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CRISPR-Cas teknolojisi, canlı bir organizmanın genomunu, endojen genle-

rin modifikasyonu veya eksojen genlerin entegrasyonu ile düzenleyen bir 

genetik mühendisliği tekniğidir. Prokaryotlardaki adaptif bağışıklıktan so-

rumlu olan CRISPR-Cas sisteminin keşfi ve bir genom düzenleme aracına 

dönüştürülmesi genetik mühendisliği alanında devrim etkisi yapmış-

tır. CRISPR-Cas sisteminde CRISPR (Clustered Regularly Interspaced 

Short Palindromic Repeats) “kümelenmiş düzenli aralıklı kısa palindromik 

tekrarlar” olarak adlandırılan bir seri DNA dizisini, Cas (CRISPR-associa-

ted protein) ise spesifik DNA zincirlerini tanımak ve kesmek için CRISPR 

dizilerini bir kılavuz gibi kullanan endonükleazları tanımlamaktadır. 

CRISPR-Cas teknolojisini, önceki tekniklerden farklı kılan, hemen her or-

ganizmanın genomuna kolaylıkla uygulanabilen hassas, verimli ve düşük 

maliyetli bir yöntem olmasıdır. Keşfinden günümüze kadar geçen süreçte bu 

teknolojinin tıp, biyomedikal, tarım ve hayvancılık gibi pekçok alanda kul-

lanılabilecek umut verici bir araç olduğu kanıtlanmıştır. Öte yandan 

CRISPR-Cas teknolojisinin geniş uygulama potansiyeli, kolaylığı ve düşük 

maliyeti, kötü amaçlarla veya sorumsuzca kullanılma olasılığını artırmakta-

dır. Bu teknolojinin negatif yönlü kullanım olasılığı ve yaşanabilecek teknik 

başarısızlıklar, başta germ hattı genom düzenlemeleri olmak üzere birçok 

alandaki uygulamalarına yönelik etik ve ahlaki kaygıları artırmış ve biyogü-

venlik tartışmalarını gündeme getirmiştir. CRISPR-Cas ve diğer genom dü-

zenleme tekniklerinin kullanımına yönelik politikalar ülkeden ülkeye farklı-

lık göstermekle birlikte birçok ülkede genom düzenlemelerini özel olarak 

ele alan yasal bir mevzuat henüz bulunmamakta veya geliştirilme aşamasın-

dadır. Bu derleme çalışmasında, CRISPR-Cas teknolojisinin temel mekaniz-

ması açıklanarak tıp, biyomedikal, tarım ve hayvancılık gibi çeşitli alanlar-

daki uygulamalarına örnekler verilmiş ve potansiyel riskler ile farklı ülke-

lerdeki yasal düzenlemeler üzerinde durulmuştur.    

CRISPR-CAS APPLICATIONS, POTENTIAL RISKS and LEGAL 

ARRANGEMENTS 

ABSTRACT 

CRISPR-Cas technology is a genetic engineering technique that edits the 

genome of a living organisms by modification of endogenous genes or integ-

ration of exogenous genes. The discovery of the CRISPR-Cas system, which 

is responsible for adaptive immunity in prokaryotes, and its conversion 
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into a genome editing tool revolutionized genetic engineering area. In the CRISPR-Cas system, CRISPR 

(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) defines a series of DNA sequences called 

"clustered regularly spaced short palindromic repeats" while Cas (CRISPR-associated protein) descri-

bes endonucleases that use CRISPR sequences as a guide to recognize and cleave specific strands of 

DNA. The difference between CRISPR-Cas technology from previous techniques is that it is a sensitive, 

efficient, and low-cost method that can be easily applied to the genome of almost all organisms. It has 

proven to be a promising tool that can be used in many areas such as medicine, biomedicine, agricul-

ture, and animal husbandry, from its discovery to the present time. The wide application potential, simp-

licity, and low cost of CRISPR-Cas technology increase the possibility of malicious or irresponsible use. 

The possibility of negative use of this technology and potential technical failures has increased ethical 

and moral concerns about its applications in many areas, especially in germline genome editing, and 

made biosecurity discussions a current issue. Policies for the use of CRISPR-Cas and other genome 

editing techniques vary from country to country, but many countries do not yet have legislation that 

specifically for genome editing or is under development. In this review, the mechanism of the CRISPR-

Cas system is described, examples of applications in medicine, biomedicine, agriculture, and animal 

husbandry are presented, and their potential risks and legal regulations in various countries are emp-

hasized.

 

 

1. Giriş 

Tüm organizmalar; kendi yaşamını bağım-

sız olarak sürdüremeyen virüsler gibi ya-

bancı genetik elementlerin potansiyel he-

defleridir. Organizmalar, özellikle litik vi-

rüsler tarafından istila edildiğinde, metabo-

lizmaları ciddi derecede etkilenmekte ve 

bu süreç genelde konak hücrenin parçalan-

masıyla son bulmaktadır. Doğada patojen-

lerin istilasına uğrayan konak hücreler, 

kendilerini korumak için iki farklı bağışık-

lık sistemi geliştirmiştir. Genetik olarak 

kodlanan ve patojenlere karşı genel bir me-

kanizma ile koruma sağlayan bağışıklık 

sistemi ‘doğuştan gelen bağışıklık’ olarak 

tanımlanırken, patojenik etkene karşı özel 

olarak oluşturulan bağışıklık yanıtıyla ka-

rakterize edilen immünolojik hafıza yete-

neğine ‘adaptif (edinilmiş) bağışıklık’ adı 

verilmektedir (Van der Oost vd.,2009; Bi-

kard ve Marraffini, 2012). 

CRISPR-Cas sistemi, bakterilerin (~%47) 

ve arkelerin (~%87) büyük kısmında ta-

nımlanmış, hücreye yabancı genetik ele-

mentlere karşı korunma sağlayan adaptif 

bir bağışıklık sistemidir (Barrangou vd.,  

 

2007). CRISPR (Clustered Regularly In-

terspaced Short Palindromic Repeats) dü-

zenli aralıklarla bölünmüş palindromik 

tekrar kümelerini, Cas (CRISPR associated 

protein) ise CRISPR sisteminde yabancı 

DNA’nın tanınması ve parçalanması aşa-

malarında görev alan enzimleri tanımla-

maktadır (Wilkinson ve Wiedenheft, 

2014). 

Prokaryotlarda CRISPR-Cas sisteminin 

keşfi genetik çalışmalarda yeni bir dönem 

başlatmıştır. CRISPR-Cas teknolojisinin 

başlıca avantajı, spesifik olarak genleri mo-

difiye edebilmesi veya tamamen değiştire-

bilmesidir. Günümüzde Çinko Parmak 

Nükleazı (ZFN), Transkripsiyon Aktivatör 

Benzeri Efektör Nükleaz (TALEN) ve 

CRISPR-Cas sistemi olmak üzere nükleaz 

tabanlı üç yeni nesil genom düzenleme tek-

nolojisi mevcuttur. Bu nükleaz tabanlı ge-

nom düzenleme teknolojilerinin temeli, be-

lirli bir bölgede çift zincirli DNA’nın kırıl-

ması (DSB) ile indüklenen DNA onarım 

mekanizmalarına dayanmaktadır. ZFN ve 

TALEN tekniklerinin genomik manipülas-

yonlarda yeterince etkili olduğu, ancak he-

deflenen her DNA bölgesi için spesifik bir 
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protein tasarımına ihtiyaç duyulması ve he-

def dışı DNA bölgelerinde de aktivite gös-

termesi nedeniyle kullanımları sınırlıdır. 

ZFN ve TALEN ile karşılaştırıldığında, 

CRISPR-Cas teknolojisi hedef bölgenin 

seçiminde daha yüksek bir spesifiteye sa-

hiptir. Ayrıca tek bir rehber RNA saye-

sinde nükleaz enzimi herhangi bir DNA 

bölgesine yönlendirilerek hızlı ve etkili bir 

şekilde kesim işlemi gerçekleştirmektedir. 

Böylece bu teknoloji sayesinde DNA’da 

bozuk olduğu düşünülen ve istenmeyen 

gen parçalarının genomdan çıkarılması 

veya yenisi ile değiştirilmesine dayanan 

genom düzenlemeleri yüksek verim ve 

doğrulukta gerçekleştirilebilmektedir 

(Bogdanove ve Voytas, 2011; Jinek vd., 

2012).  Bu derleme çalışmasında CRISPR-

Cas sisteminin bileşenleri etki mekaniz-

ması ve uygulamalarına yönelik bilgiler 

verilmiş ve potansiyel riskleri ile etik yönü 

değerlendirilmiştir. 

2. CRISPR-Cas Sisteminin Keşfi  

1987 yılında Escherichia coli bakterisinde 

bulunan alkalin fosfataz geninin (iap geni) 

araştırıldığı bir çalışmada, aynı baz dizisine 

ve uzunluğuna sahip belirli dizilerin tekrar-

landığı ve bu tekrarların birbirine benze-

meyen kısa ‘aralık (spacer)’ dizileriyle bö-

lündüğü gözlenmiştir (Ishino vd., 1987). 

Daha sonra 2000 yılına kadar Mycobacte-

rium tuberculosis, Salmonella enterica, 

Shigella dysenteriae, Haloferax mediterra-

nei gibi birçok bakteri ve arkede de benzer 

şekilde düzenli aralıklarla tekrarlayan 

DNA dizilerinin varlığı keşfedilmiştir (Na- 

kata vd., 1989; Hermans vd., 1991; Mojica 

vd., 1993; Mojica vd., 2000). Jansen vd. 

(2002) prokaryotlarla yaptığı çalışmada bu 

tekrar ve aralık dizilerinin bulunduğu lo-

kusu, “Düzenli aralıklarla tekrarlanan kısa 

palandromik tekrarlar (Clustered Regularly 

Interspaced Short Palindromic Repeats)” 

olarak tanımlamış ve bu tanımı kısaltarak 

CRISPR olarak adlandırmıştır. Farklı araş-

tırma grupları tarafından 2005 yılında ya-

pılan çalışmalarda, aralık dizilerinin faj 

DNA’sı gibi yabancı genetik materyaller 

ile aynı dizilime sahip olduğu, dolayısıyla 

dış kaynaklı olduğu düşünülen bu dizilerin 

prokaryotlara ait bağışıklık sisteminin bir 

parçası olabileceği fikri ortaya atılmıştır 

(Mojica vd., 2005). Nitekim farklı fajlarla 

enfekte edilen Streptococcus thermophi-

lus’un mutant suşlarını inceleyen Barran-

gou vd. (2007), CRISPR-Cas sisteminin, 

Cas9 enzimi ile yönetilen nükleik asit te-

melli adaptif bir bağışıklık sistemi oldu-

ğunu göstermişlerdir.  

Daha sonra yapılan çalışmalarda Cas9 dı-

şında sistemde görev alan farklı Cas enzim-

lerinin de olduğu gösterilmiş ve buna göre 

CRISPR-Cas sistemlerinin farklı tipleri ve 

mekanizmaları tanımlanmıştır. Doğal 

CRISPR-Cas sistemleri başlangıçta filoge-

netik çalışmalar ve faja dirençli suşların 

üretimi gibi amaçlarla kullanılmıştır (Hor-

vath vd., 2008; Garneau vd., 2010; 

Deltcheva vd., 2011). İlerleyen yıllarda iki 

farklı araştırma grubu tarafından sistemin 

mekanizması aydınlatılmış ve Cas9 enzi-

minin spesifik olarak hedef bir DNA’yı 

kesmek için yönlendirilebileceği dolayı-

sıyla CRISPR/Cas9 teknolojisinin RNA 

güdümlü basit ve çok yönlü genom düzen-

leme aracı olarak kullanılabileceği göste-

rilmiştir (Jinek vd., 2012; Fineran ve Char-

pentier, 2012; Doudna ve Charpentier, 

2014).   

3. CRISPR-Cas Sisteminin Yapısı ve 

Etki Mekanizması 

Bakteri ve arkealerin genomunda bulunan 

CRISPR dizileri Cas genleri ile birlikte 

CRISPR Cas sistemini oluşturmaktadır. 

CRISPR lokusu mikrobiyal türler arasında 

farklılıklar göstermekle birlikte temelde 
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benzer bölgeleri içerir. Bu bölgeler; Cas 

genleri, lider bölge, aralık dizileri ve bu di-

zilerle ayrılmış tekrar dizileridir (Şekil 1) 

(Sorek vd., 2008; Wright vd., 2016). 

