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OZET

Genom diizenleme teknolojileri alaninda CRISPR-Cas9 (Diizenli Aralikli Palindromik
Tekrar Kiimeleri) teknolojisi devrim niteliginde bir yenilik olup, tiim canli hiicrelerin genomlari
iizerinde diizenleme yapmaya imkan taniyan bir uygulamadir. Bu ¢1g1r agici genom diizenleme
yontemi 2020 yilinda, bu alandaki kesiflerinden otiirli Fransiz mikrobiyolog Emmanuelle
Charpentier ve Amerikali biyokimyager Jennifer Doudna’ya Nobel Kimya Odjiilii’nii kazandirdi.
CRISPR-Cas9 teknolojisi, tip, tarim ve biyoteknoloji gibi birgok alanda genis bir uygulama
potansiyeline sahiptir. Tarim uygulamalarinda, bitkilerin besin degerlerinin iyilestirilmesini
saglarken, tip alaninda kanser, HIV ve Orak Hiicre Anemisi gibi 6nemli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir. Bunlarin yani sira CRISPR teknolojisi, gen diizenlemeleri ile gen
aktivasyonu veya baskilamasi gibi islevsel degisiklikler yapmak i¢in de uygulanabilmektedir.
Ancak teknolojinin klinik alanda kullanilmasini engelleyen bazi zorluklar mevcuttur; immiin
yanitlar, hedef disi1 etkiler ve etik sorunlar bu zorluklar arasinda yer almaktadir. Avrupa Birligi
Komisyonu’nun bu alanda heniiz net bir yaklasim gelistirememesi ve teknolojinin pratikteki
uygulamalar1 i¢in daha fazla iyilestirme gerekliligi, bu sorunlarin baglicalaridir. Bu derleme,
CRISPR-Cas9 teknolojisinin potansiyelini ve karsilastigi zorluklar1 ele alarak, gelecekteki
gelisim ve uygulamalarina dair bilgiler sunmaktadir.
Anahtar Kkelimeler: CRISPR-Cas9, Yeni Genomik Teknikler, Gen Diizenleme, Genetik
Miihendisligi Teknigi, Gen Terapisi

ABSTRACT

In the field of genome editing technologies, CRISPR-Cas9 (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) technology is a revolutionary innovation that enables
editing the genomes of all living cells. This groundbreaking genome editing method earned
French microbiologist Emmanuelle Charpentier and American biochemist Jennifer Doudna the
Nobel Prize in Chemistry in 2020 for their discoveries in this field. CRISPR-Cas9 technology has
a wide range of potential applications in areas such as medicine, agriculture, and biotechnology.
In agricultural applications, it helps improve the nutritional value of plants, while in medicine,
it is used in the treatment of major diseases such as cancer, HIV, and sickle cell anemia. In
addition to these, CRISPR technology can also be applied to make functional changes such as
gene activation or repression through gene editing. However, there are some challenges that
prevent the clinical use of this technology, including immune responses, off-target effects, and
ethical issues. The European Commission’s lack of a clear approach in this area and the need
for further improvements for the practical applications of the technology are among the main
challenges. This review discusses the potential of CRISPR-Cas9 technology and the challenges
it faces, providing insights into future developments and applications.
Keywords: CRISPR-Cas9, New Genomic Techniques, Gen Editing, Genetic Engineering
Technique, Gene Therapy
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Cagmmizin yeni ve en ilgi ¢ekici
genomik teknolojilerinden  birisi  olan
CRISPR-Cas9 yani Clustered Regularly
Interspaced  Palindromic  Repeats-Cas9
(Kiimelenmis  Diizenli  Aralikli  Kisa
Palindromik Tekrar Dizileri) Teknolojisi, tiim
canli hiicrelerin genomlarinda diizenleme
yapmaya imkan taniyan, yliksek verimlilige
sahip ve ¢ok yonlii uygulama alan1 bulunan
bir genom diizenleme teknolojisidir.
Kilavuz RNA (gRNA) ve CRISPR iligkili
proteinler (Cas9), CRISPR- Cas9 sisteminin
iki ana bilesenidir. CRISPR-Cas9 genom
diizenleme mekanizmasi sirasiyla; tanima,
kesme ve onarim olmak iizere {i¢ adimdan
olusur (Doudna ve Charpentier, 2014).
Tasarlanan gRNA, tamamlayici bir baz ¢ifti
araciligiyla ilgili gendeki hedef diziyi tanir.
Cas9 niikleazi, Protospacer Bitisik Motifine
(Protospacer Adjacent Motif ) gore 3 baz
cifti yukar1 akista ¢ift sarmalli kirilmalar
(Double-strand Brake) yaparken; ¢ift
sarmalli kirilma, ‘’Homolog Rekombinasyon
(HR)’, “’Klasik, Homolog Olmayan Ug
Birlestirme (cNHEJ)”, “’Mikrohomoloji
Aracili Ug¢ Birlestirme (MMEJ)” ve “’Tek
Iplikli Tavlama (SSA)” gibi cesitli onarim
mekanizmalariyla onarilir (Xue ve Greene,
2021). CRISPR-Cas9 genom diizenleme
teknolojisinin; tip, tarim ve biyoteknoloji
basta olmak tlizere bircok alanda ¢ok
sayida uygulamasi bulunmaktadir. Tarim
alaninda; meyve, sebze ve tahillarin besin
degerlerini  iyilestirmek i¢in  yardimci
olabilir. Tip alaninda; kanserler, HIV, Orak
Hiicre Anemisi, KVH (Kardiyovaskiiler
Hastalik) ve Niemann-Pick gibi hastaliklar
engellemek ve tedavi etmek i¢in
kullanilabilir. CRISPR teknolojisi ayni
zamanda Cas9 proteininin modifikasyonu ile
bir genin hedefini yapay olarak diizenlemek
yani aktive etmek veya islevini bastirmak
icin kullanilabilir (Ansori vd., 2023). Ancak
immiinogenite etkili iletim sistemleri, hedef
dis1 etki ve etik sorunlar, teknolojinin klinik
uygulamalarda kullanilmasindaki en biiytlik
engeller olarak karsimiza c¢ikmaktadir.
CRISPR-Cas9  teknolojisi,  molekiiler
biyolojide yeni bir cag baslatmasina ve
temel molekiiler arastirmalardan klinik
uygulamalara kadar sayisiz uygulama
alanina sahip olmasina ragmen, Avrupa
Birligi Komisyonu (AB)’nun bu teknolojiye
tam olarak net bir bakis a¢isinin olmamasi,
pratik uygulamalarda hala agilmas1 gereken
onemli zorluklar ve zorluklar1 agsmak i¢in
cesitli iyilestirmelere ihtiya¢ duyulmasi

