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ABSTRACT

The CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspaced short palin-
dromic repeat/CRISPR-associated nuclease-9) system which
adapted from the prokaryotic immune system, is the latest RNA/
protein complex to be included among genomic engineering tools.
CRISPR/Cas9 technology catalyzes the formation of double-strand
breaks in DNA, according to the Watson-Crick base pairing in a in-
terested region of the genome, via endonuclease Cas9 and guide
RNA (sgRNA). Genomic regulation is performed by repairing these
fractures using (Homologous Recombination or HDR: Homology-
Directed Repair) and (NHEJ: Non-Homologous End-Joining) DNA
repair mechanisms. CRISPR/Cas9 technology is used on a wide
range of platforms, starting from identification of bacterial strains,
identification of gene and miRNA functions, genomic DNA fragment
insertion/deletion, gene silencing, transcriptional and epigenetic tar-
geting to creation of disease models. Leukemia, a malignancy char-
acterized by leukocytosis in the blood/bone marrow, is caused by
chromosomal rearrangements or mutations. Nowadays, genomic
engineering is gaining an accelerating importance in order to elu-
cidate the pathogenesis and molecular biology of leukemia; thus to
provide more effective and personalised treatment opportunities in
the future. The widely used CRISPR/Cas9 genome design technolo-
gyrepresent a new functional object for treatment of leukemia an the
begining of a therapeutic new era by being applied in areas such as
creation of disease models, gene insertion and silencing, epigenetic
regulation. In this review, CRISPR/Cas9 technology; locus compo-
nents, subtypes, stages of development of the adaptive immune
response, Cas9 specificity and therapeutic gains obtained via using
this technology in various types of leukemia will be discused. Also In
this review, the evaluation of CRISPR/Cas9 technology in terms of
ethics will be included.
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Prokaryotik canlilann immun sistemden adapte edilmis olan
CRISPR/Cas9 (Diizenli araliklarla béliinmis kisa palindromik tekrar
kiimeleri/CRISPR iliskili nukleaz 9) sistemi genom mUihendisligi arac-
laninin arasina en son eklenen RNA/protein kompleksidir. CRISPR/
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Cas9 teknolojisi, endonukleaz Cas9 ve kilavuz RNA (sgRNA) araciligi
ile genomun istenen bir bélgesinde cift zincir kirklarinin olusumunu
katalizler. Bu kiriklarin (HR: Homolog Rekombinasyon [Homologous
Recombination ya da HDR: Homology-Directed Repair]) ve (NHEJ:
Non-Homolog Ug Birlesmesi [Non-Homologous End-Joining]) DNA
tamir mekanizmalan kullanilarak, genom dlizenlemesi gerceklestiril-
mektedir. CRISPR/Cas9 teknolojisi; bakteri suslarinin tanimlanmasi,
gen ve miRNA fonksiyonlarinin belirlenmesi, genoma DNA fragmenti
eklenmesi/cikartimasi, gen susturma, transkripsiyonel ve epigenetik
hedefleme ya da hastalik modellerinin olusturulmasi gibi ¢cok genis
bir platformda kullanilmaktadir. Kan/Kemik iligi hastaliklarinda 16ko-
sitoz ile karakterize olan malignite g&steren I6semiler, kromozomal
yeniden dlizenlemeler ya da mutasyonlar sonucunda gelismektedir.
Glnimdlizde I6seminin molekdiler biyolojisi ile patogenezinin anlasil-
masi, gelecekte cok daha etkin ve kisiye ézglil tedavi imkanlan sagla-
yacagindan; genom muihendisligi bu noktada énem kazanmaktadir.
Cok genis kullanim alanina sahip olan CRISPR/Cas9 genom tasarimi
teknolojisi, hastalik modellerinin olusturulmasi, gen ekleme ve sus-
turulmasi, epigenetik reglilasyon gibi alanlarda kullanilarak, I6semi
tedavisinde yeni bir fonksiyonel hedef ve tedavi cagi baslangici ola-
rak karsimiza ¢cikmaktadir. Bu derlemede, CRISPR/Cas9 teknolojisi-
nin; tarihcesi, lokus birlesenleri, alt tipleri, adaptif bagisikiik yanitinin
olusum asamalari, Cas9 6zglilliigi ile bu teknolojinin cesitli I6semi
tiplerinde kullanimiyla elde edilen tedavi kazanimlar ele alinacaktir.
Ayrica bu derlemede CRISPR/Cas9 teknolojisinin, etik agisindan de-
Jderlendirmelerine de yer verilecektir.

Anahtar kelimeler: CRISPR/Cas9; genom dtizenleme teknolojisi; [6semi; etik

CRISPR/Cas Arastirmalarinin Kisa Tarihcesi

Bakteri ve arkealar ¢esitli kogullarda yagayabilen canli-
lar olmalarina ragmen; fajlar tarafindan enfekte edil-
mekte* ve bunlarin %4-%50%inin 6limiine sebep
olmaktadirlar®®. Bakteri ve arkealar, fajlarin bu yikict
etkisinden korunmak i¢in ¢ok sayida diren¢ mekaniz-
mast gelistirmiglerdir. Bakteriyel diren¢ mekanizma-
lar1 siklikla; adsorbsiyon inhibisyonu, faj genomunun
aliminin engellenmesi, restriksiyon modifikasyonu ve

abortif enfeksiyonlar® gibi ¢ok sayida dogal bagisiklik



saglayan sistemlerden olugmaktadir. Bu bagisiklik sis-
temlerinin yanisira kiigiik RNA temelli CRISPR/
Cas sistemi®” ile bakterilerin viriis ve plazmitlere kar-
st kazanilmig bagisiklik sistemi gelistirdikleri tespit
edilmigtir. Bu bagisiklik sistemi; RNA (CRISPR:
Diizenli Araliklarla Bolinmiig Kisa Palindromik
Tekrar Kiimeleri [Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats)) ve protein (Cas: CRISPR
Miskili Genler [CRISPR Associated]) bilesenlerinden

olugturmaketadir®.

CRISPR/Cas olarak adlandirilan bu sistem, arkeala-
rin %84, bakterilerin ise yaklagik %45’inde bulunan’,
birbirinin tekrari olan DNA dizilerinden olusan 6zel
bir DNA ailesidir. Bu diziler ilk kez 1987de Ishino
ve ark. !° tarafindan E.co/i K12 susunda alkalin fosfa-
tazin izoenzim doniisiimiinden sorumlu olan (IAP:
Apoptoz Inhibitér Proteinin [The Inbibitory Of
Apoptosis Protein] gen dizisi ¢aligilirken tanimlanmig-
tir. IAP geninin dizi analizi sirasinda, akus asag1 (down-
stream) bolgede 29 nitkleotit (nt) uzunlugunda 14
tane tekrar kiimeleri ile bu tekrarlarin arasinda 32-33
nt. lik ara DNA bolgelerinin oldugu belirlenmis ancak
fonksiyonlari tanimlanamamigtir. Daha sonraki yillar-
da benzer tekrar dizileri Mycobacterium tuberculosis,
Haloferax mediterranei, Methanocaldococcus jannasc-
hii, Thermotoga maritima ve diger bakteri-arkealarda
da bulunmugtur®. Mojica ve ark., 2000 yilinda, 9 tane
arkea ve 11 tane bakteri olmak tzere toplamda 20
farkli prokaryotun genomunda tekrar dizilerini ta-
nimlamiglardir'’. 2002 yilinda Jansen ve ark., Mojica’
nin ¢alisma ekibi ile anlagma saglayarak, literatiirde
olusabilecek karigikligi onlemek amaciyla bu tekrar di-
zilerini CRISPR olarak adlandirmiglardir'. Yaptiklar:
caligmalarla Cas genlerini Cas 1-4 olarak tanimlaya-
rak, bu genlerin CRISPR bolgeleriyle iliskili oldugunu
gostermisler, Cas 3 geninin helikaz ve Cas 4 geninin
ise endonukleaz gen ailelerine benzer diziler i¢erdigini
tespit etmiglerdir.

CRISPR1n biyolojik fonksiyonlar1 2005 yilina kadar
net olarak saptanamamig olmakla birlikte; farkl: arag-
urma gruplari arasinda islevsellik tarugmalart da de-
vam etmigtir’. Ayni yil bagimsiz ti¢ aragtirma grubu,
cogu CRISPR aralayict (spacer) bélgenin; bakeeriyo-
faj DNA’s1, plazmit ya da transpozonlar gibi hareketli
genetik elemanlarla homolog oldugunu gostermis-
tir'*'. Bu bulgular CRISPR/Cas sisteminin RNA
aracili bir savunma sistemi olabilecegi hipotezini do-
gurmugtur'”'®, CRISPRlerin kazanilmig bagisiklik
ile baglantili olduguna iliskin ilk deneysel ¢aligma ise
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2007 yilinda bildirilmigtir. Barrangou ve ark., yogurt
ve peynir tretiminde kullanilan Streptococcus thermop-
hilus suglar1 tizerinde yaptiklari ¢aligmada, bu suglart
fajlarla enfekte ettiklerinde CRISPRI lokusunda 1-4
yeni aralayict DNA kazaniminin oldugunu tespit et-
miglerdir'. Ayrica, aralayict DNA sayisi ile sugun faja
karg1 direnci arasinda bir korelasyon oldugunu bildir-
miglerdir. Boylece CRISPR dizilarinin ve iligkili Cas
proteinlerinin bakteriyofaj enfeksiyonuna kargt etkin
bir prokaryotik bagigiklik sistemi oldugu kanitlanmug';
yabanci genomlara karg1 savunmanin CRISPR loku-
sundan transkribe edilen RNA’lar vasitasiyla gergekles-
tigi ortaya konmugtur®.

2008de Brouns ve ark., yaptiklari calismada, E. co/i de
CRISPR lokusundan ilk olarak ~120-180 nt. lik bu-
yitk 6nciil RNA’larin (pre-ctRNA) sentezlendigini ve
bunlarin Cas genlerinin etkinligiyle ~57 nt. lik kiigiik
olgun RNA’lara (crRNA) kesildiklerini belirlemigler-
dir®. Ilerleyen yillarda yapilan galigmalarla CRISPR/
Cas sisteminin tipleri ve igleyis mekanizmalar aragtiril-
maya devam edilmigtir.

2010 yilinda, Garneau ve ark., Streptococcus thermophi-
lus bakterisinde faj ve plazmit kullanarak yaptiklar: ¢a-
lismada, daha 6nce Cas5 ve csnl; ancak giiniimiiz lite-
ratiirinde Cas9 olarak tanimlanmig genin; Cas genleri
arasinda hedef DNA’'nin kesimini gerceklestirebilen bir
enzimi kodladigini bildirmiglerdir®'. CRISPR/Cas9
sisteminde genetik kompozisyon ve Cas geni spesifite-
sine gore yapilan tiplendirmelerden; Tip II sisteminde-
ki (tractRNA: trans-aktive edici crRNA'nin) varligini
2011 yilinda Deltcheva ve ark. tanimlamigtir. Ayni
yil Sapranauskas ve ark., ise S.thermophilusun Tip I1
CRISPR bolgesinin E.coli’ye transferini gerceklesti-
rerek, CRISPR/Cas sistemlerinin bakteriler arasinda
aktarilabilecegini ilk kez gostermiglerdir®.

2012 yilina kadar yapilan ¢aligmalarla Cas protein-
lerinin, crRNA’larin hedefi tanimasinda ve yabanci
genomlara ait dizilarin susturulmasinda gorev yap-
ug1 belirlenmigtir*®. Bu bilgiler 1s1inda Jinek ve ark.,
CRISPR Tip II sisteminde, hedef DNA’nin 6zgiil ola-
rak taninmasi i¢in; RNase IIT'tin gerekli olmadigini,
Cas9, tractRNA ve crRNA’larin bir arada olmasinin
yeterli oldugunu tespit etmiglerdir®®. Bunun tizerine
caligma ekibi tractRNA ve crRNA’lardan olugan RNA
hairpin (sa¢ tokasi) yapisinda, kimerik (single-guided
RNA-sgRNA) yeni bir RNA olugturmuglardir. Cas9
kimerik RNA’y1 taniyip baglandiktan sonra, hedef
DNA’ya yonlendirebilmektedir. Boylece Cas9 endo-
nukleazinin, ilgili herhangi (dsDNA: cift zincirli DNA
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Sekil 1. CRISPR/Cas lokusu.

