bir çalışmada ortalama kuluçka süresi 5,2 gün 

olarak tahmin edilmiştir. (16) İnfluenzanın kuluçka süresi 

1 ile 7 gün arasında değişme beraber, genellikle 2 gün 

olduğu bildirilmiştir.(17) 

Klinik benzerlikler 

COVID-19 ile enfekte kişiler genellikle erken evrelerde 

soğuk algınlığına benzer hafif üst solunum yolu enfek-

siyonu semptomları göstermektedir. (18) Vakaların %60 

ila %70'inde kuru öksürük, yorgunluk ve nefes darlığı 

gibi semptomlar görülmektedir. Kas ağrısı, deliryum, 

baş ağrısı, boğaz ağrısı, tıkanıklık, göğüs ağrısı, ishal, 

mide bulantısı ve kusma gibi semptomlar nispeten 
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nadirdir ve vakaların yaklaşık %1 ila %11'inde görülür. 

(19) İnfluenza yüksek ateş, titreme, baş ağrısı, kas ağrı-

sı, rahatsızlık ve iştahsızlık gibi çeşitli sistemik semp-

tomlar ve ayrıca öksürük, tıkanıklık ve boğaz ağrısı gibi 

solunum semptomları ile karakterize edilmektedir. En 

yaygın semptomlar, vakaların %60-80'inde görülen 

yüksek ateş ve öksürüktür. İshal nispeten nadirdir ve 

vakaların yaklaşık %2,8’inde meydana gelmektedir. 

Ateş vücut sıcaklığının ilk 24 saat içinde potansiyel 

olarak 41°C'ye ulaştığı influenzada en önemli ve yay-

gın semptomdur. (20) İnfluenza, hipertermiye (sıcak 

çarpması) neden olma eğiliminde olup, ayrıca fotofobi 

(ışık hassasiyeti), konjonktivit, yırtılma ve göz hareket-

lerinde ağrı gibi göz semptomları olarak kendini göste-

rebilmektedir. (21) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3. Tip III ve tip VI CRISPR-Cas sistemlerinin üç aşamasına genel bakış (38) 

CRISPR-Cas sistemleri 

CRISPR-Cas sisteminde, CRISPR; düzenli aralıklarla 

bölünmüş palindromik tekrar kümelerini, Cas ise; ilişkili 

genleri ifade etmekte olup, bu sistem prokaryotlarda ve 

arkelerde nükleik asit tabanlı bağışıklık sisteminin te-

mel bileşenleridir. (22) CRISPR adı verilen genomik bir 

lokus daha önce karşılaşılan genetik elemanların ta-

nınmasını sağlayan ve bir dizi yabancı kaynaklı kısa 

diziler içermektedir. Cas proteinleri genellikle bir 

CRISPR dizisinin yakınında bulunan cas genleri tara-

fından kodlanmaktadır. Cas proteinleri CRISPR-Cas 

sistemlerinde önemli bir rol oynamaktadır. (23) CRISPR-

Cas sistemlerinin mekanizması; adaptasyon, ekpres-

yon ve interferans olmak üzere üç aşamadan oluşmak-

tadır. Adaptasyon aşamasında, konakçıya ait nükleik 

asitlerden yeni aralayıcı DNA bölgelerinin CRISPR 

lokusuna kazandırılması aşaması olup, bu aşamada 

adaptasyonunun gerçekleşmesi için; birer nükleaz olan 

Cas1 ve Cas2 proteinlerine gerek duyulmaktadır. 

Adaptasyon aşamasında, PAM (Protospacer Adjacent 

Motif=Protoaralık Bitişik motif) dizileri önemli ve gerek-

lidir. Ekspresyon aşamasında ise; CRISPR bölge-

sinden sentezlenen pre-crRNA, Cas genlerinin akti-

vasyonuyla pre-crRNA’dan olgun ve fonksiyonel 

crRNA oluşturulması aşamasıdır. Ayrıca bu aşamada 

enzim mekanizmaları ile gerekli olan proteinler açısın-

dan farklılıklar olabilmektedir. İnterferans aşaması, 

ekspresyon aşamasında meydana gelen olgun 
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crRNA’nın Cas proteinleri ile oluşturduğu ribonükleop-

rotein yapısı crRNP’nin, hedef DNA’da bulunan PAM 

dizisi ile aralayıcı DNA’nın 5’ucundaki çekirdek dizisini 

((seed sequence)7–8 bç.’lik bir bölge) tanımasıyla, 

hedef dizinin parçalandağı basamaktır. (24) 