gibi durumlar da g6z ardi edilmemelidir
(Asmamaw ve Zawdie, 2021).

CRISPR-CAS9 Teknolojisinin Calisma
Mekanizmasi

CRISPR-Cas9 teknolojisinin ¢aligma
mekanizmasinin  temelinde, bakterilerin
viriisleri tespit etmek icin kullanmis oldugu
bagisiklik mekanizmast yer almaktadir.
Bakteriler bir virlis tarafindan enfekte
edildiginde, enfekte olan bakteri, viriisiin
DNA’simin bir parcasini (aralayici: spacer)
alarak kendi DNA’sina kopyalar. Boylelikle
ayni viriisle tekrar karsilastigi zaman, o
viriisii tantyarak etkisiz hale getirebilir. Bu
uygulama ilk kez Kuzey Carolina Eyalet
Universitesinde Probiyotik Arastirmalari
alaninda gorev yapan Rodolphe Barrangou
ile gida malzemeleri iiretimi yapan dev bir
sirketin arastirmaci ekibi tarafindan deneysel
olarak kanitlanmistir (Barrangou vd., 2007).
Bu uygulamada arastirmacilar, basta yogurt
olmak {lizere gesitli siit iirlinlerinde yaygin
olarak bulunan Streptococcus thermophilus
bakterisini kullandiklarin1 bildirmislerdir.
Aragtirmalarinda deneysel amagli bir viriis
saldirisindan sonra CRISPR bélgesine yeni
aralayicilarin  (spacers) dahil edildigini
gozlemlemislerdir. Bununla da kalmayip
bu aralayicilarin DNA diziliminin, viriis
genomunun bazi kisimlariyla ayni1 oldugunu
belirlemiglerdir (Cao vd., 2018). Ayrica
aralayicilan ¢ikararak veya yeni viral DNA
dizileri yerlestirerek bakterinin  belirli
bir virlistin saldirisina  karst  direncini
degistirmeyi  basarmiglardir.  Antiviral
savunma mekanizmasi, viriislerden gelen
DNA pargalarinin bakteri DNA’simna dahil
edilmesi esasina dayanir. DNA’nin bu ilgili
kismmna CRISPR denir. CRISPR dizisi
igerisinde, edinilen viriis DNA pargalar
korunan kisa niikleotid dizisi tekrarlartyla
ayrilir (Sekil 1).

Tekrarlar
(Korunan Kisa Niikleotid Dizileri)

S I O S =

Aralayicilar
(Viriis DNA Fragmentleri)

Sekil 1. CRISPR Tekrar Aralayict Dizisinin Sematik
Goriiniimii
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Bakterilerdeki bu sisteme biraz
daha yakindan bakacak olursak; bakteriyi
istila eden yabanci DNA’nin pargalanmasi
islemi sirasinda, “’Trans-Aktive Edici RNA
(tracrRNA)” adi verilen izleyici RNA,
crRNA’daki tekrar dizisiyle hibrit bir RNA
yapist olusturmak i¢in eslesmektedir. Bu ikili
RNA yapist (tractrRNA+crRNA) kilavuzluk
yaparak, Cas9‘u bir hedef sekansa ve
hedef sekansa bitisik olan hedef DNA’y1
par¢alamaya yonlendirmektedir (Sekil 2)
(Sander ve Joung, 2014).