[double-stranded DNA)) diziin1 hedeflemek icin artik
tek bir transkript olarak tasarlanmis klavuz/rehber
RNA’ya (sgRNA) ihtiyact vardir. Sistemin sgRNA'daki
DNA hedef baglama dizisini degistirerek program-
lanabilir olmasi, gen hedefleme ve genom diizenleme
uygulamalarinin 6niini agmugtir®.

Bilim insanlar1 ¢aligmalari ile CRISPR/Cas sistemiyle
ilgili bilinmeyenleri birer birer ortaya ¢ikarirken, siste-
min 2013 yilina kadar genom diizenleme araci olarak
kullanilabilecegi tam anlamiyla aydinlatlmamugtir®.
2013 yilinda, Streptococcus pyogenes SF370’nun Tip
I CRISPR/Cas sisteminin 4 bilegeninden (SpCas9,
SpRNase III, tractRNA ve pre-ctRNA) olusan kom-
binasyonlari, insan emriyonik bobrek hiicre hatt
olan 293FT hiicrelerinde, EMX1 (Empty Spiracles
Homeobox 1) lokusunu hedeflemede kullanilmigtir.
[lk kez CRISPR/Cas sistemi ile memeli hiicresinde
genom diizenlenmesi yapilan bu ¢aligmada, SpRNase
III olmadan da sistemin ¢alistigi ve EMX1 lokusunun
hedeflendigi belirlenmigtir. Béylece genom diizenleme
i¢in, SpCas9, tractrRNA ve pre-ctRNA seklinde 3 bi-
lesenin yeterli oldugu kesin olarak ortaya konmustur.
Bunun tizerine hem insan hem de fare hiicrelerinde ki-

merik RNA’lar (crRNA: tracrRNA) ile hedef DNA'da
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delesyonlar olugturulmugtur. Caligma ckibi hem
S.pyogenes hem de S.thermophilus CRISPR sistemleri
ile memeli genomunun diizenlenmesinin yapilabilece-
gini gostermiglerdir®. 2013 yilinda Mali ve ark., yap-
tiklar ¢aligmalar ile, Tip II CRISPR/Cas sisteminin;
memeli hiicrelerinde RNA rehberliginde, 6zgiil genom
diizenleme arac1 oldugunu raporlamiglardir®®. Bu ¢alis-
malar sonrasinda CRISPR/Cas9, sadece adaptif bagi-
stklik sistemi olmaktan ¢ikmig ve bir genom diizenle-
me aract olarak bilim diinyasinda yerini alarak; giinden
giine etkinligini ve spesifitesini arttiran bir proses ola-
rak kabul gormiigtiir.

CRISPR Lokusunun Bilesenleri
CRISPR/Cas sistemi bakteri ve arkealarda adaptif

bagisiklik sisteminden gelistirilmis olup, genom mii-
hendisligi araglarinin arasina en son eklenen ozel bir
RNA/protein kompleksidir®®*. Mikrobial tiirler ara-
sinda CRISPR dizileri ve Cas genleri buiytik farkliliklar
gostermesine ragmen® CRISPR lokusu; i) Palindromik
tekrar sekaslari, ii) Aralayici (spacer) DNA bolgeleri,
bulunmayigi ve iv) Cas genlerinin varligs ile evrensel
bir anatomiye sahiptir'® (Sekil 1).



i) Palindromik tekrar dizileri
Belirli bir CRISPR lokusunda palindromik tekrar di-

zilarinin dizi uzunlugu ve dizi igerigi biyiik oranda
korunmus olmasina ragmen; tiirler arasinda farklilik
gosterebilmektedir®*'% Tekrar dizilarinin uzunluklar:
24-47 baz cifti (bg) arasinda degismekee®* ve igerigin-
de ¢ogunlukla kisa 5-7 nt. lik palindromik tekrar dizi-
lar1 bulunmaktadir®. Palindromik dizilar, RNA stem-
loop ikincil yapisinin (bairpin) olusumuna katkida
bulunan stabil, yiiksek oranda korunmug diziler'®*"3
iken; CRISPR bolgesindeki tekrar bolgeleri birkag

tane veya yiizlerce olabilmektedir’’.

ii) Aralayici (Spacer) DNA bélgeleri

Tekrar dizilar1 “Aralayict DNA” olarak isimlendirilen
ozgiil benzersiz dizilerce birbirinden ayrilmaktadir>*.
CRISPR lokusunun hiper degisken elemanlart olan®
bu dizilerin uzunlugu 26-72 bg arasinda degismekte-
dir**. Aralayict DNAlerin kaynag: plazmitlerin veya
viriislerin niikleik asitleridir'*'%; bu proto-araliklar ti-
pik olarak, korunmug kisa 2—5 nt. lik PAM (Protospacer
Adjacent Motif) dizilerine bitisikeir®. Bir genomda bu-
lunan aralayict DNA lokusu, tek veya daha fazla sayida
olabilmektedir®. Bu aralayict DNA’lar prokaryotlarda-
ki adaptif bagisiklik sisteminin merkezi bilegenidir; 6z-
giil DNA dizilerinden olusurlar ve kazanilmig bagisik-
lik mekanizmasinin bellegini olustururlar. Ozellesmis
bir genetik bellek olarak islev yapan aralayict DNA
dizileri, tanima dizisi bulunan virtslerin, konakgiy1 en-
fekte etmesini engellemekle yukiimladir®.

fii) Lider dizisi

Lider dizisi, kodlanmayan, yaklagtk 500 nt iceren
CRISPR lokusunun S’ucunda bulunan Adenin ve
Timin niikleotidlerince zengin bir dizidir; dolayisiy-
la transkripsiyonun baglama noktasidir®. Lider dizi-
sinin agtk okuma ¢ercevesi yoktur ve tiirler arasinda
korunmaz'>**. CRISPR lokusuna yeni eklenecek olan
Aralayict DNAleri, lider dizisinin bulundugu proksi-

mal ugtan cklenmekeedir"*.

iv) Cas genleri
Cas genleri genellikle CRISPR dizilerinin yakininda

konumlanmis olup, Cas proteinlerini kodlarlar. Cas
proteinleri endonukleaz, ekzonukleaz, helikaz ozel-
likleri ve niikleik asit baglanma bolgeleri (domainleri)
tagimalar1 sayesinde, DNA dizilerini acip kesebilir-
ler***. Cas genleri, aralayict DNA’larin CRISPR lo-

kusuna entregrasyonu, ctRNA’larin transkripyonu ve
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islenmesi, crRNA’larin hedef DNA’ya yonlendirilmesi
ve sonug olarak istilact hedef DNA’y1 degrade etmesi
gibi CRISPR aracili immiinitenin gesitli basamaklarin-
da gorev alirlar®>.

2002 yilinda Jansen ve ark., ilk 4 Cas genini tanimlamig-
lar'?, sonraki yillarda Haftve Makarova ¢aligma ekipleri
ile bu say1y145’in tizerine ¢ikarmigtir®*. CRISPR/Cas
sistemleri, genetik birlegenlere ve Cas genlerinin farkli-
ligina gore, Tip I, Tip II ve Tip III olmak tizere ti¢ ana
ve 11 alt tip (I-A/I-F, II-A/II-C, III-A/III-B) olarak

siniflandirilmakeadir®4,

CRISPR/Cas Sisteminin Alt Tipleri

Adaptif bagisiklik yanitin olusum basamaklarindan
birincisi olan ‘Adaptasyon’ siirecinde gérevli** olan
Casl ve Cas2 genleri, tim CRISPR/Cas sistemlerin-
de bulunmaktadir®. CRISPR/Cas sistemlerinde bu
iki Cas genin diginda, o tipe 6zgii Cas genleri de bu-
lunabilmektedir'*¥. CRISPR/Cas sistemi tiplerinin
crRNA isleme mekanizmalari birbirinden farklidir®.
Bu sistemlerden Tip II sistemi sadece bakterilerde bu-
lunurken, Tip I ve III sistemleri hem bakterilerde hem
de arkealarda bulunmaktadir .

Tip I ve III sistemleri benzerlik sergilemektedir. Her
iki sistemde de pre-crRNAdan olgun crRNA’larin elde
edilmesinde, endonukleaz 6zelligine sahip olan Cas6
proteini kullanilmaktadir?®#42, Tip I sistemine 6zgiil
olarak ise, saldirgan yabanci genomu pargalamak i¢in
helikaz ve DNaz domainleri i¢eren Cas3 proteini kul-
lanilmaktadir®*#2, CRISPR/Cas Tip III sistemi; Tip
I1I-A ve Tip III-B olmak iizere iki alt tipe ayrilmakea®;
Tip III-A DNA molekiillerini pargalarken, Tip III-B
ise RNA molekiilinii pargalamakla yitkiimladir. Her
iki durumda da hedefleme, RAMP siiper ailesi tiyesi
(Repear-Associated Mysterious Proteins Super Family),
ozel bir Cas gen grubuna dahil olan Csm-Cmr pro-
teinleriyle gergeklesmekee®; Tip I1I-A'da Cas10-Csm
kompleksi gorev alirken, Tip III-B'de Cas RAMP mo-
diile (CMR) kompleksi gorev yapmakeadir®>#4,

Tip II sistemi, diger tiplerin aksine daha az bilesene ih-
tiyag duymakta ve pre-crRNAdan olgun ctRNA’larin
olusum agamalari da diger iki tipe gore farklilik gos-
termektedir.  pre-ctRNA’lardan  olgun  crRNA'lar
olugturulmas: i¢in, pre-crRNAdaki tekrar dizilerine
komplementer olan tractRNA, pre-ctRNA'nin ve
tracrRNA’nin olugturdugu hibrit yapiy: taniyarak bag-
lanan bir ribonukleaz olan RNazIII* ve Cas9 proteini

erekmektedir?®#5-4,
g

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):232-248
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Sekil 2. CRISPR/Cas sistemi, adaptasyon, ekspresyon, interferans olmak lizere ii¢ temel asamadan olusmaktadir®®. CRISPR/Cas tiim sistemlerinde Cas1, Cas2 bulu-
nur. Tip | sisteminde DNA’yr kesen 6zgiil gen Cas3 iken; Tip II'de Cas9, Tip ll'te Cas10°dur?. Casé proteini Tip | ve Tip lll sisteminde pre-crRNA’dan olgun crRNA’larin

elde edilmesinde gdreviidir?®++,

Tum bu veriler 1s1§inda Cas9’un yabanct DNA’nin
ctRNA rehberliginde degrade edilmesinden sorumlu
tek protein oldugunun anlagilmasi®, Tip II sisteminin
genom diizenleme araci olarak kullanilmaya baglamasi-
na olanak vermistir.

CRISPR-Cas Sisteminde Adaptif Bagisiklik
Yanitinin Olusum Asamalari

CRISPR/Cas sisteminin dizi ozgil olarak istilaci
DNA veya RNA’y1 taniyip, parcalayarak etkisiz hale
getirdigi savunma mekanizmasi, (i) adaptasyon (ii)
ckspresyon ve (iii) interferans olmak iizere 3 agamada

gergeklesmektedir®® (Sekil 2).

