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CRISPR-Cas teknolojisi, canli bir organizmanin genomunu, endojen genle-
rin modifikasyonu veya eksojen genlerin entegrasyonu ile dlzenleyen bir
genetik mithendisligi teknigidir. Prokaryotlardaki adaptif bagisikliktan so-
rumlu olan CRISPR-Cas sisteminin kesfi ve bir genom diizenleme aracina
doniistiiriilmesi genetik miihendisligi alaninda devrim etkisi yapmis-
tir. CRISPR-Cas sisteminde CRISPR (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats) “kiimelenmis diizenli aralikli kisa palindromik
tekrarlar” olarak adlandirilan bir seri DNA dizisini, Cas (CRISPR-associa-
ted protein) ise spesifik DNA zincirlerini tanimak ve kesmek i¢in CRISPR
dizilerini bir kilavuz gibi kullanan endoniikleazlar1 tanimlamaktadir.
CRISPR-Cas teknolojisini, onceki tekniklerden farkli kilan, hemen her or-
ganizmanin genomuna kolaylikla uygulanabilen hassas, verimli ve diigiik
maliyetli bir yontem olmasidir. Kesfinden giiniimiize kadar gecen siirecte bu
teknolojinin tip, biyomedikal, tarim ve hayvancilik gibi pekgok alanda kul-
lanilabilecek umut verici bir arag oldugu kamtlanmistir. Ote yandan
CRISPR-Cas teknolojisinin genis uygulama potansiyeli, kolaylig1 ve diigiik
maliyeti, kotli amaglarla veya sorumsuzca kullanilma olasiligini artirmakta-
dir. Bu teknolojinin negatif yonlii kullanim olasilig1 ve yasanabilecek teknik
basarisizliklar, basta germ hatti genom diizenlemeleri olmak tizere birgok
alandaki uygulamalarina yonelik etik ve ahlaki kaygilari artirmis ve biyogii-
venlik tartigmalarini giindeme getirmistir. CRISPR-Cas ve diger genom dii-
zenleme tekniklerinin kullanimina yonelik politikalar iilkeden iilkeye farkli-
lik gostermekle birlikte birgok ililkede genom diizenlemelerini 6zel olarak
ele alan yasal bir mevzuat heniiz bulunmamakta veya gelistirilme asamasin-
dadir. Bu derleme galigmasinda, CRISPR-Cas teknolojisinin temel mekaniz-
masi agiklanarak tip, biyomedikal, tarim ve hayvancilik gibi ¢esitli alanlar-
daki uygulamalarina 6rnekler verilmis ve potansiyel riskler ile farkli {ilke-
lerdeki yasal diizenlemeler iizerinde durulmustur.

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. Giris 2007). CRISPR (Clustered Regularly In-
terspaced Short Palindromic Repeats) du-
Tim organizmalar; kendi yagsamini bagim- zenli araliklarla boliinmiis palindromik
siz olarak stirdiiremeyen viriisler gibi ya- tekrar kiimelerini, Cas (CRISPR associated
banct genetik elementlerin potansiyel he- protein) ise CRISPR sisteminde yabanci
defleridir. Organizmalar, 6zellikle litik vi- DNA’nin taninmasi ve parcalanmasi asa-
risler tarafindan istila edildiginde, metabo- malarinda gorev alan enzimleri tanimla-
lizmalar1 ciddi derecede etkilenmekte ve maktadir (Wilkinson ve Wiedenheft,
bu sure¢ genelde konak hticrenin parcalan- 2014).
mastyla son bulmaktadir. Dogada patojen-
lerin istilasina ugrayan konak hiicreler, Prokaryotlarda CRISPR-Cas sisteminin
kendilerini korumak igin iki farkli bagisik- kesfi genetik ¢aligmalarda yeni bir donem
lik sistemi gelistirmistir. Genetik olarak baslatmistir. CRISPR-Cas teknolojisinin
kodlanan ve patojenlere kars1 genel bir me- baslica avantaji, spesifik olarak genleri mo-
kanizma ile koruma saglayan bagisiklik difiye edebilmesi veya tamamen degistire-
sistemi ‘dogustan gelen bagisiklik’ olarak bilmesidir. Glinimuzde Cinko Parmak
tanimlanirken, patojenik etkene kars1 6zel Niikleazi (ZFN), Transkripsiyon Aktivator
olarak olusturulan bagisiklik yanitiyla ka- Benzeri Efektér Nikleaz (TALEN) ve
rakterize edilen immiinolojik hafiza yete- CRISPR-Cas sistemi olmak (izere niikleaz
negine ‘adaptif (edinilmis) bagisiklik’ adi tabanli {i¢ yeni nesil genom diizenleme tek-
verilmektedir (Van der Oost vd.,2009; Bi- nolojisi mevcuttur. Bu niikleaz tabanl ge-
kard ve Marraffini, 2012). nom diizenleme teknolojilerinin temeli, be-
lirli bir bolgede ¢ift zincirli DNA’nin karil-
CRISPR-Cas sistemi, bakterilerin (~%47) mast (DSB) ile indiiklenen DNA onarim
ve arkelerin (~%87) biyiik kisminda ta- mekanizmalarina dayanmaktadir. ZFN ve
nimlanmus, hiicreye yabanci genetik ele- TALEN tekniklerinin genomik manipiilas-
mentlere karsi korunma saglayan adaptif yonlarda yeterince etkili oldugu, ancak he-
bir bagisiklik sistemidir (Barrangou vd., deflenen her DNA bélgesi icin spesifik bir
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protein tasarimina ihtiya¢ duyulmasi ve he-
def dis1 DNA bélgelerinde de aktivite gos-
termesi nedeniyle kullanimlart sinirhidir.
ZFN ve TALEN ile karsilagtirildiginda,
CRISPR-Cas teknolojisi hedef bdlgenin
seciminde daha yuksek bir spesifiteye sa-
hiptir. Ayrica tek bir rehber RNA saye-
sinde nlkleaz enzimi herhangi bir DNA
bolgesine yonlendirilerek hizli ve etkili bir
sekilde kesim islemi ger¢eklestirmektedir.
Boylece bu teknoloji sayesinde DNA’da
bozuk oldugu diisliniilen ve istenmeyen
gen parcalarinin genomdan c¢ikarilmasi
veya yenisi ile degistirilmesine dayanan
genom dizenlemeleri yiksek verim ve
dogrulukta gergeklestirilebilmektedir
(Bogdanove ve Voytas, 2011; Jinek vd.,
2012). Bu derleme ¢aligmasinda CRISPR-
Cas sisteminin bilesenleri etki mekaniz-
mas1 ve uygulamalarina yonelik bilgiler
verilmis ve potansiyel riskleri ile etik yonii
degerlendirilmistir.

2. CRISPR-Cas Sisteminin Kesfi

1987 yilinda Escherichia coli bakterisinde
bulunan alkalin fosfataz geninin (iap geni)
arastirildigi bir calismada, ayn1 baz dizisine
ve uzunluguna sahip belirli dizilerin tekrar-
landig1 ve bu tekrarlarin birbirine benze-
meyen kisa ‘aralik (spacer)’ dizileriyle bo-
lindiigli gozlenmistir (Ishino vd., 1987).
Daha sonra 2000 yilina kadar Mycobacte-
rium tuberculosis, Salmonella enterica,
Shigella dysenteriae, Haloferax mediterra-
nei gibi birgok bakteri ve arkede de benzer
sekilde diizenli araliklarla tekrarlayan
DNA dizilerinin varligi kesfedilmistir (Na-

kata vd., 1989; Hermans vd., 1991; Mojica
vd., 1993; Mojica vd., 2000). Jansen vd.
(2002) prokaryotlarla yaptig1 ¢alismada bu
tekrar ve aralik dizilerinin bulundugu lo-
kusu, “Diizenli araliklarla tekrarlanan kisa
palandromik tekrarlar (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats)”
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olarak tanimlamis ve bu tanimi kisaltarak
CRISPR olarak adlandirmistir. Farkli arag-
tirma gruplar1 tarafindan 2005 yilinda ya-
pilan calismalarda, aralik dizilerinin faj
DNA’s1 gibi yabanci genetik materyaller
ile ayn1 dizilime sahip oldugu, dolayisiyla
dis kaynakl1 oldugu diisiiniilen bu dizilerin
prokaryotlara ait bagisiklik sisteminin bir
pargasi olabilecegi fikri ortaya atilmigtir
(Mojica vd., 2005). Nitekim farkl: fajlarla
enfekte edilen Streptococcus thermophi-
lus’un mutant suslarini inceleyen Barran-
gou vd. (2007), CRISPR-Cas sisteminin,
Cas9 enzimi ile yonetilen nikleik asit te-
melli adaptif bir bagisiklik sistemi oldu-
gunu gostermislerdir.

Daha sonra yapilan ¢aligmalarda Cas9 di-
sinda sistemde gorev alan farkli Cas enzim-
lerinin de oldugu gosterilmis ve buna gore
CRISPR-Cas sistemlerinin farkli tipleri ve
mekanizmalart  tanimlanmistir.  Dogal
CRISPR-Cas sistemleri baglangicta filoge-
netik calismalar ve faja direngli suslarin
iiretimi gibi amaclarla kullanilmistir (Hor-
vath vd., 2008; Garneau vd., 2010;
Deltcheva vd., 2011). Ilerleyen yillarda iki
farkli arastirma grubu tarafindan sistemin
mekanizmasi aydinlatilmis ve Cas9 enzi-
minin spesifik olarak hedef bir DNA’y1
kesmek icin yonlendirilebilecegi dolayi-
styla CRISPR/Cas9 teknolojisinin RNA
gudimli basit ve ¢cok yonli genom diizen-
leme araci olarak kullanilabilecegi goste-
rilmistir (Jinek vd., 2012; Fineran ve Char-
pentier, 2012; Doudna ve Charpentier,
2014).

3. CRISPR-Cas Sisteminin Yapis1 ve
Etki Mekanizmasi

Bakteri ve arkealerin genomunda bulunan
CRISPR dizileri Cas genleri ile birlikte
CRISPR Cas sistemini olusturmaktadir.
CRISPR lokusu mikrobiyal tiirler arasinda
farkliliklar gostermekle birlikte temelde
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benzer bolgeleri icerir. Bu bdlgeler; Cas
genleri, lider bdlge, aralik dizileri ve bu di-
zilerle ayrilmis tekrar dizileridir (Sekil 1)
(Sorek vd., 2008; Wright vd., 2016).

Araliklar
a

D ———
Cas genleri Lider T T

E Tekrarlar

Faj praliferasyonu,hiicre

2 = ——222

Fajin baskilanmasi,
canh hiicre

b

ST ——— o asoa

Sekil 1. CRISPR lokusunun temel bilesen-
leri (a) ve ¢alisma mekanizmasi (b)

CRISPR dizileri, tekrarlanmayan dizilerin
tekrarlayan diziler icerisine girmesi ile
olusmustur. CRISPR lokusundaki tekrar-
lanmayan diziler aralik dizileri (spacer)
olarak bilinir ve bu diziler genellikle 26-72
baz cifti (b¢) uzunlugundadir. Tekrar dizi-
leri ise aralik dizileri arasinda konumlan-
mis genellikle daha kisa (21-48 bg) ve pa-
lindromik dizilerdir. Aralik dizilerinin kay-
nag1 genellikle bakteriyi enfekte eden fajlar
veya diger mobil genetik elementlerdir. Bir
CRISPR lokusunda bulunan aralik dizileri
uzunluk bakimindan birbirine benzerlik
gosterse de baz dizilimleri birbirinden fark-
lidir (Makarova vd., 2006; Rath vd., 2015).