Sekil 2. tracrRNA+crRNA’nin Kilavuzlugu Esliginde
Hedeflenen DNA Boélgesinin Kesilmesi

Bu yontemde Cas9  enzimi,
Streptococcus  pyogenes  bakterisinden
ekstrakte edilmistir. Bu enzim, hedef

DNA’nin ¢ift sarmalli bir kirilma olusturacak
sekilde boliinmesinden sorumlu olan ve
yabanc1t DNA’y1 kesen genetik bir makas
gorevi gormektedir. Cas9 enzimi tipik olarak
iki RNA molekiiliine baglanir. Bu molekiiller
crRNA ve tracrRNA (veya “trans- aktive
edici crRNA”) olarak adlandirilmaktadir.
Cas9 enzimi, tracrRNA’y1 bir tutamag olarak
kullanirken, crRNA ayirici dizisi, kompleksi
eslesen bir viral diziye yonlendirir. Kisaca
tractRNA ve crRNA, Cas9 enzimini yabanci
DNA {izerinde kesecegi hedef bdlgeye
yonlendirmektedir(Ranvd.,2013). Yapisinda
iki ayr1 bolge bulunan Cas9 enzimi, DNA
¢ift sarmalinin her iki seridini de keserek
Cift Sarmalli Kopma (Double-strand Break)
ad1 verilen olay1 gerceklestirmektedir. Cas9
enziminin, genomun rastgele herhangi
bir yerini kesmemesini saglayan 06zel bir
mekanizmasi vardir. PAM’ler (Protospacer
Adjacent Motif) olarak bilinen kisa DNA
dizileri, etiket gbrevi gorir ve hedef
DNA dizisine bitisik olarak oturur. Cas9
kompleksi hedef DNA dizisinin yaninda bir
PAM gormezse kesilmez. Cas9 enziminin
bakterilerdeki CRISPR bolgesini hedef
almamasinin sebeplerinden biride bu PAM
DNA dizileridir (O’Connell vd., 2014).
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CRISPR-Cas9
Mekanizmalar:

CRISPR-Cas9 genom diizenleme
mekanizmasi; tanima, boliinme ve onarim
olarak siralanir. Hazirlanan sgRNA (Single-
Guide RNA) Cas9’u yonlendirir ve crRNA
tamamlayic1t baz ¢ifti bileseni araciligiyla
ilgilenilen gendeki hedef diziyi tanir. Cas9
enzimi sgRNA’nin yoklugunda etkisiz
bir haldedir. Cas9 niikleazi, PAM’m
(Protospacer Adjacent Motif) 3 baz gifti
yukarisindaki bir bolgede cift sarmalll
kirilmalar ~ (Double-Strand  Break/DSB)
yapar. PAM dizisi, kesim bdlgesine dogru
uzanan kisa, korunmus bir DNA dizisidir.
Genom diizenleme aracinda en yaygin
kullanilan niikleaz olan Cas9 enzimi, PAM
dizisini tanir (Hsu vd., 2013). Cas9, uygun
PAM’a sahip bir hedef bolge buldugunda,
lokal DNA erimesini ve ardindan RNA-
DNA hibritinin olusumunu tetikler, ancak
Cas9 enziminin hedef DNA dizisini nasil
erittiginin mekanizmasi heniiz tam olarak
anlasilamamistir. Daha sonra Cas9 proteini
DNA boliinmesi i¢in aktive edilir. Iki 6nemli
niikleazdan biri olan HNH tamamlayici ipligi
keserken RuvC niikleazi, hedef DNA’nin
tamamlayicit olmayan ipligini boler (Jinek
vd., 2012). Son olarak DSB, hiicresel
onarim yoOntemleriyle onarilir. Bu onarim
yontemleri: Homolog Rekombinasyon (HR),
Klasik Homolog Olmayan Ug Birlestirme
(cNHEJ), Mikrohomoloji =~ Aracili  Ug
Birlestirme (MMEJ) ve Tek Iplikli Tavlama
(SSA) seklinde siralanabilir (Xue ve Greene,
2021).

Genom Diizenleme

CRISPR-Cas9 Uygulamalan
CRISPR-Cas9 teknolojisinin
kesfinden hemen sonra, bir¢cok sahada
uygulanmasi i¢in arastirmalara baglanmistir.
Tip, tarim ve biyoteknoloji gibi alanlar
basta olmak iizere diger bir¢ok alanda
diinya tlizerinde biiylik bir etki yaratmustir.
Bilim insanlar1 bu teknolojinin hastaliklari
tedavi etmek, genetik bozukluklar1 ortadan
kaldirmak, verimi  yiiksek  mahsuller
gelistirmek ve bulasici hastaliklar1 tamamen
ortadan kaldirmak icin ilerlemeye devam
edecegini ongormektedir (Wang ve Doudna,
2023) (Sekil 3). Tip alaninda, CRISPR-Cas9
gen diizenleme teknolojisine dayanan ilk
tedavi, 16 Kasim 2023 tarihinde Birlesik
Krallik Ilag ve Saglik Urlinleri Diizenleme
Kurumu (MHRA) tarafindan verilen izin
ile “’Orak Hiicreli Anemi” ve kan nakline
bagimli “’Akdeniz Anemisi” tedavisinde
basarili bir sekilde kullanilmistir (Parums,
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2024). Bakterilerde farkli antibiyotik
gruplarina kars1 fenotipik direng profillerinin
belirlenmesi ve CRISPR-Cas9 teknolojisinin
antibiyotik direncinin kontroliindeki
potansiyel rolii konusundaki c¢aligmalar da

tim hiziyla devam etmektedir (Acar vd.,
2023).