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):232-248

(i) Adaptasyon: Istilaci niikleik asitlerden yeni aralayici
DNA bolgelerinin CRISPR lokusuna kazandirilmast
basama@idir. CRISPR adaptasyonunun gergeklesmesi
i¢in; birer nukleaz olan Casl ve Cas2 proteinleri ge-
rekmekeedir*®*® Tip II-A sisteminde, adaptasyon icin
Csn2, Cas9 ve tractRNA, Tip II-B sisteminde ise Cas4
fonksiyoneldir®®. 2-5 be¢. lik kisa diziler olan PAM
dizleri hem adaptasyon hem de interferans basamag:
i¢in 6nemli ve gereklidir®'. Cas9’'un PAM dizisini ta-
nima domaini, yeni aralayict DNA'nin se¢ciminden
sorumludur®. PAM dizileri; Tip I sisteminde protoa-
ralik S'ucunda 2-3 nt ve Tip II sisteminde protoara-
lik 5’'ucunda 2-5 nt arasinda degisen korunmus dizi



motifleridir®. Bu PAM dizisi sayesinde hedef dizi ana-
liz edilerek, genomun kendinden olan ve olmayan ay-
riminin yapilarak, yeni aralayici bolgenin segilebilmesi
mimkiin olmaktadir. CRISPR’in adaptasyon basama-
g1, ekspresyon ve interferans agamalari 6ncesinde gene-
tik bellegin olugturulmas i¢in vazgegilmezdir.

(ii) Ekspresyon: Temel olarak CRISPR bolgesinden
pre-ctRNA sentezi sonrasinda, Cas genlerinin aktivas-
yonuyla pre-ctRNA'dan olgun ve fonksiyonel crRNA
olugturulmasi basamagidir. Bu baglamda oncelik-
le CRISPR lokusundan uzun transkript formu olan
pre-ctRNA sentezlenir ve iglendikten sonra, hedef
DNA’nin taninmasinda rolii olan CRISPR ile iligki-
li antiviral savunma kompleksi kaskadi (CRISPR-
associated complex for antiviral defense cascade)®® sa-
yesinde olgun crRNAnin olugturuldugu crRNA
biyogenezi gerceklestirilir®. Bu basamak CRISPR/
Cas sistemlerine gore, crRNA biyogenezinde yer alan
enzimatik mekanizmalar ve gerekli olan proteinler ba-
kimindan farkliliklar gosterebilmektedir.

Tip II sisteminde daha farkli seyreden ekspresyon ba-
samaginda, CRISPR lokusundan iretilen pre-crRNA
ile 89 veya 171-nt olan tracrRNA, 25 nt. lik baz es-
lesmesi yaparak RNA-RNA hibritini olustururlar. Iki
RNA da birlikte iglenir; tractfRNA iglenme sonrasinda
~75 nt uzunluguna gelir *. dsRNA’y1 3’'ucundan bir
endoribonukleaz olan RNaz III tanir ve Cas9 egliginde
pre-ctRNAdaki tekrar dizilerini keserek, igerisinde 20
nt aralayict DNA igeren 39-42 nt uzunlugunda olgun
crRNA’lar1 olugtururlar®.

(iii) Interferans: Ekspresyon basamaginda olusturulan
olgun crRNA'nin Cas proteinleri ile olugturdugu ribo-
nitkleoprotein yapist ctRNP’nin®***, hedef DNAdaki
PAM dizisini ve aralayicc DNA’nin Sucundaki 7-8
be. lik bir bolgeyi ifade eden ¢ekirdek dizisini (seed se-
quence) tanimasiyla, hedef dizinin pargalanip degrade
edildigi basamakeir®. Bagarili bir interferans i¢cin PAM
dizisinin varligt ve proto-aralayicc DNA=crRNA
komplementerligi mutlaka gerekmektedir. PAM dizisi,
DNA baglanmasi i¢in kritik 6nem tagimakeadir; ¢iinkii
Tip Ive Tip Il sistemlerinde PAM dizisinin varligs, ken-
di CRISPR bolgelerine saldirilmaktan korumakla yii-
kiimlidiir. PAM dizisi yoklugunda, kilavuz RNA dizisi
ile tamamen eglegen hedef diziler olsa bile Cas9 tarafin-
dan taninmaz>* ve kesim gerceklesmez. Cekirdek dizi-
sinin diginda birkag eslesmemis baz tolere edilebilir ve
daha sonra baz eglesmesi yolu ile rRNA hedef DNA'ya
baglanir ve Cas proteinleri (Tip I: Cas3 Tip II: Cas9
ve Tip III: Cas 10) hedef DNA'nin hem kodlanan
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hem de kodlanmayan dizisinde ¢entikler olusturur®.
Tip III sistemi icin ise PAM dizisi tespit edilememig
ve sistem kendini degradasyondan korumak i¢in, olgun
cRNA’nin S’ucundaki etiketten yararlanmakradir®>>

Tip II sisteminin interferans agamasinda, iglenerek
fonksiyonel hale getirilmis olgun crRNA: tracrRNA:
Cas9 kompleksinin; hedef DNA dizisini PAM dizisi-
nin yakinindan tanimasiyla, RNA-DNA kompleksinin
olusumu gergeklesir. Memeli gen diizenlenmesi igin sik
kullanilan PAM dizisi 5-NGG-3'dir®. Bunun yani sira
cok verimli olmamakla birlikte, Cas9 5-NAG-3’veya
5-NGA-3"PAM dizilerini de tanir’®?. Kesim, tamam-
layict yani komplementer olan DNA ipliginde PAM
dizisinin 3 nt akis yukari (#pstream) dizisinden gergek-
lesirken; komplementer olmayan DNA ipliginde PAM
dizisinin 3-8 nt akig yukar dizisinin bir¢cok bolgesin-
den olmaktadir®>. DNA ipliklerindeki kesim islemleri
biiytik bir protein olan Cas9 tarafindan gerceklestiril-
mektedir. Cas9 proteini, a-heliks yapida olup, hedef
diziyi tanimada gorevli REC ilmegi ve endonukleaz
ozellik gosterip HNH-RuvC alt domainleri bulunan
NUC ilmeginden olugmaktadir”. Hedef DNA’nin
komplementer ipligini HNH keserken, komplementer
olmayan DNA ipliklerini RuvC kesmekle yikimli-
e (Sekil 3A).

Cas9un sgRNA ile programlanarak hedef bolgede
centikler olugturabilecegi, Jinek ve ark. nin, ctRNA’nin
3’ucunu tracrRNA’nin S’ucuna etkili bir gekilde bir-
legtirerek olusturduklar: ¢ift-RNA; yani sgRNA veya
gRNA yapisinin interferans basamagiyla aydinlaul-
migtir®. Buna gore, kimerik RNA’nin 3’ucundaki cift
sarmal yapiya Cas9 baglanir ve sgRNA’y1 yonlendire-
rek S’ug ile hedef DNA dizisi arasinda 20 nt. lik baz eg-
lesmesi gerceklestirir. Cas9 enziminin hedefi taninmasi
i¢in gerekli olan, hem crRNA'daki ¢ekirdek dizi hem de
hedef DNA ile crRNA-baglama boélgesine bitisik GG
diniikleotidi iceren PAM dizisinin (NGG) varligidur.
DNA-RNA arasindaki eglesme gergeklestikten sonra,
Cas9un HNH ve NUC domainleri PAM dizisinin 3
nt yukarisindan hedef DNA’y1 keserek cift zincir kirig
olustururlar>* ($ekil 3B).

Efektif Bir Genom Dizayni:
Tip Il CRISPR/Cas9 Sistemi

CRISPR/Cas sistemi temelde, RNA yoénlendirmeli
bir DNA hedefleme sistemidir. Aslinda CRISPR/Cas
sisteminin DNA zincirini kesmek i¢in kullanilmas: bi-
limsel bir aragtirma degildir. Bunun yerine, CRISPR’1n
DNA ipliklerindeki niikleotidlerin genetik dizilimini
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Hedef DNA'nIn

Hedef DNA'pin
kesilmesi

kesilmesi

Sekil 3. a, b. Cas9 crRNA: tracrRNA tarafindan programlanarak hedef bélgede gentikler olusturulabilir (a). Cas9 sgRNA tarafindan programlanarak hedef bélgede
centikler olusturulabilir (b). R loop yapisi RNA-DNA kompleksinin saglamligini saglamaktadir®®.

degistirmek i¢in kullanilmasi asil teknolojidir®.
Hedeflenen DNA dizilerinde degisiklikler yapilabil-
mesi i¢cin, NHE]J ve HR DNA tamir mekanizmalar
kullanilmaktadir®. Bu mekanizmalar genomun bi-
tunligiine en biiytik zarari verecek ift zincir kiriklari-
nin tamirinde kullanilmaktadir. Cift iplik kiriklarinin
DNAnin her iki ipligini de etkilemesinden dolayi,
hasarli bélgenin kargisindaki komplementer DNA zin-
cirinden sentezi gergeklestiren mekanizmalar ile tamir
yapilamaz. Bunun yerine ¢ift iplik kiriklari, kirik iplik-
leri birlegtiren rekombinasyonel tamir mekanizmasiyla
onarilir. Cift zincir kirtklarinin hangi yontem segilerek
tamir edilecegi ise, hiicre dongiistintin hangi evresinde
olunduguyla iligkilidir: G /G, evresinde heniiz sentez
faz1 gerceklesmeyip kardes kromatidler olusmadigin-
dan HR aktive edilmez ve NHE] kullanilir. Kardeg
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kromatitlere kolayca erisilebildigi hiicre dongiistintin S
ve G2 evrelerinde homolog rekombinasyon kullanilir.
Kardes kromatitler birbirlerinin tam bir kopyast ol-
duklarindan homolog rekombinasyon i¢in ideal birer
substrattir.

NHE]'nin temelde ¢alisgma prensibi, kirik olan iki
DNA ipliginin direke olarak ligazlarla birbirine bag-
lanmasidir. Tamir esnasinda kirik iki u¢ Ku, XLF:
XRCC4, DNA ligaz IV® gibi ¢esitli proteinlerle is-
lenerek rastgele birlestirilirken, bazi niikleotidlerin
kayb1 sonucu orijinal DNA dizisinin kalic1 olarak de-
gismesi gergeklesebilmektedir. Delesyon sonucu kay-
bolan niikleotidler kontrol edilemedigi icin NHE]
hataya meyilli bir sistemdir ve dolayisiyla, bu tamir
mekanizmasinda beklenmedik mutasyonlar olugabi-

i€ (Sekil 4).
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Sekil 4. Cas9 tarafindan indiiklenen cift zincir kiriklari (DSB) iki farkli mekanizma ile tamir edilebilir. NHEJ hata egilimli bir mekanizma iken, HR kalip dizi sayesinde

dogru ve hassas diizenleme olanagi sunar®.

NHE]’in basit, sade ve rastgele olmasinin aksine, HDR
daha karmagik ve hedeflenen organizmanin genetik
dizilimini diizenlemek icin daha dogru bir aragtr.
Diizenlenmenin dogrulugunu saglayan, kullanilabile-
cek belirli bir kalip dizisinin yani kardeg kromatidlerin
varligidir®”*. Bu tamir mekanizmasinda ¢ift zincir kiri-
g1 (DSB: Double Strand Break) hazirlanmis olan kalip
diziye gore yeniden sentezlenir. Boylece hedef bolge,
istenilen niikleotit dizisine ¢evrilmis olur *°.

Cas9 enzimi ile olugturulan ¢ift zincir kiriklarinda iki
ucun rastgele birlestirildigi hata egilimli NHE] sistem,
insersiyon (ckleme) ve delesyon (silme): indel mutas-
yonlara neden olmaktadir. Indel mutasyonlari, bir ge-
nin kodlama bolgesi i¢cinde meydana gelirse cerceve
kaymasina neden olarak ya da erken stop kodunu olus-
turarak genlerin susuturulmasini saglamaktadir®. Gen
diizenleme araci olarak ¢ift zincir kiriklarinin kullanil-
dig1 calismalarda, nakavt mutasyonlari olusturmak igin
NHE] kullanilirken, gen diizeltilmesi ve nock-in (dizi
ckleme) caligmalarinda daha hassas olan HR kullanil-
maktadir® (Sekil 4).

