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OZET Giiniimiizde bir genom miihendisligi araci olan “Clustered Re-
gularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR)”-Cas9
(CRISPR associated) sistemi, biyolojik bilimlerde yepyeni bir donem
baslatmistir. CRISPR-Cas9 sistemi; ilk olarak bakteri ve arkealar gibi
prokaryotlarda kesfedilen, bakteriyofaj enfeksiyonlart, istilac plazmid-
ler ve yabanci niikleik asitlere kars1 hiicreyi korumay1 amaglayan RNA
ve protein tabanli bir sistemdir. DNA sekanslarini kolayca ve hassas bir
sekilde yerlestirme, ¢ikarma ve hatta diizenleme yetenegi, tip, enerji ve
hatta ¢evre caligmalari gibi genis bir yelpazedeki biyoteknoloji alanla-
rinda bilim ¢evrelerinin ilgisini cekmektedir. T1bbi agidan bakildiginda
bu teknoloji, klinik 6ncesi ve klinik ¢aligmalarla ¢esitli hastaliklarin te-
davisinde kullanilabilir. Bilim adamlarinin herhangi bir organizmada
herhangi bir geni teorik olarak hedeflemesine ve degistirmesine olanak
saglayan hedeflenebilir niikleazlar, bu tedavilerin yolunu agmaktadir.
Bu sistem embriyoloji, kanser, norolojik hastaliklar ve enfeksiyon has-
taliklarinda arastirma agsamasinda kullanima girmistir. Ancak CRISPR-
Cas9 sisteminin giivenligi ile ilgili konular heniiz ¢6ziilememistir.
Ayrica, bu sistemin basta insan embriyolarinda kullanimi olmak iizere
bir¢ok alanda kullanimi iizerine etik kaygilar devam etmektedir. Bu der-
leme kapsaminda CRISPR-Cas9 teknolojisinin dayandigi prensiplerden
ve bu teknolojinin giivenliginden sz edilecek; sistemin kullanimi ile
ortaya ¢ikabilecek etik kaygilar irdelenecektir.

Anahtar Kelimeler: CRISPR-Cas9; etik; giivenlilik;
norodejeneratif hastaliklar; kanser

ABSTRACT Today, a genomic engineering tool “Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR)”-Cas9 (CRISPR as-
sociated) system has started a new era in biological sciences. CRISPR-
Cas9 system was first discovered in prokaryotes like bacteria and
archaea as an RNA and a protein-based system that protects the cell
against bacteriophage infections, invading plasmids and foreign nucleic
acids. The ability of easy and sensitive replacement of DNA sequences,
deletion and most of all arrangement have attracted attention of scien-
tists in a wide range of biotechnology study fields including medicine,
energy and environment studies. From a medical perspective, this tech-
nology can be used in pre-clinical and clinical studies to treat several
diseases. Targetable nucleases that enable the scientist to target and
change a gene in an organism can pave the way for these treatments.
This system is now being used in researches in embryology, cancer,
neurological and infectious diseases. However, problems have not
solved for the safety issues of CRISPR-Cas9 system. In addition, ethi-
cal concerns are still continuing for the use of this system in several
fields, particularly in human embryos. In this review we will mention
the main principles and safety issues of CRISPR-Cas9 technology as
well as the ethical concerns and toxicological problems.

Keywords: CRISPR-Cas9; ethics; safety;
neurodegenerative diseases; cancer

I1k olarak 1953°te DNA ¢ift sarmalinn kesfi, bi-
yolojik bilimlerde biiyiik bir ilerlemeyi beraberinde
getirmigtir. Son 60 yilda, bu konudaki gelismelerin
cogunu DNA’da veya ilgili makromolekiillerde yapi-
sal degisiklikler elde etmek i¢in kullanilan teknoloji-

ler saglamistir. Son 20 yilda ise DNA ve RNA sen-
tezi i¢in yeni yontemler gelistirilmis ve bu yontemler
genom organizasyonunun kesfine giden yolu agmig-
tir. Enzimler (polimerazlar, ligazlar ve restriksiyon
endoniikleazlar dahil) ve polimeraz zincir reaksiyonu
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(PCR)’nun kesfi, genleri ve gen fragmanlarini izole
etmenin yani sira hiicrelerde, model organizmalarda
ve in vitro ¢aligsmalarda gen mutasyonlarini tanim-
lamak i¢in de imkan saglamistir. Genomik dizileme
teknolojilerinin ortaya ¢ikisi ile insanlar dahil
olmak tizere bir¢ok organizma i¢in hizli bir sekilde
biitlin genom dizileme verileri elde edilmistir. Gii-
niimiizde ise “Watson-Crick DNA Modeli” pren-
siplerine dayanan bir genom miihendislik araci olan
“Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats (CRISPR)”-Cas9 (CRISPR associated) sis-
temi, biyoloji biliminde yepyeni bir donem baglat-
mustir.'2

I CRISPR NEDIR?