 

Şekil 1. CRISPR lokusunun temel bileşen-

leri (a) ve çalışma mekanizması (b)  

CRISPR dizileri, tekrarlanmayan dizilerin 

tekrarlayan diziler içerisine girmesi ile 

oluşmuştur. CRISPR lokusundaki tekrar-

lanmayan diziler aralık dizileri (spacer) 

olarak bilinir ve bu diziler genellikle 26-72 

baz çifti (bç) uzunluğundadır. Tekrar dizi-

leri ise aralık dizileri arasında konumlan-

mış genellikle daha kısa (21-48 bç) ve pa-

lindromik dizilerdir. Aralık dizilerinin kay-

nağı genellikle bakteriyi enfekte eden fajlar 

veya diğer mobil genetik elementlerdir. Bir 

CRISPR lokusunda bulunan aralık dizileri 

uzunluk bakımından birbirine benzerlik 

gösterse de baz dizilimleri birbirinden fark-

lıdır (Makarova vd., 2006; Rath vd., 2015). 

Faj genomundan seçilerek CRISPR loku-

suna yerleştirilen dizi, ön-aralık (protospa-

cer) olarak adlandırılmaktadır. Ön aralık 

dizilerinin hemen bitişiğinde bulunan ve 

PAM (protospacer adjacent motif) olarak 

adlandırılan birkaç nükleotidlik (2-5 nt) 

kısa bir tanıma motifi bu dizilerin Cas en-

zimleri tarafından tanınmasını sağlamakta-

dır. Örneğin, CRISPR/Cas9 sistemindeki 

PAM dizisi “5′-NGG-3′”, hedef DNA’yı 

tanıma ve bağlanma aşamasında Cas9’un 

aktivitesi için kritik role sahiptir.  Öyleki 

tanıma motiflerindeki mutasyon istilacı fa-

jın yok edilememesine neden olmaktadır. 

Farklı Cas enzimlerinin tanıma motiflerin-

deki diziler farklılık göstermekle birlikte 

Tip III CRISPR-Cas sisteminde olduğu 

gibi tanıma motifine ihtiyaç duymaksızın 

aktivite gösteren Cas enzimleri de bulun-

maktadır (Jiang ve Doudna, 2015; Nishi-

masu vd., 2014).  

Bakterilerin büyük çoğunluğunun CRISPR 

lokusunda yaklaşık 550 bç uzunluğunda bir 

lider dizi bulunmaktadır. Lider dizi, ilk tek-

rar dizisinin 5’ ucuna bitişik Adenin ve Ti-

min bakımından zengin bir dizidir. Lider 

dizinin aralık dizilerinin ekleneceği ko-

numu belirleyen bir tanıma dizisi olduğu 

düşünülmektedir.  Bir kromozomda birden 

fazla CRISPR lokusu bulunabilir. Aynı 

kromozomdaki lider diziler çoğunlukla ko-

runmuş olduğu halde türler arasında bu di-

ziler değişkenlik gösterebilmektedir (Jan-

sen vd., 2002; Pourcel vd., 2005; Rath vd., 

2015).  

CRISPR lokusunda lider dizisinden önce 

Cas proteinlerini kodlayan Cas genleri bu-

lunur. Prokaryotik immün yanıtın oluşturu-

labilmesi için bu genlerin mutlaka bulun-

ması gerekmektedir. Cas genlerinin kodla-

dığı proteinler, yabancı (ekzojen) genetik 

materyali spesifik olarak tanımakta ve nük-

leaz aktivitesi ile kesmektedir. Cas protein-

leri, CRISPR-Cas sisteminde; yeni aralık 

dizilerinin edinilmesi, CRISPR ön transk-

riptinin (pre-crRNA) küçük olgun 

crRNA'lara işlenmesi ve istilacı genomun 

hedeflenerek kesilmesi görevlerini yerine 

getirmektedir. (Dominguez vd., 2016; 

Zhang vd., 2021). Cas proteinlerinde ta-

nımlanan spesifik fonksiyonel alanlar ara-

sında; endonükleaz ve ekzonükleaz alan-

ları, helikazlar, RNA ve DNA bağlama 

alanları ve transkripsiyon regülasyonunda 
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işlevi olan alanlar bulunmaktadır (Rath vd., 

2015; Sorek vd., 2008).  

CRISPR-Cas sistemleri Cas enzimlerinin 

özelliklerine göre sınıflandırılmaktadır. 

Nükleaz aktivitesini gerçekleştirmek için 

çoklu Cas komplekslerine ihtiyaç duyan 

sistemler Sınıf I CRISPR-Cas sistemine 

dâhil edilirken, tek bir Cas proteininin ge-

rekli olduğu sistemler Sınıf II’de yer al-

maktadır.  Bu sınıflarda bulunan Cas en-

zimleri de spesifik (cis-kesim) veya spesi-

fik olmayan (trans-kesim) kesim şekli ve 

hedeflenen nükleik asit çeşidine (DNA 

veya RNA) göre altı alt tipe ayrılmaktadır. 

Tip I, III ve IV Sınıf 1’de, Tip II, V ve VI 

ise Sınıf 2’de yer almaktadır. Tip II’de 

Cas9, Tip V’de Cas12 ve Cas14, Tip VI’da 

Cas13 genom düzenlemelerinde yaygın 

olarak kullanılmaktadır. Bu Cas enzimle-

rinden bazıları hem spesifik hem de spesi-

fik olmayan etkiye sahiptirler. Tip VI’da 

görev alan Cas13 enziminin RNA’yı he-

deflemesi ve parçalamasından dolayı özel-

likle RNA virüslerin tespitinde yaygın ola-

rak kullanılmaktadır (Rautela vd., 2021; 

Xie vd., 2021; Zhang vd., 2021). 

İstilacı yabancı bir genetik materyalin hüc-

reye girmesiyle birlikte CRISPR-Cas sis-

temi aktive olmakta ve adaptasyon-ifade-

interferans olarak adlandırılan üç aşamalı 

bir immün yanıt oluşturmaktadır (Zhang 

vd., 2021) (Şekil 2). Adaptasyon adımında 

yabancı genetik materyalden seçilen spesi-

fik bir dizi CRISPR lokusuna eklenmekte-

dir. Bu aşamada yabancı genetik materyal-

den seçilen bu dizi ön-aralık (protospacer) 

olarak adlandırılmaktadır. Adaptasyon aşa-

masında transkribe edilen Cas1 ve Cas2 

genleri, PAM dizisini tanıyan ve ön-aralık 

dizisini kopyalayan bir protein kompleksi 

oluşturur. Bu ön-aralık, CRISPR lokusun-

daki lider dizisinin bitişiğinde bulanan tek-

rar genlerinin arasına yeni bir aralık dizisi 

olarak yerleşmektedir (Barrangou ve Mar-

raffini, 2014; Leung vd., 2021). 

İfade olarak adlandırılan ikinci adımda, 

CRISPR lokusuna daha önceden yerleşti-

rilmiş aralık dizilerinden herhangi biri ile 

eşleşen bir diziyi içeren yabancı genetik bir 

materyal hücreye girdiğinde, hücre tarafın-

dan bu aralık dizisi transkribe edilerek ön-

cül CRISPR RNA’lar (pre-crRNA) üretil-

mektedir. Bu şekilde oluşan pre-

crRNA’lar, Tip I,III ve IV sistemlerde 

Cas6 benzeri endoribonükleazlar, Tip II, V 

ve VI sistemlerde ise RNase III tarafından 

tekrar dizileri çıkarılarak olgun 

crRNA’lara dönüştürülmektedir. Ancak 

Tip II sistemlerde, pre-crRNA transkripti 

tekrar dizisine tamamlayıcı olan küçük bir 

trans-aktive edici crRNA (tracrRNA) ile 

hibrit bir yapı oluşturmakta ve RNase III 

bu hibrit yapıyı parçalamaktadır. Daha 

sonra olgun crRNA'lar, çoklu protein 

kompleksleri (Tip I, III ve IV sistemlerde) 

veya çok alanlı bir Cas proteini (Tip II, V 

ve VI sistemlerde) ile birleşerek CRISPR 

ribonükleoprotein (crRNP) komplekslerini 

oluşturmaktadır (Jiang ve Doudna, 2015; 

Butiuc-Keul vd., 2021). 

İnterferans ya da hedefleme olarak adlan-

dırılan son adımda, crRNA’lar yabancı ge-

netik materyaldeki hedef dizilerle eşleş-

mekte ve eşleşen diziler crRNP kompleks-

lerindeki nükleaz aktivitesine sahip Cas en-

zimleri ile kesilerek yabancı genetik mater-

yalin replikasyonu önlenmektedir (Nishi-

masu vd., 2014). 
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Şekil 2. CRISPR Sistemi Temel Mekaniz-

ması (Fineran ve Charpentier, 2012) 

4. CRISPR-Cas Sisteminin Genetik Ça-

lışmalarda Kullanılması 

CRISPR-Cas teknolojisi ile herhangi bir 

organizmanın genomunda istenilen genle-

rin eklenmesi, çıkartılması ya da değiştiril-

mesi gibi değişiklikler yapılabilmektedir. 

Genomda düzenleme yapmak için tasarlan-

mış ilk Cas nükleaz Streptococcus pyoge-

nes’den elde edilen sınıf 2 tip II CRISPR-

Cas sistemine ait “SpCas9”dur. Bugün de 

yaygın olarak kullanılmaya devam edilen 

bu Cas nükleaz kompleksinde, 

tracrRNA’nın 5’ ucu crRNA’nın 3’ bölgesi 

ile birleştirilerek oluşturulmuş “tek rehber 

RNA (sgRNA)” adı verilen hibrit bir RNA 

bulunmaktadır. Doğal CRISPR-Cas9 siste-

mindeki crRNA ve tracrRNA’nın yerine 

alan sgRNA, aynı mekanizma ile Cas nük-

leaz kompleksine rehberlik ederek hedef 

DNA bölgesindeki çift zincirin kesilme-

sine aracılık etmektedir. sgRNA'nın nükle-

otit dizisi herhangi bir DNA dizisini hedef-

leyecek şekilde tasarlanabilir. Cas9/ 

sgRNA kompleksinde, sgRNA' nın  nükle-

otid dizisinin 3’ ucunda Cas9’un hedefe 

bağlanmasında önemli işleve sahip PAM 

(NGG) dizisi de bulunmaktadır. Cas9 en-

zimi RuvC ve His-Asn-His (HNH) olarak 

adlandırılan iki nükleaz alanını içerir. Cas9 

hedef DNA bölgesine spesifik olarak bağ-

landıktan sonra HNH domaini, gRNA’nın 

bağlandığı zincirin tamamlayıcısı olan 

DNA zincirini keserken, RuvC domaini, bu 

zincirin antisensi olan zinciri keser. Bu şe-

kilde her iki zincirde oluşan DNA kırıkları 

(DSB) hücrenin tamir mekanizmaları ile 

onarılır (Fineran ve Charpentier, 2012; Do-

udna ve Charpentier, 2014). Hücrenin do-

ğal tamir mekanizmaları olan homoloji 

yönlendirmeli onarım (homology-directed 

repair; HDR) ya da homolog olmayan uç 

birleştirme (non-homologous end joining; 

NHEJ) sürecinde genomda farklı modifi-

kasyonlar meydana gelebilmektedir (Şekil 

3). Ökaryot organizmalar ağırlıklı olarak 

DSB'leri NHEJ aracılığıyla onarır. Bu ta-

mir mekanizması hataya eğilimli olup tek-

rarlanan kırılma ve onarım döngüleri deles-

yonlar ya da insersiyonların birikmesine ve 

dolayısıyla genin işlevini tamamen kaybet-

mesine neden olur. HDR’ye dayalı tamir 

mekanizmasında ise, çift zincir kırıklarına 

homolog olan donör DNA varlığında hedef 

bölgede hatasız modifikasyonlar oluştur-

mak mümkündür. Bu tamir mekanizmala-

rından NHEJ, genin silinmesi (knock out) 

için kullanılırken, HDR gen değiştirme 

veya gen ekleme (knock in) gibi modifikas-

yonlar oluşturmak için kullanılmaktadır.  