CRISPR genom diizenleme teknolojisi ile NHE] ya
da HR DNA onarim mekanizmalarinin herhangi bir

organizmada istenilen bélgede knock out, knock in
gibi diizenlemeler yapilabilmesi i¢in*’; diizenleme ya-
pilacak bolgeye 6zgiil olarak tasarlanmig olan sgRNA
ile viral, non-viral, plazmit gibi farkli transfeksiyon
yontemlerinin kullanilabilecegi Cas9 vektorlerleri ile®
verilmesi gerekmektedir.

Cas9 Ozgiilliigii
CRISPR/Cas9 sistemi bakterilere diren¢ kazandir-

mada, biyotiplendirmede, tarimda, hastalik modelleri
olusturmada, tedavide, gen diizenlenmesi gibi bir¢ok
alanda uygulaniyor olmasina ragmen; Cas9 6zgillugu-
nin eksikligi nedeniyle hedeflenen genomik bélgenin
haricinde, istenmeyen hedef disgt DNA bélgelerinin
kesime ugramast (off-zarget effect) ve etik problemler
sistemin kisitlayiciligini olugturmakeadir®.

Genom diizenleme teknolojisi, genomda kalict degi-
sikliklere neden oldugundan, 6zellikle klinik uygula-
malar ve gen tedavisi i¢in Cas9 nukleazlarinin hedefle-
me 6zgilligii olduk¢a onemlidir; hedefe yonelik kesim
yapimalidir?”. Cas9 hedef bélgelerinin segiminde tek
ihtiyag, hedef bolgenin hemen akis asagisinda bulu-

nan PAM motifinin varligidir. Son zamanlarda yapilan
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Sekil 5. a, b. Cas9 nukleaz, RuvC ve HNH domainlerinin nukleaz aktivitesi sayesinde DNA’y1 keserek DSB'’leri olusturur. RuvC ve HNH domainlerininden birisinin
katalitik aktivitesi inhibe edilerek tek iplik DNA kiriklarina neden olan nickaz mutantlari iretilir (a). Hedef dizilerine sahip iki Cas9 nikaz kompleksi birlikte DNA'da gift
zincir kinklar olusturabilir (b); kesim verimliliginde diistis olmaksizin, hedefi tamma siiresi iki katina ¢ikmaktadir”’.

calismalarda, Cas9 6zgiilligini genel olarak rehber di-
ziyle PAM dizisinin S'ucunun ilk 8-12 nt. i arasinda-
ki tam eglesmenin (baz komplementerligi) belirledigi
tespit edilmekle birlikte”, hedef bolgede ilk 20 nt’in
ozgilluge farkli derecelerde katkida bulundugu tespit
edilmigtir?. Cas9 ozgiilligiinde PAM’in S’ucuna yani
proksimal dizilerine gore daha az efektif olan PAM dis-
tal dizilerinin de spCas9 aracili DNA kesiminin 6zgiil-
liigiine katkida bulundugu bildirilmigtir*>°.

Cas9un hedef DNAda kesim yapabilmesi i¢in, reh-
ber RNA ve hedef DNA arasinda genis bir homoloji
gerektirmektedir . Bununla birlikte, rehber RNA ile
hedef DNA dizisi arasindaki birden fazla baz uyus-
mazliginin, eslesmemis bazlarin konumuna, sayisina ve
dagilimina bagli olarak tolere edilebilecegi de gosteril-
mistir®. Ozgiillitkte daha az 6neme sahip rehber dizi-
nin PAM distal bolgesindeki tekli baz uyusmazliklar:
PAM proksimal bolgede olanlara kiyasla daha iyi tolere
edilmektedir. Bu bélgedeki hatal eglesmeler nedeni ile
ozgilliik azalsa da, Cas9 aktivitesi yok olmaz. Genel
olarak, rehber RNA ve hedef DNA arasinda S baza
kadar eglesmemenin tolere edilebildigi rapor edilmekle
birlikte; bu baz uyusmazliklari hedef dig1 etkilere ivme
kazandirip, ¢ift zincir kiriklarina ve indel olugumuna
sebep olmakta®, genomda instabilite ve istenmeyen
mutasyon olusumu ile sonuglanmakeadir.

Bu istenmeyen mutasyonlar, in vivo ve ex vivo genom
diizenleme temelli tedavi stratejilerin gelistirilmesi ya
da genetik varyasyonlari tagtyan izogenik hiicre hatlari-
nin tretilmesi gibi, yiiksek diizeyde Cas9 6zgullugi ve
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hassasiyeti gerektiren genom diizenleme uygulamala-
rinin kullanimini sinirlayabilmektedir. Mutasyonlarin
engellenmesi, Cas9 spesifitesinin arturilmasi, yiksek
etkinlikte hedef DNA’nin kesilmesi ve hedef dig1 et-
kilerin azaltlmasi amaci ile gergeklestirilen diger bir
strateji, S. pyogenesten izole edilen modifiye Cas9un
(SpCas9) kullanilmasidir®. Bu baglamda yapilan ¢a-
lismalar su sekildedir: Yabanil tip Cas9un RuvC ve
HNH domainlerinin nukleaz aktivitesi araciligiyla,
hedef DNAda cift zincir kiriklart olugturur. Bu cift
zincir kiriklart 6nceden de agiklandigr gibi NHE] ve
HR tamir mekanizmalarinca onarilmaktadir®. Cas9
ozgiilligini artirmak icin, RuvC veya HNH nukle-
az domainlerinden birinin katalitik aktivitesini nokta
mutasyonu yolu ile inaktive ederek, DNA tek sarmal
kiriklarini (SSB: single strand break) olugturan Cas9
nikazlar [nickase Cas9n-D10ACas9, (Sekil 5A)] elde
edilmistir®™?. Cift sgRNA tarafindan yonlendirilen iki
Cas9n enzimi, DNA'nin kargilikli ipliklerinde ¢entik-
ler olugturarak, cift zincir kiriklarina benzer gekilde et-
kili bir indel mutasyon olusumunu da saglamakeadir®.
Hedef disi olugan ¢entik bolgeleri, yiiksek spesifiteye
sahip baz eksizyon tamiri (BER) yolu ile tam olarak ta-
mir edildiginden47; bu multipleks ¢entikleme stratejisi,
yabanil tip Cas9’lara gore spesifiteyi 1,500x kat artira-
bilmekeedir (Sekil 5B).

Fu ve ark., nin yaptiklari ¢aligmada; 17-18 nt uzunlu-
gundaki sgRNA’larin, hedefleme verimliliginde degi-
sim olmaksizin; 20 nt uzunlugundaki sgRNA’lara gore
5000 kata kadar daha az hedef dis1 bolgeye baglanarak,



cok daha ozgil etkinlik gosterdikleri belirlenmigtir®’.
Cho ve ark., diger ¢aligma ekiplerinden farkli olarak
sgRNA’larin hem niikleotit sayisini hem de baglangig
nitkleotid tipini degistirerek Cas9un 6zgullagi tizeri-
ne ¢aligmalar yapmiglardir®. Bu ¢aligmanin sonucunda,
genelde kullanilan sgRNA’ya (5°-GX19) kiyasla, tercih
ettikleri 5-GGX20 veya 5-GGGX19 sgRNAlarin,
hedef dig1 bolgeleri efektif bir sekilde ayirt ettigi ancak;
hedefleme verimliginde distis oldugu tespit edilmis-
tir. Hsu ve ark., nin 2013 yilinda yapuklari ¢aligmada
ise, ylksek 6zgtillik i¢in enzim miktarinin da 6nemli
oldugu bildirilmistir. Caligmalarinda SpCas9-sgRNA
kompleksinin miktarini azaltuklarinda, spesifitenin
4-7 kat artu@ belirlenirken; hedef DNA tzerindeki

kesimin ise azaldig1 saptanmigtir>®.

Diger ¢aligmalarda; sgRNA tizerinde yapilan degisikle-
rin yani sira Cas9-sgRNA’nin hiicreye verilis yontemle-
rine gore de ozgullugiin degistigi tespit edilmistir. Bu
baglamda, Cas9 kodlayici plazmitten ziyade, rekombi-
nant DNA teknolojisi ile Cas9 ve sgRNA’nin birlegti-
rilmesiyle olusturulan RNP kompleksinin kullanimi-
nin, hedef digi etkiler nedeniyle olugan mutasyonlar
azaltug belirlenmigtir’”. Kim ve ark., elektroporasyon
yoluyla ve Ramakrishna ekibi ise hiicre penetrant pep-
tidler (CPP: Cell Penetrating Peptides) kullanarak hiic-
releri RNP kompleksi ile transfekte ettikleri ¢aligmala-
rinda Koo ve ark., sonuclarini destekler nitelikte veriler
elde etmiglerdir®70%.

Yapilan caligmalar 1s1ginda elde edilen verilere gore,
RNP kompleksleri plazmitlerin aksine konak hiicrenin
genomundaistenilmeyen yerlere entegre olmamakta®”°
ve bu nedenle, insan embriyonik kok hiicre ¢aligmalar
i¢in plazmit transfeksiyonundan daha az sitotoksik ve
en az iki kat daha fazla koloni olusumu sagladigindan,
tercih edilecek bir kompleks olarak yerini almigtir®.
Spesifitenin arttirilmast igin Cas9 ve sgRNA’nin mo-
difiye edilmesi ¢aligmalarinin yani sira, potansiyel he-
def dig1 bolgelerin tahmin edilerek, hedef dig etkilerin
minimale indirilmesi amaci ile, Off-Spotter (bz‘tps://
cm.jefferson.edu/Off-Spotter)”", Cas-Offinder (brtp://
www.rgenome.net/Casoffinder)”, CHOP-CHOP
(brtps://chopchop.rc.fas.harvard.edu/) ve COSMID
(bttp://crispr.ome.gatech.edu)™ gibi web tabanli bilgi-
sayar yazilimlari gelistirilmigtir®’”. Bu programlarla tiim
hedef dis1 bolgeler saptanamiyor olsa da, tespit ettigi
bir¢ok hedef dig1 bolge deneysel olarak da gosterilerek,

veri tabanlarinin giivenirliginin artmasi saglanmigtir!”.

Cas9 proteininde gergeklestirilen  modifikasyon-
lar sadece CRISPR/Cas9 sisteminin spesifitesini
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artirmamig; ayni zamanda genoma istenilen baz di-
zisinin eklenip ¢ikartilmasini saglamig, hatta trans-
kripsiyonel ve epigenetik hedefleme ile diizenlemeyi
saglayabilen ucuz, kullanigl, etkin bir sistem haline
getirmistir. Genomdaki epigenetik diizenlemeler, dead
Cas9 (dCas9) ile gergeklestirilmistir. dCas9, Cas9
endonukleaz enziminin RuvC (D10A) ve HNH
(H840A) katalitik bolgelerinin mutasyona ugratarak
inaktiflestirilmis bi¢imidir. Katalitik olarak inakeif
olmasina ragmen, DNA’ya baglanma 6zelligini koru-
maktadir. dCas9 ile olusturulan CRISPR/Cas9 siste-
mi, CRISPR interferans (CRISPRi) olarak adlandiril-
mistir”>7¢. Modifiye edilmis bu sistem, genom dizayni
yerine RNA rehberliginde transkripsiyon regiilasyonu
amaci ile kullanilmaktadir””. Transkripsiyon regiilasyo-
nunu dCas9 iki sekilde gerceklestirmekeedir: (i) RNA
polimeraz’ engelleyip onun yerine promoter bolgeye
baglanarak, transkripsiyonun baglamasini durdurur
(ii) acik okuma cercevesine baglanarak, transkripsi-
yonu uzama basama@inda durdurarak gen ekspresyo-
nunu baskilar. Bunun yani sira, transkrispsiyonun te-
tiklenmesinin amaglandigs baska ¢aligmalarda, RNA
Polimeraz alt birimi omega () ile dCas9’un fiizyonu
ile olugturulan dCas9-w yapisinin, promotér bélgeye
optimal bir mesafede baglanmasi ile gen ekspresyonu-
nun indiiklendigi rapor edilmigtir™.

