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Oz
Hedeflenmis niikleazlar genom diizenlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Kisa siire dnce, diizenli araliklarla boliinmiis
palindromik tekrar kiimeleri (CRISPRs)-iliskili Cas9 niikleazlar1 genom diizenleme ¢aligmalarinda ilk defa kullanilmis ve o
zamandan beri bu alanda devrim yaratmigtir. CRISPR-Cas9 genom diizenleme aracinin bu biiyiik basarisinin ardinda Cas9’u
istenilen DNA lokusuna hedefleyen kilavuz RNA’nin tasariminin basitligi ve CRISPR-Cas9 aracili DNA kirilmalarinin yiiksek
Ozgiilliik ve verimlilikte olmasi1 yatmaktadir. Yakin zamanda yapilan baz1 ¢alismalarda, in vivo hayvan modellerinde ve ex vivo
somatik ve uyarilmis pluripotent kok hiicrelerinde hastalia neden olan allellerin diizenlenmesinde CRISPR-Cas9 sistemi
basariyla kullanilarak terapotik genom diizenlenmesinin klinik uygulamalari i¢in umutlari arttirmigtir. Bu derleme ile bu
sistemlerden en ¢ok kullanilan CRISPR-Cas9 Tip II sisteminin diger sistemlere gore avantaj ve dezavantajlari belirtilmis ve bu
sistemler ile yapilan uygulamalara deginilmistir. Ayrica bu derlemede, gesitli arastirma ya da translasyonel uygulamalarda
kullanilan ve olaganiistii bir mikrobiyal savunma sisteminden tiiretilen CRISPR-Cas9’un gelisiminden ve uygulamalarindaki
zorluklarindan bahsedilmistir.

Anahtar Kelimeler
“CRISPR, CRISPR-Cas9 Tip Il sistem, genom diizenleme, Cas proteinleri, HDR, NHEJ”

Abstract

Targeted nucleases are widely used as tools for genome editing. Recently, the clustered regularly interspaced short palindromic
repeat (CRISPR)-associated Cas9 nuclease was used in the genome editing studies for the first time, and since then has largely
revolutionized the field. The great success of the CRISPR/Cas9 genome editing tool is powered by the simple design principle of the
guide RNA that aims Cas9 to the target DNA locus, and by the high specificity and efficiency of CRISPR/Cas9-generated DNA
breaks. Several studies lately used CRISPR-Cas9 to successfully arrange disease-causing alleles in vivo in animal models and ex
vivo in somatic and induced pluripotent stem cells, increasing hope for therapeutic genome editing in the clinics. In this study, we
focus on the CRISPR-Cas9 Type Il system, provide specific examples for use of the system, and highlight the advantages and
disadvantages of CRISPR versus other techniques. Also in this review, we briefly describe the development and applications of
Cas9 which is derived from a remarkable microbial defense system for a variety of research or translational applications while

highlighting challenges.
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1.GIRIS

Bakteriler son derece 6ldiiriicii viriisleri dahi igeren yasanmasi ¢ok zor gevreler olmak {izere bir¢ok dogal habitatta egemendirler.
Bakterilerde reseptér mutasyonu, restriksiyon modifikasyonu gibi ¢ok sayida dogal bagisiklik benzeri sistemlerinin yaninda, son
olarak spesifik ve dig kaynakli genetik elementlere karsi kazanilmis bagisikligi saglayan CRISPR-Cas adaptif immiin sistemi
tanimlanmistir (Barrangou ve Marraffini, 2014).

Diizenli araliklarla bolinmiis palindromik tekrar kiimeleri (CRISPRs) ve iliskili genleri (cas), bakteri ve arkelerin niikleik asit
tabanli adaptif bagisiklik sistemlerinin temel bilegenleridir (Wilkinson ve Wiedenheft, 2014). Ayrica, CRISPR dizileri ve Cas
proteinlerinin bagisiklik kazandirmasinin yanmi sira farklt mekanizma ile hiicre igerisinde, gen regiilasyonu ve genom
diizenlenmelerinde rollerinin olduguna dair kanmitlar giderek artmaktadir (Peters vd., 2015). Bu korunmus tekrar-aralik-tekrar
yapilart ilk olarak 1987 yilinda Escherichia coli genomu iginde gézlenmistir (Wilkinson ve Wiedenheft, 2014). Bu CRISPR
dizileri daha sonra ¢esitli bakterilerde ve arkelerde de bulunmus, ancak bu tekrarlarin islevi, 2005 yilina kadar esrarengizligini
korumus, ¢ farkli aragtirma ekibinin CRISPR bolgesindeki bu aralik sekanslarinin bakteriyi daha once enfekte eden
bakteriyofaj (faj) genomlar1 ve plazmidlerdeki diziler ile genellikle ayn1 oldugunu bildirmesi ile aydinliga kavusmustur. Bu
gozlemler, CRISPR’larin virtisler ve diger genetik parazitlerin neden oldugu enfeksiyona karsi bakteri ve arkeleri korumak igin
tasarlanmig yeni bir niikleik asit tabanli bagisiklik sisteminin bir pargasi olabilecegini akla getirmistir. Bu hipotezin uygulamasi
icin Barrangou vd. (2007) Streptococcus thermophilus’u farkli fajlarla kiiltire almis ve faja direngli mutantlar
goriintiilemislerdir. Faja direngli S. thermophilus suslarinin CRISPR bolge DNA’sinin sekanslanmasi ile bu bolgenin bakteriyi
enfekte eden faj DNA’sindan tiirevlenen yeni aralik kisimlart igerdigi gosterilmis ve bu yeni faj tiirevli aralik kisimlarin sayisi
faja direngliligin derecesi ile orantili bulunmustur (Wilkinson ve Wiedenheft, 2014).