CRISPR Lokusunun Bileşenleri 

a) Palindromik tekrar dizileri 

CRISPR lokusunda palindromik tekrar dizilerinin dizi 

uzunluğu ve dizi içeriği büyük oranda korunmasına 

rağmen; türler arasında farklılık görülmektedir. Bu dizi-

lerin uzunlukları 24–47 baz çifti (bç) arasında değiş-

mekte ve içeriğinde genellikle kısa 5–7 nt. (nükleotit) 

lik palindromik tekrar dizileri bulunmaktadır. Palindro-

mik diziler, RNA stemloop (sap ilmik) ikincil yapısının 

(hairpin) oluşumuna katkıda bulunan durağan, yüksek 

oranda korunmuş diziler iken; CRISPR bölgesindeki 

tekrar bölgeleri birkaç tane veya yüzlerce olabilmekte-

dir. (25) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4. Cas13 kompleksi ve tamamlayıcı etkinliği (44) 

b) Aralayıcı (Spacer) DNA bölgeleri  

Tekrar dizileri “Aralayıcı DNA” olarak isimlendirilen 

spesifik benzersiz dizilerce birbirinden ayrılmaktadır. 

CRISPR lokusunun hiper değişken elemanları olan bu 

dizilerin uzunluğu 26–72 bç arasında değişmektedir. 

Aralayıcı DNA’ların kaynağı plazmitlerin veya virüslerin 

nükleik asitleridir14–16; bu proto-aralıklar tipik olarak, 

korunmuş kısa 2–5 nt’lik PAM dizilerine bitişiktir. Bir 

genomda bulunan aralayıcı DNA lokusu, tek veya da-

ha fazla sayıda olabilmektedir. (26) Bu aralayıcı DNA’lar 

prokaryotlardaki adaptif bağışıklık sisteminin merkezi 

bileşenidir; özgül DNA dizilerinden oluşurlar ve kaza-

nılmış bağışıklık mekanizmasının belleğini oluştururlar. 

Özelleşmiş bir genetik bellek olarak işlev yapan arala-

yıcı DNA dizileri, tanıma dizisi bulunan virüslerin, ko-

nakçıyı enfekte etmesini engellemekle yükümlüdür. (27) 

c) Lider dizisi  

Lider dizisi, kodlanmayan, yaklaşık 500 nt içeren 

CRISPR lokusunun 5’ucunda bulunan Adenin ve Timin 

nükleotidlerince zengin bir dizidir; dolayısıyla transkrip-

siyonun başlama noktasıdır. (28) Lider dizisinin açık 

okuma çerçevesi yoktur ve türler arasında korunmaz. 
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CRISPR lokusuna yeni eklenecek olan Aralayıcı 

DNA’lar, lider dizisinin bulunduğu proksimal uçtan ek-

lenmektedir. (29) 

d) Cas genleri  

Bu genler genellikle CRISPR dizilerinin yakınında bu-

lunmakta olup, Cas proteinlerini kodlamaktadırlar. Cas 

proteinleri çeşitli nükleaz (endonükleaz, ekzonükleaz, 

helikaz gibi) özellikleri ve nükleik asitler için bağlanma 

bölgeleri (domainleri) taşımaları nedeniyle, DNA dizile-

rini açıp kesebilirler. (30) Ayrıca Cas genleri, aralayıcı 

DNA’ların CRISPR lokusuna entregre olmasını, 

crRNA’ların transkripyonu ve işlenmesi, crRNA’ların 

hedef DNA’ya yönlendirilmesiyle konakçı hedef 

DNA’nın parçalanması gibi CRISPR aracılı immünite-

nin çeşitli aşamalarında görev almaktadırlar.(31) 

CRISPR-Cas sistemlerinin keşfi modern moleküler 

biyolojide devrim yaratmıştır. Benzersiz mekanizmala-

rının yanında en önemlisi tanınan sekans açısından 

oldukça spesifiktirler. (32) Ayrıca, bu özgüllükleri sebe-

biyle, crRNA'yı kodlayan dizinin modifiye edilmesiyle 

kolayca değiştirilebilmektedirler. CRISPR'ın modüler 

yapısı bu değişiklikleri daha da kolaylaştırmaktadır. 