Epigenetik regiilasyon bazinda yapilan ¢aligmalarin en
etkin olanlarindan birisi, Vojta ve ark. nin 6zgiil ola-
rak CpG metilasyonunu saglayan CRISPR/Cas9 ta-
banli epigenom diizenleme arac1 dCas9-DNMT3Ay1
olusturarak, human embryonik bobrek hiicre hatt
HEK293te BACH2 ve IL6ST genlerinin promo-
terini hedefledikleri ¢aligmadir”. Caligmalarinin so-
nucunda; BACH2 ve IL6ST genlerinin promoterle-
rinde artmig metilasyona bagli olarak, hedef genlerin
ckspresyon seviyesinde 2’ser kat azalma saptanmugtir.
Boylelikle, dCas9-DNMT3A ile DNA metilasyonu-
nu arttirtp, gen susturulmasinin indiiklenebilecegini
gostermislerdir.

dCas9, epigenetik uygulamalarin yani sira spesifitenin
artirilmast icin de kullanilmigtir. dCas9 ile Fokl nuk-
leaz dan ‘fCas9’ fizyonlar: tiretilmigtir. Sistemin akti-
vitesi i¢in iki adet fCas9 gerekmektedir. Olusturulan
fCas9, HEK293 hiicrelerinde CLTA, EMX ve VEGF
genlerini hedef alarak, yabanil tip Cas9 ve nick Cas9’a
gore spesifitesi kiyaslanmig ve degerlendirilmigtir.
Caligma sonucunda, fCas9’un hedef dis1 bolgeleri he-
defleme kapasitesinin Cas9a gore 140 kat, nCas9a
gore 1,3-8,8 kat daha diisitk oldugu tespit edilmesi*
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sonucunda, fCas9’un daha 6zgil bir enzim oldugu be-
lirlenmigtir***!. dCas9’a farkli foksiyonel domainler ek-
lenerek, onu sadece gen ckspresyonu diizenleme arac
olmaktan ¢ikarip, farkl alanlarda da kullanilabilir mi
dusiincesiyle yeni ¢aligmalar planlanmigtir. Buna gore,
dCas9a GFP domainin eklenmesi ile kromozom i¢in-
deki 6zgtl lokuslarin goriintiilenmesi hedeflenmistir.
Metiletazlar, rekombinazlar, ve histon modifiye edici
enzimler gibi diger proteinlerin de dCas9’la birlegti-
rilmesinin, bu teknoloji i¢in yeni firsatlar yaratacagt
ongoriilmektedir®.

Etik Problemler

Ozgiilliigiin yan1 sira, CRISPR/Cas9 sisteminin kar-
st karsiya kaldig1 diger bir sorun da etik problemidir.
Bircok tilke tarim ve diger biyolojik alanlarda genom
dizayn teknolojisinin 6niinii agmak i¢in organizmalar
tizerinde genetik diizenlemelere izin verirken; siste-
min insan genomunda diizenleme yapmak icin kulla-
nilmasi hala ¢ok tartigmalidir %. Tartigmali olmasinin
sebebi, sistemin faydasinin risklerinden daha fazla ol-
mast gerekliligidir®. Bu risklerin en baginda, insanlarda
genom diizenleme i¢in yapilan tiim tedavi miidahale-
lerin somatik hiicrelerde gerceklestirilmis olmasi ve
caligmalarda hedef digt mutasyonlarin gelismis olmas:
gelmektedir®.

Yakin zamana kadar yapilan caligmalarda insan emb-
riyolarinda CRISPR/Cas9 sistemiyle nasil veriler elde
edilecegi bilinmiyordu. 2015 yilinda Cin aragtirma gru-
bu, insan embriyosunda CRISPR/Cas9 aracili gen di-
zenlenmesini gergeklestirmiglerdir. Ekip ¢aligmalarin,
etik problemleri sinirlandirmak i¢in, normalde hayatla
bagdagmayan iki spermle dollenmis yumurta yani trip-
loid (triponuklear) zigotlar kullanarak ger¢eklestirmis-
lerdir. Bu ¢aligmada hedef olarak, B-talasemide mutant
olan B-globin (HBB) geni secilmigtir. Caligmalarinin
sonucunda, disik genom diizenleme etkinligi, hedef
dist kesim, mutasyon gelisimi ve son olarak da moza-
ik embriyolarin olugumu bildirilmigtir®. Hedef dis1
kesimler, genomda istenmeyen mutasyonlara sebep
olabilir ve bu mutasyonlar zararli etkiler olugturarak,
hiicrenin transforme olmasina ve hatta hiicre 6liimiine
sebep olabilir®. Bunun disinda, germ hiicrelerinde ya-
pilan modifikasyonlar gelecek kugaklara aktarilacakur.
Istem digt olugan bu mutasyonlar, gelecek nesillerde
bugiin 6ngoriilemeyen degisikliklere ve modifikasyon-
lara neden olabilir®”. Aragtirmanin heniiz prematiire
asamalarinda bile, yontemin insanda uygulanmasin
engelleyecek ve uzak durulmasini saglayacak bir¢ok
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sorun ile kargilagilmigtir’. Embryolar ile yapilan ¢alig-
malarda son giincel durum, ilk defa canli insan emb-
riyolarinin kullanildigs Mart 2017'de yayinlanan ¢a-
ligmadir. Bu ¢aligmada Cin'de yaygin gériilen Favizm
hastaligiyla iliskilendirilmis G6PD genindei G1376T
mutasyonu tagtyan sperm donorii kullanilarak olugtu-
rulan embriyolardan birinde mutasyon basarili sekil-
de tamir edilirken; diger embriyoda bazi hiicrelerde
mutasyon diizeltilmis, baz1 hiicrelerde ise G6PD geni
tamamen inaktif hale gelmig; mozaik bir embriyo
elde edilmistir®. Yine 2017 yilinda Cin diginda ilk
kez ABD'de yapilan ¢aligmada, insan embriyolardaki
hipertrofik kardiyomiyopati hastaligina neden olan
MYBPC3 genindeki AGAGT mutasyonunun diizel-
tilmesi hedeflenmisti. Yontemsel agidan 6nceki Cin
bazli caligmalardan farkli yapilan, CRISPR bilesenleri-
nin embriyonun gelisiminin ilk agamalarinda degil de;
daha erken yani dollenme 6ncesinde sperm ile birlikte
M faz1 oosite intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu yon-
temiyle yerlestirilmesidir. Bu sayede mozaizm olusu-
munun azaltulmasi ya da 6nlenmesi hedeflenmis; olug-
turulan 58 embriyodan 42sinde (%72,4) MYBPC3
genindeki mutasyonu diizeltildigi, rapor edilmistir.
Ancak yine de klinik uygulamalarin iyi tasarlanmasi
ve planlanmasi gerektigi, teknigin hala bagka heterozi-
gotik mutasyonlar olusturdugu sonucuna varilmigtir®.
Bu nedenle CRISPR/Cas9 aracili gen diizenlenmesi
insan embriyolari icin henitiz tam mitkemmellikte bir

teknoloji degildir.

CRISPR/Cas9 insan embriyolarinda genom diizenle-
me araci olarak kullanilmasini Almanya ve Italya yasak-
lamigken; bildirildigi tizere Cin hikkiimeti ve ABD izin

vermektedir 7.

Ulkemizde ise dogrudan CRISPR/Cas9 teknolojisinin
organizmalar tizerinde kullanimina dair bir dizenle-
meme bulunmamasina ragmen, 2010 yilinda diizenle-
nen 27671 sayili genetik yapisi degistirilmis organiz-
malar ve tiriinlerine dair yénetmeligin 5. Maddesinin
c fikrasinda Genetigi degistirilmis bitki ve hayvanlarin
tretiminin yasaklandig: belirtilmigtir®”.

Bir bagka etik problem ise, CRISPR/Cas9 sisteminin
germ hiicrelerinde kullaniminin toplumsal ¢atigmaya
neden olabilecegi ongoriisiidiir®. Insanlarin gocukla-
rin1 kendi istekleri dogrultusunda tasarlamalar1 sonu-
cunda, bu ¢ocuklarin digerlerine kiyasla daha uzun ya-
sam siiresine sahip olma, fiziksel ve zihinsel Gsttnlikte
olma gibi istenmeyen sorunlarla kargilagilabilir. Bu
durum bireyler hatta toplumlar arasinda pozitif ayrim-
cilik problemlerine neden olabilir’”*%. Bunun disinda,



germ hiicrelerinde genom diizenleme aslinda maliyeti
oldukea yiiksek bir siirectir ve geligmis tilkelerde ya-
sayan aileler bu maliyeti kargilayabilirken, gelismekte
olan iilkelerdeki aileler bunu kargilayamayacakeir. Bu
durum, refah diizeyi yiiksek tilkelerde dogan ¢ocukla-
rin, diger tilkelerdeki ¢ocuklara kargi avantaj saglarken,
diinya gii¢ dengesizligini de artirabilecektir®. Gergekte,
genler tizerinde degisiklik ile daha zeki, daha kashi ya
da renkli gozlu insanlar olusturmak su anki teknoloji
ile gerceklestirilmesi ¢ok miimkiin olmayan diistince-
lerdir. Ciinkii zeka ve gii¢ gibi multifaktoryel kalitilan
ozellikler tek bir gen ile degil yiizlerce genin karmagik
etkilesimi ile meydana gelmektedir. Genomik alandaki
bilgi ve tecriibe, bu tiir karmagik yapida yonlendirme-
ler yapmaktan su an icin olduk¢a uzaktadir. Yine de
etik bilimciler, CRISPR teknolojisi ile insan genom
dizaynina izin verilmesi i¢in hala siire gerekli oldugu-
nu ve toplumun, CRISPR ile getirilen yeniliklere yavag
yavas uyum saglamasi gerektigini diiginmektedirler®.

Losemide CRISPR/Cas9 Uygulamalari

Losemi, kan ve/veya kemik iligi’nde artmig lokosit sa-
yist ile karakterize malign hastaliklarin genel ismidir®.
Lésemiler, hastaligin biyolojik davranigina gore akut
ve kronik, hiicrelerin morfolojik, immiinofenotipik
ve sitogenetik 6zelliklerine gore lenfoid veya miyeloid
l6semiler olarak siniflandirilir®. Bunlar da kendi ara-
larinda; akut lenfoid (ALL), akut miyeloid (AML),
kronik lenfoid (KLL), kronik miyeloid l8semiler
(KML) olarak gruplara ayrilir. Losemi ¢esitlerinin
her biri ¢esitli kromozomal yeniden diizenlemeler ve
mutasyonlar sonucunda gelismektedir. Kromozomal
yeniden diizenlemeleri; resiprokal translakosyonlar,
inversiyonlar, insensiyonlar olugturmaktadir®. Bu di-
zenlemelerin tiimoérigenezde erken, hatta baglatici me-
kanizmalar olduguna dair 6nemli kanitlar bulunmak-
tadir”?!. Genetik yeniden dizenlenmelerin en sik
goriilen tiplerinden olan resiprokal translakosyonlar,
tim hematolojik malignitelerin %50’sinden fazlasin-
da’* bulunmakla birlikte; ¢ok sayida gen mutasyonu,
gen ckspresyonu dugiikligii ya da agir1 gen amplifikas-
yonu da l6semilerin etiyolojisindendir.