Gegtigimiz 10 yilda Gelecek 10 yilda

Gen “glartimas” veya .
“dove i Vbt I @ CRISPR tabanh tedaviler
= -
.. o FDA onayls Orak Hicre
¥ ! Anemisi Tedavisi
Oral Hitereli Anemi Tedavisi /, ’ e ‘ \\
FDA'mn ek CRISPR. hilere
Kaocicout Faraleri o g torapilisios ey
5 & ezes -
S gidal nda artig

¥ ol i
CRISPR ile modifiye edilmij tanm
{irinlerinin sayismda artig

/ 14%) /4 Hastaliklara karss direnci ve gelistirilmi
tanm tranleri

Sekil 3. CRISPR-CAS9 Teknolojisinin Gegtigimiz
On Y1l igerisindeki Gelisimi ve Oniimiizdeki On
Yilda Beklenen Hedefleri

TIP ALANINDAKI UYGULAMALARI
VE ONEMI

Kanser

Kanser, c¢agmmizin olduk¢a Onem
arz eden ve karmasik yapiya sahip
bir hastaligidir. CRISPR-Cas9, tedavi
edici  bagisiklik hiicrelerinin  {iretimini
desteklemek i¢in kullanilabilir. Kimerik
Antijen Reseptorii T (CAR-T) hiicrelerinin
yanit sira programlanmis hiicre Olimi
proteininin elimine edilmesini de saglar
(Mintz vd., 2018). T hiicreleri, kanserli
hiicreleri yok ederken saglikli hiicrelere
zarar vermez. CRISPR-Cas9 tedavisi, kanser
immiinoterapisinde CAR-T hiicrelerinin
iretimiyle bilinir. Bu kimerik sinyalleme
alanlari, T hiicresi aktivasyonunu artirma
kapasitesine sahiptir ve hiicre dis1 tek zincirli
degisken bir fragman yoluyla tiimore 6zgii
antijenleri tantyabilir. Lenfoma ve l6seminin,
genetigi degistirilmis T hiicreleriyle tedavi
edilmesi i¢in yapilan klinik c¢aligmalar
giiniimiizde hala devam etmektedir (Rabaan
vd., 2023).

Kardiyovaskiiler Hastahklar

Kardiyovaskiiler hastaliklarin
tedavisinde oncelik, hastalik semptomlarini
hafifletmek ve kalpteki morfolojik kusurlar
diizeltmektir. CRISPR-Cas9 teknolojisi,
patojenik KVH (Kardiyovaskiiler Hastalik)
genlerinin  molekiiler mekanizmalarinin
derinlemesine analiz edilmesini saglayarak,
gen terapisinin belirli gen fonksiyonlarini
iyilestirme potansiyeli hakkinda bilgi

edinilmesini saglar. Genom diizenleme,
kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in birden fazla
tedavi yonteminin gelistirilmesine olanak
saglamistir (Liu ve Olson, 2022).

Kalitsal Hastahklar

Kalitsal sagirlik, Wilson Hastalig
(Organlarda biriken bakirim yol actigt
kalitsal ~ bir  hastalik), Niemann-Pick
Hastaligi  (Karaciger ve/veya dalagin
asir1 bliylimesi ile karakterize kalitsal bir
hastalik) ve Netherton Sendromu (Cildi,
sac1 ve bagisiklik sistemini etkileyen kalitsal
bir hastalik) gibi kalitsal hastaliklarin
mekanizmalarinin ~ arastirilmasinda  ve
genom diizenleme teknolojileri kullanilarak
tedavilerin gelistirilmesi ilizerine ¢aligmalar
yapilmaktadir (Mani, 2021).

Hematolojik Hastaliklar

CRISPR-Cas9 sistemi, kemik iligi
kok hiicrelerinin DNA’sim1  degistirerek
Orak hiicre Anemisi ve Beta-Talasemi gibi
rahatsizliklar1 tedavi edebilir. CRISPR-Cas9
sistemi ayrica hematolojik maligniteleri
iceren molekiiler mekanizmalar1 belirlemek
icin de oldukga yararli bir aragtir (Zhang
ve McCarty, 2016). Losemi, lenfomalar ve
Multiple Miyelomun tedavisi i¢in CRISPR-
Cas9 teknolojisini baz alan tedavi yontemleri
ile ilgili klinik ¢aligmalar devam etmektedir
(Rabaan vd., 2023).

Norodejeneratif Hastalhklar

Alzheimer, Huntington, Parkinson
ve Ataksi gibi norodejeneratif hastaliklarin
tedavilerihenlizbulunmadigiicin giiniimiiziin
onemli norodejeneratif hastaliklar1 olarak
kabul edilirler. Bu hastaliklara ¢esitli genetik
faktorlerin ve karmasik etkilesimlerinin
sebep oldugu bilinmektedir. CRISPR-Cas9
gibi gen diizenleme yoOntemlerinin ortaya
cikmasiyla gelisimsel bozukluklarla ilgili
gen fonksiyonlarimi incelemek miimkiin
hale gelmistir (Yan vd., 2018). CRISPR-
Cas9 sistemleri kullanilarak bir genin belirli
bolgelerinin hedeflenmesi, ndrodejeneratif
hastaliklara neden olan veya bu hastaliklarla
iliskili olan genlerin ifade diizeylerinin
modiile edilmesine olanak tanir (Shin ve
Lee, 2017).