Faj genomundan secilerek CRISPR loku-
suna yerlestirilen dizi, 6n-aralik (protospa-
cer) olarak adlandirilmaktadir. On aralik
dizilerinin hemen bitisiginde bulunan ve
PAM (protospacer adjacent motif) olarak
adlandirllan birkag¢ niikleotidlik (2-5 nt)
kisa bir tanima motifi bu dizilerin Cas en-
zimleri tarafindan taninmasini saglamakta-
dir. Ornegin, CRISPR/Cas9 sistemindeki
PAM dizisi “5'-NGG-3", hedef DNA’y1
tanima ve baglanma asamasinda Cas9’un
aktivitesi icin kritik role sahiptir. Oyleki
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tanima motiflerindeki mutasyon istilaci fa-
jin yok edilememesine neden olmaktadir.
Farkli Cas enzimlerinin tanima motiflerin-
deki diziler farklilik gostermekle birlikte
Tip I CRISPR-Cas sisteminde oldugu
gibi tanima motifine ihtiya¢ duymaksizin
aktivite gosteren Cas enzimleri de bulun-
maktadir (Jiang ve Doudna, 2015; Nishi-
masu vd., 2014).

Bakterilerin biiylik ¢gogunlugunun CRISPR
lokusunda yaklasik 550 b¢ uzunlugunda bir
lider dizi bulunmaktadir. Lider dizi, ilk tek-
rar dizisinin 5° ucuna bitisik Adenin ve Ti-
min bakimidan zengin bir dizidir. Lider
dizinin aralik dizilerinin eklenecegi ko-
numu belirleyen bir tanima dizisi oldugu
diistiniilmektedir. Bir kromozomda birden
fazla CRISPR lokusu bulunabilir. Ayni
kromozomdaki lider diziler cogunlukla ko-
runmus oldugu halde tiirler arasinda bu di-
ziler degiskenlik gosterebilmektedir (Jan-
sen vd., 2002; Pourcel vd., 2005; Rath vd.,
2015).

CRISPR lokusunda lider dizisinden 6nce
Cas proteinlerini kodlayan Cas genleri bu-
lunur. Prokaryotik immdiin yanitin olusturu-
labilmesi icin bu genlerin mutlaka bulun-
mas1 gerekmektedir. Cas genlerinin kodla-
dig1 proteinler, yabanci (ekzojen) genetik
materyali spesifik olarak tanimakta ve niik-
leaz aktivitesi ile kesmektedir. Cas protein-
leri, CRISPR-Cas sisteminde; yeni aralik
dizilerinin edinilmesi, CRISPR 6n transk-
riptinin ~ (pre-crRNA)  kuguk  olgun
crRNA'lara islenmesi ve istilact genomun
hedeflenerek kesilmesi gorevlerini yerine
getirmektedir. (Dominguez vd., 2016;
Zhang vd., 2021). Cas proteinlerinde ta-
nimlanan spesifik fonksiyonel alanlar ara-
sinda; endoniikleaz ve ekzoniikleaz alan-
lari, helikazlar, RNA ve DNA baglama
alanlar1 ve transkripsiyon regiilasyonunda
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islevi olan alanlar bulunmaktadir (Rath vd.,
2015; Sorek vd., 2008).

CRISPR-Cas sistemleri Cas enzimlerinin
Ozelliklerine gore
Niikleaz aktivitesini gerceklestirmek igin
coklu Cas komplekslerine ihtiya¢ duyan
sistemler Sinif I CRISPR-Cas sistemine
danhil edilirken, tek bir Cas proteininin ge-
rekli oldugu sistemler Sinif II’de yer al-
maktadir. Bu smiflarda bulunan Cas en-
zimleri de spesifik (cis-kesim) veya spesi-
fik olmayan (trans-kesim) kesim sekli ve
hedeflenen niikleik asit g¢esidine (DNA
veya RNA) gore alt1 alt tipe ayrilmaktadir.
Tip I, IIT ve IV Smif 1°de, Tip II, V ve VI
ise Sinif 2’de yer almaktadir. Tip II’de
Cas9, Tip V’de Casl2 ve Casl4, Tip VI’da
Casl3 genom diizenlemelerinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu Cas enzimle-
rinden bazilar1 hem spesifik hem de spesi-

siniflandirilmaktadir.

fik olmayan etkiye sahiptirler. Tip VI’da
gorev alan Casl3 enziminin RNA’y1 he-
deflemesi ve pargalamasindan dolay1 6zel-
likle RNA viriislerin tespitinde yaygin ola-
rak kullanilmaktadir (Rautela vd., 2021;
Xie vd., 2021; Zhang vd., 2021).

Istilac1 yabanci bir genetik materyalin hiic-
reye girmesiyle birlikte CRISPR-Cas sis-
temi aktive olmakta ve adaptasyon-ifade-
interferans olarak adlandirilan ii¢ asamali
bir immiin yanit olusturmaktadir (Zhang
vd., 2021) (Sekil 2). Adaptasyon adiminda
yabanci genetik materyalden segilen spesi-
fik bir dizi CRISPR lokusuna eklenmekte-
dir. Bu asamada yabanc1 genetik materyal-
den segilen bu dizi 6n-aralik (protospacer)
olarak adlandirilmaktadir. Adaptasyon asa-
masinda transkribe edilen Casl ve Cas2
genleri, PAM dizisini tantyan ve on-aralik
dizisini kopyalayan bir protein kompleksi
olusturur. Bu 6n-aralik, CRISPR lokusun-
daki lider dizisinin bitisiginde bulanan tek-
rar genlerinin arasina yeni bir aralik dizisi

15

Doi: 10.51973/head.1209563

olarak yerlesmektedir (Barrangou ve Mar-
raffini, 2014; Leung vd., 2021).

Ifade olarak adlandirilan ikinci adimda,
CRISPR lokusuna daha 6nceden yerlesti-
rilmis aralik dizilerinden herhangi biri ile
eslesen bir diziyi igeren yabanci genetik bir
materyal hiicreye girdiginde, hiicre tarafin-
dan bu aralik dizisi transkribe edilerek on-
ciil CRISPR RNA’lar (pre-crRNA) Uretil-
mektedir. Bu sekilde olusan pre-
crRNA’lar, Tip LII ve IV sistemlerde
Casb6 benzeri endoriboniikleazlar, Tip I, V
ve VI sistemlerde ise RNase III tarafindan
tekrar  dizileri cikarllarak  olgun
crRNA’lara donustirilmektedir. Ancak
Tip 1l sistemlerde, pre-crRNA transkripti
tekrar dizisine tamamlayici olan kiigiik bir
trans-aktive edici crRNA (tracrRNA) ile
hibrit bir yap1 olusturmakta ve RNase III
bu hibrit yapiyr par¢alamaktadir. Daha
sonra olgun crRNA'lar, coklu protein
kompleksleri (Tip I, Il ve 1V sistemlerde)
veya ¢ok alanli bir Cas proteini (Tip II, V
ve VI sistemlerde) ile birleserek CRISPR
ribontikleoprotein (crRNP) komplekslerini
olusturmaktadir (Jiang ve Doudna, 2015;
Butiuc-Keul vd., 2021).

Interferans ya da hedefleme olarak adlan-
dirilan son adimda, crRNA’lar yabanci ge-
netik materyaldeki hedef dizilerle esles-
mekte ve eslesen diziler crRNP kompleks-
lerindeki nikleaz aktivitesine sahip Cas en-
zimleri ile kesilerek yabanci genetik mater-
yalin replikasyonu onlenmektedir (Nishi-
masu vd., 2014).
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Sekil 2. CRISPR Sistemi Temel Mekaniz-
masi (Fineran ve Charpentier, 2012)

4. CRISPR-Cas Sisteminin Genetik Ca-
hismalarda Kullanilmasi

CRISPR-Cas teknolojisi ile herhangi bir
organizmanin genomunda istenilen genle-
rin eklenmesi, ¢ikartilmasi ya da degistiril-
mesi gibi degisiklikler yapilabilmektedir.
Genomda diizenleme yapmak icin tasarlan-
mis ilk Cas niikleaz Streptococcus pyoge-
nes’den elde edilen siif 2 tip II CRISPR-
Cas sistemine ait “SpCas9”dur. Bugiin de
yaygin olarak kullanilmaya devam edilen
bu Cas niikleaz kompleksinde,
tractRNA’nin 5° ucu crRNAnin 3’ bolgesi
ile birlestirilerek olusturulmus “tek rehber
RNA (sgRNA)” ad1 verilen hibrit bir RNA
bulunmaktadir. Dogal CRISPR-Cas9 siste-
mindeki crRNA ve tracrRNA’nin yerine
alan sgRNA, ayn1 mekanizma ile Cas niik-
leaz kompleksine rehberlik ederek hedef
DNA bdélgesindeki ¢ift zincirin kesilme-
sine aracilik etmektedir. sgRNA'nin niikle-
otit dizisi herhangi bir DNA dizisini hedef-
leyecek  sekilde  tasarlanabilir. Cas9/
SgRNA kompleksinde, sgRNA' nin nukle-
otid dizisinin 3’ ucunda Cas9’un hedefe
baglanmasinda onemli isleve sahip PAM
(NGQG) dizisi de bulunmaktadir. Cas9 en-
zimi RuvC ve His-Asn-His (HNH) olarak
adlandirilan iki niikleaz alanin1 igerir. Cas9
hedef DNA bdélgesine spesifik olarak bag-
landiktan sonra HNH domaini, gRNA’nin
baglandig1 zincirin tamamlayicist olan
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DNA zincirini keserken, RuvC domaini, bu
zincirin antisensi olan zinciri keser. Bu se-
kilde her iki zincirde olusan DNA kiriklar1
(DSB) hiicrenin tamir mekanizmalar1 ile
onarilir (Fineran ve Charpentier, 2012; Do-
udna ve Charpentier, 2014). Hicrenin do-
gal tamir mekanizmalar1 olan homoloji
yonlendirmeli onarim (homology-directed
repair; HDR) ya da homolog olmayan ug
birlestirme (non-homologous end joining;
NHE)) siirecinde genomda farkli modifi-
kasyonlar meydana gelebilmektedir (Sekil
3). Okaryot organizmalar agirhikli olarak
DSB'leri NHEJ araciligiyla onarir. Bu ta-
mir mekanizmasi hataya egilimli olup tek-
rarlanan kirilma ve onarim dongiileri deles-
yonlar ya da insersiyonlarin birikmesine ve
dolayisiyla genin iglevini tamamen kaybet-
mesine neden olur. HDR’ye dayali tamir
mekanizmasinda ise, ¢ift zincir kiriklarina
homolog olan donér DNA varliginda hedef
bolgede hatasiz modifikasyonlar olustur-
mak mumkinddr. Bu tamir mekanizmala-
rindan NHEJ, genin silinmesi (knock out)
icin kullanilirken, HDR gen degistirme
veya gen ekleme (knock in) gibi modifikas-
yonlar olusturmak i¢in kullanilmaktadir.
(Petersen ve Niemann, 2015; Leung vd.,
2021).

|
Homoloji Yonlendirmeli Onarm (HDR) Homolog Olmayan Us Birlestirme (NHEJ)
d P | | ———
o ’ \
FITITTTTORTHTTIITS |
o
4 ™ Donor D
T P /
I
Gen Silme (knock ouf) Gen Ekleme (knock in)
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Sekil 3. CRISPR/Cas9 aracili DSB onarim
mekanizmas1 (Wani vd., 2022)

CRISPR/Cas9 sisteminin hedef organiz-
maya aktarilmasi ve islevsel hale getirilme-
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sinde ¢esitli vektorler kullanilir. Baslan-
gicta Cas ve sgRNA dizilerinin ayr1 ayr1 iki
vektore yerlestirildigi ikili vektor sistemi
kullanilirken son yillarda ayni vektor {ize-
rine hem sgRNA ve hem de Cas9 dizileri-
nin birlikte yerlestirildigi tekli sistemler
gelistirilmistir. Bir vektor birden fazla
sgRNA tasiyabilir ve boylece bir¢ok hedef
genin es zamanli olarak modifikasyonu
gerceklestirilebilir. Bu yontem maliyetin
disiirilmesine ve zamandan tasarruf edil-
mesine olanak saglamaktadir. (Bogdanove
ve Voytas, 2011; Pickar-Oliver ve Gers-
bach, 2019). CRISPR-Cas kompleksini
iceren vektorler, yapilacak modifikasyo-
nun amaci ve hedef organizmaya bagli ola-
rak biyolistik, Agrobacterium aracili gen
aktarimi, mikroenjeksiyon, elektroporas-
yon, hidrodinamik tagima gibi aktarim yon-
temlerinden biri kullanilarak hedef hiicreye
aktarilabilmektedir. CRISPR bilesenlerini
tagtyan vektor hiicre igerisine girdikten
sonra hedef bolgeye 0Ozgii tasarlanmig
SgRNA, Cas9 niikleaz1 ile birleserek
Cas9/sgRNA kompleksini olusturur ve
Cas9’u hedef DNA dizisine kars1 aktif hale
getirir. Cas9 proteini hedef bolgeye baglan-
diktan sonra yapisal degisiklige ugrar ve
RuvC ve HNH niikleaz alanlar1 aktiflese-
rek ¢ift zincirli DNA’da kiriklar (DSBs)
meydana getirir. Daha sonra, bu cift zincir
kiriklarinin NHEJ ya da HDR gibi hiicre-
nin farkli DNA onarim mekanizmalar ile
onarilmasi istenilen genom diizenlemesi-
nin gerceklestirilmesine olanak saglamak-
tadir (Doudna ve Charpentier, 2014; Tang
vd., 2019).