Bakteriyel immiinitede CRISPR’in roliiniin deneysel olarak kanitlanmasindan sadece 3 yil sonra, 2010 yilinda, CRISPR
sistemlerinin temel islev ve mekanizmalar1 agikliga kavusmaya baslamistir. Farkli arastirma gruplar faja direngli suslarin tiretimi
ve bakteriyel suslarin filogenetik siniflandirilmasi gibi ¢esitli biyoteknolojik uygulamalar i¢in dogal CRISPR sistemlerinden
yararlanmiglardir (Quiberoni vd., 2010; Horvath vd., 2008). Ancak genom diizenleme uygulamalari heniiz arastirma
asamasindadir (Hsu vd., 2014). Bu zaman zarfinda, CRISPR Tip II sisteminin fonksiyonel mekanizmalarini tanimlayan iki
calismada, genom diizenlenmesi icin bu sistemin basitligi ve temel bilesenleri ortaya konmustur. Ilk olarak Streptococcus
thermophilus ile yapilan genetik caligmalarla Cas9 (Cas5, Csnl veya Csx12 olarak adlandirilmis olan)’un cas gen kiimeleri
igerisinde hedef DNA’nin kesimini saglayan tek enzim oldugu gosterilmistir (Garneau vd., 2010), ardindan Deltcheva vd. (2011)
CRISPR Tip II sistemlerindeki crRNA’larin prosesi ve biyogenezinde anahtar bilesen olan crRNA ile hibridize olan ve Cas9’un
RNA hedeflendirmesini kolaylastiran, kodlayici olmayan trans-aktive edici crRNA (tracrRNA)’lar1 agiga ¢ikarmislardir. Cas9 ve
endojen RNAaz III ile olusan bu ikili RNA hibriti CRISPR dizisinin matiir crRNA’lara transkripsiyonu prosesi igin gereklidir
(Deltcheva vd., 2011). Yapilan ¢alismalarda, CRISPR Tip II sistemi i¢in gerekli olan en az {i¢ bilesen oldugu bildirilmistir (Cas9,
matiir crRNA, tracrRNA).

2011 yilinda, Sapranauskas vd. (2011) ilk defa tip II CRISPR’in aktarilabilir bir sistem oldugunu gdstermis, boylece tip II
CRISPR bolgesinin Streptococcus thermophilus’tan Escherichia coli’ye transplantasyonu ile CRISPR girisiminin farkh
bakteriyel suslarda yeniden diizenlenebildigi gosterilmistir. 2012’ye kadar Charpentier, Doudna ve Siksnys gruplarinca yapilan
caligmalarda biyokimyasal karakterizasyonlar ile gOsterilmistir ki ~Streptococcus thermophilus veya Streptococcus pyogenes
Cas9’u hedef DNA’nin in vitro kesimi i¢in crRNA’lar ile yonlendirilebilmektedir ve aliman sonuglar daha onceki yapilan
bakteriyel ¢alismalar ile uyumlu bulunmustur (Garneau vd., 2010; Deltcheva vd., 2011; Sapranauskas vd., 2011; Jinek vd., 2012;
Gasiunas vd., 2012; Hsu vd., 2014).

2013 yilinda, iki ayr1 ¢aligmada, memeli hiicrelerinde genom diizenlenmesi igin Streptococcus thermophilus ve Streptococcus
pyogenes’ten CRISPR sistemlerinin miihendisligi basariyla gergeklestirilmistir. Boylece, CRISPR-Cas9 sistemi genom
diizenlemede kullanilmaya baslanmistir (Cong vd., 2013). Bu ¢alismalarin ardindan, Cas9 tabanli deneysel model sistemleri
cesitli genom diizenleme uygulamalari igin binlerce laboratuvar tarafindan kullanilmaya baslanmistir (Hsu vd., 2014) ve 2013
yilindan itibaren 2015 sonlarina kadar Science veri tabaninda konu ile ilgili 1400°den fazla ¢alisma yaymlanmistir (Quetier,
2015). CRISPR RNA hedefli niikleazlarin kesfinden 6nce, protein miihendisligi kapsaminda genom diizenlenme icin ¢inko
parmak niikleazlar (ZFNs), transkripsiyon aktivatorii benzeri efektor niikleazlar (TALENSs) ya da 6zgiidiimlii meganiikleazlar
yaygin olarak kullanmilmistir (Wilkinson ve Wiedenheft, 2014). Bu yapay fiizyon proteinleri, DNA baglanma bdlgesinin
restriksiyon enzimi Fokl’in spesifik olmayan niikleaz bolgesi ile birlestirilmesi sonucu olusturulmus ve genom diizenleme igin
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bitkiler de dahil bircok farkli organizmada basariyla kullanmilmislardir (Bortesi ve Fischer, 2015). Ancak, pahali protein
miihendisligi teknikleri ile {iretilen enzimlerin bazen hedef olmayan sekanslar1 da kesmesi, hedef dis1 etkilerin gézlenmesine ve
toksik etkilere neden olmaktadir. Onceden var olan teknolojilerin aksine, CRISPR RNA-hedefli niikleazlar sofistike protein
miihendisligine ihtiya¢ duymadan basit Watson-Crick baz eslesmesi kurallarina dayanmaktadir. CRISPR RNA hedefli genom
diizenleme etkinligi ve dogrulugu giiniimiizde yogun olarak arastirilmaktadir (Wilkinson ve Wiedenheft, 2014).

2. CRISPR-CAS SISTEMI

CRISPR-Cas sistemini olusturan diizenli araliklarla boliinmiis palindromik tekrar kiimeleri (CRISPR) ve ilgili proteinler (Cas)
bir¢ok bakteri ve cogu arkelerde yabanci maddelere karsi adaptif bagisiklik kazandirir (Barrangou ve Marraffini, 2014).
CRISPR-Cas sistemleri CRISPR-iligkili (Cas) genleri ve bu genlere karsilik gelen CRISPR dizilerini igerir (Nishimasu vd.,
2014). CRISPR aktivitesi i¢in genellikle CRISPR dizilerine bitigik bulunan ve immiin yanit igin proteinleri kodlayan CRISPR
iligkili (Cas) genlerin varligina ihtiya¢ vardir (Rath vd., 2015). Bu karakteristik CRISPR dizileri yabanci genetik materyalin kisa
segmentlerinden tiirevlenen tekrarlanmayan sekanslarin tekrarlayan sekanslar igerisine girmesi ile olusur (Nishimasu vd., 2014).
Yani bakteriyi enfekte eden viriis DNA’sinin belirli kisimlart tekrar genleriyle birlikte CRISPR bdlgesine yerlestirilir (Sekil 1).
CRISPR bbolgeleri ile iligkili diger bir 6zellik, transkripsiyon yoniine gére CRISPR’1n gerisinde yer alan lider olarak adlandirilan
korunmus sekanslarn varhigidir. Bu lider dizilerin varligi baslangicta sadece Methanocaldococcus jannaschii, Archaeoglobus
fulgidus ve Methanothermobacter thermautotrophicus’ta gozlenmis olsa da, daha sonraki ¢aligmalarda bir¢ok bakteri tiiriinde
bulunmustur (Rath vd., 2015).