(Petersen ve Niemann, 2015; Leung vd., 

2021).  

 

Şekil 3. CRISPR/Cas9 aracılı DSB onarım 

mekanizması (Wani vd., 2022) 

CRISPR/Cas9 sisteminin hedef organiz-

maya aktarılması ve işlevsel hale getirilme-
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sinde çeşitli vektörler kullanılır. Başlan-

gıçta Cas ve sgRNA dizilerinin ayrı ayrı iki 

vektöre yerleştirildiği ikili vektör sistemi 

kullanılırken son yıllarda aynı vektör üze-

rine hem sgRNA ve hem de Cas9 dizileri-

nin birlikte yerleştirildiği tekli sistemler 

geliştirilmiştir. Bir vektör birden fazla 

sgRNA taşıyabilir ve böylece birçok hedef 

genin eş zamanlı olarak modifikasyonu 

gerçekleştirilebilir. Bu yöntem maliyetin 

düşürülmesine ve zamandan tasarruf edil-

mesine olanak sağlamaktadır. (Bogdanove 

ve Voytas, 2011; Pickar-Oliver ve Gers-

bach, 2019). CRISPR-Cas kompleksini 

içeren vektörler, yapılacak modifikasyo-

nun amacı ve hedef organizmaya bağlı ola-

rak biyolistik, Agrobacterium aracılı gen 

aktarımı, mikroenjeksiyon, elektroporas-

yon, hidrodinamik taşıma gibi aktarım yön-

temlerinden biri kullanılarak hedef hücreye 

aktarılabilmektedir. CRISPR bileşenlerini 

taşıyan vektör hücre içerisine girdikten 

sonra hedef bölgeye özgü tasarlanmış 

sgRNA, Cas9 nükleazı ile birleşerek 

Cas9/sgRNA kompleksini oluşturur ve 

Cas9’u hedef DNA dizisine karşı aktif hale 

getirir. Cas9 proteini hedef bölgeye bağlan-

dıktan sonra yapısal değişikliğe uğrar ve 

RuvC ve HNH nükleaz alanları aktifleşe-

rek çift zincirli DNA’da kırıklar (DSBs) 

meydana getirir. Daha sonra, bu çift zincir 

kırıklarının NHEJ ya da HDR gibi hücre-

nin farklı DNA onarım mekanizmaları ile 

onarılması istenilen genom düzenlemesi-

nin gerçekleştirilmesine olanak sağlamak-

tadır (Doudna ve Charpentier, 2014; Tang 

vd., 2019).   

5. CRISPR-Cas Sisteminin Uygulama 

Alanları 

CRISPR-Cas sistemi, hedef DNA dizisinde 

çift zincir kırıklarını indükleyerek NHEJ 

veya HDR gibi genetik onarım mekaniz-

malarını etkinleştiren verimli ve yüksek 

doğrulukta genetik modifikasyona imkân 

sağlayan yöntemlerinden biridir. ZFN ve 

TALEN'e göre özgüllüğü ve etkinliği daha 

yüksek olduğu düşünülen CRISPR-Cas 

teknolojisi, düzgün çalışmayan veya hasta-

lığa neden olan genlerin yapısını bozarak 

protein sentezlenmesini engellemek (gen 

susturma-knock out) veya organizmaya 

yeni özellik kazandırmak (knock in) için 

kullanılmaktadır (Tang vd., 2019; Leung 

vd., 2021).  

CRISPR-Cas teknolojisinin bugüne kadar 

en önemli uygulamaları gen terapisi ala-

nında olmakla birlikte, biyomedikal amaçlı 

hayvansal ürünlerin üretimi, bitkisel ve 

hayvansal üretimde verimliliğin ve daya-

nıklılığın artırılması, gıda fermentasyonla-

rında görev alan mikroorganizmaların ta-

nımlanması ve modifikasyonu gibi birçok 

farklı alanlarda da uygulanma potansiyeli-

nin olduğu gösterilmiştir. Aşağıda uygula-

malara yönelik bazı örnekler verilmiştir 

(Brokowski ve Adli, 2019). 

5.1. Tıp alanındaki uygulamalar 

Gen tedavisi, hastanın genomundaki fonk-

siyonunu kaybeden bir geni onaran veya 

hastalığa neden olan mutant genin etkile-

rini ortadan kaldırmak için genetik yapının 

bir bölümünü değiştiren tekniklerdir. Gen 

tedavilerinde HDR'ye dayalı genetik modi-

fikasyon yöntemi, hastalığa neden olan 

mutasyonları onarmak için sıklıkla kulla-

nılmaktadır (Li ve diğerleri, 2019a; Zhang, 

2021). 

Son yıllarda insan kök hücrelerinde veya 

model hayvanlar üzerinde yapılan çalışma-

lar, birçok kalıtsal hastalığın tedavisi için 

CRISPR-Cas teknolojisinin kullanılabile-

ceğini göstermiştir.  Kalıtsal monogenik bir 

hastalık olan Orak Hücre Hastalığının 

(Sickle Cell Disease-SCD) tedavisinde, 

SCD mutasyonlarının düzeltilmesi için 
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CRISPR-Cas9 teknolojisinden yararlanıl-

mıştır (Hoban vd., 2016). Kistik fibroz 

(CF), kistik fibrozis transmembran regüla-

tör (CF transmembrane conductance regü-

latör- CFTR) genindeki mutasyonların ne-

den olduğu en yaygın genetik hastalıklar-

dan biridir.  CFTR genindeki mutasyonu 

onarmak için CRISPR-Cas9 sistemi, kulla-

nılmış ve CF hastalığını taşıyan doku ve 

hayvan modellerinde umut verici sonuçlar 

elde edilmiştir (Marangi ve Pistritto, 2018). 

Hemofili B (HB), Faktör IX  (FIX) genin-

deki mutasyonların neden olduğu anormal 

kan pıhtılaşmasına yol açan kalıtsal bir has-

talıktır. HB, monogenik yapısı dolayısıyla 

gen tedavilerinde sıklıkla çalışılan hasta-

lıkların başında gelmektedir. Hayvan mo-

dellerinde yapılan çalışmalarda, FIX ge-

nindeki mutasyonların CRISPR-Cas9 tek-

nolojisi ile düzeltici genler eklenerek ona-

rılabileceğinin gösterilmesi HB’nin tedavi-

sine yönelik umut verici sonuçlar ortaya 

koymuştur (Stephens vd., 2019).  

Etik ve yasal kısıtlamalara rağmen, insan 

embriyosundaki patojenik gen mutasyonla-

rını düzeltmek için CRISPR-Cas9 teknolo-

jisinin kullanımında da önemli ilerleme 

kaydedilmiştir. CRISPR-Cas9 gen düzen-

lemesi, insan embriyosundaki hipertrofik 

kardiyomiyopati ile ilişkili MYBPC3 mu-

tasyonlarının onarılmasında kullanılmış ve 

bu süreçte embriyolarda beklenmeyen her-

hangi bir genetik farklılık, hedef olmayan 

gen mutasyonu veya başka bir anormallik 

gözlenmemiştir (Ma vd., 2017).  

Kanser tedavisinde CRISPR-Cas teknoloji-

sinin kullanımına yönelik ilk çalışmalar 

model hayvanlarda yapılmıştır. Kanser ile 

ilişkili ASXL1 (Additional sex combs-like 

1) geninin hedef olarak seçildiği bir çalış-

mada, CRISPR-Cas9 teknolojisi kullanıla-

rak gerçekleştirilen düzenlemelerin, lösemi 

hücrelerinde ASXL1 geninin fonksiyonunu 

geri kazandırarak farelerde sağ kalım ora-

nını artırdığı ve mutasyonun gerçekleştiril-

diği farelerin kontrol grubu farelere göre 

daha uzun süre yaşadığı bildirilmiştir (Val-

letta vd., 2015). Akciğer kanserini tedavi 

etmek amacıyla yapılan bir çalışmada, T 

hücrelerindeki “programlanmış hücre ölüm 

proteini-1 (Programmed cell death protein, 

PD1)” geni CRISPR-Cas teknolojisi ile si-

lindikten sonra hastalara enjekte edilerek 

immunolojik veriler değerlendirilmiştir 

(Cyranoski, 2016). Bu ve benzeri klinik uy-

gulama modelleri kanserin tedavisinde 

CRISPR-Cas teknolojisinin umut verici bir 

yöntem olduğunu göstermiştir (Weber vd., 

2015).  

5.2. Hayvansal üretimdeki uygulamalar 

Hayvancılıkta genom düzenleme yöntem-

leri, daha çok hastalık direncini, üretim ve-

rim ve kalitesini artırmak ve biyomedikal 

amaçlı hayvansal ürünler üretmek için kul-

lanılmaktadır (Proudfoot vd., 2015). Örne-

ğin, domuzlarda üreme ve solunum send-

romu virüsüne (Porcine Reproductive and 

Respiratory Syndrome Virus-PRRSV) 

karşı geliştirilen aşıların hastalığı kontrol 

etmede başarısız olması üzerine, 

PRRSV’nin konak hücrelere girişinde rol 

oynayan CD163 (Cluster of Differentiation 

163) reseptöründe değişiklik yapılarak vi-

rüse karşı bağışıklık elde edilmiştir. 

CRISPR-Cas9 teknolojisi kullanılarak 

CD163 geninin ekzon 7 bölgesinde düzen-

leme yapıldıktan sonra PRRSV virüsüne 

maruz bırakılan domuzlarda hiçbir klinik 

belirti (ateş veya solunum belirtileri), akci-

ğer patolojisi, viremi veya antikor yanıtı 

gözlenmemiştir (Whitworth vd., 2016). 

Kanatlı endüstrisinde, CRISPR-Cas aracılı 

yaklaşımlar, başka bir yöntemle kazanıl-

ması mümkün olmayan genetik özellikle-

rin elde edilmesini böylece kanatlı popü-

lasyonunda ihtiyaç duyulan birçok genetik 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/hemophilia-b
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/blood-clotting-factor-9
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varyasyonun geliştirilmesini mümkün kıl-

maktadır. Kümes hayvanlarında aşılama 

gibi geleneksel stratejilerle kontrol edile-

meyen Avian leucosis virus (ALV) gibi 

retrovirüsler ciddi ekonomik kayıplara ne- 

den olmaktadır. Hellmich vd., (2020), bu 

soruna çözüm üretmek amacıyla yaptıkları 

bir çalışmada CRISPR-Cas teknolojisinin 

retrovirüslerle mücadele etmek için kulla-

nılabileceğini göstermişlerdir.  ALV-J 

(Avian leukosis virus subgroup J) virüsü-

nün konak hücreye girişinde aracılık eden 

chNHE1 (chicken Na+/H+ exchanger type 

1) reseptöründe bulunan triptofan 38 

(W38), virüsün girişi için önem taşımakta 

ve hastalığa direnç geliştirmek için yapılan 

çalışmalarda bu aminoasit dizisi hedef alın-

maktadır. CRISPR-Cas9 teknolojisi ve 

HDR onarım mekanizması kullanılarak 

chNHE1 reseptöründeki W38'in silinmesi, 

tavukların ALV-J virüsüne karşı direnç ge-

liştirmesini sağlamıştır. Çalışma sonunda 

elde edilen transgenik tavukların enfeksi-

yondan tamamen korunduğu ve bu gen dü-

zenlemesinin tavukların gelişimi ve genel 

sağlık durumu üzerinde herhangi bir olum-

suz etkisinin olmadığı gösterilmiştir. Bu 

çalışma CRISPR-Cas teknolojisinin kümes 

hayvanlarında alternatif bir hastalık kont-

rol stratejisi olarak kullanılabileceğini gös-

termiştir. 

CRISPR-Cas teknolojisi bazı biyomedikal 

ürünlerin hayvanlar tarafından üretilme-

sine de imkân sağlamaktadır. Örneğin; in-

san serum albümini, insan fizyolojisinde 

kritik fonksiyonları olan bir plazma prote-

ini olup karaciğer yetmezliği ve travmatik 

şok gibi birçok hastalığın tedavisinde kul-

lanılmaktadır. İnsan albümini üretmekte 

kullanılan kanın yetersiz olması ve bazı 

hastalık risklerini taşıması nedeniyle, alter-

natif üretim kaynaklarına ihtiyaç duyul-

maktadır. Bu nedenle araştırmacılar insan 

albüminini domuzlara ürettirmek için 

CRISPR-Cas9 teknolojisini kullanmışlar-

dır. İnsanlarda serum albümini üretiminden 

sorumlu rHSA lokusu, domuz genomuna 

CRISPR-Cas teknolojisini kullanılarak ek-

lenmiştir. Sonuçlar domuz zigotlarında ho-

molog rekombinasyonun oldukça verimli 

bir şekilde gerçekleştiğini göstermiştir. 