5. CRISPR-Cas Sisteminin Uygulama
Alanlan

CRISPR-Cas sistemi, hedef DNA dizisinde
c¢ift zincir kiriklarini indiikleyerek NHEJ
veya HDR gibi genetik onarim mekaniz-
malarmi etkinlestiren verimli ve yiiksek
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dogrulukta genetik modifikasyona imkan
saglayan yontemlerinden biridir. ZFN ve
TALEN'e gore 6zgiilligi ve etkinligi daha
yuksek oldugu diisiiniilen CRISPR-Cas
teknolojisi, diizgiin ¢alismayan veya hasta-
liga neden olan genlerin yapisim1 bozarak
protein sentezlenmesini engellemek (gen
susturma-knock out) veya organizmaya
yeni Ozellik kazandirmak (knock in) igin
kullanilmaktadir (Tang vd., 2019; Leung
vd., 2021).

CRISPR-Cas teknolojisinin bugiine kadar
en onemli uygulamalar1 gen terapisi ala-
ninda olmakla birlikte, biyomedikal amagh
hayvansal Grinlerin Gretimi, bitkisel ve
hayvansal {iretimde verimliligin ve daya-
nikliligin artirilmasi, gida fermentasyonla-
rinda gorev alan mikroorganizmalarin ta-
nimlanmast ve modifikasyonu gibi bir¢ok
farkli alanlarda da uygulanma potansiyeli-
nin oldugu gosterilmistir. Asagida uygula-
malara yonelik bazi ornekler verilmistir
(Brokowski ve Adli, 2019).

5.1. Tip alanindaki uygulamalar

Gen tedavisi, hastanin genomundaki fonk-
siyonunu kaybeden bir geni onaran veya
hastaliga neden olan mutant genin etkile-
rini ortadan kaldirmak i¢in genetik yapinin
bir boliimiinii degistiren tekniklerdir. Gen
tedavilerinde HDR'ye dayal1 genetik modi-
fikasyon yontemi, hastalifa neden olan
mutasyonlart onarmak i¢in siklikla kulla-
nilmaktadir (Li ve digerleri, 2019a; Zhang,
2021).

Son yillarda insan kok hiicrelerinde veya
model hayvanlar iizerinde yapilan ¢aligma-
lar, bircok kalitsal hastaligin tedavisi i¢in
CRISPR-Cas teknolojisinin kullanilabile-
cegini gostermistir. Kalitsal monogenik bir
hastalik olan Orak Hiicre Hastaliginin
(Sickle Cell Disease-SCD) tedavisinde,
SCD mutasyonlarinin diizeltilmesi icin
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CRISPR-Cas9 teknolojisinden yararlanil-
mistir (Hoban vd., 2016). Kistik fibroz
(CF), kistik fibrozis transmembran regtila-
tor (CF transmembrane conductance regu-
lator- CFTR) genindeki mutasyonlarin ne-
den oldugu en yaygin genetik hastaliklar-
dan biridir. CFTR genindeki mutasyonu
onarmak icin CRISPR-Cas9 sistemi, kulla-
nilmis ve CF hastaligini tasiyan doku ve
hayvan modellerinde umut verici sonuglar
elde edilmistir (Marangi ve Pistritto, 2018).
Hemofili B (HB), Faktor IX (FIX) genin-
deki mutasyonlarin neden oldugu anormal
kan pihtilagmasina yol acan kalitsal bir has-
taliktir. HB, monogenik yapis1 dolayisiyla
gen tedavilerinde siklikla calisilan hasta-
liklarin basinda gelmektedir. Hayvan mo-
dellerinde yapilan ¢aligmalarda, FIX ge-
nindeki mutasyonlarin CRISPR-Cas9 tek-
nolojisi ile diizeltici genler eklenerek ona-
rilabileceginin gosterilmesi HB nin tedavi-
sine yonelik umut verici sonuglar ortaya
koymustur (Stephens vd., 2019).

Etik ve yasal kisitlamalara ragmen, insan
embriyosundaki patojenik gen mutasyonla-
rin1 diizeltmek i¢in CRISPR-Cas9 teknolo-
jisinin kullaniminda da 6nemli ilerleme
kaydedilmistir. CRISPR-Cas9 gen dizen-
lemesi, insan embriyosundaki hipertrofik
kardiyomiyopati ile iliskili MYBPC3 mu-
tasyonlarinin onarilmasinda kullanilmis ve
bu surecte embriyolarda beklenmeyen her-
hangi bir genetik farklilik, hedef olmayan
gen mutasyonu veya baska bir anormallik
gbzlenmemistir (Ma vd., 2017).

Kanser tedavisinde CRISPR-Cas teknoloji-
sinin kullanimina yonelik ilk g¢alismalar
model hayvanlarda yapilmigtir. Kanser ile
iligkili ASXL1 (Additional sex combs-like
1) geninin hedef olarak seg¢ildigi bir ¢alis-
mada, CRISPR-Cas9 teknolojisi kullanila-
rak gerceklestirilen diizenlemelerin, 16semi
hicrelerinde ASXL1 geninin fonksiyonunu
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geri kazandirarak farelerde sag kalim ora-
nin1 artirdig1 ve mutasyonun gergeklestiril-
digi farelerin kontrol grubu farelere gore
daha uzun stire yasadigi bildirilmistir (Val-
letta vd., 2015). Akciger kanserini tedavi
etmek amaciyla yapilan bir ¢alismada, T
hiicrelerindeki “programlanmais hiicre 6lim
proteini-1 (Programmed cell death protein,
PD1)” geni CRISPR-Cas teknolojisi ile si-
lindikten sonra hastalara enjekte edilerek
immunolojik veriler degerlendirilmistir
(Cyranoski, 2016). Bu ve benzeri klinik uy-
gulama modelleri kanserin tedavisinde
CRISPR-Cas teknolojisinin umut verici bir
yontem oldugunu gostermistir (Weber vd.,
2015).

5.2. Hayvansal Uretimdeki uygulamalar

Hayvancilikta genom diizenleme ydntem-
leri, daha ¢ok hastalik direncini, iiretim ve-
rim ve kalitesini artirmak ve biyomedikal
amagli hayvansal tiriinler tiretmek icin kul-
lanilmaktadir (Proudfoot vd., 2015). Orne-
gin, domuzlarda tireme ve solunum send-
romu virtsiine (Porcine Reproductive and
Respiratory  Syndrome  Virus-PRRSV)
karst gelistirilen asilarin hastaligi kontrol
etmede  basarisiz  olmasi
PRRSV’nin konak hiicrelere girisinde rol
oynayan CD163 (Cluster of Differentiation
163) reseptoriinde degisiklik yapilarak vi-
rise karst bagisiklik elde edilmistir.
CRISPR-Cas9 teknolojisi  kullanilarak
CD163 geninin ekzon 7 bolgesinde dizen-
leme yapildiktan sonra PRRSV viriisiine
maruz birakilan domuzlarda higbir klinik
belirti (ates veya solunum belirtileri), akci-

lizerine,

ger patolojisi, viremi veya antikor yaniti
gbzlenmemistir (Whitworth vd., 2016).

Kanatl endiistrisinde, CRISPR-Cas aracili
yaklasimlar, bagka bir yontemle kazanil-
mas1 miimkiin olmayan genetik 6zellikle-
rin elde edilmesini boylece kanatl popii-
lasyonunda ihtiya¢ duyulan bir¢ok genetik
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varyasyonun gelistirilmesini miimkiin kil-
maktadir. Kiimes hayvanlarinda asilama
gibi geleneksel stratejilerle kontrol edile-
meyen Avian leucosis virus (ALV) gibi
retroviriisler ciddi ekonomik kayiplara ne-

den olmaktadir. Hellmich vd., (2020), bu
soruna ¢0zum iiretmek amaciyla yaptiklari
bir ¢calismada CRISPR-Cas teknolojisinin
retroviruslerle micadele etmek igin kulla-
nilabilecegini gdstermiglerdir. ~ ALV-J
(Avian leukosis virus subgroup J) virusu-
niin konak hiicreye girisinde aracilik eden
chNHE1 (chicken Na*/H" exchanger type
1) reseptorinde bulunan triptofan 38
(W38), viriisiin girisi i¢cin 6nem tagimakta
ve hastaliga direng gelistirmek i¢in yapilan
calismalarda bu aminoasit dizisi hedef alin-
maktadir. CRISPR-Cas9 teknolojisi ve
HDR onarim mekanizmasi kullanilarak
chNHEL1 reseptorundeki W38'in silinmesi,
tavuklarin ALV-]J viriisiine kars1 direng ge-
listirmesini saglamistir. Calisma sonunda
elde edilen transgenik tavuklarin enfeksi-
yondan tamamen korundugu ve bu gen dii-
zenlemesinin tavuklarin gelisimi ve genel
saglik durumu tizerinde herhangi bir olum-
suz etkisinin olmadig1 gosterilmistir. Bu
calisma CRISPR-Cas teknolojisinin kiimes
hayvanlarinda alternatif bir hastalik kont-
rol stratejisi olarak kullanilabilecegini gos-
termistir.

CRISPR-Cas teknolojisi baz1 biyomedikal
urdnlerin hayvanlar tarafindan iiretilme-
sine de imkan saglamaktadir. Ornegin; in-
san serum albimini, insan fizyolojisinde
kritik fonksiyonlar1 olan bir plazma prote-
ini olup karaciger yetmezligi ve travmatik
sok gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde kul-
lanmilmaktadir. Insan albimini Gretmekte
kullanilan kanin yetersiz olmas1 ve bazi
hastalik risklerini tagimasi nedeniyle, alter-
natif iiretim kaynaklarina ihtiya¢ duyul-
maktadir. Bu nedenle arastirmacilar insan
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alblminini domuzlara drettirmek igin
CRISPR-Cas9 teknolojisini kullanmiglar-
dir. Insanlarda serum albiimini iiretiminden
sorumlu rHSA lokusu, domuz genomuna
CRISPR-Cas teknolojisini kullanilarak ek-
lenmistir. Sonuglar domuz zigotlarinda ho-
molog rekombinasyonun oldukcga verimli
bir sekilde gerceklestigini gostermistir.
Ayrica manipiile edilmis zigotlardan dogan
16 domuz yavrusunun da ayni geni tagidigi
ve bu yavrularin kaninda insan albliminin
bulundugu gosterilmistir (Peng vd., 2015).
Baska bir calismada ise insan interferon
proteinlerinin ticari olarak Gretimi igin
transgenik tavuklarin kullanimi amaglan-
mistir. Bu amagla tavuk ovalbimin loku-
suna hIFN- £ (human interferon beta) geni
CRISPR-Cas9 teknoloji kullanilarak yer-
lestirilmis (integrating) ve yumurta akinda
hIFN-p proteinlerinin iiretilebilecegi goste-
rilmigtir.  Calisma  sonuglari, yumurta
akinda hedef proteinin yiiksek verim ve
stabilitede {lretilebilecegini ve bu liretim
stratejisinin endistriyel uygulamalar igin
de uygun oldugunu gostermistir (Oishi vd.,
2018).