CRISPR-Cas sistemleri için uygulama aralığı, Cas 

proteinlerinin değiştirilmesi ile daha da genişletilebil-

mektedir. (33) Bugüne kadar açıklanan CRISPR-Cas 

sistemlerinin çoğu DNA dizilerini hedefleyen sistemler 

olup, bunlar arasında, CRISPR-Cas9'un araştırma ve 

biyoteknoloji için geliştirilmesi en uygun omurga olduğu 

kanıtlanmıştır. Bunun en önemli nedenlerinden biri, 

Cas9'un faaliyeti için sadece bir Cas proteini gerektir-

mesidir. Son yıllarda yapılan çalışmalarda RNA'yı he-

defleyen birkaç yeni CRISPR-Cas sistemi keşfedilmiş-

tir. (34) 

RNA Hedefli CRISPR-Cas Sistemlerine Genel Bakış 

Tip III (Cmr/Csm) Sistemleri 

Tip III sistemleri sınıf 1 CRISPR-Cas sistemleridir. Bu 

sistemde pre-crRNA’dan olgun crRNA’ların elde edil-

mesinde, endonükleaz özelliğine sahip olan Cas6 pro-

teini kullanılmaktadır. (35) CRISPR/Cas Tip III sistemi; 

Tip III-A ve Tip III-B olmak üzere iki alt tipe ayrılmakta-

dır.(36) Tip III-A DNA moleküllerini parçalarken, Tip III-B 

ise RNA molekülünü parçalamaktadır. Her iki durumda 

da hedefleme, RAMP süper ailesi üyesi (Repeat-

Associated Mysterious Proteins Super Family), özel bir 

Cas gen grubuna dahil olan Csm-Cmr proteinleriyle 

gerçekleşmekte; Tip III-A’da Cas10-Csm kompleksi 

görev alırken, Tip III-B’de Cas RAMP (Cmr) kompleksi 

görev yapmaktadır. (37) 

Tip VI (Cas13) Sistemleri 

Tip VI CRISPR-Cas sistemleri, aktivite için sadece bir 

Cas13 proteini ve crRNA molekülüne ihtiyaç duydukla-

rından nispeten basit bir yapıdadırlar. Bugüne kadar 

dört alt tipi ayırt edilmiştir: VI-A (Cas13a varyantını 

kullanan, alternatif olarak C2c2 olarak bilinir), VI-B 

(Cas13b/C2c6), VI-C (Cas13c/C2c7) ve VI-D (Cas13d) 

(Şekil 3). (38) Bu alt tiplerin Cas13'leri boyut ve sekans 

bakımından farklılık gösterse de, hepsi iki HEPN (yük-

sek ökaryotlar ve prokaryotlar nükleotid bağlayıcı) 

alanının varlığı olan ortak bir özelliği paylaşmaktadır. 

Bu alanlar RNA hedefli nükleolitik aktiviteden sorumlu-

dur. HEPN alanları genellikle Cas13 proteininin farklı 

terminal uçlarına yakın yerleştirilmektedir. Genel ola-

rak, pre-crRNA'nın crRNA'ya işlenmesi, Cas13 tarafın-

dan, diğer konakçı faktörlerin yardımı olmadan bağım-

sız bir şekilde (tip VI-D hariç) gerçekleştirilmektedir. (39) 

Bazı araştırmacılar, spesifik olmayan RNA klevajının 

nedeni olarak, tüm RNA'nın temizlenmesi ve böylece 

faj replikasyonunun engellenmesi veya komşu hücrele-

ri korumak için hücre ölümünü indükleyerek bakteriyo-

faj enfeksiyonu ile başa çıkmak olduğunu ileri sürmüş-

lerdir. (40) Diğer CRISPR-Cas tiplerine benzer şekilde, 

VI tipi sistemler, bir emniyet kilidi mekanizması kullan-

maktadır. Bazı Cas13 varyantlarının nükleolitik aktivi-

tesi, diğer proteinler tarafından modüle edilebilmekte-

dir. Örneğin, iki proteinin Csx27 (baskılayıcı) ve 

Csx28'in (stimülatör) Cas13b aktivitesini düzenlediği 

çalışmalarda gösterilmiştir. (41) 
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Tip VI (Cas13) Bazlı Uygulamalar 

Cas13 sistemi birden fazla uygulama için bir temel 

haline gelmiştir. Bakterilerde, bitki hücrelerinde ve 

çeşitli memeli hücrelerinde RNA'nın yıkılması için kul-

lanılmıştır. (42) Cas13'ün kollateral RNaz aktivitesi bak-

teriyel çalışmalarda gözlenirken, ökaryotik hücreler 

kullanan araştırmacılar böyle bir aktivite rapor etme-

miştir. Cas13 ile ilişkili tamamlayıcı RNA klevajı bazı 

araştırmacılar tarafından bir dezavantaj olarak düşü-

nülmektedir. (43) Bununla birlikte, bazı uygulamalarda 

da faydalı olabilmektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 5. Tipik bir tip III CRISPR-Cas kompleksinin yapısal düzenlemesi (45) 

DNA ve RNA'nın in vitro tespit yöntemi için yüksek 

hassasiyetli enzimatik raportör kilidini açma (SHER-

LOCK) adı verilen bir sistem bu duruma bir örnektir. Bu 

yöntemde, nükleik asit numunesi, RNA örnekleri için 

ters transkripsiyon ile birleştirilen rekombinaz polime-

raz amplifikasyonu kullanılarak dsDNA'ya amplifiye 

(çoğaltma) edilir. Elde edilen dsDNA, ssRNA transk-

riptleri T7 polimeraz için bir şablon görevi görmektedir. 