Viral Hastaliklar
CRISPR-Cas9 teknolojisi Onemli

bulasici  hastaliklarin  tedavisinde de
kullanilmaktadir. ~ Virilislerdeki ~ konakgi1
genleri hedefleyerek veya hiicre

replikasyonu icin gerekli viral genleri
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degistirerek  etkinligini  gOstermektedir.
CRISPR-Cas9  teknolojisiyle  yapilan
genom diizenlemesi ile enfeksiyonla iliskili
genlerin  dilizenlenerek HIV’e  direngli
CD4+T hiicrelerinin gelisimine yardimect
olabilecegi saptanmistir. Human Papilloma
Virus (HPV) onkogenleri olan (Kontroliinii
kaybetmis protein kodlayan genlerdir
ve kanser gelisiminin baglangicinda rol
oynarlar) E6 ve E7, rahim agz kanseriyle
dogrudan iliskilidir. Bu sebeple, bu riskli
HPV genlerini degistirmeye yonelik genetik
miihendisligi, rahim agzi kanserini yerinde
tersine cevirecek bir sistem olabilir ve
gelecekte tedavi edici bir secenek olarak
kullanilabilir (Wei vd., 2022).

TARIM ALANINDAKI _ _
UYGULAMALARI VE ONEMI

Glin gectikce artan diinya niifus ve
buna bagl gittikge artan gida talebi tarim
alanindaki kithik riskinin gitgide artmasina
neden olmaktadir. Bu sebepten dolay1 dogal
gida iiretiminin artirilmast ve iyilestirilmesi
icin yeni teknolojilere ivedi ihtiyag
duyulmaktadir. Bitki genom diizenlemesinde
kullanilan ana teknolojiler olan ZFN ve
TALEN gibi her hedef gen bdlgesi icin
yeni proteinlerin tasarlanmasini gerektiren
yontemler olduk¢a uzun ve pahali bir isleme
sahiptir (Cong vd., 2013). Bu yoOntemlere
kiyasla CRISPR-Cas9; programlanabilir
olmasi, verimlilik ve o6zgilliigiiniin yan1
sira erisilebilirlik, kullanim kolayligi gibi
nedenlerden dolayr diger yontemlere gore
bir adim 6ne c¢ikmaktadir (Scheben vd.,
2017). CRISPR-Cas9 teknolojisinin bitki
genom miihendisligi i¢in uygun bir yontem
oldugu ilk kez 2013 yilinda ortaya atilmigtir
(Shan vd., 2013). CRISPR-Cas9 teknolojisi,
gidalarin  besin degerlerini iyilestirmek,
raf Omiirlerini artirmak, kuraklik gibi
kosullara daha dayanikli hale getirmek
ve hastaliklara karsi direncini artirmak
amaciyla kullanildigindan, tarim alaninda
adeta bir devrim niteligindedir (Wolt
vd., 2016). CRISPR-Cas9 teknolojisinin
kiiresel captaki gida krizini ¢Ozlimiine
yonelik li¢ sekilde Oneri getirebilmektedir
(Asmamaw ve Zawdie, 2021). Bu ii¢ oneri
sirastyla; gida kaynaklarini yenilenebilir,
bitkilerin zorlu kosullarda hayatta kalmasina
yardimci olabilir ve bitkilerin genel sagligin
iyilestirebilir hale getirebilmesidir. Bu
amaglar  dogrultusunda, = CRISPR-Cas9
teknolojisinin ~ tarimdaki  roltine  daha
ayrintili bir sekilde bakilacak olursa: Son
on yil icerisinde CRISPR-Cas9 teknolojisi,
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tarimsal diizenlemelerde oldukca popiiler
bir uygulama haline gelmistir. Bu alanda
bitkiler lizerinde yapilan uygulamalar daha
cok bitkilerin verim performansi, biyolojik
zenginlestirme ve abiyotik ve biyotik strese
toleranslar1 lizerine olmustur (Ricroch vd.,
2017). Son birka¢ yil igerisinde, CRISPR
multipleks genom diizenlemesi, tek bir
nesilde yeni mahsul genotipleri ve tarimsal
acidan faydali ozellikler olusturmak ig¢in
basarili bir stratejik plan haline gelmistir.
CRISPR-Cas9 uygulamas1 ile basarili
sonuglar alinan alanlardan biri de mahsuliin

evcillestirilmesi ve tyilestirilmesidir
(Scheben vd., 2017). Bunlara 6rnek
olarak evcillestirme genlerini  bozma,

herbisit direnci gibi 0Ozellikleri tanitma
ve mahsul verimini ve kalitesini artirma
verilebilir. Tarimsal alanda CRISPR-Cas9
teknolojisinin kullanim1 ve gelistirilmesi
adina yapilan ¢aligmalar hala devam etmekte
olup, bu alanda en ¢ok ¢aligmay1 yapan Cin’1
sirastyla ABD ve Avrupa takip etmektedir
(Ricroch vd., 2017), (Sekil 4).