Ayrıca manipüle edilmiş zigotlardan doğan 

16 domuz yavrusunun da aynı geni taşıdığı 

ve bu yavruların kanında insan albüminin 

bulunduğu gösterilmiştir (Peng vd., 2015). 

Başka bir çalışmada ise insan interferon 

proteinlerinin ticari olarak üretimi için 

transgenik tavukların kullanımı amaçlan-

mıştır. Bu amaçla tavuk ovalbümin loku-

suna hIFN- β (human interferon beta) geni 

CRISPR-Cas9 teknoloji kullanılarak yer-

leştirilmiş (integrating) ve yumurta akında 

hIFN-β proteinlerinin üretilebileceği göste-

rilmiştir. Çalışma sonuçları, yumurta 

akında hedef proteinin yüksek verim ve 

stabilitede üretilebileceğini ve bu üretim 

stratejisinin endüstriyel uygulamalar için 

de uygun olduğunu göstermiştir (Oishi vd., 

2018). 

Yukarıda verilen örneklerin dışında çiftlik 

hayvanlarında üretkenlik özelliklerini ge-

liştirme (Crispo vd., 2015; Van Eenennaam 

vd., 2019), bulaşıcı veya bulaşıcı olmayan 

hastalıklara karşı direnç kazandırma (Liu 

vd., 2014; Gao vd., 2017; Whitworth vd., 

2019) ve hayvan refahını artırma (Yunes 

vd., 2019; Kurtz ve Petersen 2019) gibi 

çiftlik ortamında hayvanların adaptasyon 

ve dayanıklılığını iyileştirmeye yönelik ih-

tiyaç duyulan diğer ıslah çalışmalarında da 

CRISPR-Cas teknolojisinden  faydalanıla-

bileceği gösterilmiştir.   

5.3. Bitkisel üretimdeki uygulamalar 

CRISPR-Cas sisteminin bitki hücrelerinde 

hedef DNA dizileri üzerinde DSB'ler üret-

mede oldukça işlevsel olduğu ve hücresel 
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tamir mekanizmaları ile onarılan DSB'lerin 

hem dikot hem de monokot bitkilerde he-

deflenen genom modifikasyonlarını elde 

etmek için kullanılabileceği bildirilmiştir. 

Örneğin; Feng vd., (2013),  Arabidopsis ve 

pirinçte çoklu genlerin yüksek verimde he-

deflenmiş mutajenezi için CRISPR-Cas 

teknolojisinin kullanılabileceğini göster-

mişlerdir. Bu çalışmanın hemen ardından 

Li vd. (2013), Arabidopsis ve Nicotiana 

bitkilerinde 7 farklı hedef bölge üzerinde 

çalışmış ve sentetik rehber RNA:Cas9 ta-

banlı genom düzenleme teknolojisinin bir-

den çok hedef için uygulanabilirliğini gös-

termişlerdir. Pirinçte verimi artırmak için 

yapılan bir çalışmada, DEP1 (Dense and 

Erect Panicle 1) genini hedefleyen çoklu 

CRISPR sgRNA'lar tasarlanmış ve hedef 

gende üretilen delesyonlar sayesinde daha 

kısa, daha dik ve yoğun çiçek salkımları 

olan mutant bitkiler elde edilmiştir (Wang 

vd., 2017). CRISPR-Cas9 teknolojisi kul-

lanarak olumsuz çevre koşullarına karşı 

yüksek hassasiyeti olan çeltiğin çeşitli stres 

faktörlerine karşı dayanıklılığını artırmayı 

amaçlayan birçok çalışma yapılmıştır. 

Yine pirinçte yaygın bir sorun olan Xant-

homonas oryzae'nin neden olduğu bakteri-

yel yanıklık hastalığını önlemeye yönelik 

olarak yapılan bir çalışmada, CRISPR-

Cas9 teknolojisi kullanılarak hastalığa yat-

kınlık geni olan OsSWEET13'ün promo-

törü hedef alınmış ve hastalığa dirençli iki 

knock-out mutant üretilmiştir (Zhou vd., 

2015). Çin'de CRISPR-Cas sistemi kullanı-

larak yapılan bir çalışmada, soya fasulyele-

rinde fotoperiyot çiçeklenme zamanını 

kontrol eden GmFT2a geninde mutasyon-

lar yapılmıştır. Böylece hem uzun gün hem 

de kısa gün koşullarında geç çiçeklenen ve-

jetatif büyüme süresi daha uzun mutantlar 

elde edilmiş ve bu özelliğin sonraki nesil-

lere istikrarlı bir şekilde aktarıldığı göste-

rilmiştir (Cai ve diğerleri, 2018). 

Wang vd., (2014), CRISPR-Cas9 sistemi-

nin, hekzaploid ekmeklik buğdayda faydalı 

genetik özellikler oluşturmak için kullanı-

labileceğini bildirmişlerdir. Mısırda dört 

farklı gen hedeflenerek yapılan bir çalış-

mada da CRISPR-Cas9 teknolojisi ile TA-

LEN yöntemi karşılaştırılmıştır. Araştır-

macılar, mısırda genom düzenlemesi için 

iki tekniğin de kullanılabileceğini ancak 

CRISPR/Cas sisteminin, klonlama ve mul-

tipleks genom düzenleme açısından daha 

avantajlı olduğunu tespit etmişlerdir (Li-

ang vd., 2014).  

Son yıllarda kakao üretiminde zararlılara 

karşı daha dirençli, yüksek verimli, kurak-

lığa dayanıklı, aroma ve çekirdek kalitesi 

artırılmış çeşitler elde etmek amacıyla çok 

sayıda genom düzenleme çalışmaları yapıl-

mıştır. Bu amaçla yapılan bir çalışmada, 

savunma yanıtını baskılayan TcNPR3 

(Non-Expressor of Pathogenesis-Related 

3) geni CRISPR-Cas9 teknolojisi kullanı-

larak başarılı bir şekilde silinmiştir (Fister 

vd., 2018). Ancak genom düzenlemesi yo-

luyla elde edilen bu mutant kakao çeşitleri-

nin küresel kakao pazarına uyumu, üretici 

ve tüketici tarafından kabul edilebilirliği 

hala tartışılmaktadır (Etaware, 2021).  

CRISPR-Cas teknolojisinin en fazla uygu-

landığı ürünlerden birisi olan domates; ba-

sit diploid kalıtımı, yüksek üreme verimi, 

kısa büyüme periyodu, genetik dönüşüm 

kolaylığı nedeniyle kapsamlı araştırmalara 

konu olmuş model bir bitkisel üründür. Do-

mateste yaprak şekilleri üzerinde yapılan 

çalışmalar, CRISPR-Cas teknolojisi ile 

elde edilen genetik mutasyonların kalıtsal 

olduğunu göstermiştir (Wang vd., 2019). 

Brooks vd. (2014) tarafından yürütülen bir 

çalışmada, domates yapraklarının tipik bir-

leşik ve yassı görünümünden sorumlu olan 

SlAGO7 (Argonaute7) geni hedef alınmış 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2018.00985/full#B134
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2018.00985/full#B134
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ve bu genin CRISPR-Cas9 teknolojisi  kul-

lanılarak silinmesi ile iğne veya sırım ben-

zeri yaprak görünümünün ortaya çıktığı 

bildirilmiştir. Elde edilen sonuçlar, 

CRISPR-Cas teknolojisinin domatesin fe-

notipik özelliklerinin değiştirilmesinde ba-

şarıyla kullanabileceğini ve bu teknoloji ile 

yapılan genom düzenlemelerinin kalıtsal 

olduğunu göstermiştir. 

Cermák vd. (2015) tarafından yapılan bir 

çalışmada domates genomunda geleneksel 

DNA aktarım yöntemlerine kıyasla (örne-

ğin Agrobacterium) daha yüksek frekans-

larda kalıtsal modifikasyonlar oluşturmak 

için geminivirüs replikonlarını kullanmış-

lardır. Antosiyanin biyosentezini kontrol 

eden ANT1 (Anthocyanin Mutant 1)  geni-

nin baş kısmına güçlü bir promotör yerleş-

tirilmiş ve böylece domates dokularında 

antosiyaninin yüksek miktarda üretimi ile 

mor renkli domatesler elde edilmiştir. Ça-

lışmada hem TALEN hem de CRISPR-

Cas9 teknolojisi kullanılmış ve her iki yön-

temin de geminivirüs replikonları ile kom-

binasyonunun gen hedefleme etkinliğini 

artırdığı gösterilmiştir. Ayrıca domatesler-

deki modifikasyonun kalıtsal olduğu ve 

replikon dizilerinin hedef bölge dışında en-

tegrasyonuna dair bir kanıt bulunamadığı 

bildirilmiştir. 

CRISPR-Cas teknolojisi bitkisel ürünlerin 

besin içeriğini artırmak için de kullanılmış-

tır. Örneğin Andersson vd., (2017) tarafın-

dan yapılan bir çalışmada tetraploid patates 

türü olan Solanum tuberosum’un besin içe-

riğini artırmak için patates protoplastla-

rında amiloz sentezinden sorumlu GBSS 

(Granule-Bound Starch Synthase) enzi-

mini kodlayan gen silinerek nişasta kalitesi 

artırılmıştır.  

Yukarıda verilen örneklerin dışında bitki-

sel üretimde; herbisit toleransı (Sun vd.,  

2016), kuraklık direnci (Shi vd., 2017), 

tane verimi (Zhou vd., 2019), bitki büyük-

lüğü ve ağırlığının (Rodríguez-Leal vd., 

2017; Wang vd., 2018) artırılması, biyotik 

ve abiyotik streslere direnç kazandırılması 

(Pyott vd., 2016; Xu vd., 2019; Ren vd., 

2016), duyusal ve besinsel özelliklerin 

(Sun vd., 2017; Dong vd., 2020) geliştiril-

mesi gibi verimi ve kaliteyi artırmaya yö-

nelik ıslah çalışmalarında da CRISPR-Cas 

teknolojisinden yararlanılabileceği göste-

rilmiştir. 

5.4. Gıda endüstrisindeki uygulamalar 

Gıda mühendisliğinde CRISPR sistemleri-

nin uygulamaları arasında; starter kültürle-

rin virüslere karşı aşılanması, genotiplen-

dirme, antibiyotik direnç genlerinin bakte-

riler tarafından alınmasının ve yayılması-

nın kontrol edilmesi ve probiyotik kültürle-

rin modifikasyonu yer almaktadır (Barran-

gou ve Doudna 2016). Süt ürünlerinin fer-

mantasyonunda kullanılan Streptococcus 

thermophilus starter kültürünün virüslere 

karşı aşılanmasında elde edilen başarı, gıda 

endüstrisinde CRISPR-Cas sistemlerinin 

kullanımının yolunu açmıştır (Selle ve Bar-

rangou 2015). Ayrıca gıda güvenliğini ar-

tırmak ve raf ömrünü uzatmak amacıyla 

gıda kaynaklı patojen mikroorganizmaların 

kontrolüne yönelik yapılan çalışmalarda da 

CRISPR-Cas sisteminin kullanılabileceği 

bildirilmiştir (Barrangou ve Notebaart, 

2019; Eş vd., 2019). Gomaa vd. (2014) ta-

rafından yapılan bir çalışmada, Tip I-E 

Cas3 enzimi kullanılarak tasarlanan 

CRISPR-Cas sistemi spesifik olarak E. coli 

strainlerini yok etmek için kullanmıştır. Bu 

yaklaşım kısa bir süre sonra Tip II Cas9 

kullanılarak E. coli ve Staphylococcus au-

reus’ta da denenmiş ve CRISPR-Cas9 sis-

temlerinin antibakteriyel potansiyeli değer-

lendirilmiştir (Citorik vd., 2014; Bikard 

vd., 2014). 
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Gıda endüstrisinde starter kültür veya pro-

biyotik olarak kullanılan laktobasillerin ge-

nomlarının %62,9'unda ve bifidobakterle-

rin ise genomlarının %77'sinde CRISPR 

lokusları bulunmaktadır. Özellikle ferman-

tasyonla üretilen karışık mikrobiyotaya sa-

hip ürünlerde farklı türleri ayırmak için 

CRISPR lokuslarının genotipleme ama-

cıyla kullanılabileceği gösterilmiştir (Stout 

vd., 2017). Bu alanda ilk çalışmalardan biri 

turşularda bozulmaya neden olan, özellikle 

salatalık turşularında aromayı bozarak üre-

timi olumsuz etkileyen Lactobacillus 

buchneri üzerinde yapılmıştır. L. buchneri 

genomlarında CRISPR-Cas sistemlerinin 

oluşumu ve çeşitliliği belirlendikten sonra,  

36 nükleotidlik Tip II-A CRISPR lokusu-

nun tanımlama için kullanımı başarılı so-

nuçlar vermiştir (Briner ve Barrangou, 

2014). CRISPR lokusları ayrıca fermente 

etlerde sıklıkla kullanılan Enterococcus fa-

ecalis ve probiyotik rolleri ile bilinen Lac-

tobacillus gasseri ve Bifidobacterium’un 

genotiplemesi amacıyla da kullanılmıştır 

(Hullahalli vd., 2015; Sanozky-Dawes vd., 

2015; Briner vd., 2015). 