Giintimiizde 16semi patogenezine etki eden mekaniz-
malarin anlagilmasi ve kisiye 6zgiil tedavi stratejilerinin
geligtirilebilmesi i¢in, genom tasarimi teknolojisi cagt
oldukga 6nem kazanmakrtadir. Bu baglamda yapilan ¢a-
lismalar ve CRISPR/Cas9 teknolojisinin, ¢esitli 16semi
tiplerinde kullanimiyla rapor edilen tedavi kazanimlar
asagida 6zetlenmekeedir.
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Genom dizayni ¢aligmalari kapsaminda hastaliklarin
seyrinin ve patogenezinin daha iyi anlagilabilmesi
icin, etiyolojisinde yer alan translokasyonlar: ve mu-
tasyonlar1 barindiran hastalik modellerinin olugtu-
rulmasi gerekmektedir’. Torres ve ark., ¢aligmala-
rinda, CRISPR/Cas9 teknolojisiyle non-homolog
kromozomlarda ¢ift zincir kiriklari olugturarak,
HEK293A embriyonik bobrek hiicre hatti ile insan
mezenkimal ve hematopoietik kok hiicrelerinde ¢
(11; 22) Ewing Sarkomu ve CD34+ insan hemato-
poietik kok hiicrelerinde t (8; 21) AML'yi indiikle-
meyi bagarmiglardir®. Mutasyonlara sahip hastalik
modellerini gelistirmek i¢in ilk ¢aligmalar ise Heckl
ve BrabetZ'in ekipleri tarafindan yapilmigtir. Heckl ve
ark.”> CRISPR/Cas9 teknolojisi kullandig: ¢aligmala-
rinin sonucunda; kemik iligi histolojisi verileri AML
ile tutarlt olan, Dnmt3a, Ezh2, Smc3 ve Nfl genleri
mutasyonlu olan AML fare modelleri gelistirmigler-
dir (Tablo 1). Brabetz ve ark., ise AML olgularinda stk
goriilen IDH2 (Izositrat dehidrogenazlar) genindeki
R140Q mutasyonunu CRISPR/Cas9 teknolojisi kul-

lanarak K562 hiicrelerinde olugturmuglardir®™.

Hastalik modellerinin  olugturulmasinin  yani sira
CRISPR/Cas9 teknolojisi gen susturulmasi, genin
yeniden iglevsel hale getirilmesi, gen ckleme, genin ve
miRNA’larin hiicredeki gorevini belirleme gibi ¢esitli
biyolojik prosesler icin de kullanilmaktadir. Gen mu-
tasyonu tamiri yapilan bir ¢aligmada, fonksiyonel ya-
banil tip ASXLI proteinini eksprese edemeyen KML
hiicre hatt KBMS kullanilmigtir. Mutasyon tamiri
i¢in, CRISPR/Cas9 aracili homolog rekombinasyon
kullanilarak, KBM5 hiicrelerinde ASXL1 proteini ye-
niden sentezlenmeye baglamisur. Béylece CRISPR/
Cas9 teknolojisi ile iglevligini kaybetmis olan herhangi
bir genin tekrardan fonksiyonel olabilecegi gosteril-
mistir” (Tablo I). Tufién ve ark., Boff-p210 hiicre hat-
tinda KMLde hiperaktif olan p210 onkoproteininde
CRISPR/Cas9 sistemi ile delesyon olusturmuglardir.
Bu sayede onkoprotein ekspresyonu inhibe edilmig
ve losemik hiicre apoptozu inditklenmistir™. B-ALL
hiicre hatt1 olan NALMG6 ile yapilan bir bagka ¢aligma-
da, yiiksek diizeyde eksprese edilen CXCR4 kemokin
reseptoriiniin, CRISPR/Cas9 teknolojisi ile susturul-
mastyla; l6semik proliferasyon azalmig, kemosensiti-
zasyon gelismis ve fare ksenograftlarinda yagam stiresi
artmigtir’”’. KML hiicreleri ile yapilan epigenetik fak-
torlerin dahil oldugu farkli bir ¢aligma, l6semi kok hiic-
relerinin koloni olugturmasinda ve hayatta kalmasinda
gerekli olan Polycomb Baskilayici Kompleks 2 (PRC2)
geninin katalitik altbirimi olan EZH2’i ekspresyon
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Tablo 1. CRISPR-Cas9 sistemiyle hematolojik maliniterde gerceklestirilmis bazi uygulamalar''?

Hedef genler Hiicre tipi Gen diizenleme Sonuglar/yorumlar Referanslar

Runx1, etc. Fare HSPCs NHEJ ile knock-out CRISPR-Cas9 ile AML fare modeli gelistirilmesi 93

KMT2C (MLL3) Fare HSPCs NHEJ ile knock-out AML de tlimor supresor bir gen olarak gorev yapan KMT2C 100
(MLL3) geninin kesfi

EPAS1 insan AML NHEJ ile knock-out EPAS1’in tek basina kaybinin, hipoksik kosullar altinda insan 104

(HIF-2c) Hiicre hatti AML hiicreleri iizerinde etkisi gozlemlenmemistir

Ly6 c2, etc. Murin AML Hiicre hatti NHEJ ile knock-out AML de sitarabin direnci ile iliskili genlerin belirlenmesi 105

Cebpa (enhancer) Murin miyeloid Hiicre hatti HDR ile knock-in Enhansirda olusmus mutasyon C/EBPa geninin ekspresyonunu 106
azaltmaktadir. Bdylece, miyeloid Cebpa gen regiilasyonu igin
enhansirlarin énemi tespit edilmistir.

ASXL1 insan KML Hiicre hatti HDR ile diizeltme ASXL1 proteini yeniden sentezlenmeye baslanmasi, fare 95
ksenograftlarinin sagkalimini artirmistir

TAL1 insan T-ALL Hiicre hatti HDR ile knock-in TAL1 geninde epigenetik diizenlemeler 107

TRIB1 insan T-ALL Hiicre hatti NHEJ-ile knock-out TRIBT’in kaybi interleukin-2 ekspresyonunu azaltmistir 108

CNBT1, insan T-ALL, AML, KML Hiicre NHEJ ile knock-out THC’nin pro-apoptotik etkinliginin degerlendirilmesi 109

CNB2 hatt

SgRNAs pool insan miyeloid Isemi Hiicre hath  NHEJ ile knock-out insan hiicrelerinde tam genom analizi icin sgRNA aracili 110
kiitiipaheneler olusturulmasi

sgRNAs pool Murin AML Hiicre hatti NHEJ ile knock-out Protein bolgelerinin CRISPR-Cas9 taramasi ile murin AML 111
hiicrelerinde bilinen 6 ilag hedefi ve 19 yeni baglama alani
belirlenmesi

miktar1 fazlalig: tGzerinedir. Bu ¢aligmada KML has-
talik modeli olusturulmusg farelerde, CRISPR/Cas9
yontemi ile EZH2’nin ekspresyonel inaktivasyonu ger-
ceklestirildiginde, BCR/ABL1 mutasyonel statiisiin-
den bagimsiz olarak 16semi kok hiicreleri kaynakli has-
taligin baglamasi ve devam etmesi engellenmig, KML
hiicre sayis1 azalmig ve farelerin sagkalim siiresi uzamig-
ur’®. CRISPR/Cas9 aracili epigenetik regiilasyon arag-
tirmalart kapsaminda Tzelepis ve ark., nin AML i¢in
tedavi hedef genlerini belirlemek i¢in yaptiklari calis-
malarinda, transkripsiyon aktivatorii bir HAT (Histon
Asetil Transferaz) olan KAT2A'nin, sgRNA ile hedef-
lenerek inhibe edilmesi ile myeloid farklilagmasi ve 16-
semik hiicre apoptoz indiikleyerek anti-AML aktivitesi
gosterilmis, farelerde hayatta kalim stiresi aremigtir®.

2014 yilinda Chen ve ark., CRISPR/Cas9 teknolo-
jisi ile 7. Kromozomun q koluna lokalize, timéor bas-
kilayict gen olan MLL3 (Mixed Lineage Leukemia
3 Gene) genini kegfettiler. Bir histon metil transferaz
olan ve KMT2C (Lizin Metiltransferaz 2C) olarakta
isimlendirilen MLL3’in ekspresyonundaki azalma,
belirli AML formlarinin daha agresif hale gelmesine
neden olmaktadir'® (Tablo I). Farkli bir ¢aligmada,
akut monositik l6semi hiicre hatlar1 olan MOLM-13
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ve MV4-11 hiicrelerinde ENL geninin CRISPR-
Cas9 ile inhibe edilmesi hedeflenmigtir. Bunun sonu-
cunda, bir miyeloid farklilagma belirteci olan Integrin
alfa M’nin (ITGAM veya CD11b) yiizey ekspresyonu
artmig ve makrofaj benzeri yapilar olugmus, i vitro-
in vivoda losemik hiicre proliferasyonu azalmigtir.
Calisma ekibi ENL genini, AMLde onkojenik trans-
kripsiyonel prosesleri diizenleyen bir histon asetilasyon
okuyucusu olarak tanimlamiglardir'®.

miRNAlarla yapilan ¢aligmalar, genom tasarim tekno-
lojisinde gelinen en heyecan verici yaklagimlardandur.
KML hiicre hatt1 K-562°de miR182-5p’nin, tirozin ki-
naz inhibitérlerine (TKI) karg: gelisen direng iizerine
etkisi aragtirmak amaci ile CRISPR/Cas9 teknolojisi
ile miR182 lokusu homozigot olarak inhibe edilerek;
miR182-5p ekspresyonu azalulmisur. Boylelikle,
myeloid hiicre proliferasyonu engellenerek, hiicre fark-
lilagmasi saglanmus, eritrosit ¢ogalmasi inditklenmisg
ve kemotedavi direnci kirilarak, TKI sensitizasyonu
saglanmistir'®. Akut monositik losemi hiicre hatt
MV4-11 ile yapilan farkli bir ¢aligmada, losemi hiic-
re bilylimesi tzerinde etkili miRNA’lar1 belirlemek
icin CRISPR/Cas9 kiitiiphanesi (lentiCRISPRv2 kii-
tiiphanesi) olusturulmugtur. Ekip miR-155’in, hiicre



biiytimesini ¢ogaltan bir miRNA oldugunu bildirmis-
tir'®. Bunlarin diginda, CRISPR-Cas9 sistemi ile he-
matolojik maliniterde gerceklestirilmis uygulamalar,
Tablo I'de 6zetlenmektedir.

Sonug olarak, CRISPR/Cas9 teknolojisi hematolojik
hastaliklarin molekiiler patogenezinin anlagilmasinda
ve heniiz bilinmeyenlerin ayrinlatilmasinda potent ve
heyecan verici bir faktor olarak hayatimiza girmistir.
Daha ileri hedef olarak ise hem hastalik modellerinin
olugturulabilmesi hem de genetik ve epigenetik diizen-
lemelerle, heniiz tistesinden net olarak gelinemeyen ve
kemotedavi etkinligin en biiytik kisitlayicisi olan ilag
direngliliginin aydinlaulmasinda kullanilacak bir me-
todoloji haline gelecektir. Bununla birlikte, bir gen di-
zenleme teknolojisi olarak CRISPR/Cas9, bilim diin-
yasinda ¢igir acan bir gelisme olmasina ragmen, insan
embriyolarinda kullaniminin etik boyutu ve sonuglari
aktif olarak tartigilmali ve degerlendirilmelidir.

Kaynaklar

1. Barrangou R, Fremaux C, Deveau H, Richards M, Boyaval P,
Moineau §, et al. CRISPR Provides Acquired Resistance Against
Viruses in Prokaryotes. Science(80-)2007;315(5819):1709-12.

2. Sorek R, Kunin V, Hugenholtz P. CRISPR — a widespread
system that provides acquired resistance against phages in
bacteria and archaea. Nat Rev Microbiol 2008;6(3):181-6.

3. Breitbart M, Rohwer F. Here a virus, there a virus, everywhere
the same virus? Trends Microbiol 2005;13(6):278-84.

4. Karginov F V., Hannon GJ. The CRISPR System: Small
RNA-Guided Defense and Archaea. Mol
Cell12010:37(1):7-19.

5. Hyman P, Abedon ST. Bacteriophage host range and bacterial

in Bacteria

resistance. Advances in

Inc.;2010;70:217-48.