Yukarida verilen 6rneklerin disinda ¢iftlik
hayvanlarinda iiretkenlik 6zelliklerini ge-
listirme (Crispo vd., 2015; Van Eenennaam
vd., 2019), bulasic1 veya bulasict olmayan
hastaliklara kars1 diren¢ kazandirma (Liu
vd., 2014; Gao vd., 2017; Whitworth vd.,
2019) ve hayvan refahimi artirma (Yunes
vd., 2019; Kurtz ve Petersen 2019) gibi
ciftlik ortaminda hayvanlarin adaptasyon
ve dayanikliligini iyilestirmeye yonelik ih-
tiya¢ duyulan diger 1slah ¢aligmalarinda da
CRISPR-Cas teknolojisinden faydalanila-
bilecegi gosterilmistir.

5.3. Bitkisel Gretimdeki uygulamalar

CRISPR-Cas sisteminin bitki hicrelerinde
hedef DNA dizileri Gizerinde DSB'ler Uret-
mede oldukea islevsel oldugu ve hiicresel
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tamir mekanizmalari ile onarilan DSB'lerin
hem dikot hem de monokot bitkilerde he-
deflenen genom modifikasyonlarmi elde
etmek i¢in kullanilabilecegi bildirilmistir.
Ornegin; Feng vd., (2013), Arabidopsis ve
pirincte coklu genlerin ylksek verimde he-
deflenmis mutajenezi icin CRISPR-Cas
teknolojisinin kullanilabilecegini goster-
mislerdir. Bu c¢alismanin hemen ardindan
Li vd. (2013), Arabidopsis ve Nicotiana
bitkilerinde 7 farkli hedef bolge {izerinde
calismis ve sentetik rehber RNA:Cas9 ta-
banli genom diizenleme teknolojisinin bir-
den cok hedef i¢in uygulanabilirligini gos-
termislerdir. Piringte verimi artirmak icin
yapilan bir ¢alismada, DEP1 (Dense and
Erect Panicle 1) genini hedefleyen c¢oklu
CRISPR sgRNA'lar tasarlanmis ve hedef
gende Uretilen delesyonlar sayesinde daha
kisa, daha dik ve yogun cicek salkimlari
olan mutant bitkiler elde edilmistir (Wang
vd., 2017). CRISPR-Cas9 teknolojisi kul-
lanarak olumsuz cevre Kkosullarina karsi
yiiksek hassasiyeti olan ¢eltigin ¢esitli stres
faktorlerine karst dayanikliligini artirmay:
amaclayan bircok c¢alisma yapilmistir.
Yine piringte yaygin bir sorun olan Xant-
homonas oryzae'nin neden oldugu bakteri-
yel yaniklik hastaligini dnlemeye yonelik
olarak yapilan bir g¢aligmada, CRISPR-
Cas9 teknolojisi kullanilarak hastaliga yat-
kinlik geni olan OsSWEET13'lin promo-
tori hedef alinmis ve hastaliga direngli iki
knock-out mutant iretilmistir (Zhou vd.,
2015). Cin'de CRISPR-Cas sistemi kullani-
larak yapilan bir ¢calismada, soya fasulyele-
rinde fotoperiyot ¢igeklenme zamanim
kontrol eden GmFT2a geninde mutasyon-
lar yapilmistir. Boylece hem uzun giin hem
de kisa giin kosullarinda geg ¢igeklenen ve-
jetatif blylme siresi daha uzun mutantlar
elde edilmis ve bu 6zelligin sonraki nesil-
lere istikrarlt bir sekilde aktarildigi goste-
rilmistir (Cai ve digerleri, 2018).
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Wang vd., (2014), CRISPR-Cas9 sistemi-
nin, hekzaploid ekmeklik bugdayda faydali
genetik ozellikler olusturmak i¢in kullani-
labilecegini bildirmislerdir. Misirda dort
farkli gen hedeflenerek yapilan bir c¢alis-
mada da CRISPR-Cas9 teknolojisi ile TA-
LEN yontemi karsilagtirilmistir. Arastir-
macilar, misirda genom diizenlemesi i¢in
iki teknigin de kullanilabilecegini ancak
CRISPR/Cas sisteminin, klonlama ve mul-
tipleks genom diizenleme agisindan daha
avantajli oldugunu tespit etmislerdir (Li-
ang vd., 2014).

Son yillarda kakao tiretiminde zararlilara
kars1 daha direncli, yiiksek verimli, kurak-
liga dayanikli, aroma ve ¢ekirdek kalitesi
artiritlmig ¢esitler elde etmek amaciyla ¢ok
sayida genom diizenleme ¢aligmalar1 yapil-
mistir. Bu amagla yapilan bir ¢alismada,
savunma yanitini baskilayan TcNPR3
(Non-Expressor of Pathogenesis-Related
3) geni CRISPR-Cas9 teknolojisi kullani-
larak basarili bir sekilde silinmistir (Fister
vd., 2018). Ancak genom diizenlemesi yo-
luyla elde edilen bu mutant kakao ¢esitleri-
nin kiiresel kakao pazarina uyumu, tiretici
ve tiiketici tarafindan kabul edilebilirligi
hala tartisilmaktadir (Etaware, 2021).

CRISPR-Cas teknolojisinin en fazla uygu-
landig1 tirlinlerden birisi olan domates; ba-
sit diploid kalitimi, yiiksek lireme verimi,
kisa bliylime periyodu, genetik doniisiim
kolaylig1 nedeniyle kapsamli aragtirmalara
konu olmus model bir bitkisel {irtindiir. Do-
mateste yaprak sekilleri ilizerinde yapilan
calismalar, CRISPR-Cas teknolojisi ile
elde edilen genetik mutasyonlarin kalitsal
oldugunu gdstermistir (Wang vd., 2019).
Brooks vd. (2014) tarafindan yiiriitiilen bir
calismada, domates yapraklarinin tipik bir-
lesik ve yass1 goriiniimiinden sorumlu olan
SIAGO7 (Argonaute7) geni hedef alinmig
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ve bu genin CRISPR-Cas9 teknolojisi kul-
lanilarak silinmesi ile igne veya sirim ben-
zeri yaprak gorlinimiiniin ortaya c¢iktigi
bildirilmistir.  Elde edilen sonuglar,
CRISPR-Cas teknolojisinin domatesin fe-
notipik 6zelliklerinin degistirilmesinde ba-
sartyla kullanabilecegini ve bu teknoloji ile
yapilan genom diizenlemelerinin kalitsal
oldugunu gostermistir.

Cermdk vd. (2015) tarafindan yapilan bir
calismada domates genomunda geleneksel
DNA aktarim yontemlerine kiyasla (6rne-
gin Agrobacterium) daha yiksek frekans-
larda kalitsal modifikasyonlar olusturmak
icin geminiviriis replikonlarim1 kullanmig-
lardir. Antosiyanin biyosentezini kontrol
eden ANT1 (Anthocyanin Mutant 1) geni-
nin bag kismina giiclii bir promotdr yerles-
tirilmis ve boylece domates dokularinda
antosiyaninin yiksek miktarda Uretimi ile
mor renkli domatesler elde edilmistir. Ca-
lismada hem TALEN hem de CRISPR-
Cas9 teknolojisi kullanilmis ve her iki yon-
temin de geminiviriis replikonlart ile kom-
binasyonunun gen hedefleme etkinligini
artirdig1 gosterilmistir. Ayrica domatesler-
deki modifikasyonun kalitsal oldugu ve
replikon dizilerinin hedef bolge disinda en-
tegrasyonuna dair bir kanit bulunamadigi
bildirilmistir.

CRISPR-Cas teknolojisi bitkisel drtinlerin
besin igerigini artirmak i¢in de kullanilmis-
tir. Ornegin Andersson vd., (2017) tarafin-
dan yapilan bir ¢alismada tetraploid patates
tird olan Solanum tuberosum’un besin ige-
rigini artirmak igin patates protoplastla-
rinda amiloz sentezinden sorumlu GBSS
(Granule-Bound Starch Synthase) enzi-
mini kodlayan gen silinerek nisasta kalitesi
artirilmastir.

Yukarida verilen orneklerin disinda bitki-
sel tiretimde; herbisit tolerans1 (Sun vd.,
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2016), kuraklik direnci (Shi vd., 2017),
tane verimi (Zhou vd., 2019), bitki buyuk-
lugii ve agirhgmin (Rodriguez-Leal vd.,
2017; Wang vd., 2018) artirilmasi, biyotik
ve abiyotik streslere direng kazandirilmasi
(Pyott vd., 2016; Xu vd., 2019; Ren vd.,
2016), duyusal ve besinsel 6zelliklerin
(Sun vd., 2017; Dong vd., 2020) gelistiril-
mesi gibi verimi ve kaliteyi artirmaya yo-
nelik 1slah ¢aligmalarinda da CRISPR-Cas
teknolojisinden yararlanilabilecegi goste-
rilmistir.

5.4. Gida endiistrisindeki uygulamalar

Gida miihendisliginde CRISPR sistemleri-
nin uygulamalar arasinda; starter kiiltiirle-
rin virtslere kars1 asilanmasi, genotiplen-
dirme, antibiyotik diren¢ genlerinin bakte-
riler tarafindan alinmasinin ve yayilmasi-
nin kontrol edilmesi ve probiyotik kiiltiirle-
rin modifikasyonu yer almaktadir (Barran-
gou ve Doudna 2016). Sut drunlerinin fer-
mantasyonunda kullanilan Streptococcus
thermophilus starter kalturinan virtslere
kars1 asilanmasinda elde edilen basari, gida
endustrisinde CRISPR-Cas sistemlerinin
kullaniminin yolunu agmuistir (Selle ve Bar-
rangou 2015). Ayrica gida giivenligini ar-
tirmak ve raf omriinii uzatmak amaciyla
gida kaynakli patojen mikroorganizmalarin
kontroliine yonelik yapilan ¢aligsmalarda da
CRISPR-Cas sisteminin kullanilabilecegi
bildirilmistir (Barrangou ve Notebaart,
2019; Es vd., 2019). Gomaa vd. (2014) ta-
rafindan yapilan bir calismada, Tip I-E
Cas3 enzimi kullanilarak tasarlanan
CRISPR-Cas sistemi spesifik olarak E. coli
strainlerini yok etmek i¢in kullanmistir. Bu
yaklagim kisa bir siire sonra Tip II Cas9
kullanilarak E. coli ve Staphylococcus au-
reus’ta da denenmis ve CRISPR-Cas9 sis-
temlerinin antibakteriyel potansiyeli deger-
lendirilmistir (Citorik vd., 2014; Bikard
vd., 2014).
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Gida endiistrisinde starter kiiltiir veya pro-
biyotik olarak kullanilan laktobasillerin ge-
nomlarmin %62,9'unda ve bifidobakterle-
rin ise genomlarimin %77'sinde CRISPR
lokuslar1 bulunmaktadir. Ozellikle ferman-
tasyonla tiretilen karisik mikrobiyotaya sa-
hip iirtinlerde farkli tiirleri ayirmak igin
CRISPR lokuslarinin genotipleme ama-
ciyla kullanilabilecegi gosterilmistir (Stout
vd., 2017). Bu alanda ilk ¢aligmalardan biri
tursularda bozulmaya neden olan, 6zellikle
salatalik tursularinda aromay1 bozarak fiire-
timi  olumsuz etkileyen Lactobacillus
buchneri tizerinde yapilmistir. L. buchneri
genomlarinda CRISPR-Cas sistemlerinin
olusumu ve ¢esitliligi belirlendikten sonra,
36 nikleotidlik Tip 11-A CRISPR lokusu-
nun tanimlama i¢in kullanimi basarili so-
nuglar vermistir (Briner ve Barrangou,
2014). CRISPR lokuslar1 ayrica fermente
etlerde siklikla kullanilan Enterococcus fa-
ecalis ve probiyotik rolleri ile bilinen Lac-
tobacillus gasseri ve Bifidobacterium’un
genotiplemesi amaciyla da kullanilmigtir
(Hullahalli vd., 2015; Sanozky-Dawes vd.,
2015; Briner vd., 2015).