CRISPE Bilgesi
Arabk Bélgeler |
| ] ./ l \
% &£ A
. Lider Sekans
CAS Genleri I Tekrarh Bilgeler |
Bir CRISPR Dizisi

Sekil 1. Bakteriyel kromozomda bir CRISPR bdlgesinin yapist (Anonim, 2016)

Tekrar bolgelerinin sekanst ve uzunlugu ve aralik bolgelerinin uzunlugu CRISPR bélgesinde ¢ok iyi bir sekilde korunmaktadir,
fakat aym1 veya farkli genomlarda bu CRISPR boélgeleri farklilik gosterebilmektedir. Tekrar sekanslar1 21-48 baz cifti (bg)
arasinda iken, aralik (bosluk) bolgeleri 26-72 bg arasindadir. CRISPR bdlgesindeki aralik kisimlar birkag taneden birkag yiize
kadar biiyiik degiskenlik gosterir. Genom tekli veya ¢coklu CRISPR bdlgesi igerebilir ve bazi tiirlerde bu boélgeler kromozomun
onemli kismini olusturabilir. Ornegin, Methanocaldococcus sp. FS406-22 (18 CRISPR ve 191 aralik kisim igerir) ve Sulfolobus
tokodaii 7 (bes CRISPR ve 458 aralik kisim igerir) suslarindaki CRISPR bolgeleri genomun % 1’ini olusturur (Rath vd., 2015).

CRISPR-Cas bagisiklik sistemi hiicre icerisinde immiiniteyi ii¢ adimda gerceklestirir (Sekil 2). Ik adim, ekzojen niikleik asitten
elde edilen aralik kisimlarin CRISPR bolgesine yerlestirildigi adaptasyondur (Barrangou ve Marraffini, 2014). Bu adimda,
protoaraliklarin se¢imi, istilac1 plazmid ve faj genomlarinda bulunan protoaralik bitisik motiflerin (protospacer adjacent motif-
PAM) spesifik taninmasi ile belirlenir (Jiang ve Doudna, 2015). PAM’lar 2-5 niikleotitten olusan, yiiksek korunmus dizi
motifleridir (Barrangou ve Marraffini, 2014). PAM sekansina sahip yabanct DNA aralik kismi, tekrarlayan genlerle birlikte
CRISPR bolgesine yerlestirilir. Bakteriyel CRISPR bolgesindeki tekrarlar icindeki PAM tanima dizilerinin eksikligi CRISPR-
Cas sistemlerinin kendini hedefleme ve kendini kesme olasiligini ortadan kaldirirken PAM dizilerindeki mutasyonlar fajin
CRISPR bagisikhigindan kagmasina izin vermektedir (Jiang ve Doudna, 2015). Ikinci adimda, istilact DNA’daki hedef sekansin
CRISPR lokusuna sokuldugu bolge, onciil CRISPR RNA’lara (pre-crRNA) transkribe edilir ve olusan pre-crRNA transkriptleri
Cas endoriboniikleazlar tarafindan ekzojen DNA hedef sekanslariyla Watson-Crick baz eslesmesi gosteren kiigiik crRNA’lara
dontstiiriilir (crRNA’nin sekansi istilact DNA’nin sekansina karsilik gelir) (Nishimasu vd., 2014; Barrangou ve Marraffini,
2014; Savic ve Schwank, 2015). Son adim ise hedefleme olup, bu adimda, crRNA ile Watson-Crick baz eslesmesinden
yararlanilarak istilact niikleik asitler hedeflenir, Cas niikleazlar ile homolog sekanslar kesilerek viriislerin ve plazmidlerin
¢ogalmasi onlenir (Nishimasu vd., 2014).
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Sekil 2. CRISPR-Cas 3 adimli ¢alisma mekanizmasi: (1) bakteriyi enfekte eden viriisiin PAM tasiyan DNA bdlgesi, tekrarlayan
bolgelerle birlikte CRISPR lokusuna sokulur, (2) CRISPR dizilerinin ifade edilip islenerek kiigiik crRNA dizilerinin
olusturuldugu CRISPR RNA (crRNA) biyogenezi, (3) Virlis DNA’sina karsilik gelen crRNA’nin Cas proteinleri ile birlesip
virlis DNA’sina hedeflendirilmesi ve viriis DNA’sinin kesilmesi (Anonim, 2016)

2.1. CRISPR-Cas Sistemi Tipleri

Cas proteinleri ¢ok ¢esitlidir ve niikleazlar, helikazlar ve RNA baglanma proteinleri gibi niikleik asitlerle etkilesmektedirler.
Casl ve Cas2 proteinleri adaptasyonda rol oynar ve bu proteinler biitin CRISPR-Cas sistemlerinde bulunmaktadir. Diger Cas
proteinleri ise sadece belirli tipte CRISPR-Cas sistemleri ile iligkilidirler. Cas proteinlerinin gesitliligi, coklu CRISPR bélgelerin
varlig1 ve canlilar arasindaki gegisi CRISPR-Cas sistemlerinin simiflandirilmalarini zorlagtirmaktadir (Rath vd., 2015). CRISPR
bolgesinin organizasyonu ve Cas genlerinin icerigine gére CRISPR-Cas sistemleri ii¢ ana tipte (I, I ve III) ve 11 alt tipte (I-
A’dan I-F’e, II-A’dan II-C’e, ve III-A’dan III-B’e) smiflandirilmaktadir (Jiang ve Doudna, 2015). Cas proteinleri crRNA
biyogenezinden ve istilact niikleik asitlerin taninmasi ve yikimindan sorumlu oldugundan her CRISPR tipinin molekiiler
mekanizmasi 0zgiinliik gostermektedir (Barrangou ve Marraffini, 2014). Tip I ve Tip III sistemlerinde, kiiciik matiir crRNA’lar1
iiretmek tizere pre-crRNA’larin tekrarli sekanslarinin endoriboniikleolitik kesimi Cas6 niikleaz ailesine dayanmaktadir (Jiang ve
Doudna, 2015). Tip I sisteminde, olusan crRNA molekiilii Kaskat ve Cas3 proteinleri ile birlegerek yabanct DNA’y1 kesmektedir,
Tip I sisteminde ise pre-crRNA’dan olusan crRNA Cmr/Casl0 veya Csm/Casl(Q proteinleri ile kompleks olusturup,
kompleksteki Cas proteinleri yabanci DNA’y1 kesmektedir. Tip II sistemi, bu sistemler arasindan en g¢ok caligilan ve
mekanizmasi en iyi aydinlatilan sistemdir. Tip II sisteminde, kodlayic1 olmayan ikinci bir RNA ile birlikte (trans-aktive edici
CRISPR RNA (tracrRNA)), crRNA, endoniikleaz Cas9 ile bir riboniikleoprotein kompleksi olusturup istilact DNA’y1 taniyip
kesmektedir (Savic ve Schwank, 2015). Tek bir organizmada ayni anda farkli tip CRISPR-Cas sistemleri var olabilir (Rath vd.,
2015). Sekil 3°te CRISPR-Cas sistemlerinin crRNA biyogenez ve hedeflendirme mekanizmalar1 verilmistir.
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Sekil 3. CRISPR-Cas Sistem tiplerinin crRNA biyogenez ve hedeflendirme mekanizmasi (Barrangou ve Marraffini, 2014)
2.2. CRISPR-Cas Sisteminin Memeli immiin Sistemiyle Karsilastirilmasi