L] Suudi
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Sekil 4. Tarimsal Alanda Ulkelere Gore CRISPR-
Cas9 Calismalart

GIDABILIMINDEKI ]
UYGULAMALARI VE ONEMI
Bakterilerin =~ gida  {riinlerinde
yaygin olarak bulunmasi; gida kaynakl
hastaliklar ve gida bozulmalar1 gibi
olumsuz durumlara neden olmasinin yani
sira, bagirsak sagliginin iyilestirilmesi ve
gidalarin saklanmasi gibi olumlu durumlari
da beraberinde getirmektedir. Gidanin son
kullanma tarithini uzatmak ve giivenilir
bir sekilde tiiketilmesini saglamak ig¢in
tuzlama, kurutma ve fermente etme gibi
gida isleme ve muhafaza etme teknikleri,
ylizlerce  yildir  bilinen  yOntemlerdir.
CRISPR-Cas9 teknolojisinin kesfiyle gida
sektorii de kendi payina diiseni almis ve
bu sektordeki arastirma ve kaynaklarini
bu teknolojiye yoOnlendirmistir (Selle ve
Barrangou, 2015). CRISPR tekrar- aralayict
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dizileri, Cas proteinleri araciligiyla bakteri
ve arkelerde DNA veya RNA boliinmesi
yoluyla fajlara ve diger istilact Mobil
Genetik Elementlere (MGE) kars1 koruma
saglayan DNA kodlu, RNA aracili tuhaf
adaptif bagisiklik sistemleri olustururlar
(Koonin ve Makarova, 2017). Fermente
edilmis gidalar, gida bilimi ve teknolojisinin
temelini olusturmakta ve et, siit, sebzeler
ve tahillar en yaygmn substratlardan
sayllmaktadir. Baglangic kiiltlirleri  bu
substratlar1 ilgili tirlinlere doniistiirmede
onemli bir rol almaktadir. Son yillarda
iizerinde yogunlasilan mikroorganizmalar
ise probiyotiklerdir. Baglangi¢ kiiltiirleri ve
probiyotikler ylizlerce yildir kullanilmaktadir
ancak  bazt  durumlarda  bakteriyofaj
probleminden dolay1 fermentasyon
islemi aksayabilmektedir (Barrangou vd.,
2013). Yapilan aragtirmalarda laktik asit
iireten mikroorganizmalarda analiz edilen
laktobasil genomlarinin  %62,9’unda ve
bifidobakteri  genomlarmin  %77’sinde
CRISPR-Cas9 lokuslarinin oldugu tespit
edilmistir. CRISPR-Cas9 sistemlerinin bu
mikroorganizmalarda bulunuyor olmasi
faj kaynakli fermentasyon iglemlerindeki
basarisizliklara engel olmak icin bir
bakis acis1 saglamaktadir (Barrangou ve
Horvath, 2012). Buna ek olarak plazmid
asilama, sus tipleme, genom diizenleme ve
antimikrobiyal aktivite uygulamalariyla
fermantasyon siireclerinde de rol almaktadir.
Bu uygulamalarin ¢ogu, her yil gida
kayiplarinin olugsmasina neden olan zararl
mikroorganizmalarin kontroliinde ve yararl
mikroorganizmalarin yonetilmesinde
CRISPR- Cas9 sisteminin kullanimi ile
yapilabilecegi diisiiniilmektedir (Es vd.,
2019). Birlesik Devletler Gida ve Ilag Dairesi
(FDA) insan tiiketimi icin AquaBounty
Technologies isimli ABD menseili bir girket
tarafindan iretilmis hizli biliyliyen somon
baliklarint onaylamis ve bu hayvanlar
CRISPR-Cas9 sistemi ile iiretilmis ilk
transgenik hayvanlar olarak kayit altina
almmistir. Fakat bu iiretim etik agidan
tartisilmakta ve bazi bilim insanlar1 bu
transgenik hayvanlarin bulunduklar: yerden
ka¢cmast durumunda dogal ekolojik dengeyi
bozabileceklerini diisiinmektedir. Bu tiir
endiseleri gidermek i¢cin ABD-Alabama’da
bulunan Auburn Universitesi’nde bir grup
aragtirmact transgenik baliklar iizerinde
iireme hormonlarimi kontrol eden genleri
CRISPR-Cas9 ile etkisiz hale getirmek
icin calismalar yapmis, sonu¢ olarak
kisirlastirilmigbaliklarindogal ekolojikdenge
lizerinde istenmeyen herhangi bir genetik