6. Potansiyel Riskler ve Yasal Düzenle-

meler 

CRISPR-Cas sistemi bir genom düzenleme 

aracı olarak tanınmasının ardından birçok 

model organizma üzerinde denenmiş, ve-

rimliliği, hassasiyeti ve geniş uygulama 

alanı nedeniyle kısa sürede oldukça popü-

ler bir yöntem haline gelmiştir (Ledford, 

2015). CRISPR teknolojisinin farklı ge-

nom tiplerini benzeri görülmemiş bir ko-

laylıkla düzenleme yeteneği, uluslararası 

bilim camiasında büyük bir heyecan oluş-

tururken potansiyel olarak birçok ahlaki, 

etik, politik ve güvenlik riskilerini de bera-

berinde getirmiştir (Memi vd., 2018; Bro-

kowski ve Adli, 2019).  

6.1. Tedavi amaçlı uygulamalardaki 

riskler ve yasal düzenlemeler 

CRISPR-Cas genom düzenleme tekniğinin 

en önemli uygulaması, şüphesiz genetik 

hastalıkların tedavisine yönelik tıbbi 

amaçlı kullanımlarıdır. Genel olarak, gen 

tedavisi; somatik ve germ hattı gen tedavisi 

olarak iki şekilde kategorize edilebilir. So-

matik gen tedavisi, bir insanın germ 

(üreme) hücreleri dışındaki hücrelerin 

DNA dizilerini hedef alan düzenlemeleri 

ifade eder. Somatik hücre gen tedavisi, te-

davi edilen kişiyle sınırlı olan ve sonraki 

nesillere aktarılmayan kemik iliği, kan ve 

deri gibi hücrelerdeki değişiklikleri içerir 

(Smith, 2003). CRISPR ile ilgili asıl tartış-

malar genlerin kalıcı olarak modifiye edil-

mesini hedefleyen germ hattı düzenlemele-

ridir. Germ hattı gen tedavisi, gelişimin er-

ken evrelerinde yumurta hücreleri, sperm 

hücreleri ve embriyonik kök hücreler üze-

rinde yapılan düzenlemelerdir (Kalidasan 

vd., 2021). 

CRISPR-Cas sistemi oldukça başarılı bir 

genom düzenleme tekniği olsa da tedavi 

amaçlı uygulamalarda bazı teknik sorunlar 

yaşanabilmektedir. Bunlardan en önemlisi 

CRISPR-Cas tekniğine dayalı genom dü-

zenlemesinin hedef dışı (off-target editing) 

etkileridir. CRISPR-Cas9 tabanlı genom 

düzenlemesinin, insan, fare ve sıçan hücre 

hatlarında hedef dışı değişikliklere neden 

olduğunu gösteren çalışmalar mevcuttur 

(Anderson vd., 2018; Aryal vd., 2018; Fu 

vd., 2013). Terapötik amaçlı CRISPR-Cas 

uygulamalarında hedef dışı düzenleme, 

fonksiyonel genlerde fonksiyon kaybı ile 

sonuçlanan mutasyonlara (off-target muta-

tion) veya hedef DNA dizisi dışındaki site-

lere bağlanma ve kırılma nedeniyle hasta-

lık indükleyen genin yanlış onarımı gibi so-

runlara neden olabilmektedir. Dahası bu 
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hedef dışı mutasyonlar, genomu düzenle-

nen bireylerde bugünden öngörülemeyen 

ancak gelecekte ortaya çıkabilecek kanser 

veya diğer ciddi komplikasyonlara neden 

olabilecek etkiler oluşturma potansiyeline 

sahiptir (Zhang vd., 2020). CRISPR-Cas 

uygulamalarında ortaya çıkan diğer bir 

önemli problem de mozaikliktir. CRISPR-

Cas uygulaması ile hedeflenen genom dü-

zenlemeleri, embriyonik gelişimin farklı 

aşamalarındaki hücrelerin yalnızca bir kıs-

mında gerçekleşirse “mozaiklik” oluşabil-

mektedir. Mozaiklik, genomu düzenlenen 

birçok hayvan modeli ve insan embriyola-

rında oldukça sık rastlanan bir durumdur. 

Bu tür heterojen düzenlemeler, hastalığa 

neden olan mutasyonun onarılmasında sık-

lıkla başarı sağlayamadığı gibi bir takım is-

tenmeyen mutasyonlara da neden olabil-

mektedir (Mehravar vd., 2019). 

Teknik başarısızlıklar yaşanmasa bile germ 

hattı genom düzenleme teknolojisinin bi-

reyi, aileyi ve toplumu olumsuz etkileye-

cek bir takım sonuçlar üretme potansiyeli 

mevcuttur. Özellikle öjeni, sosyal adalet ve 

tedaviye eşit erişim konusunda önemli en-

dişeler vardır.  Öjeni, olumlu özellikleri ko-

ruyan fakat olumsuz özellikleri ortadan 

kaldıran bir kavramdır. Bu bağlamda, germ 

hattı modifikasyonu, genetik çeşitliliğin 

kaybolmasına neden olabileceği gibi mü-

kemmel özelliklere sahip çocukların (tasa-

rım bebekler) doğmasına da yol açabile-

cektir. Dolayısıyla yalnızca belirli bir sos-

yoekonomik sınıftan insanların elde edebi-

leceği fiziksel ve zihinsel yeteneklerin, top-

lumdaki bazı bireylere haksız bir üstünlük 

kazandırma ihtimali endişe oluşturmakta-

dır (Coller, 2019). 

2015 yılında, MIT Technology Review’de 

basılan "Mükemmel Bebeği Tasarlamak” 

başlıklı makalede, Çin ve Birleşik Kral-

lık'taki bilim adamlarının yanı sıra 

ABD’deki üç araştırma merkezinin insan 

germ hattı hücreleri ve embriyolarının mo-

difikasyonu üzerinde çalıştığı açıklanmıştır 

(Regalado, 2015). Bu makaledeki açıkla-

malar, aynı yıl Çin’li bir araştırma grubu 

tarafından insan embriyolarında genom dü-

zenleme amacıyla CRISPR-Cas sisteminin 

başarılı bir şekilde kullanıldığını bildiren 

çalışma (Liang vd., 2015) ile doğrulanmış-

tır.  

Bu gelişmeler karşısında harekete geçen ve 

2015 yılında Napa Valley toplantısında bir 

araya gelen bir grup bilim insanı ve etik uz-

man, CRISPR-Cas’ın bilimsel, yasal, etik 

ve biyomedikal sonuçlarını tartışmışlardır 

(Baltimore vd., 2015). Bu toplantının ar-

dından ABD Ulusal Bilim, Mühendislik ve 

Tıp Akademileri (NASEM) tarafından Çin 

Bilimler Akademisi ve İngiltere Kraliyet 

Cemiyeti’nin de katıldığı “Uluslararası İn-

san Geni Düzenleme Zirvesi” organize 

edilmiştir (Ormond vd., 2017). Bu ulusla-

rarası organizasyonda gen düzenleme tek-

nikleri ve yasal düzenlemeleri tartışmak 

üzere birçok uzman bir araya gelmiştir. 

Programın ardından kararları özetleyen  

“İnsan Genom Düzenleme: Bilim, Etik ve 

Yönetim” adlı bildiri yayınlanmıştır. Bu 

bildiriye göre insan geni düzenleme çalış-

maları; 1) temel klinik araştırmalar, 2) so-

matik hücre uygulamaları, 3) germ hücre-

lerindeki (gamet, zigot ve embriyolar) uy-

gulamalar olmak üzere sınıflandırılmıştır. 

Tedavi amaçlı CRISPR-Cas teknolojileri-

nin kullanımında asıl tartışma konusu germ 

hattına yönelik düzenlemeler olmuştur. So-

matik hücrelerde genom düzenlemesi, yal-

nızca uygulamaya maruz kalan hücrelerle 

sınırlı kaldığından kalıtsal etkileri bakı-

mından daha düşük bir risk oluşturmakta-

dır. Ancak germ hattının düzenlemesinde, 

düzenleme bireyin üreme hücresinde yapıl-

dığı için genetik modifikasyon kalıcı ol-

makta ve sonraki nesillere taşınmaktadır. 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/somatic-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/somatic-cell
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Bu nedenle germ hattı modifikasyonu, ge-

netik hastalıkların tedavisi veya tamamen 

ortadan kaldırılması bakımından büyük bir 

potansiyele sahip olsa da sosyal, etik ve po-

litik etkileri ve suistimal riski nedeniyle 

eşine az rastlanır tartışmalara neden olmuş-

tur (NASEM, 2017; Memi vd., 2018). NA-

SEM raporu, bugüne kadar, insan genomu-

nun düzenlenmesiyle ilgili endişelerin ana-

lizini yapan belki de en kapsamlı rapor ol-

muştur. NASEM raporunda, germ hattı dü-

zenlemesini içeren klinik denemelerin, tek-

nik ve güvenlik ile ilgili riskler ancak çok 

daha iyi anlaşıldığında başlayabileceği ön 

görülmüştür (NASEM, 2017).   

2018 yılında, Çinli araştırmacı He Jiankui 

tarafından ilk “CRISPR bebekleri”nin dün-

yaya geldiğini duyurulması tartışmaları 

daha da tırmandırmıştır. Anne karnındaki 

HIV’li bebeklere HIV virüsüne karşı bağı-

şıklık kazandırmak amacıyla CCR5 (CC 

chemokine receptor 5) genini silmek için 

CRISPR-Cas9 tekniğini uygulayan He Ji-

ankui, Lulu ve Nana takma adları ile bili-

nen ilk genetik olarak düzenlenmiş ikizleri 

üretmiştir. Bilim insanları, kapsamlı bir şe-

kilde araştırılmamış veya henüz tam olarak 

tespit edilmemiş riskler nedeniyle embriyo 

üzerinde bu tip modifikasyonların insan 

genomunu kalıcı olarak değiştirebileceği 

dahası beklenmeyen sonuçlara yol açabile-

ceği düşüncesiyle riskli olduğunu bildir-

mişlerdir (Normile, 2018).  

Bu gelişmeler üzerine 2019 yılında Emma-

nuelle Charpentier’in de yer aldığı bir grup 

araştırmacı germ hattı düzenlemelerinin 

klinik kullanımlarıyla ilgili küresel bir mo-

ratoryum çağrısında bulunmuştur. Araştır-

macılar küresel moratoryum ile kalıcı bir 

yasağın kastedilmediğini ancak ulusların 

belirli koşullar karşılanıncaya kadar “kli-

nik germ hattı düzenlemelerinin” herhangi 

bir amaçla kullanımını onaylamaması için 

çağrıda bulunmuşlardır. Önerilen morator-

yumun, germ hattı düzenlemelerinin klinik 

kullanımına izin verilmeyen "sabit bir 

süre" ile sınırlı olduğunu ve bu sürenin tek-

nik, bilimsel, tıbbi, toplumsal, etik ve ah-

laki konular üzerinde tartışmalar yapmak 

ve uluslararası bir çerçeve oluşturmak için 

gerekli zamanı kazandıracağını ifade et-

mişlerdir. Ayrıca moratoryumun, embriyo 

transferini içermemesi koşuluyla, araş-

tırma amaçlı germ hattı düzenlemeleri ile 

DNA modifikasyonlarının kalıcı olmadığı 

insan somatik hücrelerine uygulanan te-

davi amaçlı genom düzenlemelerini kapsa-

madığını bildirmişlerdir (Lander vd., 

2019). 