Konakg¢ryr basartyla savunabilmek i¢in adaptif immiin sistemin, 6zgiinliik, cesitlilik ve hafiza olmak iizere ii¢ temel 6zellik
gelistirmesi gerekmektedir. Ozgiinliik, yabanc1 yapilar1 ve organizmalari tanimak ve onlara gerekli saldirty1 yapabilmek ve tolere
edilenlerden ayirt edebilmek i¢in gereklidir. Immiin yamttaki cesitlilik konak¢inin genis cesitlilikteki patojenlerden ve/veya kotii
huylu maddelerden korunmasi ve invazif ajanlarla karsi karsiya geldiginde hayatta kalabilmesi igin olduk¢a gereklidir. Gegmis
enfeksiyonlara karst bellek olusumu da, tekrarlayan enfeksiyonlara hem daha etkili hem de ¢ok daha hizli yanitin olusumunu
saglamaktadir (Barrangou ve Marraffini, 2014).

Hem memeli bagigiklik sisteminin adaptif dallanmasi (Murphy, 2012) hem de CRISPR-Cas immiinitesi bu 3 6nemli 6zellige
sahiptir. Ancak, bu 6zelliklerin molekiiler ve hiicresel mekanizmalarinin etkinlestirilmesi farkli sekillerde olmaktadir (Barrangou
ve Marraffini, 2014). Hedeflerinin molekiiler dogasi agisindan her iki sistemde de temel farkliliklar vardir.

Memeli immiinitesi genis yelpazedeki ekzojen ajanlar ve gesitli yapisal elementleri sunan invasif hiicresel organizma tipleri ile
iliskili iken prokaryotlar igin enfeksiyona neden olan ajanlar, viriisler ve plazmidlerdir. Ayrica memeli bagigiklik sisteminin
konake icerisindeki farkli dokular1 korumasi gerekirken tek hiicreli prokaryotlarin istilact organizmanin (kisa yasam dongiisiine
sahip tek hiicreli) sitoplazmik niikleik asitlerine saldirmasi gerekmektedir. Bu farkliliklarin bir sonucu olarak, bu hedefleri tespit
etmek i¢in 6zgiilliik saglayan molekiiller farklilik gdstermektedir (Barrangou ve Marraffini, 2014).

Memeli immiin sisteminde, antikorlar (proteinler) 3 boyutlu antijenleri, yabanci organizmanin veya malignant hiicrelerin seker,
protein ve niikleik asit yapilarini taniyip bunlara spesifik olarak baglanma &zelligindedir. Antikorlar kanda serbest halde veya
lenfosit yiizeylerinde bulunmaktadir. CRISPR immiin sisteminde, memelilerdeki antikor/antijen ¢iftinin kargiligi crRNA ve
istilac1 genomdaki PAM sekans ikilisidir (Barrangou ve Marraffini, 2014).

Immiin yanitin 6zgiilligli organizmanin kendi yapilarina ve ortak¢r organizmalarina karst saldiriyr dnlemek igin gereklidir.
Memelilerde merkezi tolerans mekanizmalari, kendine karsi antikor iireten yeni gelisen B hiicrelerinin ve kendine ait MHC
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(Major histocompatibility complex-Temel doku uygunluk proteini)-sunan yiiksek afiniteli peptidlerini taniyan T hiicrelerinin
sirastyla kemik iligi ve timusta ortadan kaldirilmasini saglar. Diger taraftan, ¢evresel tolerans mekanizmalari ile matiir lenfositler
inaktive edilerek de bagirsak ortak¢1 mikrobiyotas: ve zararsiz besinsel proteinler gibi kendinden olmayan yapilara karsi tolerans
gelistirilir. CRISPR immiin yanitta ise kendinden olana tolerans gelisimi, CRISPR dizisindeki aralik sekanslarina hedeflenmenin
onlenmesi icin gereklidir. Bu, protoaraliklarin komsu sekanslarinda bulunmayan aralik komsu sekanslarinin 6zelliklerinin Cas
mekanizmasi tarafindan taninmasi ile saglanir. Kendinden olana tolerans i¢in ihtiya¢ duyulan bir baska mekanizma ile de
bakteriyel kromozomdan aralik sekanslarin edinimi 6nlenir. CRISPR-Cas sistemlerinin kendi DNA’sini, ornegin, faj
DNA’sindan edinim agsamasinda ayurt edip etmedigi ve bunu nasil yaptigi heniiz bilinmemektedir. CRISPR immiinitesinin
kendinden olmayana toleransi ise heniiz gézlenmemistir. Yararli plazmidler ve profajlar (konak¢i kromozomuna entegre olan
bakteriyofajlar) da bakteriler igin gerekli olarak diisiiniilebilir ve bu yapilara kars: immiin yanit konakciya zararl olabilir. Ote
yandan deneysel kanitlar, aktif bir CRISPR-Cas sistemi ve hedefinin ayni hiicre igerisinde birlikte var olamayacagini
gostermektedir ve bu nedenle plazmid ve profajlara tolerans miimkiin degildir (Barrangou ve Marraffini, 2014).