etkiye neden olmayacagini ileri siirmiiglerdir
(Okoli vd., 2022). Kirmiz1 et endiistrisinde
genellikle besi hayvani olarak erkek hayvan
tercih edilmektedir. Arastirmacilar bu konu
ile ilgili olarak iiretimde ya sadece erkek
hayvanlarin ya da daha kasli disi sigirlarin
dogmasi konusunda ¢alismalar yapmaktadir.
Ayrica uzun  boynuzlarindan  dolay1
yaralanmalara sebep olan sigir irklarinda
olas1 saglik problemlerine engel olmak igin
boynuz kesimleri yapildigi bilinmektedir.
Boynuz kesim isleminin Oniline gegmek
icin CRISPR-Cas9 teknolojisini kullanarak
boynuzsuz hayvan iiretme ¢alismalari
yapilmis ve dogan iki adet buzagi bu konuda
arastirmalara konu olmustur (Schuster
vd., 2020). Kanatli hayvan endiistrisinde
ise yumurtaci olarak kullanilan tavuklarin
erkek civciv  yumurtalamasima karsin,
erkek  embriyolarinin  ultraviyole 1s1k
altinda parlamasi i¢in tavuklarin cinsiyet
kromozomlarma yesil floresan proteini
iceren bir gen eklenmektedir. Bu sayede,
erkek civcivler daha yumurtadan ¢ikmadan
tespit edilebilmekte ve basta as1 lretimi
gibi farkli alanlarda kullanabilmektedirler.
Hayvan 1slahinda yapilan c¢alismalarda
karsilasilan  bazi  ekonomik  sorunlar
bulunmaktadir. Bunlardan biri ekonomik
ozellikleri kontrol eden gen bolgeleri
arasindaki negatif korelasyonlardir.
Ornegin et verimi iyi olan bir sigirin siit
verimindeki zayiflik ya da yumurta verimi
iyi olan bir tavugunun émriiniin kisa olmasi
gibi  durumlar yillardir  bilinmektedir.
CRISPR-Cas9 teknolojisi sayesinde bu gibi
istenmeyen durumlarin 1slahinin miimkiin
olabilecegi diisliniilmektedir. Bunlarin yani
sira ¢iftlik hayvanlarinda yapilacak olan
genom diizenleme ¢aligmalari ile hastaliklara
karsi diren¢ gelistirmede, iriin verimini
ve driinlerin kalitesini artirmada, ortama
adaptasyon kabiliyetini arttirmada, dol
verimini ylikseltmede, yemden yararlanim
giliciinii artirmada, kalitimsal hastaliklar
tedavisinde ve yeni nesile aktarimina engel
olmada bir yontem olarak kullanilmaktadir
(Liu ve Olson, 2022). CRISPR-Cas9
teknolojisi, genom diizenleme yeteneginden
bagka, Cas9 proteininin modifikasyonu ile
bir genin hedefini yapay olarak diizenlemek
yani aktive etmek veya islevinin bastirilmast
icin kullanilabilir. Bilim insanlar1 bunu
dCas9 niikleaz adi verilen gelismis bir
modifiye Cas9 endoniikleaz1 kullanarak
HNH ve RuvC alanlarmi etkisiz hale
getirerek gergeklestirmistir (Dominguez vd.,
2016).
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AVRUPA BIRLIGI’NIN YGT’LERE

BAKIS ACISI
Avrupa Birligi (AB), biyoteknoloji
alanindaki  gelismeleri, oOzellikle Yeni

Genomik Teknikler (YGT) konusundaki
diizenlemeleri  giincelleyerek,  tarimsal
iretimde verimi artirmayr ve iklim
degisikligine karsi daha dayanikli {iriinler
elde etmeyi hedeflemektedir. AB, “’Avrupa
Yesil Mutabakati” ve “’Tarladan Sofraya”
stratejilerini  ortak bir potada eriterek,
genetik Ozellikleri gelistirilmis bitkilerle
ilgili  mevcut diizenlemeleri  gdzden
gecirmek amaciyla YGT’ler i¢in yeni bir
taslak teklifi hazirlamistir. Hazirlanan bu
teklif, AB disindaki bolgelerde kendisine
hizla kullanim alan1 bulan CRISPR-Cas9
gibi tekniklerin, Avrupa Birligi {ilkelerinde
daha etkin kullanimina olanak tanimay1
amaglamaktadir (Kahrmann ve Leggewie,
2024). Yeni Genomik Teknikler, bitkilerin
genetik  yapisint  hassas  bir  sekilde
degistirerek, tarimda verimlilik, hastaliklara
vezararliorganizmalarakarsidireng, olumsuz
hava kosullarina kars1 dayaniklilik ve ytiksek
besin degeri gibi 6zellikleri iyilestirmektedir.
Fakat AB’nin mevcut diizenlemeleri,
YGT’lerin ilerlemesine engel olmaktadir
(Sireli, 2024). AB, eski diizenlemelerin
YGT’lerin potansiyelini sinirladigini  ve
bu alandaki yenilik¢i geligmelerin Oniinii

kapattigini  vurgulamaktadir. Dolayisiyla
giinimiizde,  biyoteknoloji ~ alanindaki
yenilikleri destekleyen daha esnek ve

cagdas diizenlemelere olan ihtiya¢ giderek
artmaktadir (Roger vd., 2024).

CRISPR-CAS9 TEKNOLOJISI
ETIK SORUNLAR

Genom  diizenleme
alaninda adeta yeni bir
CRISPR-Cas9  teknolojisi,  gilinlimiizde
boceklerin,  hayvanlarin,  bitkilerin =~ ve
mikroorganizmalarin genetigini degistirmek
ve insanlara yonelik tedavi edici maddeler
tiretmek i¢in kullanilmasina ragmen pek ¢ok
etik tartigmay1 da beraberinde getirmektedir
(Ledford, 2015). CRISPR-Cas9 teknolojisi,
biyoteknoloji alaninda hizlh ve diisiik
maliyetli genetik degisiklikler yapabilme
kabiliyeti ile one ¢ikarken, ayni zamanda
cevre ve toplum iizerinde de Onemli etik
sorulara yol agmaktadir. Oncelikle, CRISPR-
Cas9’un insan germ hattim1  (genetik
materyalin  nesiller boyu aktarilmasi)
degistirme potansiyeli, insan embriyosundaki
Olimciil  genetik  hastaliklarin ~ tedavi
edilmesi gibi biiyiik firsatlar sunsa da, bu tiir