6. Potansiyel Riskler ve Yasal Duzenle-
meler

CRISPR-Cas sistemi bir genom diizenleme
araci olarak taninmasinin ardindan bir¢ok
model organizma iizerinde denenmis, ve-
rimliligi, hassasiyeti ve genis uygulama
alan1 nedeniyle kisa siirede oldukg¢a popii-
ler bir yontem haline gelmistir (Ledford,
2015). CRISPR teknolojisinin farkli ge-
nom tiplerini benzeri goriilmemis bir ko-
laylikla diizenleme yetenegi, uluslararasi
bilim camiasinda biiyiik bir heyecan olus-
tururken potansiyel olarak birgok ahlaki,
etik, politik ve guvenlik riskilerini de bera-
berinde getirmistir (Memi vd., 2018; Bro-
kowski ve Adli, 2019).
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6.1. Tedavi amach uygulamalardaki
riskler ve yasal diizenlemeler

CRISPR-Cas genom diizenleme tekniginin
en onemli uygulamasi, siliphesiz genetik
yonelik  tibbi
amaclh kullanimlaridir. Genel olarak, gen
tedavisi; somatik ve germ hatt1 gen tedavisi
olarak iki sekilde kategorize edilebilir. So-
matik gen tedavisi, bir insanin germ
(Greme) hicreleri disindaki hicrelerin
DNA dizilerini hedef alan dizenlemeleri
ifade eder. Somatik hicre gen tedavisi, te-
davi edilen kisiyle sinirli olan ve sonraki
nesillere aktarilmayan kemik iligi, kan ve
deri gibi hiicrelerdeki degisiklikleri igerir
(Smith, 2003). CRISPR ile ilgili asil tartis-
malar genlerin kalic1 olarak modifiye edil-
mesini hedefleyen germ hatt1 diizenlemele-
ridir. Germ hatt1 gen tedavisi, gelisimin er-
ken evrelerinde yumurta hiicreleri, sperm
hlcreleri ve embriyonik kok hicreler tze-
rinde yapilan diizenlemelerdir (Kalidasan
vd., 2021).

hastaliklarin  tedavisine

CRISPR-Cas sistemi oldukca basarili bir
genom diizenleme teknigi olsa da tedavi
amacli uygulamalarda bazi teknik sorunlar
yasanabilmektedir. Bunlardan en 6nemlisi
CRISPR-Cas teknigine dayali genom dii-
zenlemesinin hedef dis1 (off-target editing)
etkileridir. CRISPR-Cas9 tabanli genom
diizenlemesinin, insan, fare ve sican hiicre
hatlarinda hedef dis1 degisikliklere neden
oldugunu gosteren calismalar mevcuttur
(Anderson vd., 2018; Aryal vd., 2018; Fu
vd., 2013). Terapotik amagli CRISPR-Cas
uygulamalarinda hedef dis1 diizenleme,
fonksiyonel genlerde fonksiyon kaybr ile
sonuclanan mutasyonlara (off-target muta-
tion) veya hedef DNA dizisi digindaki site-
lere baglanma ve kirilma nedeniyle hasta-
lik indiikleyen genin yanlis onarimi gibi so-
runlara neden olabilmektedir. Dahas1 bu



Helal ve Etik Arast. Derg. / J. Halal & Ethical Res. 4 (2): 11-42, 2022.

hedef dig1 mutasyonlar, genomu diizenle-
nen bireylerde buglinden éngorulemeyen
ancak gelecekte ortaya ¢ikabilecek kanser
veya diger ciddi komplikasyonlara neden
olabilecek etkiler olusturma potansiyeline
sahiptir (Zhang vd., 2020). CRISPR-Cas
uygulamalarinda ortaya c¢ikan diger bir
o6nemli problem de mozaikliktir. CRISPR-
Cas uygulamasi ile hedeflenen genom dii-
zenlemeleri, embriyonik gelisimin farkli
asamalarindaki hiicrelerin yalnizca bir kis-
minda gerceklesirse “mozaiklik™ olusabil-
mektedir. Mozaiklik, genomu diizenlenen
bircok hayvan modeli ve insan embriyola-
rinda olduk¢a sik rastlanan bir durumdur.
Bu tiir heterojen diizenlemeler, hastaliga
neden olan mutasyonun onarilmasinda sik-
likla basar1 saglayamadigi gibi bir takim is-
tenmeyen mutasyonlara da neden olabil-
mektedir (Mehravar vd., 2019).

Teknik basarisizliklar yasanmasa bile germ
hatt1 genom diizenleme teknolojisinin bi-
reyi, aileyi ve toplumu olumsuz etkileye-
cek bir takim sonuglar iretme potansiyeli
mevcuttur. Ozellikle 6jeni, sosyal adalet ve
tedaviye esit erisim konusunda 6nemli en-
diseler vardir. Ojeni, olumlu 6zellikleri ko-
ruyan fakat olumsuz ozellikleri ortadan
kaldiran bir kavramdir. Bu baglamda, germ
hatti modifikasyonu, genetik cesitliligin
kaybolmasina neden olabilecegi gibi mii-
kemmel 6zelliklere sahip ¢ocuklarin (tasa-
rim bebekler) dogmasina da yol agabile-
cektir. Dolayisiyla yalnizca belirli bir sos-
yoekonomik siniftan insanlarin elde edebi-
lecegi fiziksel ve zihinsel yeteneklerin, top-
lumdaki baz1 bireylere haksiz bir iistiinliik
kazandirma ihtimali endise olusturmakta-
dir (Coller, 2019).

2015 yilinda, MIT Technology Review’de
basilan "Miikemmel Bebegi Tasarlamak”
baslikli makalede, Cin ve Birlesik Kral-
lik'taki  bilim adamlarimin  yani sira
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ABD’deki ii¢ arastirma merkezinin insan
germ hatt1 hiicreleri ve embriyolarinin mo-
difikasyonu iizerinde ¢alistig1 agiklanmistir
(Regalado, 2015). Bu makaledeki acikla-
malar, ayn1 yil Cin’li bir arastirma grubu
tarafindan insan embriyolarinda genom dii-
zenleme amaciyla CRISPR-Cas sisteminin
basarili bir sekilde kullanildigint bildiren
calisma (Liang vd., 2015) ile dogrulanmig-
tir.

Bu gelismeler karsisinda harekete gegen ve
2015 yilinda Napa Valley toplantisinda bir
araya gelen bir grup bilim insani1 ve etik uz-
man, CRISPR-Cas’in bilimsel, yasal, etik
ve biyomedikal sonuclarini tartigmislardir
(Baltimore vd., 2015). Bu toplantinin ar-
dindan ABD Ulusal Bilim, Miihendislik ve
Tip Akademileri (NASEM) tarafindan Cin
Bilimler Akademisi ve Ingiltere Kraliyet
Cemiyeti’nin de katildig1 “Uluslararasi In-
san Geni Diizenleme Zirvesi” organize
edilmistir (Ormond vd., 2017). Bu ulusla-
rarasi organizasyonda gen diizenleme tek-
nikleri ve yasal diizenlemeleri tartigmak
iizere birgok uzman bir araya gelmistir.
Programin ardindan kararlar1 Gzetleyen
“Insan Genom Diizenleme: Bilim, Etik ve
Yonetim” adli bildiri yaymlanmistir. Bu
bildiriye gore insan geni diizenleme c¢alis-
malari; 1) temel klinik arastirmalar, 2) so-
matik hiicre uygulamalari, 3) germ hiicre-
lerindeki (gamet, zigot ve embriyolar) uy-
gulamalar olmak iizere simiflandirilmistir.
Tedavi amagli CRISPR-Cas teknolojileri-
nin kullaniminda as1l tartisma konusu germ
hattina yonelik diizenlemeler olmustur. So-
matik hucrelerde genom diizenlemesi, yal-
nizca uygulamaya maruz kalan hiicrelerle
smirli kaldigindan kalitsal etkileri baki-
mindan daha diisiik bir risk olusturmakta-
dir. Ancak germ hattinin diizenlemesinde,
diizenleme bireyin lireme hiicresinde yapil-
dig1 i¢in genetik modifikasyon kalic1 ol-
makta ve sonraki nesillere taginmaktadir.
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Bu nedenle germ hatt1 modifikasyonu, ge-
netik hastaliklarin tedavisi veya tamamen
ortadan kaldirilmasi bakimindan biiytik bir
potansiyele sahip olsa da sosyal, etik ve po-
litik etkileri ve suistimal riski nedeniyle
esine az rastlanir tartismalara neden olmus-
tur (NASEM, 2017; Memi vd., 2018). NA-
SEM raporu, bugtine kadar, insan genomu-
nun diizenlenmesiyle ilgili endiselerin ana-
lizini yapan belki de en kapsamli rapor ol-
mustur. NASEM raporunda, germ hatti dii-
zenlemesini igeren klinik denemelerin, tek-
nik ve guvenlik ile ilgili riskler ancak ¢ok
daha iyi anlasildiginda baslayabilecegi 6n
goriilmiistiir NASEM, 2017).

2018 yilinda, Cinli aragtirmaci He Jiankui
tarafindan ilk “CRISPR bebekleri”nin diin-
yaya geldigini duyurulmasi tartigsmalar
daha da tirmandirmistir. Anne karnindaki
HIV’li bebeklere HIV virtisiine kars1 bagi-
siklik kazandirmak amaciyla CCRS (CC
chemokine receptor 5) genini silmek i¢in
CRISPR-Cas9 teknigini uygulayan He Ji-
ankui, Lulu ve Nana takma adlar ile bili-
nen ilk genetik olarak diizenlenmis ikizleri
tretmistir. Bilim insanlari, kapsamli bir se-
kilde aragtirilmamis veya heniiz tam olarak
tespit edilmemis riskler nedeniyle embriyo
tizerinde bu tip modifikasyonlarin insan
genomunu kalict olarak degistirebilecegi
dahas1 beklenmeyen sonuglara yol agabile-
cegi diisiincesiyle riskli oldugunu bildir-
mislerdir (Normile, 2018).

Bu gelismeler iizerine 2019 yilinda Emma-
nuelle Charpentier’in de yer aldig1 bir grup
aragtirmact germ hatt1 diizenlemelerinin
klinik kullanimlartyla ilgili kiiresel bir mo-
ratoryum ¢agrisinda bulunmustur. Arastir-
macilar kiiresel moratoryum ile kalic1 bir
yasagin kastedilmedigini ancak uluslarin
belirli kosullar karsilanincaya kadar “kli-
nik germ hatt1 diizenlemelerinin” herhangi
bir amacla kullanimini1 onaylamamasi icin

24

Doi: 10.51973/head.1209563

cagrida bulunmuslardir. Onerilen morator-
yumun, germ hatti diizenlemelerinin klinik
kullanimina izin verilmeyen “sabit bir
siire" ile siirli oldugunu ve bu siirenin tek-
nik, bilimsel, tibbi, toplumsal, etik ve ah-
laki konular {lizerinde tartismalar yapmak
ve uluslararasi bir ¢ergeve olusturmak i¢in
gerekli zamani1 kazandiracagini ifade et-
mislerdir. Ayrica moratoryumun, embriyo
transferini igermemesi kosuluyla, aras-
tirma amagli germ hatt1 diizenlemeleri ile
DNA modifikasyonlarinin kalict olmadigi
insan somatik hucrelerine uygulanan te-
davi amagli genom diizenlemelerini kapsa-

madigmi  bildirmislerdir (Lander vd.,
2019).