R, Marrafhni LA. CRISPR-Cas
Prokaryotes upgrade to adaptive immunity. Molecular Cell
2014;54(2):234-44.

7. Singh V, Braddick D, Dhar PK. Exploring the potential of
genome editing CRISPR-Cas9 technology. Gene 2017;599:1—
18.

8. Terns MP, Terns RM. CRISPR-based adaptive immune systems.
Curr Opin Microbiol 2011;14(3):321-7.

9. Rath D, Amlinger L, Rath A, Lundgren M. The CRISPR-
Cas immune system: Biology, mechanisms and applications.
Biochimie 2015;117:119-28.

10. Ishino Y, Shinagawa H, Makino K, Amemura M, Nakata
A. Nucleotide sequence of the iap gene, responsible for

applied microbiology. Elsevier

6. Barrangou systems:

alkaline phosphatase isozyme conversion in Escherichia
coli, and identification of the gene product. ] Bacteriol

1987:169(12):5429-33.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

245

Mojica FJM, Diez-Villasefior C, Soria E, Juez G. Biological
significance of a family of regularly spaced repeats in the
genomes of Archaea, Bacteria and mitochondria. Mol Microbiol
2000:36(1):244-6.

Jansen R, Embden JD, Gaastra W, Schouls LM. Identification of
genes that are associated with DNA repeats in prokaryotes. Mol
Microbiol 2002;43(6):1565-75.

Al-Attar S, Westra ER, Van Der Oost J, Brouns SJJ. Clustered
regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPRs):
The hallmark of an ingenious antiviral defense mechanism in
prokaryotes. Biol Chem 2011;392(4):277-89.

Bolotin A, Quinquis B, Sorokin A, Ehrlich SD. Clustered
regularly interspaced short palindrome repeats (CRISPRs)
have spacers of extrachromosomal origin. Microbiology
2005;151(8):2551-61.

Mojica FJM, Diez-Villasefior C, Garcia-Martinez J, Soria
E. Intervening sequences of regularly spaced prokaryotic
repeats derive from foreign genetic elements. ] Mol Evol
2005;60(2):174-82.

Pourcel C, Salvignol G, Vergnaud G. CRISPR elements in
Yersinia pestis acquire new repeats by preferential uptake
of bacteriophage DNA, and provide additional tools for
evolutionary studies. Microbiology 2005;151(3):653-63.
Bozok Cetintas V, Kotmak¢t M, Tezcanli Kaymaz B. From
the Immune Response to the Genome Design; CRISPR-Cas9
System: Review. Turkiye Klin ] Med Sci 2017;37(1):27-42.
Horvath P, Barrangou R. CRISPR/Cas, the Immune System of
Bacteria and Archaea. Science 2010;327(5962):167-70.

Hale CR, Zhao P, Olson S, Duff MO, Graveley BR, Wells L,
et al. RNA-Guided RNA Cleavage by a Cris RNA-Cas Protein
Complex. Cell 2009;139(5):945-56.

Brouns SJ, Jore MM, Lundgren M, Westra ER, Slijkhuis RJH,
Snijders AP, et al. Small CRISPR RNAs Guide Antiviral
Defense in Prokaryotes. Science 2008;321(5891):960-4.
Garneau JE, Dupuis M-E, Villion M, Romero DA, Barrangou
R, Boyaval P, et al. The CRISPR/Cas bacterial immune
system cleaves bacteriophage and plasmid DNA. Nature
2010;468(7320):67-71.

Deltcheva E, Chylinski K, Sharma CM, Gonzales K. CRISPR
RNA maturation by trans -encoded small RNA and host factor
RNase II1. Nature 2011;471(7340):602-7.

Sapranauskas R, Gasiunas G, Fremaux C, Barrangou R, Horvath
P, Siksnys V. The Streptococcus thermophilus CRISPR/Cas
system provides immunity in Escherichia coli. Nucleic Acids
Res 2011;39(21):9275-82.

Zhang], Rouillon C, Kerou M, RecksJ, Brugger K, Reimann J, et
al. Structure and mechanism of the CMR complex for CRISPR-
mediated antiviral immunity. Mol Cell 2012;45(3):303-13.
Jinck M, Chylinski K, Fonfara I, Hauer M, Doudna JA,
Charpentier E. A Programmable Dual-RNA-Guided DNA
Endonuclease in Adaptive Bacterial Immunity. Science
2012:337(6096):816-21.

Ju X Da, Xu J, Sun ZS. CRISPR Editing in Biological and
Biomedical Investigation. J Cell Biochem 2018;119(1):52-61.

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):232-248



246

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Cong L, Ran FA, Cox D, Lin S, Barretto R, Hsu PD, et al.
Multiplex Genome Engineering Using CRISPR/Cas Systems.
Science 2013;339(6121):819-23.

Mali PL, Yang L, Esvelt KM, Aach J, Guell M, Dicarlo JE,
et al. RNA-Guided Human Genome Engineering via Cas9
2013;339(6121):823-6.

Osborn M], Belanto JJ, Tolar ], Voytas DF. Gene editing
and its application for hematological diseases. Int ] Hematol
2016;104(1):18-28.

Grissa [, Vergnaud G, Pourcel C. The CRISPRdb database and
tools to display CRISPRs and to generate dictionaries of spacers
and repeats. BMC Bioinformatics 2007;8(1):172.

Kunin V, Sorek R, Hugenholtz P. Evolutionary conservation of
sequence and secondary structures in CRISPR repeats. Genome
Biol 2007;8(4): R61.

Barrangou R. CRISPR-Cas systems and RNA-guided
interference. Wiley Interdiscip Rev RNA 2013;4(3):267-78.
Lillestol R, Redder P, Garrett RA, Brigger K. A putative
viral defence mechanism in archaeal cells. Archaea
2006;2(1):59-72.

Hale CR, Majumdar S, Elmore J, Pfister N, Compton M, Olson
S, et al. Essential Features and Rational Design of CRISPR
RNAs that Function with the Cas RAMP Module Complex to
Cleave RNAs. Mol Cell 2012;45(3):292-302.

Pul U, Wurm R, Arslan Z, Geissen R, Hofmann N, Wagner
R. Identification and characterization of E. coli CRISPR-
Cas promoters and their silencing by H-NS. Mol Microbiol
2010:75(6):1495-512.

Spilman M, Cocozaki A, Hale C, Shao Y, Ramia N, Terns R, et
al. Structure of an RNA Silencing Complex of the CRISPR-Cas
Immune System. Mol Cell 2013;52(1):146-52.

Haft DH, Selengut J, Mongodin EF, Nelson KE. A guild of
45 CRISPR-associated (Cas) protein families and multiple
CRISPR/Cas subtypes exist in prokaryotic genomes. PLoS
Comput Biol 2005;1(6):474-83.

Makarova KS, Grishin N V, Shabalina SA, Wolf YI, Koonin
E V. A putative RNA-interference-based immune system
in prokaryotes: computational analysis of the predicted
enzymatic machinery, functional analogies with eukaryotic
RNAI, and hypothetical mechanisms of action. Biol Direct
2006;16(1):7.

Makarova KS, Haft DH, Barrangou R, Brouns SJ, Charpentier
E,Horvath P, et al. . Evolution and classification of the CRISPR-
Cas systems. Nat Rev Microbiol 2011;9(6):467-77.1

Jiang F, Doudna JA. The structural biology of CRISPR-Cas
systems. Curr Opin Struct Biol 2015;30:100-11.

Makarova KS, Wolf YI, Koonin E V. The basic building blocks
and evolution of CRISPR-Cas systems. Biochem Soc Trans
2013;41(6):1392-400.

Hatoum-Aslan A, Maniv I, Marraffini LA. Mature clustered,
regularly interspaced, short palindromic repeats RNA
(crRNA) length is measured by a ruler mechanism anchored
at the precursor processing site. Proc Natl Acad Sci U S A
2011;108(52):21218-22.

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):232-248

43,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

S1.

S52.

53.

54.

55.

56.

57.

S8.

59.

Staals RHJ, Agari Y, Maki-yonekura S, Zhu Y, David W Taylor,
Duijn E Van, et al. Structure and activity of the RNA-targeting
Type III-B CRISPR- Cas complex of Thermus thermophilus.
Molecular Cell 2013;52(1):135-45.

Hatoum-Aslan A, Samai P, Maniv I, Jiang W, Marraffini LA.
A ruler protein in a complex for antiviral defense determines
the length of small interfering CRISPR RNAs. J Biol Chem
2013;288(39):27888-97.

Karvelis T, Gasiunas G, Miksys A, Barrangou R, Horvath
P, Siksnys V. ctRNA and tractRNA guide Cas9-mediated
DNA interference in Streptococcus thermophilus. RNA Biol
2013:10(5):841-51.

Carte J, Christopher RT, Smith JT, Olson S, Barrangou R,
Moineau S, et al. The three major types of CRISPR-Cas
systems function independently in CRISPR RNA biogenesis in
Streptococcus thermophilus 2014;93(1):98-112.

Hsu PD, Lander ES, Zhang F. Development and Applications
of CRISPR-Cas9 Cell
2014;157(6):1262-78.

Hille F, Charpentier E. CRISPR-Cas: biology, mechanisms
and relevance. Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci 2016
5:371(1707).

Oost ], Jore MM, Westra ER, Lundgren M, Brouns SJ. CRISPR-
based adaptive and heritable immunity in prokaryotes. Trends
Biochem Sci 2009;34(8):401-7.

Fineran PC, Charpentier E. Memory of viral infections by

for  Genome Engineering.

CRISPR-Cas adaptive immune systems: Acquisition of new
information. Virology 2012;434(2):202-9.

Yosef I, Goren MG, Qimron U. Proteins and DNA elements
essential for the CRISPR adaptation process in Escherichia coli.
Nucleic Acids Res 2012;40(12):5569-76.

Wiedenheft B, Sternberg SH, Doudna JA. RNA-guided
genetic silencing systems in bacteria and archaea. Nature
2012;482(7385):331-8.

Barrangou R, Horvath P. CRISPR. New Horizons in Phage
Resistance and Strain Identification. Annu Rev Food Sci
Technol 2012;3(1):143-62.

DoudnaJA,CharpentierE. Thenewfrontierofgenomeengineering
with CRISPR-Cas9. Science 2014;346(6213):1258096.

Westra ER, Swarts DC, Staals RH]J, Jore MM, Brouns SJJ,
van der Oost J. The CRISPRs, They Are A-Changin’: How
Prokaryotes Generate Adaptive Immunity. Annu Rev Genet
2012:46(1):311-39.

Hsu PD, Scott DA, Weinstein JA, Ran FA, Konermann S,
Agarwala V, et al. DNA targeting specificity of RNA-guided
Cas9 nucleases. Nat Biotechnol 2013;31(9):827-32.

Koo T, Lee J, Kim JS. Measuring and Reducing Off-Target
Activities of Programmable Nucleases Including CRISPR-
Cas9. Mol Cells 2015;38(6):475-81.

Nishimasu H, Ran FA, Hsu PD, Konermann S, Shehata SI,
Dohmae N, et al. Crystal structure of Cas9 in complex with
guide RNA and target DNA. Cell 2014;156(5):935-49.

Shen S, Loh TJ, Shen H, Zheng X, Shen H. CRISPR as a strong
gene editing tool. BMB Rep 2017;50(1):20-4.



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Tsai SQ, Joung JK. Defining and improving the genome-
wide specificities of CRISPR-Cas9 nucleases. Nat Rev Genet
2016;17(5):300-12.

Riballo E, Woodbine L, Sciff T, Walker SA, Goodarzi AA,
Jeggo PA. XLF-Cernunnos promotes DNA ligase IV-
XRCC4 re-adenylation following ligation. Nucleic Acids Res
2009;37(2):482-92.