VE

teknolojileri
cag baslatan

ETVESUT
KURUMU

miidahalelerin uzun vadeli etkileri {izerine
ciddi endiseler bulunmaktadir. Genetik
degisikliklerin, insanligin gelecegi tizerindeki
olast sonuglar1 hala biiyilk bir merak
konusudur. Bununla birlikte bilim insanlari,
germ hatt1 ilizerinde yapilan degisikliklere
yonelik calismalarin, daha kapsamli etik
ve bilimsel analizler yapilana kadar sinirh
tutulmasin1  savunmaktadir (Coller, 2019).
CRISPR-Cas9  teknolojisi,  hayvanlar,
bitkiler ve mikroorganizmalar {izerinde
de kullanilmaktadir. Ancak bu kullanim,
ozellikle genetigi degistirilmis organizmalar
(GDO) konusunda kamuoyunun giivensizlik
ve yanlis anlamalarina yol ag¢maktadir.
CRISPR-Cas9’un potansiyeli, GDO’larin
tretiminde  devrim  yaratabilirken, bu
durumun cevreye etkileri ve diizenlemelere
dair endiseler de artmaktadir. GDO’larin
test edilmesi ve dogaya salinmasi igin
kiiresel c¢apta bir diizenlemeye ihtiyag
duyulmaktadir. CRISPR-Cas9 teknolojisinin
hayvanlar iizerinde yaptig1 degisiklikler de
etik kaygilar dogurmaktadir. Ornegin, ¢iftlik
hayvanlarinda kas kiitlesinin artirilmasi veya
hastaliklara kars1 direng gelistirilmesi gibi
uygulamalar, hem hayvan haklar1 hem de
insanlarin bu hayvanlar1 tiiketmeye iligkin
giivenlik sorularini giindeme getirmektedir.
Ayrica, CRISPR-Cas9’un hastalik
vektorlerini ortadan kaldirma potansiyeli de
tartistlmaktadir. Sivrisinekler gibi hastalik
tastyicilariin genetik olarak degistirilmesi,
ekolojik dengenin bozulmasina yol agabilir
(Oye vd., 2014). Son olarak, CRISPR-
Cas9’un yanlis ellerde, tehlikeli patojenleri
(Kus Gribi Viriisii, SARS, COVID-19
vs.) maniplile etmek ve biyolojik silahlar
tiretmek i¢in kullanilma potansiyeli de
biiyiik bir tehdit olusturmaktadir. Bu durum,
genom diizenleme teknolojilerinin sorumlu
bir sekilde yonetilmesi ve diizenlenmesi
gerektigini  vurgulamaktadir (Caplan vd.,
2015).

SONUC

21.YY de CRISPR-Cas9 teknolojisinin
kesfi; bireye ve etkene 6zgli tedavi ve genomik
manipiilasyonlar alaninda bir devrime yol
agmustir. Enfeksiyoz ve enfeksiy6z olmayan
hastaliklarin molekiiler tanisi, 6rnegin; bakteri
suslarinin - genotiplenmesi, viriislerin tespiti
ve akciger kanserli hastalarda dolasimdaki
hiicre dist DNA’daki genetik mutasyonlarin
tanimlanmasi gibi biyotibbin birgok alaninda
yeni firsatlar acilmistir. Ayrica potansiyel
olarak yenibirbagisiklik kazandirma yontemi
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olan DNA agilarinin gelistirilmesinde de rol
oynamigtir. Ancak yontemin, genetik ve/veya
sonradan olusan hastaliklarin tedavisinde
kullanim1 i¢in asilmasi gereken ¢ok sayida
engel ve ¢ozililmesi gereken sorunlar vardir.
Ozellikle insan germ hiicreleri {izerinde
genom diizenleme tekniginin kullaniminin
sosyal, etik ve yasal sonuglari tizerine ciddi
tartismalar yapilmakta ve bu konu heniiz
etik olarak bilim insanlar tarafindan uygun
goriilmemektedir. Bununla birlikte CRISPR-
Cas9 teknigi sadece insanlar i¢in degil, diger
canli organizmalar ve ¢evre ile ilgili risk
degerlendirmelerinde de zararsizlik ilkesi
geregi giivenlik sorunlarini  beraberinde

getirmektedir.  Genetik  diizenlemelerin
giivenli bir sekilde yapilmasii saglayacak
stratejilerin gelistirilememis olmast

ekolojik bozulma gibi bir¢ok kaygiyr da
beraberinde getirmektedir. CRISPR-Cas9
teknolojisinin, gida gilivenligini saglamak
amaciyla  hazirlanmig yasal mevzuat
cercevesinde ve bilimsel arastirmalarin
cizdigi Olgiide kullanilmasi durumunda
faydali olacagr disiiniilmektedir. Fakat
giiniimiizde  teknolojik ~ uygulamalarin
toplum {izerinde kolay kabul gérmemesi
ve yontemin kullannmi konusundaki etik
tartismalar devam etmektedir.
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