Burada erken evre insan embriyolarinin,
gametlerinin veya onlarin onciil hiicreleri-
nin genetik olarak diizenlenmesinde, amag-
lar1 ve sonuglar1 birbirinden farkli olan iki
uygulama karsimiza ¢ikmaktadir. Bunlar-
dan ilki, genetigi degistirilmis embriyola-
rin, embriyo transferi yoluyla genomu de-
gistirilmek istenen bir insanin dogumuna
yonelik siireclerde kullanimina dayanan ve
germ hatt1 genom diizenlemelerinin klinik
kullanimini1 ifade eden “kalitsal genom dii-
zenlemesi”dir. Digeri ise, gamet 6ncii hiic-
releri, esey hicreleri veya erken evre emb-
riyolarda genetik modifikasyonlar olustur-
may1 hedeflemekle birlikte ortaya ¢ikan
genetigi degistirilmis embriyolarin kalitsal
genom diizenlemesinden farkli olarak
ireme amaglh kullanilmadigr arastirma
amacl “germ hatt1 genom diizenlemesi”dir
(Ormond vd., 2017). Arastirma amagh
germ hatti genom diizenlemeleri, ¢ogun-
lukla insan embriyolarinin gelisiminin iz-
lenmesi, embriyonun DNA onarim meka-
nizmalarmin ve hiicre kaderini belirleyen
anahtar genlerin oynadigi roliin anlagilma-
sina yonelik ¢alismalarda kullanilmaktadir
(Baylis vd., 2020).
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Bugun bircok tlkede insan genomunu di-
zenleme tekniklerinin kullanimiyla ilgili
duzenleyici politikalar (mevzuat, yonetme-
likler, yonergeler ve uluslararasi anlagsma-
lar) mevcuttur. Baylis vd. (2020), diinya
genelinde insan genomunun dizenlenme-
sine iliskin politikalar1 analiz etmek icin
2020 yilinda 106 iilkeyi kapsayan bir ta-
rama yapmislardir. Arastirmacilar, analiz
ettikleri tilkelerin 96'sinda erken evre insan
embriyolarini, gametlerini veya onlarin 6n-
cul hiicrelerini kalitsal olarak degistirmeyi
amaclayan genom diizenleme tekniklerinin
kullanimiyla ilgili politikalarin mevcut ol-
dugunu tespit etmislerdir. Ancak bu iilke-
lerin higbirinde genetigi degistirilmis emb-
riyolarin in vitro kullanimina (kalitsal ge-
nom diizenlemesi) agikca izin verilmedi-
gini bildirmislerdir. Diger taraftan aras-
tirma amagli insan germ hatti genom dii-
zenlemelerine yonelik politikalarin iilke-
den tlkeye farklilik gosterdigi tespit edil-
mistir. Amerika Birlesik Devletleri, Birle-
sik Krallik, Japonya, Cin, irlanda ve Hin-
distan’1n da i¢inde bulundugu 11 iilkede bu
arastirmalara izin verilirken, Brezilya, Al-
manya, Kanada, Isveg, Isvigre, Yunanistan,
Malezya ile birlikte toplam 23 ulkede ya-
saklandig1 tespit edilmistir. Ancak analiz
edilen tlkelerin buyiik ¢ogunlugunda aras-
tirma amacli germ hatt1 genom diizenleme-
lerini 6zel olarak ele alan yasal diizenleme-
lerin heniiz bulunmadigi rapor edilmistir.

6.2. Bitkisel Uretimdeki riskler ve yasal
dizenlemeler

Bitkisel iiriinlerin hastalik direnci, verim,
stres adsaptasyonu ve besin bilesiminin iyi-
lestirilmesi gibi dnemli genetik 6zellikle-
rini  gelistirmeye yonelik caligmalarda
CRISPR-Cas sistemi etkin bir sekilde kul-
lanilmistir (Pfeiffer, 2018). Ancak bu yon-
temle genomu diizenlenen iirlinlerin olusa-
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bilecegi riskler, bu drlinlerin GDO'lardan
hangi yonlerden farkli oldugu ve yasal ola-
rak nasil diizenlenmesi gerektigi gibi konu-
lar hala tartisilmaya devam etmektedir. Bu
tartismalar genel olarak; hedef dis1 mutas-
yonlarin varligi ve sikligi, CRISPR-Cas
tirlinleri i¢in kullanilan risk degerlendirme
yontemlerinin uygun veya yeterli olup ol-
madig1 ve GDO ile ilgili mevcut diizenle-
melerin CRISPR-Cas ile duzenlenen Uriin-
lere uygulanip uygulanamayacagi iizerinde
odaklanmistir (Ran vd., 2013; Ahmad vd.,
2021).

Hedef dis1 mutasyonlar, CRISPR-Cas uy-
gulamalarinda ortaya ¢ikan en 6nemli risk-
lerden biridir. Bitki genomunda hedef dis1
mutasyonlarin olusma orani ve bunlarin
nasil ortadan kaldirilacagina yonelik yogun
aragtirmalar yapilmaktadir (Zischewski
vd., 2017). Son aragtirmalar, CRISPR-Cas
sistemi ile genomu dizenlenen bitkilerde
hedef disi mutasyonlarin oldukca diisiik
siklikta veya nadiren goriildiigiinii ortaya
koymustur (Anderson vd., 2016; Li vd.,
2019b). Bu ¢alismalar, CRISPR-Cas siste-
minin bitki genomunda beklenmeyen he-
def dis1 etkilerinin ¢ok az oldugunu goster-
sede, herhangi bir CRISPR-Cas uygulama-
sinda tiim hedef dis1 etkilerin saptanmasi-
nin kritik 6nem tasidig1 vurgulanmaktadir
(Manghwar vd., 2020).

Diger bir Onemli tartisma konusu ise,
CRISPR-Cas ile diizenlenen Urlnlerin ge-
netigi degistirilmis organizmalar (GDO)
kapsamina girip girmedigidir (Barrangou
ve Notebaart, 2019). Biyoteknolojik trtn-
lerin resmi kontrolii, takibi ve saglik yo-
ntinden kontroll konusunda ilk duzenleme
1990 yilinda Uluslararas1 Gida Biyotekno-
loji Konseyi tarafindan yapilmistir. Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) ve Gida ve Tarim
Orgiitii (FAO), birlikte calisarak, rekombi-
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nant DNA teknolojisi ile Gretilen Grlnler
icin diinyaca kabul goérmiis yasal diizenle-
meler getirmistir. Bugiin rekombinant
DNA teknolojisine dayali iirlinlere yonelik
yasal diizenlemelerin CRISPR-Cas uygula-
malar1 i¢in de gegerli olup olmayacagi tar-
tismalidir. Bu tartismanin odak noktasini
ise, NHEJ onarim mekanizmasina dayali
CRISPR teknolojisi ile Uretilen Urinlerin
yabanct DNA igermedigi icin GDO kapsa-
minda degerlendirilip degerlendirilmeye-
cegi olusturmaktadir (Charo ve Greely,
2015).

GDO'lar, yabanci kaynakli bir genin ko-
nak¢t genomuna eklenmesine dayanan
transgenik bir yaklagimla iretilirken,
NHEJ onarim mekanizmasinin kullanildig:
CRISPR-Cas sisteminde, degisiklikler en-
dojen genler lizerinde yabanci bir DNA’ya
ihtiya¢ duyulmaksizin organizmanin kendi
DNA tamir mekanizmalari etkinlestirilerek
(knock out) yapilmaktadir (Globus ve
Qimron, 2018; Li vd., 2019¢) Dolayisiyla,
bu sekilde genomu diizenlenmis bitkilerin
genetik ozellikleri, geleneksel genetigi de-
gistirilmis  organizmalardan (GDO'lar)
farkli, ancak dogal veya mutajenez yakla-
stimiyla tretilen iirlinlere benzemektedir.
Bu bakis acis1 ile degerlendirildiginde
CRISPR ile Uretilen ve transgen icermeyen
bitkiler, nihai Uriinde ekzojen DNA'ya sa-
hip olmadig1 icin, ortaya cikan bitkisel
tiriinler GDO diizenlemesi kapsamina gir-
memektedir.  Ayrica, CRISPR-Cas’in
knock out mekanizmasi kullanilarak dii-
zenlenen bitkiler, onceki genetik modifi-
kasyon tekniklerinden farkli olarak ya-
banct DNA igermedikleri igin, nispeten
daha az riskli ve etik olarak daha kabul edi-
lebilir bulunmaktadir (Bartkowski vd.,
2018; Li vd., 2019c; Schulman vd., 2020).
Bunun aksine CRISPR-Cas’in knock-in
mekanizmasi ile diizenlenen bitkilerin, ya-
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banci DNA igermeleri nedeniyle potansi-
yel olarak GDO’lara benzer riskler tasidigi
diistiniilmektedir. Bu tirlinlerle ilgili endi-
selerin basinda, genetigi degistirilmis (GD)
tirtinlerdeki gibi transgenlerin dogal tiirlere
gecerek biyolojik cesitliligi ve c¢evreyi
olumsuz etkileme riski gelmektedir. Ozel-
likle bu Grtnlerle beslenen bocek ve zarar-
lilarda pestisitlere karst direng gelisimi ile
ilgili ciddi endiseler duyulmaktadir (Zhang
vd., 2020; Turnbull vd.,2021).

Bugiin bir¢ok bilim insani, CRISPR kulla-
nilarak yapilan degisikliklerin dogal veya
geleneksel 1slahtan farkli olmadigini ve bu
nedenle CRISPR tarafindan diizenlenen
¢esitlerin mevcut GDO diizenlemelerine
tabi olmamas1 gerektigini savunmaktadir.
Buna karsilik bazi bilim insanlar1 ise bu
teknolojiler tarafindan gelistirilen iriinle-
rin genetiginin degistirilmis oldugu bu ne-
denle potansiyel olarak GDO diizenlemele-
rine tabi olmasi gerektigini diistinmektedir.
Bu goriisler iilkelerin politikalarina da yan-
stmstir. Ornegin ABD’de, knock-out tek-
nigi kullanilarak tiretilen tirtinler GDO’lara
uygulanan diizenlemelerin disinda tutulur-
ken, AB’de bu fiirtinler i¢in mevcut GDO
diizenlemeleri gegerliligini  korumustur
(Ahmad vd., 2021). Avrupa Adalet Divani
(The European Court of Justice-ECJ) tara-
findan, 25 Temmuz 2018'de CRISPR-Cas
gibi genom diizenleme teknolojileri kulla-
nilarak tiretilen iiriinler, genetigi degistiril-
mis organizmalar (GDQ'lar) olarak kabul
edilmis ve CRISPR-Cas ile diizenlenen bu-
tin drunler icin geleneksel GDO urtinlerine
uygulanan kurallarin uygulanmasina karar
verilmistir. Diger taraftan birgok tilkede bu
konularla ile ilgili tartigmalar1 hala devam
etmekte ve yasal diizenlemelerde siklikla
degisiklik yapilmaktadir (Ishii, 2017; Ah-
mad vd., 2021).
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ABD’de transgen icermeyen CRISPR-Cas
kaynakli diizenlemelerin (knock-out) yasal
statisi GDO mevzuatindan farklidir. Ta-
rim Bakanlhigi (USDA), CRISPR-Cas’in
knock-out mekanizmasi ile diizenlenmis
bitkisel tirtinleri, GDO’lara uygulanan agir
kisitlamalarin disinda birakarak serbestce
yetistirilip  satilabilecegini  bildirmistir
(Waltz, 2018). Buglne kadar ABD'de
CRISPR-Cas teknolojisi ile dretilen 5
tiriine GDO’lara uygulanan yasal diizenle-
melerden muaf tutularak onay verilmistir.
Bunlardan ilki, yenilebilir mantarlarda es-
merlesmeye neden olan polifenol oksidaz
geninin CRISPR-Cas teknolojisiyle silin-
mesi ile elde edilmis esmerlesmeye karst
direngli beyaz kiiltiir mantar1 (Agaricus
bisporus)’dir. Ikinci iiriin misirda (Zea
mays) endojen bir gen olan Wx1'in inakti-
vasyonu ile iiretilmis amilopektin agisin-
dan zengin mumlu misir olarak adlandiri-
lan Grunddr (Waltz, 2016). Yasal sinirla-
maya tabi olmayan CRISPR teknolojisiyle
modifiye edilmis {iriinlerin listesine, 2017
yilinda, omega-3 igerigi arttirilmig bir yag
bitkisi olan ketencik (Camelina sativa),
Drb2a ve Drb2b genleri inaktive edilerek
kurakliga ve tuzluluga kars1 dayaniklilik
kazandirilan soya fasulyesi (Glycine max)
ve ID1 (Inhibitor Of DNA Binding 1) geni-
nin inaktivasyonunun neden oldugu gecik-
meli giceklenme ile karakterize edilen yesil
tilki kuyrugu (Setaria viridis) bitkisi eklen-
mistir (Waltz, 2018; Kuluev vd., 2019).