Memeli bagisiklik sisteminde, V(D)J rekombinasyonu (somatik rekombinasyon olarak da bilinir) ve antikorlarin hafif zincir
genlerinin somatik hipermutasyonu ile bir¢ok farkli antikor tiretimi gerceklesmekte, bu da memeli bagisiklik sistemine ¢esitlilik
kazandirmaktadir. Boylece, kazanilan cesitlilik hemen hemen her hedefin fark edilebilir olmasini saglamaktadir. Memeliler bir
patojene maruz kaldiginda, enfeksiyon temizlendikten sonra, en etkili antikor {ireten lenfosit hiicrelerinin bir kismi, bir sonraki
enfeksiyon sirasinda ¢ogalmaya ve patojene saldirmaya hazir bellek hiicreleri haline gelmektedir. Daha 6nce belirtildigi gibi,
CRISPR-Cas sistemleri bagisikligi saglayan aralik genlerini dogrudan bakteriyi enfekte eden istilact genomundan alir, istilactya
ait aralik geninin CRISPR bdlgesine yerlestirilmesiyle, ayni zamanda c¢esitlilik ve bellek depolama islemi de gerceklestirilmis
olur. Her viral ve plazmid DNA’nin CRISPR lokusuna yerlestirilebilir oldugundan kuskulamlmakta, ancak prensip olarak,
CRISPR bagisiklik sisteminin ¢ok ¢esitli prokaryotik viriis ve plazmidler ile basa gikabilecegi bilinmektedir. CRISPR bagisiklik
sistemi ile memelilerdeki bagigiklik sisteminin énemli farkliliklarindan biri de, memeli bagisiklik sisteminde kazanilan antikor
cesitliligi ve patojenlere karsi olusturulan bellek hiicrelerinin bireysel olup kalitsal olarak aktarilamazken, CRISPR sistemiyle
elde edilen bagisikligin bakteri duplikasyonundan sonra kalitsal olarak aktarilmasidir. CRISPR-Cas sistemi ile kazanilan
bagisikligin kalitsal olarak aktarilmasi, bu sistemin 6nemli bir avantajidir. Iki sistem arasindaki son farklilik da patojenlere kars
hafizanin nasil olusturuldugudur. Memelilerde, bellek lenfositler enfeksiyon sirasinda ya da asilama ile olusabilir. CRISPR
sistemi i¢in ise bakteriyi enfekte eden faj aralik genlerinin bakteri enfeksiyonu sirasinda mi, bakteriyi enfekte eden fajin bakteriyi
6ldiirmeden 6nce mi yoksa canliligini kaybetmek iizere olan viriislerin DNA’sin1 bakteriye enjekte ettigi zaman mu kazandigi
halen bilinmemektedir (Barrangou ve Marraffini, 2014).

3. CRISPR-CAS SISTEMININ GENETIiK MUHENDISLiGIi UYGULAMALARI

DNA restriksiyon enzimleri, 1970’1i yillarda bakteriyofajlar {izerine yapilan temel aragtirmalarla kesfedilmistir (Kelly ve Smith,
1970). Bu enzimler spesifik DNA sekanslarinin kesilmesine imkan saglayarak molekiiler biyolojinin seyrini degistirmistir.
Restriksiyon enzimleri gibi CRISPR sistemleri de spesifik DNA sekanslarinin kesilmesini saglayan prokaryotik bagisiklik
sistemleridir. Resktriksiyon enzimleri tipik olarak 4-8 b¢’den olusan ¢ift halkali DNA molekiillerine baglanip, DNA molekiiliinii
keserken, cesitlilik gosteren CRISPR sistemleri kolaylikla herhangi bir DNA ya da RNA molekiiliine hedeflenmeye
programlanabilmektedir (Wilkinson ve Wiedenheft, 2014).

CRISPR lokuslar ile ilgili yapilan ilk uygulamada CRISPR tekrar olusumu ve say1 gesitliligine bakilarak Mycobacterium ve
Yersinia izolatlarinin tiplendirilmesi amaglanmigsken (Pourcel vd., 2005) sonrasinda bu lokuslar, endiistriyel 6neme sahip
bakterilerin genotiplenmesinde ve korunan lokuslarina gore ortak kokenli bakterilerin kesfedilmesinde kullanilmistir (Barrangou,
2012). Siit endiistrisinde starter kiiltiir olarak kullanilan Streptococcus thermophilus bakterisinde CRISPR adaptif bagigiklik
sisteminin kesfinden sonra, CRISPR sistemi daha verimli, uzun omiirli ve fajlara karsi direngli mutantlar elde etmek igin
kullanilmistir (Barrangou ve Horvath, 2012). Viral direncin &tesinde, CRISPR adaptif bagisiklik sistemi antibiyotik direng
genleri tasiyan ya da hastalik olusturma 6zellikleri tasiyan plazmidler gibi istenmeyen genetik elemanlarin alimi ve yayilmasina
kars1 bakteri tiirlerini asilama potansiyeline sahiptir (Barrangou ve Marraffini, 2014).

CRISPR bagisiklik sisteminin, 6zellikle Cas9 tabanli Tip II sisteminin detayli olarak karakterize edilmesiyle, Cas9 enziminin
genom miihendisligindeki potansiyeli kesfedilmistir (Barrangou ve Marraffini, 2014). Tip | ve Tip Il CRISPR Cas sistemleri
RNA hedefli niikleaz aktivitesine sahiptirler, ancak bunu biiyiik bir multrimerik crRNA-Cas riboniikleoprotein kompleksi ile
yapmaktadirlar. Bu da bu sistemlerin gen diizenlemede molekiiler bir ara¢ olarak gelistirilmelerini zorlastirmaktadir. Tip I ve Tip

16



International Journal of Research and Development, VVol.8, No.2, June 2016

[I’iin aksine Tip II sistemi hedef DNA molekiiliinii kesen tek bir endoniikleaz aktivitesine dayanmaktadir (Sapranauskas vd.,
2011). 2013 yil1 igerisinde, RNA hedefli Cas9 sisteminin genom diizenleme, genetik taramalar ve gen ekspresyonu diizenlemesi
icin kullanildig1 bilimsel ¢alisma ve yayinlarin sayisinda ¢ok biiyiik artis olmustur (Pennisi, 2013).

Hiicre icerisinde, Cas9 sisteminin hedef DNA’y1 kesmesi i¢in crRNA ve tracrRNA ile birlikte RNaselll enzimine ihtiyact vardir
(Barrangou ve Marraffini, 2014). Biitiin bu gereksinimler tracrRNA ile ctrRNA’1n birlesimiyle olusturulan tek klavuz RNA
(single-guided RNA-sgRNA) olarak bilinen sgRNA’nin olusturulmasi ile ortadan kaldirilabilmektedir. Olusturulan sgRNA’daki
crRNA klavuzluk goérevini korumaktadir ve sgRNA’nin ikincil yapist Cas9’un hedef bolgeyi kesmesi icin uygun olarak
tasarlanmaktadir (Jinek vd., 2012). CRISPR RNA’larin igerisindeki sekanslar CRISPR antiviral savunma sisteminin dogal bir
mekanizma ile olusturdugu bakteriyi enfekte eden faj dizilerine kargilik gelmektedir ve Cas niikleazlarini yeniden baska bir
bolgeye hedeflendirmek igin istenilen sekans ile kolayca yer degistirilebilmektedir (Hsu vd., 2014). Bu teknolojik gelisme
Cas9’un ideal bir RNA hedefli ¢ift zincirli DNA’y1 kesebilen (dsDNA) niikleaz olmasi yoniinde temel olmustur ve birgok
arastirmacinin, geg¢miste ZFN ve TALEN enzimlerinin kullanildigi gibi, Cas9’u da genetik miihendisligi araci olarak
kullanmasimi saglamigtir (Wood vd., 2011). ZFN ve TALEN’in aksine, CRISPR-Cas9 sistemi insan hiicrelerinde metillenmis
DNA’lar1 da kesmektedir ve bu da diger niikleazlar ile yapilamayan genetik modifikasyonlara izin vermektedir (Bortesi ve
Fischer, 2015).