Burada erken evre insan embriyolarının, 

gametlerinin veya onların öncül hücreleri-

nin genetik olarak düzenlenmesinde, amaç-

ları ve sonuçları birbirinden farklı olan iki 

uygulama karşımıza çıkmaktadır. Bunlar-

dan ilki, genetiği değiştirilmiş embriyola-

rın, embriyo transferi yoluyla genomu de-

ğiştirilmek istenen bir insanın doğumuna 

yönelik süreçlerde kullanımına dayanan ve 

germ hattı genom düzenlemelerinin klinik 

kullanımını ifade eden “kalıtsal genom dü-

zenlemesi”dir. Diğeri ise, gamet öncü hüc-

releri, eşey hücreleri veya erken evre emb-

riyolarda genetik modifikasyonlar oluştur-

mayı hedeflemekle birlikte ortaya çıkan 

genetiği değiştirilmiş embriyoların kalıtsal 

genom düzenlemesinden farklı olarak 

üreme amaçlı kullanılmadığı araştırma 

amaçlı “germ hattı genom düzenlemesi”dir 

(Ormond vd., 2017). Araştırma amaçlı 

germ hattı genom düzenlemeleri, çoğun-

lukla insan embriyolarının gelişiminin iz-

lenmesi, embriyonun DNA onarım meka-

nizmalarının ve hücre kaderini belirleyen 

anahtar genlerin oynadığı rolün anlaşılma-

sına yönelik çalışmalarda kullanılmaktadır 

(Baylis vd., 2020). 
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Bugün birçok ülkede insan genomunu dü-

zenleme tekniklerinin kullanımıyla ilgili 

düzenleyici politikalar (mevzuat, yönetme-

likler, yönergeler ve uluslararası anlaşma-

lar) mevcuttur. Baylis vd. (2020), dünya 

genelinde insan genomunun düzenlenme-

sine ilişkin politikaları analiz etmek için 

2020 yılında 106 ülkeyi kapsayan bir ta-

rama yapmışlardır. Araştırmacılar, analiz 

ettikleri ülkelerin 96'sında erken evre insan 

embriyolarını, gametlerini veya onların ön-

cül hücrelerini kalıtsal olarak değiştirmeyi 

amaçlayan genom düzenleme tekniklerinin 

kullanımıyla ilgili politikaların mevcut ol-

duğunu tespit etmişlerdir. Ancak bu ülke-

lerin hiçbirinde genetiği değiştirilmiş emb-

riyoların in vitro kullanımına (kalıtsal ge-

nom düzenlemesi) açıkça izin verilmedi-

ğini bildirmişlerdir.  Diğer taraftan araş-

tırma amaçlı insan germ hattı genom dü-

zenlemelerine yönelik politikaların ülke-

den ülkeye farklılık gösterdiği tespit edil-

miştir. Amerika Birleşik Devletleri, Birle-

şik Krallık, Japonya, Çin, İrlanda ve Hin-

distan’ın da içinde bulunduğu 11 ülkede bu 

araştırmalara izin verilirken, Brezilya, Al-

manya, Kanada, İsveç, İsviçre, Yunanistan, 

Malezya ile birlikte toplam 23 ülkede ya-

saklandığı tespit edilmiştir. Ancak analiz 

edilen ülkelerin büyük çoğunluğunda araş-

tırma amaçlı germ hattı genom düzenleme-

lerini özel olarak ele alan yasal düzenleme-

lerin henüz bulunmadığı rapor edilmiştir. 

6.2. Bitkisel üretimdeki riskler ve yasal 

düzenlemeler 

Bitkisel ürünlerin hastalık direnci, verim, 

stres adsaptasyonu ve besin bileşiminin iyi-

leştirilmesi gibi önemli genetik özellikle-

rini geliştirmeye yönelik çalışmalarda 

CRISPR-Cas sistemi etkin bir şekilde kul-

lanılmıştır (Pfeiffer, 2018). Ancak bu yön-

temle genomu düzenlenen ürünlerin oluşa- 

bileceği riskler, bu ürünlerin GDO'lardan 

hangi yönlerden farklı olduğu ve yasal ola-

rak nasıl düzenlenmesi gerektiği gibi konu-

lar hâlâ tartışılmaya devam etmektedir. Bu 

tartışmalar genel olarak; hedef dışı mutas-

yonların varlığı ve sıklığı, CRISPR-Cas 

ürünleri için kullanılan risk değerlendirme 

yöntemlerinin uygun veya yeterli olup ol-

madığı ve GDO ile ilgili mevcut düzenle-

melerin CRISPR-Cas ile düzenlenen ürün-

lere uygulanıp uygulanamayacağı üzerinde 

odaklanmıştır (Ran vd., 2013; Ahmad vd., 

2021). 

Hedef dışı mutasyonlar, CRISPR-Cas uy-

gulamalarında ortaya çıkan en önemli risk-

lerden biridir.  Bitki genomunda hedef dışı 

mutasyonların oluşma oranı ve bunların 

nasıl ortadan kaldırılacağına yönelik yoğun 

araştırmalar yapılmaktadır (Zischewski 

vd., 2017). Son araştırmalar, CRISPR-Cas 

sistemi ile genomu düzenlenen bitkilerde 

hedef dışı mutasyonların oldukça düşük 

sıklıkta veya nadiren görüldüğünü ortaya 

koymuştur (Anderson vd., 2016; Li vd., 

2019b). Bu çalışmalar, CRISPR-Cas siste-

minin bitki genomunda beklenmeyen he-

def dışı etkilerinin çok az olduğunu göster-

sede, herhangi bir CRISPR-Cas uygulama-

sında tüm hedef dışı etkilerin saptanması-

nın kritik önem taşıdığı vurgulanmaktadır 

(Manghwar vd., 2020).  

Diğer bir önemli tartışma konusu ise, 

CRISPR-Cas ile düzenlenen ürünlerin ge-

netiği değiştirilmiş organizmalar (GDO) 

kapsamına girip girmediğidir (Barrangou 

ve Notebaart, 2019). Biyoteknolojik ürün-

lerin resmi kontrolü, takibi ve sağlık yö-

nünden kontrolü konusunda ilk düzenleme 

1990 yılında Uluslararası Gıda Biyotekno-

loji Konseyi tarafından yapılmıştır. Dünya 

Sağlık Örgütü (WHO) ve Gıda ve Tarım 

Örgütü (FAO), birlikte çalışarak, rekombi- 
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nant DNA teknolojisi ile üretilen ürünler 

için dünyaca kabul görmüş yasal düzenle-

meler getirmiştir. Bugün rekombinant 

DNA teknolojisine dayalı ürünlere yönelik 

yasal düzenlemelerin CRISPR-Cas uygula-

maları için de geçerli olup olmayacağı tar-

tışmalıdır. Bu tartışmanın odak noktasını 

ise, NHEJ onarım mekanizmasına dayalı 

CRISPR teknolojisi ile üretilen ürünlerin 

yabancı DNA içermediği için GDO kapsa-

mında değerlendirilip değerlendirilmeye-

ceği oluşturmaktadır (Charo ve Greely, 

2015).  

GDO'lar, yabancı kaynaklı bir genin ko-

nakçı genomuna eklenmesine dayanan 

transgenik bir yaklaşımla üretilirken,  

NHEJ onarım mekanizmasının kullanıldığı 

CRISPR-Cas sisteminde,  değişiklikler en-

dojen genler üzerinde yabancı bir DNA’ya 

ihtiyaç duyulmaksızın organizmanın kendi 

DNA tamir mekanizmaları etkinleştirilerek 

(knock out) yapılmaktadır (Globus ve 

Qimron, 2018; Li vd., 2019c) Dolayısıyla, 

bu şekilde genomu düzenlenmiş bitkilerin 

genetik özellikleri, geleneksel genetiği de-

ğiştirilmiş organizmalardan (GDO'lar) 

farklı, ancak doğal veya mutajenez yakla-

şımıyla üretilen ürünlere benzemektedir. 

Bu bakış açısı ile değerlendirildiğinde 

CRISPR ile üretilen ve transgen içermeyen 

bitkiler, nihai üründe ekzojen DNA'ya sa-

hip olmadığı için, ortaya çıkan bitkisel 

ürünler GDO düzenlemesi kapsamına gir-

memektedir. Ayrıca, CRISPR-Cas’ın 

knock out mekanizması kullanılarak dü-

zenlenen bitkiler, önceki genetik modifi-

kasyon tekniklerinden farklı olarak ya-

bancı DNA içermedikleri için, nispeten 

daha az riskli ve etik olarak daha kabul edi-

lebilir bulunmaktadır (Bartkowski vd., 

2018; Li vd., 2019c; Schulman vd., 2020). 

Bunun aksine CRISPR-Cas’ın knock-in 

mekanizması ile düzenlenen bitkilerin, ya-

bancı DNA içermeleri nedeniyle potansi-

yel olarak GDO’lara benzer riskler taşıdığı 

düşünülmektedir. Bu ürünlerle ilgili endi-

şelerin başında, genetiği değiştirilmiş (GD) 

ürünlerdeki gibi transgenlerin doğal türlere 

geçerek biyolojik çeşitliliği ve çevreyi 

olumsuz etkileme riski gelmektedir.  Özel-

likle bu ürünlerle beslenen böcek ve zarar-

lılarda pestisitlere karşı direnç gelişimi ile 

ilgili ciddi endişeler duyulmaktadır (Zhang 

vd., 2020; Turnbull vd.,2021).  

Bugün birçok bilim insanı, CRISPR kulla-

nılarak yapılan değişikliklerin doğal veya 

geleneksel ıslahtan farklı olmadığını ve bu 

nedenle CRISPR tarafından düzenlenen 

çeşitlerin mevcut GDO düzenlemelerine 

tabi olmaması gerektiğini savunmaktadır. 

Buna karşılık bazı bilim insanları ise bu 

teknolojiler tarafından geliştirilen ürünle-

rin genetiğinin değiştirilmiş olduğu bu ne-

denle potansiyel olarak GDO düzenlemele-

rine tabi olması gerektiğini düşünmektedir. 

Bu görüşler ülkelerin politikalarına da yan-

sımıştır. Örneğin ABD’de, knock-out tek-

niği kullanılarak üretilen ürünler GDO’lara 

uygulanan düzenlemelerin dışında tutulur-

ken, AB’de bu ürünler için mevcut GDO 

düzenlemeleri geçerliliğini korumuştur 

(Ahmad vd., 2021). Avrupa Adalet Divanı 

(The European Court of Justice-ECJ) tara-

fından, 25 Temmuz 2018'de CRISPR-Cas 

gibi genom düzenleme teknolojileri kulla-

nılarak üretilen ürünler, genetiği değiştiril-

miş organizmalar (GDO'lar) olarak kabul 

edilmiş ve CRISPR-Cas ile düzenlenen bü-

tün ürünler için geleneksel GDO ürünlerine 

uygulanan kuralların uygulanmasına karar 

verilmiştir. Diğer taraftan birçok ülkede bu 

konularla ile ilgili tartışmaları hâlâ devam 

etmekte ve yasal düzenlemelerde sıklıkla 

değişiklik yapılmaktadır (Ishii, 2017; Ah-

mad vd., 2021).  
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ABD’de transgen içermeyen CRISPR-Cas 

kaynaklı düzenlemelerin (knock-out) yasal 

statüsü GDO mevzuatından farklıdır. Ta-

rım Bakanlığı (USDA), CRISPR-Cas’in 

knock-out mekanizması ile düzenlenmiş 

bitkisel ürünleri, GDO’lara uygulanan ağır 

kısıtlamaların dışında bırakarak serbestçe 

yetiştirilip satılabileceğini bildirmiştir 

(Waltz, 2018).  Bugüne kadar ABD'de 

CRISPR-Cas teknolojisi ile üretilen 5 

ürüne GDO’lara uygulanan yasal düzenle-

melerden muaf tutularak onay verilmiştir. 