Daha sonra bu transkriptler Cas13 taraması ve tanın-

madan sonra, Cas13 aktif hale gelmekte ve kollateral 

RNaz aktivitesi yoluyla ayırılma meydana gelmektedir 

(Şekil 4). (44) SHERLOCK yöntemi oldukça spesifik ve 

hassas olup, Zika ve Dang virüslerinin genomik frag-

manlarının tespitinde başarıyla uygulanmıştır (Şekil 

5).(45) SHERLOCK yöntemi, multipleks algılamaya izin 

vermek için daha da geliştirilmiştir (SHERLOCKv2). 

Bu, Cas13'ün çoklu varyantları birleştirilerek elde edil-

miştir. Her varyant RNA yarılırken farklı bir motifi (AU, 

AC, UC veya GA gibi) tercih etmektedir Sinyal gücünü 

artırmak için SHERLOCKv2, Cas13 tarafından alloste-

rik olarak aktive edilen bir Csm6 proteini kullanır. RNA 

yıkımına ek olarak, Cas13, RNA izleme ve RNA dü-

zenlemesinde de başarıyla kullanılmıştır. Katalitik ola-

rak inaktif bir Cas13 (dCas13a) geliştirilmiş ve RNA 

immünopresipitasyonunda (İmmun-çöktürme) ve RNA 

görüntülemede kullanılmıştır. crRNA ile ilgili araştırma-

larda başka bir inaktive edilmiş Cas13 (dCas13d) kul-

lanılmıştır. mRNA birleştirme işleminin crRNA güdümlü 

regülasyonu ile ilgili bir araştırmada başka bir inaktive 

Cas13 (dCas13d) kullanılmıştır. (46) Etkin olmayan 

Cas13 kullanan teknolojinin bir başka örneği program-

lanabilir A-to-I Değişimi için RNA Düzenleme'dir (RE-

PAIRv1). Bu sistemde, pasif tip VI Cas13 (dCas13b), 

RNA (ADAR) enzimlerine, yani ADAR1 ve ADAR2'ye 

etki eden insan adenosin deaminaz ile birlikte kaynaş-

tırılmıştır. Bu durum, tamamlayıcı baz eşleştirmesi 

sırasında bir guanin olarak kabul edilen adenosinin 

inosin ile programlanabilir şekilde değiştirilmesini sağ-

lamıştır. Dolayısıyla, fonksiyonel perspektiften bu, seçi-

len bir mRNA bölgesi içinde A'dan G'ye bir nokta mu-
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tasyonu olarak düşünülebilir. A-to-I değiştirme, seçilen 

bir genin translasyonunun geçici olarak değiştirilmesi-

ne izin vermektedir. Bu sistemin özgüllüğü, ADAR2 

dizisi (REPAIRv2) içine bir mutasyon eklenerek daha 

da geliştirilmiştir. (47) 

SONUÇ VE ÖNERİLER 

CRISPR-Cas sistemlerinin tip II (Cas9), III (Cmr/Csm) 

ve VI'nın (Cas13) RNA hedefleme aktivitesinin tanım-

lanması, bu sistemler için potansiyel uygulama aralığı-

nı önemli ölçüde genişletmiştir. Belirli RNA'ların izlen-

mesi, hedeflenmesi veya düzenlenmesi, yeni tedavile-

rin hem araştırılmasını hem de geliştirilmesini kolaylaş-

tırmaktadır. RNA hedefleyen CRISPR-Cas sistemleri 

potansiyel klinik uygulamaları içermektedir, ancak bun-

larla sınırlı olmayıp; çeşitli nükleik asitlerin hızlı tespiti, 

G-A mutasyonları ile ilişkili hastalıkların RNA düzenle-

mesi ile tedavisi, RNA yıkma işlemi kullanılarak yanlış 

mRNA ekleme ile ilgili genetik hastalıkların tedavisinde 

yüksek verimli ilaç keşfi açısından önemlidir. 
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