Cas9, cift halkali DNA’y1 kesmek i¢in gerekli olan HNH ve RuvC niikleaz domainlere ve sgRNA ile etkilesimi saglayan alfa
sarmal lobuna sahiptir (Peters vd., 2015). 20 niikleotitten olusan sgRNA’nin yani sira, Cas9 proteinin hedef DNA’y1 tanimasi
icin PAM sekansi gerekmektedir. Cas9-sgRNA kompleksi DNA’ya baglandigi zaman son derece kararlidir ve in vitro baglanma
kinetik calismalar ile Cas9-sgRNA kompleksi ile hedef DNA arasindaki baglanmanin uzun siire boyunca neredeyse geri
doniigiimsiiz oldugu gosterilmistir. Gen diizenlemede, Cas9 tabanli CRISPR sisteminin en 6nemli &zelligi programlanabilir
olmasidir. Cas9 enzimi sgRNA’nin baz sekansimi modifiye ederek PAM-sekansinin oldugu herhangi bir bolgeye
yonlendirilebilir. Bu sistemin ikinci &nemli 0Ozelligi ise ¢ok yonli olmasidir. Cas9 niikleazinin genom diizenlemede
kullanilmasinin yani sira katalitik olarak aktif olmayan, ¢ift halkali DNA’y1 parcalamasi miimkiin olmayan dCas9 (dead Cas9)
enzimi gen ekspresyonunu etkinlestirmek ya da baskilamak i¢in de kullanilmaktadir (Peter vd., 2015).

2012 yilinda, Emmanuelle Charpentier ve Jennifer Doudna liderligindeki bir arastirma ekibi Streptococcus pyogenes CRISPR
Tip II sistemini genom diizenleme i¢in uyarlamistir (Jinek vd., 2012). Bu ¢alismada, crRNA ile tracrRNA molekiilleri
birlestirilerek sgRNA molekiilii olusturulmus ve olusan SgRNA-Cas9 niikleaz kompleksi standart Watson-Crick baz eslesmesi ile
6zel genomik bolgelere hedeflendirilmistir. CRISPR-Cas9 kompleksinin hedef DNA sekansinda ¢ift iplikli kirilmalar
olusturmasi ile genom diizenleme prensibi hiicresel DNA onarim sistemine dayanmaktadir. Niikleazlar tarafindan olusturulan
dsDNA kirilmalart homolog olmayan ug birlestirme (non-homologous end-joining-NHEJ) ya da homolog rekombinasyon (HR)
ile tamir edilmektedir. NHEJ hata egilimli bir islemdir ve genellikle hedef bolgede genetik nakavt ile sonuglanan gergeve
kaymast mutasyonuna ya da stop kodonlarin insersiyonu ile sonuglanan niikleotit insersiyonuna ya da delesyonuna sebep
olmaktadir. Cift sarmalli DNA kirilmalarimin HR ile onarilmasi hedeflenen bolgeye 6zgii dizileri iceren kalip DNA’nin varligina
baglidir. dSDNA kirtilmalarin oldugu gevrede sekans homolojisine sahip kalip bir DNA molekiilii oldugunda, DNA hasar1 HR ile
onarilabilir ve bu mekanizma hassas bir sekilde gen modifikasyonu ya da gen insersiyonu elde etmek igin kullanilabilir
(Wilkinson ve Wiedenheft, 2014). Okaryotik hiicrelerde, niikleazlar tarafindan olusturulan cift halkali DNA kirilmalarinin NHEJ
ve HR mekanizmalari ile onarimi Sekil 4°te verilmistir.
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Sekil 4. Cift zincirli DNA’nin kesilmesi ile hiicre igcerisinde NHEJ ve HR ile DNA onarim mekanizmasi. Spesifik bir bolgede
niikleaz ile meydana gelen ¢ift iplik DNA kirilmalar1 ya homolog olmayan ug¢ birlestirme (NHEJ) ile ya da homolog
rekombinasyon (HR) ile tamir edilebilir. (a) NHEJ ile tamir daima rasgele baz ciftlerinin insersiyonu (yesil) veya silinmesi
(kirmiz1) ile olup bozulma ile genin susturulmasi ile sonuglanir (b) Ortamda dondr DNA varsa, ayni anda ayni niikleaz ile kesilip
uyumlu kollar olusturulur ve NHEJ ile gen insersiyonu gerceklestirilir. (¢) Dondr DNA varliginda, HR aracili niikleotid
substitiisyonlari ile gen modifikasyonu veya (d) gen insersiyonu meydana gelir (Bortesi ve Fischer, 2015).

CRISPR-Cas9 sistemi kolaylikla ve hizlica hedef bdlgeye gore tasarlanabildigi i¢in hizli bir sekilde en ¢ok kullanilan DNA
diizenleme arac1 olarak gelismis ve memeliler de dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli organizmalar {izerinde, bu sistem kullanilarak gen
diizenleme ¢aligmalar1 yapilmigtir (Sander ve Joung, 2014; Savic ve Schwank, 2015). Asagida CRISPR-Cas9 sistemi ile yapilan
gen diizenleme c¢aligmalar1 6zetlenmistir.