Bunlardan ilki, yenilebilir mantarlarda es-

merleşmeye neden olan polifenol oksidaz 

geninin CRISPR-Cas teknolojisiyle silin-

mesi ile elde edilmiş esmerleşmeye karşı 

dirençli beyaz kültür mantarı (Agaricus 

bisporus)’dır. İkinci ürün mısırda (Zea 

mays) endojen bir gen olan Wx1'in inakti-

vasyonu ile üretilmiş amilopektin açısın-

dan zengin mumlu mısır olarak adlandırı-

lan üründür (Waltz, 2016).  Yasal sınırla-

maya tabi olmayan CRISPR teknolojisiyle 

modifiye edilmiş ürünlerin listesine, 2017 

yılında, omega-3 içeriği arttırılmış bir yağ 

bitkisi olan ketencik (Camelina sativa), 

Drb2a ve Drb2b genleri inaktive edilerek 

kuraklığa ve tuzluluğa karşı dayanıklılık 

kazandırılan soya fasulyesi (Glycine max) 

ve ID1 (Inhibitor Of DNA Binding 1) geni-

nin inaktivasyonunun neden olduğu gecik-

meli çiçeklenme ile karakterize edilen yeşil 

tilki kuyruğu (Setaria viridis) bitkisi eklen-

miştir (Waltz, 2018; Kuluev vd., 2019). 

GDO’lar için yasal düzenlemeler, ürün 

veya süreç bazlı yaklaşımlar olarak katego-

rize edilmektedir.  Ürün temelli yasal dü-

zenlemeler, ürünleri geliştirmek için kulla-

nılan süreçleri dikkate almadan yeni bitki 

çeşitlerine odaklanmaktadır. Bu yakla-

şımda, sağlık veya çevre ile ilgili oluşabi-

lecek herhangi bir riskin, bitkinin üreti-

minde kullanılan genetik mühendisliği tek-

niklerinden değil de nihai üründen kaynak-

landığı kabul edilir. ABD, Hindistan, Ja-

ponya, Arjantin, Rusya, Avustralya ve Şili 

GDO ürünlerin kontrolünde ürün bazlı dü-

zenleyici yaklaşımları kullanmaktadır. 

Ürün tabanlı yaklaşımlar Dünya Ticaret 

Örgütü (WTO) serbest ticaret anlaşmala-

rıyla da uyumludur.   Sürece dayalı yasal 

düzenlemelerde ise, GDO ürünler ile GDO 

olmayan ürünler arasında farklılık, bitkinin 

üretiminde kullanılan yöntemlere göre be-

lirlenir. Ürün bazlı düzenlemelerin aksine 

süreç bazlı düzenlemelerde, potansiyel 

risklerin kaynağı kullanılan yöntemler-

dir. Bu yaklaşımda, genomunda doğal ola-

rak bulunmayan genleri içeren bitkinin, ge-

netik mühendisliği teknikleri kullanılarak 

üretildiği kabul edilir. AB ve Yeni Ze-

landa’da GDO ürünler için süreç bazlı dü-

zenlemeler geçerlidir. Sonuç olarak 

CRISPR-Cas ile düzenlenen ürünlerin gü-

venliği ve yasal düzenlemesi konusundaki 

küresel anlamda ortaya çıkan farklı uygu-

lamalar, çoğunlukla GDO ve CRISPR sü-

reçleri arasındaki benzerlik ve farklılıklar-

dan kaynaklanmaktadır. Bunun yanısıra 

GDO’lara ait  yasal düzenlemelerin kendi 

içinde ürün veya süreç bazlı yaklaşımlar 

olarak kategorize edilmesi durumu daha da 

karmaşık hale getimektedir (Ishii ve Araki, 

2016; Lassoued vd., 2019; Mubarik 

vd.,2021). 

6.3. Hayvansal üretimdeki riskler ve ya-

sal düzenlemeler 

Genom düzenleme teknolojileri, çiftlik 

hayvanlarında verimi artırma, çiftçilik faa-

liyetlerinin çevre üzerindeki olumsuz etki-

sini azaltma, hastalıkların kontrolü, hayvan 

refahını ve sağlığını iyileştirme gibi hay-

vancılık sektörünün geliştirmesine katkı 

sağlayacak çözümler sunmaktadır (Wei 

vd., 2015; Carlson vd., 2016). Geleneksel 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2018.00985/full#B108
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ıslah yöntemlerinde, üstün bir özelliğin ge-

liştirilmesi, uzun zaman alan, yüksek mali-

yetli ve zahmetli bir süreçtir. Buna karşılık 

genom düzenleme teknolojisi kullanarak, 

hedef özellikleri etkileyen anahtar genler 

hızlı bir şekilde düzenlenebilir ve sadece 

tek bir neslin düzenlemesi ile istenilen 

özelliklere sahip yeni bir genotip elde ede-

bilir (Ruan vd., 2017). Diğer düzenleme 

araçlarına (ZFN'ler, TALEN'ler) kıyasla 

spesifikliği ve verimi çok daha yüksek olan 

CRISPR/Cas9'un popularitesi göz önüne 

alındığında, yakın bir gelecekte genomu 

düzenlenmiş çok sayıda çiftlik hayvanın 

üretilmesi kaçınılmaz olacaktır (Raza vd., 

2021). Bu durum CRISPR/Cas9'un besici-

lik sektörüne getireceği artıları kadar eksi-

lerinin de kapsamlı bir şekilde değerlendi-

rilmesini zorunlu kılmaktadır. 

Hedef dışı düzenleme, genomu düzenlen-

miş hayvanlar ile ilgili en önemli endişe 

kaynaklarından birisidir. Mevcut genom 

düzenleme teknolojilerinin tümü, genomda 

hedef dışı mutasyonları indükleme potansi-

yeline sahiptir. Bu mutasyonlar genomu 

düzenlenmiş hayvanın sağlığı üzerinde po-

tansiyel bir risk oluşturmakla kalmayıp 

aynı zamanda bu hayvanlara ait ürünlerin 

tüketimi ile ortaya çıkabilecek uzun vadeli 

etkiler konusun da belirsizliklere neden ol-

maktadır (Ishii, 2017). Örneğin, CRISPR 

/Cas9 ile miyostatin geni düzenlenen hay-

vanlar, çift kas fenotipine sahip olmakla 

birlikte ölü doğum, erken evre ölüm, 

omurga deformitesi ve anormal yağ, şeker 

ve protein metabolizması gibi istenmeyen 

bazı etkiler de sergileyebilmektedirler 

(Yeh vd., 2017; He vd., 2018). Genomdaki 

istenmeyen değişiklikler, ürünün ticari de-

ğerini düşüren veya hayvan sağlığını ve re-

fahını açıkça etkileyecek bir olumsuzlukla 

sonuçlanabileceği gibi bu değişiklikler her 

zaman bu kadar belirgin de olmayabilir. 

Özellikle tümör baskılayıcı genlerin (örne-

ğin p53 geni) CRISPR/Cas düzenlemele-

rinden etkilenerek kanser riskini artırma 

potansiyeli bulunmaktadır (Haapaniemi 

vd., 2018). Hayvan sağlığına yönelik endi-

şelerin yanısıra, “kasıtlı genomik değişik-

liklerin (IGA)” veya herhangi bir istenme-

yen değişikliğin, hayvansal gıdaların bile-

şiminde veya besin içeriğinde birtakım de-

ğişiklikler oluşturup oluşturmadığı dikkate 

alınması gereken başka bir faktördür. Ör-

neğin, sütün bileşiminde istenmeyen deği-

şiklikler oluşturan IGA’lar, insanların özel-

likle bebeklerin sağlığını olumsuz etkileye-

bilir (Epstein vd, 2021).  

Genomu düzenlenmiş hayvanlarla ilgili en-

dişe oluşturan diğer bir konu da biyogüven-

lik için kritik önem arz eden izlenebilirlik-

tir. CRISPR-Cas9’un knock-in mekaniz-

ması kullanılarak genomu düzenlenmiş 

hayvanlarda değişiklikler, ekzojen gen içe-

ren geleneksel transgenik hayvanların ak-

sine genellikle ayak izi bırakmamaktadır. 

Bu durum genomu düzenlenmiş hayvanlar 

ve ürünlerinin üretim ve dağıtım aşamala-

rında izlenmesi ve kayıt altına alınmasını 

zorlaştırmakta ve izlenebilirliği sağlamak 

için yeni teknolojilere ihtiyaç duyulmakta-

dır (Ruan vd., 2017). 

Bugün birçok ülkede CRISPR/Cas dâhil 

olmak üzere genom düzenleme teknoloji-

leri kullanılarak geliştirilen hayvanlar ve 

onların ürünlerini özel olarak ele alan risk 

değerlendirme mevzuat veya yönergeleri 

mevcut değildir. Bu nedenle, genomu dü-

zenlenmiş hayvanların değerlendirilmesi 

hâlihazırda GDO'lu hayvanlar için gelişti-

rilmiş olan risk değerlendirme yönergele-

rine göre yapılmaktadır (Van Eenennaam 

2018). Bununla birlikte, NHEJ mekaniz-

ması kullanılarak bir veya birkaç baz çifti-

nin silinmesi veya eklenmesi ile gerçekleş-

https://link.springer.com/article/10.1007/s11248-021-00274-7#ref-CR2
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tirilen mutasyonlar yoluyla genomu düzen-

lenen çiftlik hayvanlarının ekzojen gen 

içermediği için geleneksel GDO'lu hayvan-

lardan farklı olduğu ve aynı riskleri taşıma-

dığı dolayısıyla mutajenez ile üretilen 

ürünler için geçerli olan düzenlemelerin 

uygulanması gerektiği düşüncesi oldukça 

yaygındır (Fan vd., 2021). Ancak buna rağ-

men Avrupa Adalet Divanı (ECJ) 2018 ta-

rihli kararında, AB'nin mutajenez muafiye-

tinin yalnızca geçmişte geleneksel olarak 

kullanılan ve güvenli kullanım geçmişine 

sahip mutajenez yöntemleriyle elde edilen 

organizmalar için geçerli olduğu açıkça be-

lirtmiştir. Dolayısıyla CRISPR/Cas ve di-

ğer genom düzenleme teknikleri, henüz gü-

venli kullanım geçmişine sahip olmadıkları 

için bu muafiyet kapsamına girmemiştir 

(Eriksson vd., 2019).  

Genomu düzenlenmiş bir ürünün, mevcut 

GDO düzenleme süreçleri kapsamına 

hangi durumda dâhil edilmesi gerektiği ile 

ilgili farklı seçenekler bulunmaktadır (Şe-

kil 4). Düzenleyici kurumlar genellikle do-

ğal mutasyonlar ve mutajenezle üretilen 

ürünlerin, geleneksel ürünler olarak düzen-

lenmesi gerektiği konusunda hemfikirdir. 

Yine birçok ülkede yasal düzenleyiciler, 

transgenik eklemeler yapılan ürünlerin, 

GDO yasaları kapsamındaki düzenleme-

lere tabi olması gerektiği konusunda da or-

tak düşünceye sahiptirler.  Buradaki sorun, 

Şekil 4’te (1) ekleme veya silme yoluyla 

yapılan küçük değişiklikler; (2) kısa, cisge-

nik eklemeler; (3) uzun, cisgenik ekleme-

ler; ve (4) transgenik eklemeler olarak 

gruplandırılan değişikliklerin hangi kata-

goride değerlendirileceği yani kesikli sarı 

çizginin nereden çekileceği ile ilgilidir 

(Wray-Cahen vd., 2022). Arjantin ve Bre-

zilya gibi ülkelerde, Şekil 4’te gösterildiği 

gibi kesikli çizginin üzerindeki cisgenik 

değişiklikleri içeren ürünler, geleneksel 

ürünler kapsamında değerlendirilirken çiz-

ginin altında kalan transgenik ürünler, 

GDO yasalarına göre düzenlenmektedir.  

ABD’de FDA’ya bağlı Veterinerlik Mer-

kezi (CVM) tarafından 2017'de "Hayvan-

larda Kasıtlı Olarak Değiştirilmiş Genomik 

DNA'nın Düzenlenmesi" başlıklı, revize 

edilmiş bir kılavuz taslağı yayınlanmıştır. 