GDO’lar i¢in yasal diizenlemeler, iiriin
veya siire¢ bazli yaklasimlar olarak katego-
rize edilmektedir. Uriin temelli yasal dii-
zenlemeler, Grtinleri gelistirmek igin kulla-
nilan siiregleri dikkate almadan yeni bitki
gesitlerine odaklanmaktadir. Bu yakla-
simda, saglik veya cevre ile ilgili olusabi-
lecek herhangi bir riskin, bitkinin dreti-
minde kullanilan genetik miithendisligi tek-
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niklerinden degil de nihai Griinden kaynak-
landig1 kabul edilir. ABD, Hindistan, Ja-
ponya, Arjantin, Rusya, Avustralya ve Sili
GDO fiirtinlerin kontroliinde iiriin bazl dii-
zenleyici kullanmaktadir.
Uriin tabanli yaklasimlar Diinya Ticaret
Orgiitii (WTO) serbest ticaret anlasmala-
riyla da uyumludur. Siirece dayali yasal
dizenlemelerde ise, GDO (rinler ile GDO
olmayan tirlinler arasinda farklilik, bitkinin
tiretiminde kullanilan yontemlere gore be-
lirlenir. Uriin bazli diizenlemelerin aksine

yaklagimlar1

siire¢ bazli diizenlemelerde, potansiyel
risklerin kaynagi kullanilan yo6ntemler-
dir. Bu yaklasimda, genomunda dogal ola-
rak bulunmayan genleri iceren bitkinin, ge-
netik miihendisligi teknikleri kullanilarak
retildigi kabul edilir. AB ve Yeni Ze-
landa’da GDO firiinler igin siire¢ bazli dii-
zenlemeler gecerlidir.  Sonug¢  olarak
CRISPR-Cas ile diizenlenen drunlerin gu-
venligi ve yasal diizenlemesi konusundaki
kiiresel anlamda ortaya ¢ikan farkli uygu-
lamalar, cogunlukla GDO ve CRISPR sii-
recleri arasindaki benzerlik ve farkliliklar-
dan kaynaklanmaktadir. Bunun yanisira
GDQ’lara ait yasal dizenlemelerin kendi
iginde {irlin veya siire¢ bazli yaklasimlar
olarak kategorize edilmesi durumu daha da
karmasik hale getimektedir (Ishii ve Araki,
2016; Lassoued vd., 2019; Mubarik
vd.,2021).

6.3. Hayvansal Uretimdeki riskler ve ya-
sal diizenlemeler

Genom duzenleme teknolojileri, ¢iftlik
hayvanlarinda verimi artirma, ¢ift¢ilik faa-
liyetlerinin gevre Uzerindeki olumsuz etki-
sini azaltma, hastaliklarin kontrolii, hayvan
refahin1 ve saglhigini iyilestirme gibi hay-
vancilik sektoriiniin gelistirmesine katki
saglayacak c¢oziimler sunmaktadir (Wei
vd., 2015; Carlson vd., 2016). Geleneksel
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1slah yontemlerinde, {istiin bir 6zelligin ge-
listirilmesi, uzun zaman alan, yiiksek mali-
yetli ve zahmetli bir siirectir. Buna karsilik
genom dizenleme teknolojisi kullanarak,
hedef ozellikleri etkileyen anahtar genler
hizli bir sekilde diizenlenebilir ve sadece
tek bir neslin dizenlemesi ile istenilen
Ozelliklere sahip yeni bir genotip elde ede-
bilir (Ruan vd., 2017). Diger diizenleme
araglarma (ZFN'ler, TALEN'ler) kiyasla
spesifikligi ve verimi ¢ok daha yuksek olan
CRISPR/Cas9'un popularitesi gdz onine
alindiginda, yakin bir gelecekte genomu
diizenlenmis c¢ok sayida c¢iftlik hayvanin
tiretilmesi kagmilmaz olacaktir (Raza vd.,
2021). Bu durum CRISPR/Cas9'un besici-
lik sektoriine getirecegi artilar1 kadar eksi-
lerinin de kapsamli bir sekilde degerlendi-
rilmesini zorunlu kilmaktadir.

Hedef dis1 diizenleme, genomu diizenlen-
mis hayvanlar ile ilgili en 6nemli endise
kaynaklarindan birisidir. Mevcut genom
duzenleme teknolojilerinin tim, genomda
hedef dis1 mutasyonlar1 indiikleme potansi-
yeline sahiptir. Bu mutasyonlar genomu
diizenlenmis hayvanin saglig: iizerinde po-
tansiyel bir risk olusturmakla kalmayip
ayni zamanda bu hayvanlara ait iirlinlerin
tiiketimi ile ortaya ¢ikabilecek uzun vadeli
etkiler konusun da belirsizliklere neden ol-
maktadir (Ishii, 2017). Ornegin, CRISPR
/Cas9 ile miyostatin geni diizenlenen hay-
vanlar, ¢ift kas fenotipine sahip olmakla
birlikte o6lii dogum, erken evre Oliim,
omurga deformitesi ve anormal yag, seker
ve protein metabolizmas1 gibi istenmeyen
bazi etkiler de sergileyebilmektedirler
(Yehvd., 2017; He vd., 2018). Genomdaki
istenmeyen degisiklikler, {iriiniin ticari de-
gerini diisliren veya hayvan sagligini ve re-
fahin agikea etkileyecek bir olumsuzlukla
sonuglanabilecegi gibi bu degisiklikler her
zaman bu kadar belirgin de olmayabilir.
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Ozellikle tiimér baskilayici genlerin (drne-
gin p53 geni) CRISPR/Cas diizenlemele-
rinden etkilenerek kanser riskini artirma
potansiyeli bulunmaktadir (Haapaniemi
vd., 2018). Hayvan sagligina yonelik endi-
selerin yanisira, “kasith genomik degisik-
liklerin (IGA)” veya herhangi bir istenme-
yen degisikligin, hayvansal gidalarin bile-
siminde veya besin igeriginde birtakim de-
gisiklikler olusturup olusturmadig: dikkate
alinmasi gereken baska bir faktordiir. Or-
negin, siitlin bilesiminde istenmeyen degi-
siklikler olusturan IGA’lar, insanlarin 6zel-
likle bebeklerin sagligini olumsuz etkileye-
bilir (Epstein vd, 2021).

Genomu diizenlenmis hayvanlarla ilgili en-
dise olusturan diger bir konu da biyogiiven-
lik icin kritik 6nem arz eden izlenebilirlik-
tir. CRISPR-Cas9’un knock-in mekaniz-
mas1 kullanilarak genomu diizenlenmis
hayvanlarda degisiklikler, ekzojen gen ice-
ren geleneksel transgenik hayvanlarin ak-
sine genellikle ayak izi birakmamaktadir.
Bu durum genomu diizenlenmis hayvanlar
ve Urlnlerinin Uretim ve dagitim asamala-
rinda izlenmesi ve kayit altina alinmasim
zorlastirmakta ve izlenebilirligi saglamak
icin yeni teknolojilere ihtiya¢ duyulmakta-
dir (Ruan vd., 2017).

Bugun bircok llkede CRISPR/Cas dahil
olmak (zere genom diizenleme teknoloji-
leri kullanilarak gelistirilen hayvanlar ve
onlarin tiriinlerini 6zel olarak ele alan risk
degerlendirme mevzuat veya yoOnergeleri
mevcut degildir. Bu nedenle, genomu du-
zenlenmis hayvanlarin degerlendirilmesi
halihazirda GDO'lu hayvanlar i¢in gelisti-
rilmis olan risk degerlendirme yonergele-
rine gore yapilmaktadir (Van Eenennaam
2018). Bununla birlikte, NHEJ mekaniz-
mas1 kullanilarak bir veya birkag baz ¢ifti-
nin silinmesi veya eklenmesi ile gergekles-
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tirilen mutasyonlar yoluyla genomu diizen-
lenen ¢iftlik hayvanlarinin ekzojen gen
icermedigi i¢in geleneksel GDO'lu hayvan-
lardan farkli oldugu ve ayni riskleri tasima-
dig1 dolayisiyla mutajenez ile Uretilen
urinler icin gecerli olan duzenlemelerin
uygulanmas1 gerektigi diisiincesi oldukga
yaygindir (Fan vd., 2021). Ancak buna rag-
men Avrupa Adalet Divan1 (ECJ) 2018 ta-
rihli kararinda, AB'nin mutajenez muafiye-
tinin yalnizca gegmiste geleneksel olarak
kullanilan ve giivenli kullanim gegmisine
sahip mutajenez yontemleriyle elde edilen
organizmalar i¢in gegerli oldugu agikca be-
lirtmistir. Dolayisiyla CRISPR/Cas ve di-
ger genom diizenleme teknikleri, heniiz gii-
venli kullanim gegmisine sahip olmadiklari
icin bu muafiyet kapsamina girmemistir
(Eriksson vd., 2019).

Genomu diizenlenmig bir {iriiniin, mevcut
GDO diizenleme siiregleri kapsamina
hangi durumda dahil edilmesi gerektigi ile
ilgili farkl secenekler bulunmaktadir (Se-
kil 4). Dlzenleyici kurumlar genellikle do-
gal mutasyonlar ve mutajenezle Uretilen
urunlerin, geleneksel Griinler olarak diizen-
lenmesi gerektigi konusunda hemfikirdir.
Yine bircok Ulkede yasal dizenleyiciler,
transgenik eklemeler yapilan iriinlerin,
GDO yasalar1 kapsamindaki diizenleme-
lere tabi olmasi gerektigi konusunda da or-
tak diisiinceye sahiptirler. Buradaki sorun,
Sekil 4’te (1) ekleme veya silme yoluyla
yapilan kiigiik degisiklikler; (2) kisa, cisge-
nik eklemeler; (3) uzun, cisgenik ekleme-
ler; ve (4) transgenik eklemeler olarak
gruplandirilan degisikliklerin hangi kata-
goride degerlendirilecegi yani kesikli sar1
cizginin nereden ¢ekilecegi ile ilgilidir
(Wray-Cahen vd., 2022). Arjantin ve Bre-
zilya gibi iilkelerde, Sekil 4’te gosterildigi
gibi kesikli ¢izginin Uzerindeki cisgenik
degisiklikleri igeren friinler, geleneksel
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iriinler kapsaminda degerlendirilirken ¢iz-
ginin altinda kalan transgenik iiriinler,
GDO yasalaria gore diizenlenmektedir.