Yapilan caligmalarla Cas9 enziminin terapdtik potansiyeli gosterilmis ve bu galismalarda, Cas9 spesifik olarak antibiyotige
direngli bakterileri ve oldukga 6ldiiriicii suslari hedeflemek i¢in antimikrobiyal ajan olarak gelistirilmistir (Bikard vd., 2014;
Citorik vd., 2014). CRISPR-Cas9 sisteminin gen terapi uygulamalari, kistik fibroz hastalarindan kiiltiire edilen hiicrelerde cftr
geninin tamiri ile (Schwank vd., 2013), fare esey hiicrelerinde DNA’y1 degistirerek dominant katarakt bozuklugu ve Duchenne
kas distrofi hastaliklarinin iyilestirilmesiyle (Wu vd., 2013; Long vd., 2013) ve yetigkin farelerde kalitsal tirozinemi hastaliginin
iyilestirilmesiyle (Yin vd., 2014) gosterilmigtir. Wu vd. (2013), CRISPR sistemini fare embriyosunda hastaliga sebep olan
mutasyonu onarmak i¢in kullanan ilk kisilerdendir ve yapmis olduklari ¢alismada, Crygc geninde meydana gelen fonksiyon
kaybina sebep olan mutasyon ile ortaya ¢ikan bir gérme bozuklugu olan katarakt hastaliginin Cas9 ile tedavisini aragtirmislardir.
Cas9 mRNA’s1 ve baskin Crygc allelini hedefleyen sgRNA zigot igerisine enjekte edilmis ve meydana gelen mutasyon vahsi tip
allelin kalip DNA olarak gorev almasiyla diizeltilmistir. In vivo CRISPR-Cas9 genom diizenleme sistemi ile postnatal
hayvanlardaki genetik hastaliklari basarili bir sekilde iyilestiren ¢alismalardan biri Yin vd. (2014) tarafindan farelerde Tirozinemi
tip 1 hastaligi igin gergeklestirilmistir. Kalitsal tip I Tirozinemi, FAH (fumarylacetoacetate hydrolase) enziminin eksikliginden
kaynaklanmakta, sitotoksik metabolit birikimine ve karaciger hiicrelerinin O6liimiine sebep olmaktadir. Cas9 ve spesifik
sgRNA’y1 kodlayan vektor, hidrodinamik kuyruk damar enjeksiyonu yoluyla HR igin bir kalip DNA molekiilii ile birlikte
farelerin karacigerine verilmistir. Vektoriin aktarilmasiyla mutant fumarilasetoasetat hidrolaz alellindeki genetik bozukluk
diizeltilmis, proteinin stabilizasyonu saglanmis ve sonug olarak karaciger hiicreleri ilizerindeki toksisite ve farenin kilo kayb1
azalmistir. CRISPR-Cas9 gen terapisi ile Tirozinemi hastaliginin tedavisi miinkiin olup, bu sistemle yapilan gen terapi isleminde
diisiik onarim frekans1 (% 0,4) genetik bozuklugu ortadan kaldirilmis karaciger hiicrelerin secilmesi ile telafi edilebilir (Savic ve
Schwank, 2015).

Cas9 ayni zamanda viral enfeksiyonlarin tedavisinde de kullanilma potansiyeline sahiptir ve HIV (Hu vd., 2014; Mandal vd.,
2014; Ye vd., 2014) ve Hepatit B (Lin vd., 2014; Zhen vd., 2015) viriisleri igin bu sistemin kullanilabilirligi gésterilmistir. Ex
vivo yapilan bir caligmada, CRISPR-Cas9 sistemine dayali gen diizenleme ile insan bagisiklik yetmezlik virisi (HIV)
enfeksiyonu ile miicadele tizerinde durulmustur (Mandal vd., 2014). Bu viriisiin yasam dongsi sirasinda, HIV-1 immiin
hiicrelerin genomuna entegre olmakta ve bu da viral enfeksiyona sebep olmaktadir. Bu asamada, HIV enfeksiyonu gizli
enfeksiyona yol acacak sekilde transkripsiyonel olarak sessizdir. Ciinkii gizli olarak var olan viriisler bellek T hiicreleri gibi uzun
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Omiirlii hiicrelerde bulunur ve enfeksiyon genellikle giiglii antiretroviral ilaglar varliginda bile devam etmektedir. Giiniimiizde
aragtirmacilar, gizli HIV enfeksiyonu ile miicadele etmek igin genom diizenleme teknolojilerini kullanarak 2 yaklagim test
etmektedir. 1lk yaklasimda, enfekte olmus T hiicrelerinin genomuna entegre olmus HIV DNA’sim1 ortadan kaldirmak icin viral
genom sekansi, niikleazlar tarafindan hedeflendirilmektedir. Liao vd.’nin (2015) yapmis olduklar1 ¢aligmada bu yaklagim
kullanilarak enfekte edilmis CD41T hiicrelerindeki HIV-1’de bulunan ve ¢ok iyi derecede korunmus tekrar bolgeleri, CRISPR-
Cas9 sistemi ile hedeflendirilmistir. flgili hiicre hattinda viriisiin genomundaki tekrar bolgelerine hedeflenen CRISPR-Cas9
vektoriiniin ekspresyonu ile viriislerin genomu bozulmus, virlis iiretimi azalmis ve gizli olarak g¢ogalan viriisler ortadan
kaldirilmistir. Buna ek olarak, arastirmacilar HIV-1 tekrarlarina hedeflendirilmis CRISPR-Cas9 vektorlerinin aktarildig:
pluripotent kok hiicrelerinden elde edilen HIV rezervuar hiicrelerinin de yeni HIV enfeksiyonlarina karsi direngli oldugunu
gostermistir. Ikinci yaklasimda ise, genom diizenleme HIV-1’e kars1 diren¢ kazaniminda, HIV-1’in T hiicrelerini enfekte etmek
i¢in ihtiya¢ duydugu ko-reseptor olan kemokin reseptorii 5’i (CCRS) modiile etmek i¢in kullanilir. Mandal vd. (2015) CRISPR-
Cas9 gen diizenleme yontemi ile CD34+ hematopoietik kdk ve progenitdr hiicrelerin (hematopoietic stem and progenitor cells-
HSPCs) reseptorlerini inaktif hale getirmislerdir. Bu ¢alismada, CCR5’i hedefleyen CRISPR-Cas9 vektorleri ile HSPCs hiicre
hatlarinda % 30 verimlilikle CCR5 reseptorlerinin ablasyonu gosterilmistir. Ayrica, CCRS reseptor proteinleri inaktif hale
getirilmis HSPC klonlarinin fareye naklinden sonra da, nakil edilen HSPC klonlarinin HIV-1 enfeksiyonuna karsi direngli
olduklar1 belirtilmistir. Lin vd. (2014) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, CRISPR-Cas9 tabanli gen diizenleme yonteminin ayni
zamanda hepatit B viriisit (HBV) enfeksiyonu tedavisinde kullanilabilir oldugu gosterilmistir. Bir¢ok hastada, HBV enfeksiyonu
kronik olup karaciger sirozunu ve kanserini tetiklemektedir. HBV kronik hastalari i¢in antiviral tedaviler gelistirilmis olmasina
ragmen, bu tedaviler genellikle viriisii karacigerden uzaklagtiramamaktadir. Viriislin karacigerden uzaklastirilamamasinin sebebi
viral replikasyondan sorumlu kovalent olarak kapali dairesel DNA’nin (covalently closed circular DNA-cccDNA) ¢ok kararli
olmasidir. Lin vd. (2014) yapmis olduklar1 ¢aligmada fare karacigerine, kuyruk ucundan HBV ekspresyonu vektoriini
gondererek HBV enfeksiyonunu modellemislerdir. HBV enfeksiyonu modellenen fareye, HBV sekansini hedefleyen CRISPR-
Cas9 sisteminin enjeksiyonu ile cccDNA’nin kesilmesi saglanmistir ve sonug olarak serum hepatit B yiizey antijeninde azalma
meydana gelmistir. Arastirmacilar ayni sistemin insan hiicre hattinda da ¢alisir oldugunu ve HBV enfeksiyonunun tamamen
ortadan kaldirilmasinda kullanilabilecegini gostermislerdir. Ancak, yine de, herhangi bir atik viral DNA yeniden enfeksiyona
sebep olabilmektedir ve viral enfeksiyonlarm klinik uygulamalar: i¢in ¢ok daha etkili CRISPR-Cas9 sistemlerinin gelistirilmesi
gerekmektedir.