Bu yeni kılavuzda, bir öncekinde bulunan 

“rekombinat DNA” tanımlaması çıkarıla-

rak yerine modern moleküler teknolojiler 

kullanılarak oluşturulan “kasıtlı genomik 

değişiklikler (IGA)” getirilmiştir (FDA, 

2017). Bu kılavuza göre üründe CRISPR 

veya başka bir gen düzenleme aracı kulla-

nılarak oluşturulmuş bir IGA mevcutsa, 

riskin derecesi veya genomik değişikliğin 

özelliğinden bağımsız olarak pazarlama 

öncesi yeni bir hayvan ilacı için uygulanan 

değerlendirmelere tabi tutulması zorunlu-

dur (Van Eenennaam, 2018). FDA/ 

CVM, IGA'yı oluşturmak için kullanılan 

teknolojiden bağımsız olarak, riske dayalı 

değerlendirme yapmakta, IGA'dan kaynak-

lanan potansiyel tehlikenin/tehlikelerin 

oluşturduğu riskin düşük olduğu durumda, 

bu ürünleri geliştirenlerin ürünlerini pazar-

lamak için FDA onayı almalarına gerek 

kalmamaktadır (Epstein vd., 2021). Nite-

kim Mart 2022'de CVM, Acceligen Şirketi 

tarafından  genomu düzenlenmiş, sıcaklığa 

toleranslı sığırları “insanlar, hayvanlar, 

gıda arzı ve çevre için düşük riskli” olarak 

tanımlanmıştır.  Prolaktin reseptör  ge-

ninde (PRLR) yapılan “kasıtlı genomik de-

ğişiklik (IGA)”  nedeniyle kısa ve pürüzsüz 

kıllara sahip olan bu sığırlar “PRLR-

SLICK sığırları” olarak adlandırılmıştır. 

Geleneksel olarak yetiştirilen sığırlarda do-

ğal olarak meydana gelen mutasyonları 

taklit eden bu IGA sayesinde PRLR-

SLICK sığırlarına, vücut ısısını daha etkili 

bir şekilde düzenleme yeteneği kazandırıl-

https://recombinetics.com/acceligen/
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mıştır. Bu fenotipin, tropik veya subtropi-

kal iklimlerde yetiştirilen sığırların adap-

tasyon yeteneğini artırması ve iklim deği-

şikliğinin hayvanların verimliliği üzerin-

deki olumsuz etkisini azaltması beklen-

mektedir (Van Eenennaam ve Mueller 

2022). PRLR-SLICK sığırları, FDA’ın 

“düşük riskli” olarak tanımladığı IGA içe-

ren ilk gıda amaçlı hayvansal üründür. Bu 

tanımlama FDA’ın geleneksel yöntemle 

yetiştirilen sığır ile genomu düzenlenmiş 

PRLR-SLICK sığırları arasında son ürün 

açısından uygulamada bir farklılık olmadı-

ğını kabul ettiği anlamına gelmektedir 

(FDA, 2022).  

 

Şekil 4: Mutasyon, cisgenik (sarı) ve trans-

genik (turuncu) genom düzenleme uygula-

maları ve rekombinant DNA tekniği ile 

gerçekleştirilen genetik değişiklikler için 

uygulanan düzenlemeler (Wray-Cahen vd., 

2022) 

Genetiği değiştirilmiş hayvancılık ürünle-

rinin tüketimi yasal olarak onaylansa bile, 

bu hayvanlar ve ürünleri toplum tarafından 

kabul edilmedikçe yapılan yatırımlar karşı-

lıksız kalacaktır. Nitekim FDA tarafından 

2015 yılında gıda olarak tüketimi onayla-

nan transgenik somon, halk tarafından ye-

terince kabul görmemiş ve çevreci grupla-

rın tepkisiyle karşılaşmıştır (Ishii, 2017). 

Tüketici davranışlarını inceleyen araştır-

malar, GDO'lu hayvanların GDO'lu bitki-

lerden daha az kabul gördüğünü ortaya 

koymuştur (Siegrist, 2000).  Dolayısıyla 

benzer tepkilerin CRISPR-Cas ile üretilen 

çiftlik hayvanları ve ürünleri için de göste-

rilmesi muhtemeldir.  

7. Ulusal Güvenliğe Yönelik Riskler 

CRISPR-Cas sistemiyle ilgili diğer bir 

önemli tehlike, bu teknolojisinin yasa dışı 

veya sorumsuz şekilde denenmesi ve kö-

tüye kullanılmasıdır (Zhang et al., 2020). 

En çok korkulan durum ise, CRISPR-Cas 

teknolojisinin insanları veya tarımsal ürün-

leri enfekte eden ve bilinen bir tedavisi ol-

mayan veya olağandışı virülanslık sergile-

yen patojenlerin veya biyolojik silahların 

üretiminde kullanılma olasılığıdır (Sarchet 

ve Le Page, 2015). Genel olarak, CRISPR-

Cas ve diğer genom düzenleme teknikleri-

nin araştırma, tedavi veya tarımsal amaçlar 

için kullanımının yaygınlaşması ve ulusla-

rarası ticaretinin artması, bu teknolojiye 

çok çeşitli aktörlerin erişimini kolaylaştır-

makta ve biyogüvenliğe yönelik bir dizi 

tehdit oluşturmaktadır (Wani vd., 2022). 

ABD İstihbarat Teşkilatı tarafından 2016 

yılında ABD Senatosuna sunulan "Dünya 

Çapında Tehdit Değerlendirmesi" isimli 

bir raporda, iyi ve kötü amaçlı kullanımı 

olan biyolojik ve kimyasal malzeme ve tek-

nolojilerin kasıtlı veya kasıtsız yanlış kul-

lanımının büyük çaplı ekonomik ve ulusal 

güvenlik sorunlarına yol açabileceği bildi-

rilmiştir. Raporda ayrıca, bu çift kullanımlı 

malzeme ve teknolojilerin ve bunları tasar-

lamak veya kullanmak için bilimsel uz-

manlığa sahip kişilerin küreselleşmiş dün-

yada kolayca hareket edebildiğine de dik-

kat çekilmiştir. Bu bağlamda CRISPR-Cas 

uygulamalarının insana veya çevreye zarar 

verebilecek olası risklerini kontrol altına 

almak için güvenlik önlemleri geliştirme-

nin kritik önemine vurgu yapılmıştır (Re-

galado, 2016). 
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8. Sonuç ve Öneriler 

CRISPR-Cas farklı genom tiplerine uygu-

lanabilen çok yönlü bir genom düzenleme 

tekniğidir.  CRISPR teknolojisi ilk keşfe-

dildiğinde genom düzenlenme potansiye-

line yönelik ortaya atılan soyut varsayımlar 

bugün somut birer gerçek halini almıştır. 

Genetik hastalıkların tedavisi, CRISPR 

teknolojisinin en çok ilgi uyandıran uygu-

lama alanı olmuş ve kanserden nörolojik 

bozukluklara kadar pekçok hastalığın teda-

visine yönelik hâlihazırda devam eden kli-

nik denemelerin yolunu açmıştır. Genetik 

hastalıkların özellikle mutasyonlarla olu-

şan bozuklukların incelenmesi ve bu hasta-

lıkların henüz bilinmeyen yönlerinin ay-

dınlatılmasına yönelik hayvan modelleri-

nin oluşturulmasında CRISPR-Cas tekno-

lojisinin kullanımı hız kazanmıştır. Bu-

nunla birlikte CRISPR-Cas bileşenlerine 

karşı oluşabilecek hücresel toksisite ve im-

münojenite ile potansiyel hedef dışı etkiler, 

bu teknolojinin klinikte rutin olarak kulla-

nımını sınırlandırabilecek çözüm bekleyen 

sorunlar arasındadır. CRISPR-Cas tekno-

lojisinin somatik hücre genomunu düzenle-

yen uygulamalarına yönelik önemli bir ka-

muoyu desteği mevcut olmasına rağmen, 

germ hattı genom düzenlemeleri etik ve 

güvenlik kaygıları nedeniyle bu teknoloji-

nin en çok tartışılan uygulama alanı olmuş-

tur. Bu konuda hazırlanmış birçok rapor 

bulunmasına rağmen, çoğunlukta olan gö-

rüş kalıtsal germ hattı araştırmalarına an-

cak belirli gereksinimlerin karşılanması 

durumunda izin verilmesi gerektiği yönün-

dedir. Ayrıca genom düzenlemeleri ile il-

gili etik/ahlaki tartışmaların yalnızca bilim 

camiasının hâkimiyetinde olmaması, bu-

nun yerine bilim insanları ve farklı kuruluş-

lardan oluşan bir organizasyon tarafından 

yürütülmesi gerektiği düşünülmektedir. 

Farklı disiplinlerden ulusal ve uluslararası 

kuruluşların katkısı ile oluşturulacak yö-

nergeler doğrultusunda yapılacak düzenle-

melerin, CRISPR teknolojisinin farklı 

alanlardaki uygulamalarında ortaya çıkabi-

lecek risklerin azaltılması veya önlenme-

sine önemli düzeyde katkı sağlayacağı 

açıktır. 

CRISPR teknolojisinin özellikle insan ve 

hayvan hücrelerini hedef alan uygulamala-

rında düşük düzenleme verimliliği, eksik 

düzenleme (mozaiklik) veya hedef dışı dü-

zenleme gibi teknik sorunlar yaşanabil-

mektedir. Ancak daha verimli ve hassas 

CRISPR araçlarının geliştirilmesine yöne-

lik çalışmalar benzeri görülmemiş bir hızla 

devam etmekte ve yakın bir gelecekte ya-

şanan teknik sorunların büyük ölçüde çö-

zümleneceği düşünülmektedir. Nitekim 

son yıllarda yapay zekâ uygulamalarının, 

CRISPR-Cas aracılı genom düzenlemele-

rinde özgüllüğün ve verimliliğin artırılması 

ve başarı oranlarının iyileştirme-

sine önemli oranda katkısı olmuştur. 

CRISPR-Cas teknolojisi, bitkisel üretimde 

stres toleransı, hastalık direnci, besin kali-

tesi ve verimin artırılması gibi birçok gene-

tik özelliği iyileştirmek için büyük bir po-

tansiyele sahiptir. Yine hayvancılıkta başta 

hastalıklara karşı direnç kazanımı olmak 

üzere üretimde verimin ve kalitenin artırıl-

masına yönelik iyileştirmeler klasik ıslah 

yöntemlerine göre çok daha kısa bir sürede 

sağlanabilmektedir. Ancak bu heyecan ve-

rici gelişmelere rağmen, genomu düzenlen-

miş ürünlerin GDO olup olmadığı, dolayı-

sıyla GDO’lar için uygulanan yasal düzen-

lemelerden muaf tutulup tutulmayacağı ile 

ilgili küresel çapta belirsizlikler hâlâ de-

vam etmektedir. Diğer taraftan CRISPR-

Cas aracılı genom düzenlemesi ile üretilen 

gıdaların tüketiciler tarafından kabul edilip 

edilmeyeceği de yine tartışmalı bir konu- 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/germline
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dur. Bunun başlıca nedenini CRISPR-Cas 

ürünlerinin halk sağlığı ve çevre üzerindeki 

etkilerine ilişkin kaygılar oluşturmaktadır. 

Konuyla ilgili başka bir görüşte, artan gıda 

ihtiyacını karşılamak için genomu düzen-

lenmiş bitki ve hayvanların onaylanması-

nın ileride bir zorunluluk haline gelebilece-

ğine vurgu yapılmaktadır. Zira iklim deği-

şiklikleri ve tarım arazilerindeki azalmaya 

bağlı olarak azalan kaynakların artan 

dünya nüfusunu ihtiyaçlarını karşılamakta 

yetersiz kalabileceğine yönelik görüşler, 

giderek daha çok ciddiyet kazanmaktadır. 

Böyle bir durumda, biyogüvenlik endişe-

siyle bazı ülkelerdeki genomu düzenlenmiş 

ürünlere yönelik aşırı derecede kısıtlayıcı 

düzenlemeler, diğer ülkeler için bir fırsat 

haline gelebilecek ve kısıtlayıcı ülkeler, ih-

tiyaç duyacakları ürünler için yüksek mali-

yetler ödemek zorunda kalabilecektir.  
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