Chu VT, Weber T, Wefers B, Wurst W, Sander S, Rajewsky K,
et al. Increasing the efficiency of homology-directed repair for
CRISPR-Cas9-induced precise gene editing in mammalian
cells. Nat Biotechnol 2015;33(5):543-8.

Ran FA, Hsu PD, Wright ], Agarwala V, Scott DA, Zhang F.
Genome engineering using the CRISPR-Cas9 system. Nat
Protoc 2013;8(11):2281-308.

GoriJL, Hsu PD, Maeder ML, Shen S, Welstead GG, Bumcrot
D. Delivery and Specificity of CRISPR/Cas9 Genome Editing
Technologies for Human Gene Therapy. Hum Gene Ther
2015;26(7):443-51.

Fu'Y, Foden JA, Khayter C, Maeder ML, Reyon D, Joung JK, et
al. High-frequency off-target mutagenesis induced by CRISPR-
Cas nucleases in human cells. Nat Biotechnol 2013;31(9):822-6.
Ran FA, Hsu PD, Lin CY, GootenbergJS, Konermann S, Trevino
AE, et al. Double nicking by RNA-guided CRISPR Cas9 for
enhanced genome editing specificity. Cell 2013;154(6):1380-9.
Fu Y, Sander JD, Reyon D, Cascio VM, Joung JK. Improving
CRISPR-Cas nuclease specificity using truncated guide RNAs.
Nat Biotechnol 2014;32(3):279-84.

Cho SW, Kim S, Kim Y, Kweon J, Kim HS, Bae S, et al. Analysis
of off-target effects of CRISPR Cas-derived RNA-guided
endonucleases and nickases. Genome Res 2014;24(1):132-41.
Kim S, Kim D, Cho SW, Kim J, Kim J-S. Highly efficient RNA-
guided genome editing in human cells via delivery of purified
Cas9 ribonucleoproteins. Genome Res 2014;24(6):1012-19.
Ramakrishna S, Kwaku Dad AB, Beloor J, Gopalappa R, Lee
SK, Kim H. Gene disruption by cell-penctrating peptide-
mediated delivery of Cas9 protein and guide RNA. Genome
Res 2014;24(6):1020-7.

Pliatsika V, Rigoutsos I. “Off-Spotter”: very fast and exhaustive
enumeration of genomic lookalikes for designing CRISPR/Cas
guide RNAs. Biol Direct 2015;10(1):4.

Bae S, Park J, Kim JS. Cas-OFFinder: A fast and versatile
algorithm thatsearchesfor potential off-targetsites of Cas9 RNA-
guided endonucleases. Bioinformatics 2014;30(10):1473-5.
Montague TG, Cruz JM, Gagnon JA, Church GM, Valen E.
CHOPCHOP. A CRISPR/Cas9 and TALEN web tool for
genome editing. Nucleic Acids Res 2014;42(W1):401-7.
Cradick TJ, Qiu P, Lee CM, Fine EJ, Bao G. COSMID. A Web-
based Tool for Identifying and Validating CRISPR/Cas Off-
target Sites. Mol Ther - Nucleic Acids 2014;3: €214.

Qi LS, Larson MH, Gilbert LA, Doudna JA, Weissman ]S,
Arkin AP, et al. Repurposing CRISPR as an RNA-guided
platform for sequence-specific control of gene expression. Cell
2013;152(5):1173-83.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

8s.

86.

87.

88.

89.

90.

91

92.

93.

247

Gilbert LA, Larson MH, Morsut L, Liu Z, Brar GA, Torres SE,
et al. CRISPR-mediated modular RNA-guided regulation of
transcription in eukaryotes. Cell 2013;154(2):442-51.
Khatodia S, Bhatotia K, Passricha N, Khurana SMP, Tuteja
N. The CRISPR/Cas Genome-Editing Tool: Application in
Improvement of Crops. Front Plant Sci 2016;7:1-13.

Bikard D, Jiang W, Samai P, Hochschild A, Zhang F, Marrafhini
LA. Programmable repression and activation of bacterial gene
expression using an engineered CRISPR-Cas system. Nucleic
Acids Res 2013;41(15):7429-37.

Vojta A, Dobrinic P, Tadic V, Bockor L, Korac P, Julg B, et al.
Repurposing the CRISPR-Cas9 system for targeted DNA
methylation. Nucleic Acids Res 2016;44(12):5615-28.
Guilinger JP, Thompson DB, Liu DR. Fusion of catalytically
inactive Cas9 to Fokl nuclease improves the specificity of
genome modification. Nat Biotechnol 2014;32(6):577-582.
Wyvekens N, Topkar V V., Khayter C, Joung JK, Tsai SQ.
Dimeric CRISPR RNA-Guided FokI-dCas9 Nucleases
Directed by Truncated gRNAs for Highly Specific Genome
Editing. Hum Gene Ther 2015;26(7):425-31.

Rodriguez E. Ethical Issues in Genome Editing using CRISPR/
Cas9 System. J Clin Res Bioeth 2016;7(2):7-10.

Liang P, Xu Y, Zhang X, Ding C, Huang R, Zhang Z, et al.
CRISPR/Cas9 -mediated gene editing in human tripronuclear
zygotes. Protein Cell 2015;6(5):363-72.

Otieno MO. CRISPR-Cas9 Human Genome Editing:
Challenges, Ethical Concerns and Implications. J Clin Res
Bioeth 2015;06(06):5-7.

Tang LE. CRISPR/Cas9-mediated gene editing in human
zygotes using Cas9 protein. Molecular Genetics and Genomics
20175292, 525-533.

Ma, H. Gutierrez NM, Park ZW. Correction of a pathogenic
gene mutation in human embryos. Nature 2017;548, 413-419.
T. C. Resmi Gazete http://www. resmigazete. gov. tr/
eskiler/2010/08/20100813—4. htm/;2018 [accessed 04 11 18]
Juliusson G, Hough R. Leukemia. Prog Tumor Res 2016;43:87—
100.

Wagner G, Fenchel K, Back W, Schulz A, Sachse MM. Leukemia
cutis - epidemiology, clinical presentation, and differential
diagnoses. ] Dtsch Dermatol Ges 2012;10(1):27-36.

Frohling S, Déhner H. Chromosomal Abnormalities in Cancer.
N EnglJ Med 2008:359(7):722-34.

Mitelman F, Johansson B, Mertens F. The impact of
translocations and gene fusions on cancer causation. Nat Rev
Cancer 2007;7(4):233-45.

Torres R, Martin MC, Garcia A, Cigudosa JC, Ramirez JC,
Rodriguez-Perales S. Engineering human tumour-associated
chromosomal translocations with the RNA-guided CRISPR-
Cas9 system. Nat Commun 2014;5:3964.

Heckl D, Kowalezyk S M, Yudovich D, Belizaire RP, Rishi VP,
McConkey EM, et al. Generation of mouse models of myeloid
malignancy with combinatorial genetic lesions using CRISPR-

Cas9 genome editing 2014;32(9):941-6.

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):232-248



248

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

Brabetz O, Alla V, Angenendt L, Schliemann C, Berdel WE,
Arteaga MF, et al. RNA-Guided CRISPR-Cas9 System-
Mediated Engineering of Acute Myeloid Leukemia Mutations.
Mol Ther - Nucleic Acids 2017;6:243-8.

Valletta S, Dolatshad H, Bartenstein M, Yip BH, Bello E,
Gordon S, et al. ASXLI mutation correction by CRISPR/Cas9
restores gene function in leukemia cells and increases survival in
mouse xenografts. Oncotarget 2015;6(42):44061-71.
Garcia-Tunén I, Herndndez-Sinchez M, Ordofiez JL, Alonso-
Pérez V, Alamo-ngjada M, Benito R, et al. The CRISPR/Cas9
system efficiently reverts the tumorigenic ability of BCR/ABL
in vitro and in a xenograft model of chronic myeloid leukemia.
Oncotarget 2017;8(16):26027-40.

Randhawa S, Cho BS, Ghosh D, Sivina M, Koehrer S, Miischen
M, et al. Effects of pharmacological and genetic disruption
of CXCR4 chemokine receptor function in B-cell acute
lymphoblastic leukaemia. Br ] Haematol 2016;174(3):425-36.
Xie H, Peng C, Huang]J, Li BE, Kim W, Smith EC, et al. Chronic
myelogenous leukemia-initiating cells require polycomb group
protein EZH2. Cancer Discov 2016;6(11):1237-47.

Tzelepis K, Koike-Yusa H, De Brackeleer E, Li Y, Metzakopian
E, Dovey OM, et al. A CRISPR Dropout Screen Identifies
Genetic Vulnerabilities and Therapeutic Targets in Acute
Myeloid Leukemia. Cell Rep 2016;17(4):1193-205.

Chen C, Liu Y, Rappaport AR, Kitzing T, Schultz N, Shroff
AS, et al. MLL3 Is a Haploinsufficient 7q Tumor Suppressor in
Acute Myeloid Leukemia. Cancer Cell 2014;25(5):652—65.
Wan L, Wen H, Li Y, Lyu J, Xi Y, Hoshii T, et al. ENL links
histone acetylation to oncogenic gene expression in acute
myeloid leukaemia. Nature 2017;543:265-9.

Arya D, Sachithanandan SP, Ross C, Palakodeti D, Li S, Krishna S.
MiRNA182 regulates percentage of myeloid and erythroid cells in
chronic myeloid leukemia. Cell Death Dis 2017;8(1): €2547.
Wallace J, Hu R, Mosbruger TL, Dahlem TJ, Stephens WZ,
Rao DS, et al. Genome wide CRISPR-Cas9 screen identifies
microRNAs that regulate myeloid leukemia cell growth. PLoS
One 2016;11(4):1-11.

Kafkas J Med Sci 2018; 8(3):232-248

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111

112.

Vukovic M, Guitart A V., Sepulveda C, Villacreces A, O’Duibhir
E, Panagopoulou TI, et al. Hif-1a and Hif-2a synergize to
suppress AML development but are dispensable for discase
maintenance. ] Exp Med 2015;212(13):2223-34.

Rathe SK, Moriarity BS, Stoltenberg CB, Kurata M, Aumann
NK, Rahrmann EP, et al. Using RNA-seq and targeted nucleases
to identify mechanisms of drug resistance in acute myeloid
leukemia. Sci Rep 2014;4:1-9.

Cooper S, Guo H, Friedman AD. The +37 kb Cebpa enhancer
is critical for Cebpa myeloid gene expression and contains
functional sites that bind SCL, GATA2, C/EBP«, PU 1, and
additional Ets factors. PLoS One 2015;10(5):1-18.

Navarro JM, Touzart A, Pradel LC, Loosveld M, Koubi M,
Fenouil R, et al. Site- and allele-specific polycomb dysregulation
in T-cell leukaemia. Nat Commun 2015;6.

Miyajima C, Itoh Y, Inoue Y, Hayashi H. Positive Regulation
of Interleukin-2 Expression by a Pseudokinase, Tribbles 1, in
Activated T Cells. Biol Pharm Bull 2015;38(8):1126-33.
Kampa-Schittenhelm KM, Salitzky O, Akmut F, Illing
B, Kanz L, Salih HR, et al. Dronabinol has preferential
antileukemic activity in acute lymphoblastic and myeloid
leukemia with lymphoid differentiation patterns. BMC
Cancer 2016;16(1):1-12.

Wang T, Wei J, Sabatini D, Lander E. Genetic screens
in human cells using the CRISPR/Cas9 system. Science
2014;343(6166):80-4.

Shi J, Wang E, Milazzo JP, Wang Z, Kinney JB, Vakoc CR.
Discovery of cancer drug targets by CRISPR-Cas9 screening of
protein domains 2015;33(6):661-7.

Zhang H, McCarty Nami. CRISPR-Cas9 technology and its
application in haematological disorders. Br ] Haematol 2016
Oct; 175(2):208-25.