ABD’de FDA’ya bagh Veterinerlik Mer-
kezi (CVM) tarafindan 2017'de "Hayvan-
larda Kasitli Olarak Degistirilmis Genomik
DNA'nin Diizenlenmesi" baslikli, revize
edilmis bir kilavuz taslagi yayinlanmistir.
Bu yeni kilavuzda, bir 6ncekinde bulunan
“rekombinat DNA” tanimlamasi ¢ikarila-
rak yerine modern molekuler teknolojiler
kullanilarak olusturulan “kasitli genomik
degisiklikler (IGA)” getirilmistir (FDA,
2017). Bu kilavuza gore iirtinde CRISPR
veya bagka bir gen diizenleme araci kulla-
nilarak olusturulmus bir IGA mevcutsa,
riskin derecesi veya genomik degisikligin
ozelliginden bagimsiz olarak pazarlama
Oncesi yeni bir hayvan ilaci i¢in uygulanan
degerlendirmelere tabi tutulmasi zorunlu-
dur (Van Eenennaam, 2018). FDA/
CVM, IGA'y1 olusturmak i¢in kullanilan
teknolojiden bagimsiz olarak, riske dayali
degerlendirme yapmakta, IGA'dan kaynak-
lanan potansiyel tehlikenin/tehlikelerin
olusturdugu riskin diisiik oldugu durumda,
bu iirlinleri gelistirenlerin tirlinlerini pazar-
lamak i¢in FDA onay1 almalarina gerek
kalmamaktadir (Epstein vd., 2021). Nite-
kim Mart 2022'de CVM, Acceligen Sirketi
tarafindan genomu diizenlenmis, sicakliga
toleransli sigirlart “insanlar, hayvanlar,
gida arz1 ve gevre i¢in diisiik riskli” olarak
tanimlanmustir.  Prolaktin reseptor ge-
ninde (PRLR) yapilan “kasitli genomik de-
gisiklik (IGA)” nedeniyle kisa ve piirtizsiuz
killara sahip olan bu sigirlar “PRLR-
SLICK sigirlar1” olarak adlandirilmigtir.
Geleneksel olarak yetistirilen sigirlarda do-
gal olarak meydana gelen mutasyonlari
taklit eden bu IGA sayesinde PRLR-
SLICK sigirlarina, viicut 1s1sim1 daha etkili
bir sekilde diizenleme yetenegi kazandiril-
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mistir. Bu fenotipin, tropik veya subtropi-
kal iklimlerde yetistirilen sigirlarin adap-
tasyon yetenegini artirmasi ve iklim degi-
sikliginin hayvanlarin verimliligi iizerin-
deki olumsuz etkisini azaltmas1 beklen-
mektedir (Van Eenennaam ve Mueller
2022). PRLR-SLICK sigirlari, FDA’m
“diisiik riskli” olarak tanimladig1 IGA ige-
ren ilk gida amacl hayvansal {iriindiir. Bu
tanimlama FDA’in geleneksel yontemle
yetistirilen sigir ile genomu diizenlenmis
PRLR-SLICK sigirlar1 arasinda son iiriin
acisindan uygulamada bir farklilik olmadi-

gin1 kabul ettigi anlamina gelmektedir
(FDA, 2022).

IndGklenmis Mutasyonlar

birkag baz gftinin
ekle

Geleneksel liriin
olarak diizenleme

Geleneksel
| islahle elde
edilebilecek
deisiklikler

Genom diizenleme ile
yapilan degisiklikler uzun cisgenik DNA'nin
a gimesi

transgenik DNA'in
genoma girmes!

Genatik degisikliin derecesi |

Sekil 4: Mutasyon, cisgenik (sar1) ve trans-
genik (turuncu) genom diizenleme uygula-
malar1 ve rekombinant DNA teknigi ile
gerceklestirilen genetik degisiklikler i¢in
uygulanan dizenlemeler (Wray-Cahen vd.,
2022)

p GDO olarak diizenleme

Rekombinant DNA teknolojisi
ile olusturulan degisiklikler

Genetigi degistirilmis hayvancilik triinle-
rinin tiketimi yasal olarak onaylansa bile,
bu hayvanlar ve iirtinleri toplum tarafindan
kabul edilmedikce yapilan yatirimlar karsi-
liksiz kalacaktir. Nitekim FDA tarafindan
2015 yilinda gida olarak tiiketimi onayla-
nan transgenik somon, halk tarafindan ye-
terince kabul gérmemis ve ¢evreci grupla-
rin tepkisiyle karsilagsmistir (Ishii, 2017).
Tiiketici davraniglarini inceleyen aragtir-
malar, GDO'lu hayvanlarin GDO'lu bitki-
lerden daha az kabul gordiigiinii ortaya
koymustur (Siegrist, 2000). Dolayisiyla
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benzer tepkilerin CRISPR-Cas ile Uretilen
ciftlik hayvanlari ve iirtinleri i¢in de goste-
rilmesi muhtemeldir.

7. Ulusal Giivenlige Yonelik Riskler

CRISPR-Cas sistemiyle ilgili diger bir
onemli tehlike, bu teknolojisinin yasa dis1
veya sorumsuz sekilde denenmesi ve ko-
tilye kullanilmasidir (Zhang et al., 2020).
En ¢ok korkulan durum ise, CRISPR-Cas
teknolojisinin insanlar1 veya tarimsal iiriin-
leri enfekte eden ve bilinen bir tedavisi ol-
mayan veya olagandisi viriilanslik sergile-
yen patojenlerin veya biyolojik silahlarin
tretiminde kullanilma olasiliidir (Sarchet
ve Le Page, 2015). Genel olarak, CRISPR-
Cas ve diger genom diizenleme teknikleri-
nin arastirma, tedavi veya tarimsal amaglar
icin kullaniminin yayginlagsmasi ve ulusla-
rarasi ticaretinin artmasi, bu teknolojiye
cok cesitli aktorlerin erigimini kolaylastir-
makta ve biyogilivenlige yonelik bir dizi
tehdit olusturmaktadir (Wani vd., 2022).

ABD Istihbarat Teskilat1 tarafindan 2016
yilinda ABD Senatosuna sunulan "Diinya
Capinda Tehdit Degerlendirmesi” isimli
bir raporda, iyi ve kotli amaclh kullanimi
olan biyolojik ve kimyasal malzeme ve tek-
nolojilerin kasith veya kasitsiz yanlis kul-
laniminin biiyiik ¢apli ekonomik ve ulusal
giivenlik sorunlarina yol acabilecegi bildi-
rilmistir. Raporda ayrica, bu ¢ift kullanimli
malzeme ve teknolojilerin ve bunlari tasar-
lamak veya kullanmak icin bilimsel uz-
manliga sahip kisilerin kiiresellesmis diin-
yada kolayca hareket edebildigine de dik-
kat ¢ekilmistir. Bu baglamda CRISPR-Cas
uygulamalarinin insana veya ¢evreye zarar
verebilecek olasi risklerini kontrol altina
almak i¢in giivenlik onlemleri gelistirme-
nin kritik 6nemine vurgu yapilmistir (Re-
galado, 2016).
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8. Sonug ve Oneriler

CRISPR-Cas farkl1 genom tiplerine uygu-
lanabilen ¢ok yonli bir genom diizenleme
teknigidir. CRISPR teknolojisi ilk kesfe-
dildiginde genom diizenlenme potansiye-
line yonelik ortaya atilan soyut varsayimlar
bugiin somut birer gercek halini almistir.
Genetik hastaliklarin tedavisi, CRISPR
teknolojisinin en ¢ok ilgi uyandiran uygu-
lama alani olmus ve kanserden norolojik
bozukluklara kadar pekc¢ok hastaligin teda-
visine yonelik halihazirda devam eden kli-
nik denemelerin yolunu agmistir. Genetik
hastaliklarin 6zellikle mutasyonlarla olu-
san bozukluklarin incelenmesi ve bu hasta-
liklarin heniiz bilinmeyen yonlerinin ay-
dinlatilmasina yonelik hayvan modelleri-
nin olusturulmasinda CRISPR-Cas tekno-
lojisinin kullanimi hiz kazanmigtir. Bu-
nunla birlikte CRISPR-Cas bilesenlerine
karsi olusabilecek hiicresel toksisite ve im-
miinojenite ile potansiyel hedef dis1 etkiler,
bu teknolojinin klinikte rutin olarak kulla-
nimint sinirlandirabilecek ¢oziim bekleyen
sorunlar arasindadir. CRISPR-Cas tekno-
lojisinin somatik hiicre genomunu diizenle-
yen uygulamalarina yonelik 6nemli bir ka-
muoyu destegi mevcut olmasina ragmen,
germ hattt genom dizenlemeleri etik ve
giivenlik kaygilar1 nedeniyle bu teknoloji-
nin en ¢ok tartisilan uygulama alani olmus-
tur. Bu konuda hazirlanmis bir¢cok rapor
bulunmasina ragmen, ¢ogunlukta olan go-
ris kalitsal germ hatt1 aragtirmalarina an-
cak belirli gereksinimlerin karsilanmasi
durumunda izin verilmesi gerektigi yoniin-
dedir. Ayrica genom diizenlemeleri ile il-
gili etik/ahlaki tartismalarin yalnizca bilim
camiasiin hakimiyetinde olmamasi, bu-
nun yerine bilim insanlar1 ve farkli kurulus-
lardan olusan bir organizasyon tarafindan
yuriitiilmesi  gerektigi distliniilmektedir.
Farkli disiplinlerden ulusal ve uluslararasi
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kuruluglarin katkist ile olusturulacak yo-
nergeler dogrultusunda yapilacak diizenle-
melerin, CRISPR teknolojisinin farkl
alanlardaki uygulamalarinda ortaya ¢ikabi-
lecek risklerin azaltilmasi veya onlenme-
sine Onemli diizeyde katki saglayacagi
agiktir.

CRISPR teknolojisinin 6zellikle insan ve
hayvan hucrelerini hedef alan uygulamala-
rinda digiik diizenleme verimliligi, eksik
dizenleme (mozaiklik) veya hedef dis1 dii-
zenleme gibi teknik sorunlar yasanabil-
mektedir. Ancak daha verimli ve hassas
CRISPR araglarinin gelistirilmesine yone-
lik caligmalar benzeri goriilmemis bir hizla
devam etmekte ve yakin bir gelecekte ya-
sanan teknik sorunlarin biiylik 6l¢lide ¢o-
distiniilmektedir. Nitekim
son yillarda yapay zeka uygulamalarinin,
CRISPR-Cas aracili genom diizenlemele-
rinde 0zgiilliigiin ve verimliligin artirilmasi
ve  basar1  oranlarinin  iyilestirme-
sine 6nemli oranda katkis1 olmustur.

zlimlenecegi

CRISPR-Cas teknolojisi, bitkisel tretimde
stres toleransi, hastalik direnci, besin kali-
tesi ve verimin artirilmasi gibi birgok gene-
tik o6zelligi 1yilestirmek i¢in biiytik bir po-
tansiyele sahiptir. Yine hayvancilikta basta
hastaliklara karsi diren¢ kazanimi olmak
tizere iliretimde verimin ve kalitenin artiril-
masina yonelik iyilestirmeler klasik 1slah
yontemlerine gore ¢ok daha kisa bir siirede
saglanabilmektedir. Ancak bu heyecan ve-
rici gelismelere ragmen, genomu diizenlen-
mis tirlinlerin GDO olup olmadigi, dolayi-
styla GDO’lar i¢in uygulanan yasal diizen-
lemelerden muaf tutulup tutulmayacagi ile
ilgili kiresel capta belirsizlikler hala de-
vam etmektedir. Diger taraftan CRISPR-
Cas aracilt genom diizenlemesi ile {iretilen
gidalarin tiiketiciler tarafindan kabul edilip
edilmeyecegi de yine tartismali bir konu-
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dur. Bunun baslica nedenini CRISPR-Cas
tirtinlerinin halk saglig1 ve ¢cevre lizerindeki
etkilerine iliskin kaygilar olusturmaktadir.
Konuyla ilgili bagka bir goriiste, artan gida
ihtiyacin1 karsilamak igin genomu dizen-
lenmis bitki ve hayvanlarin onaylanmasi-
nin ileride bir zorunluluk haline gelebilece-
gine vurgu yapilmaktadir. Zira iklim degi-
siklikleri ve tarim arazilerindeki azalmaya
bagli olarak azalan kaynaklarin artan
diinya niifusunu ihtiyaglarimi karsilamakta
yetersiz kalabilecegine yonelik gorisler,
giderek daha ¢ok ciddiyet kazanmaktadir.
Boyle bir durumda, biyogiivenlik endise-
siyle bazi iilkelerdeki genomu diizenlenmis
iiriinlere yonelik asir1 derecede kisitlayici
diizenlemeler, diger iilkeler i¢in bir firsat
haline gelebilecek ve kisitlayicr iilkeler, ih-
tiyac duyacaklar tirlinler i¢in yiiksek mali-
yetler demek zorunda kalabilecektir.
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