CRISPR-Cas9 sistemi programlanabilir gen regiilasyonu i¢in de gelistirilmektedir (Rath vd., 2015). RuvC ve HNH domainlerinin
mutasyona ugratilmasi ile katalitik olarak inaktive edilmis dCas9 proteinleri genel bir DNA baglama ajanina doniistiiriillmektedir.
Transkripsiyonel aktivator ya da represorlerin veya epigenetik enzimler gibi fonksiyonel efektorlerin dCas9’a baglanmasi ile,
dCas9 niikleazinin gen regulasyonunda kullanilmas1 miimkiin olmustur (Barrangou ve Marraffini, 2014; Hsu vd., 2014). dCas9’a
farkli fonksiyonel domainlerin eklenmesi bu enzimin kullanim alanlarini artirmustir (Barrangou ve Marraffini, 2014). Ornek
olarak, KRAB ve Kox1 kromatin diizenleyici domainlerinin eklenmesi ile genlerin baskilanmasi artarken (Gilbert vd., 2013),
GFP gibi floreason boyalarin dCas9’a eklenmesi ile kromozomlar tizerinde spesifik lokuslar goriintiilenebilmektedir (Chen vd.,
2013; Malina vd., 2013). Rekombinazlar, metilazlar ve histon proteinlerini modifiye eden enzimler gibi diger domainlerin
eklenmesi ile bu teknolojinin yeni firsatlar yaratacagi kuskusuzdur (Barrangou ve Marraffini, 2014). Sekil 5’te CRISPR-Cas9
tabanli genetik uygulamalar gosterilmektedir.
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Sekil 5. Klavuz sgRNA ile hedef DNA’ya yonlendirilen Cas9 proteini hedef DNA’nin ¢ift zincirini keser. Olusan kromozomal
kirtlmalar NHEJ ya da homolog DNA varhiginda HR ile tamir edilir. Katalitik olarak aktif olmayan dCas9 proteini bir DNA
baglanma ajani olarak gérev goriir ve dCas9’a gesitli transkripsiyon aktivatorleri ya da represorleri baglanarak gen ekspresyonu
arttirilir ya da baskilanir (Barrangou ve Marraffini, 2014).

4. CRISPR-CAS BAGISIKLIK SiSTEMINiN GELECEGIi UZERINE BiR PERSPEKTIF

Cas9 tabanli genom diizenleme teknolojilerinin tibbi uygulamalara aktariminin en 6nemli nedeni kuskusuz insan saglig1 tizerinde
O6nemli bir etki yaratma potansiyeline sahip gen tedavisi olmasidir. Cas9 hedeflemesinin, Cas9-sgRNA kompleks olusumunun
yapisal incelemeleri (Jinek vd., 2014; Nishimasu vd., 2014) ile birlikte bu sistemin biyokimyasal dogasini anlamaya yonelik son
gelismeler (Sternberg vd., 2014), molekiiler biyoloji tekniklerinin de gelisimini saglayacaktir. Ayrica CRISPR sistemleri tizerine
ilgili bilimsel ¢evrede hizli bir arastirma yapildiginda, CRISPR-Cas sistemlerinin potansiyeli iizerine yaygin bir farkindaligin
kazanildigy, konu ile ilgili yayin ve atif sayisi hizindaki artig ile anlagilmaktadir. Yine bu teknigin ¢ogu laboratuvarda olmasa bile
molekiiler biyoloji laboratuvarlarinda rutin olarak hizla kullanilacag: diisiiniilmektedir.

5. SONUC

Genetik miihendisliginde, CRISPR-Cas prokaryotik viral savunma sisteminin son zamanlarin gii¢lii ve uyarlanabilir
platformlarindan biri haline gelmesi, temel bilim arastirmalarinin 6nemini bir kez daha vurgulamistir. CRISPR-Cas sistemleri,
ozellikle Cas9 tabanl Tip II sisteminin sgRNA ile istenilen herhangi bir DNA bolgesine hedeflendirilebilir olmasi, biiyiik caplt
uygulamalarda bu sistemin genom diizenlemede son yillarda yaygin olarak kullanilmasini saglamistir. Bu derleme ile Cas9’un
hedef DNA’y1 nasil tanmidigi ve kestiginin anlasilmasi i¢in temelde yatan tamimlanmis yapisal mekanizmalar aktarilmaya
calistlmistir. Genom miihendisligi ¢alismalarinda, daha ¢ok dogal ve tasarlannmig Cas9 varyanti kullanimi ile korunmus olan
yapisal ve mekanistik 6zelliklerin kesfi de artacaktir. Diger CRISPR-Cas sistemlerinin ¢esitli uygulamalardaki kullanimlarinin da
giderek artmasi diisiiniilmektedir. Ornegin, Tip I Kaskat kompleksi, RNA yénlendirmeli DNA hedefleme igin gelistirilebilir ve
ileri yapisal ve mekanik arastirmalar ile Tip I hedefleme komplekslerinin genom diizenlemede uygulanabilirligi gosterilebilir.
CRISPR-Cas sistemleri ile ilgili ¢ogu ¢alismada, bu sistemlerin en énemli roliiniin istilacinin genetik materyaline kars1 oldugu
gosterilmis olsa da, viriilansin diizenlenmesi, genom evrimi ve DNA tamiri gibi diger hiicresel islemlerdeki rolleri de artarak
ortaya cikarilmaktadir. Cogu durumda, alternatif fonksiyonlarin gerisindeki siiregler iyi bir sekilde bilinememekte ve siireglere
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aciklik getirmek igin ileri aragtirmalara ihtiyag duyulmaktadir (Rath vd., 2015). Bilim camiasi tarafindan Cas9 temelli gen
modifikasyonlarin hizinin ve bu sistemin artan cesitlilikteki model sistemlerde uygulamalarinin giderek artacagi tahmin
edilmektedir. CRISPR-Cas sistemin basitligi, ilerleyen yillarda, insanlarda ex vivo gen terapi ¢aligmalarinda bu sistemin etkili bir
bi¢imde kullanilmasina imkan saglayacaktir.
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