CRISPR-Cas9 sistemi ilk olarak bakteri ve arkealar
gibi prokaryotlarda kesfedilen, bakteriyofaj enfeksi-
yonlari, istilact plazmidler ve yabanci niikleik asit-
lere kars1 hiicreyi korumayi amaglayan RNA ve
protein tabanl bir sistemdir.>

Istilac1 patojen kokenli kisa DNA sekanslar1 en-
fekte hiicrelerde, konak¢1 genomun CRISPR dizile-
rinde “spacer (aralayici)” formunda depolanir.
CRISPR-Cas sisteminde DNA’nin palindromik (ta-
nima dizileri DNA zincirinin her ikisinde de ayni
olan) tekrar kiimelerinin kopyasi “trans-aktive edici
RNA (tracr RNA)” ve “spacer” bolgelerin kopyasi
“CRISPR RNA (crRNA)” olarak adlandirilir.?
CRISPR dizisi kopyalanir ve CRISPR RNA (crRNA)
olarak bilinen tek “spacer” igeren kiiciik RNA’lara
dontisiir. Bu crRNA’lardaki “spacer” sekanslari, ya-
banci DNA ya da RNA sekanslarini baz eslesmesi ile
taniyan efektor kompleksler olusturmak i¢in Cas pro-
teinlere ve tractrRNA molekiiliine baglanir. Cas pro-
teinler, DNA’nin palindromik tekrar kiimelerinden
kopyalanan RNA’ya baglanabilen ya da RNA “spa-
cer’lart ile eslesmis DNA’y1 kesen helikazlardir.
TracrRNA ve crRNA, proto-aralayici bitisik motif
[protospacer adjacent motifs (PAM)] bolgelerinde ¢ift
sarmalli DNA kesilmesini indiiklemek amaciyla
Cas9’u yonlendirebilen tek rehberli RNA’y1 (sgRNA)
olusturmak i¢in birlesirler.? Cas9 gibi Cas proteinleri,
adaptif bir immiin yanit olusturmak i¢in isgal edilmis
hedef niikleik asidi béler.’ Bunu yaparak, kesildigi
yerden DNA i¢ine ekleme ya da ¢gikarmalar yapila-
bilmesini miimkiin kilar.?
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CRISPR sistemlerinde goérev alan ¢ok sayida
farklir Cas proteini bulunmaktadir. Biitiin CRISPR-
Cas sistemlerinde bulunan Casl ve Cas2 proteinleri
adaptasyonda rol oynamaktadir. Diger Cas protein-
leri ise sadece belli tip CRISPR-Cas sistemleri ile ilig-
kilendirilmektedir. CRISPR bdlgesinin yapilanma-
sina ve Cas proteinlerinin i¢erigine gore CRISPR-Cas
sistemleri basit¢e Tip I, II ve III olarak 3 ana sinifa
ayrilmaktadir. CRISPR-Cas sistemlerinin 3 tip ha-
linde simiflandirilmasi, esas olarak bu sistemlerin
farkli Cas gen igerigini yansitir. Cas proteinleri
crRNA biyogenezinden, istilaci niikleik asidin tanin-
masindan ve tahrip edilmesinden sorumludur; bu ne-
denle her bir CRISPR tipi, benzersiz bir molekiiler
etki mekanizmasi gostermektedir. Tip I ve Tip III sis-
temlerinde Cas6, Cas3 ve Cas10 proteinleri farkli go-
revleriyle sistemin caligmasini saglamaktadir. Bu
sistemler arasinda ¢alisma mekanizmasi en iyi ay-
dinlatilmis olan, en ¢ok ¢aligilan ve Skaryot organiz-
malara uyarlanmas: en miimkiin goriinen Tip II
sistemidir. Tip II CRISPR-Cas sisteminde gorev
yapan endoniikleaz Cas9’dur.*

DNA sekanslarin kolayca ve hassas bir sekilde
yerlestirme, ¢ikarma ve hatta diizenleme yetenegi,
tip, enerji ve hatta cevre ¢alismalari gibi genis bir yel-
pazedeki biyoteknoloji alanlarinda bilim ¢evrelerinin
ilgisini ¢ekmektedir. T1ibbi ag¢idan bakildiginda, yeni
ortaya ¢ikan alan, klinik 6ncesi ve klinik ¢aligmalarla
kombinasyon halinde ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilabilir. Bilim adamlarinin herhangi bir orga-
nizmada herhangi bir geni teorik olarak hedefleme-
sine ve degistirmesine olanak saglayan hedeflenebilir
niikleazlar, bu tedavilerin yolunu agmaktadir.> Niik-
leazlar, bolgeye 6zgli DNA baglama alanlart ile prog-
ramlanarak, artirilmis performansa, hizlandirilmis
niikleaz birlesmesine ve dnemli dl¢iide daha diisiik
genom diizenleme maliyetine sahip olabilir. Cinko-
parmak niikleazlar1 [zinc finger nucleases (ZFN)],
transkripsiyon aktivator benzeri efektor niikleazlar
[transcription activator-like effector nucleases
(TALENS)] ve meganiikleazlar olarak da bilinen mii-
hendislik giidiimlii endoniikleazlar, glinlimiizde
genom mithendisligi i¢in kullanilan araglardir.

Bu listeye en yeni eklenen genom diizenleme
aract CRISPR-Cas9 sistemidir.® ZFN ve TALEN,
DNA ¢ift iplikli kirtlmalart indiiklemek i¢in modiiler
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DNA baglayici proteinlere baglanan niikleazlar1 kul-
lanirken, CRISPR-Cas?9 sistemi, hedef DNA’ya bag-
lanmak i¢in 20 niikleotid igeren kiiciik RNA’lar
tarafindan yonlendirilen bir niikleaz kullanir.” Bu,
CRISPR-Cas9 sisteminin ZFN ve TALEN’e olan {is-
tiinliigiiniin nedenlerindendir.

I CRISPR-CAS9 SISTEMININ TARIHGESI

Gegtigimiz 20 y1l boyunca ¢ok sayida arastirmaci,
CRISPR-Cas9 sistemi iizerine ¢aligmalar gercekles-
tirmistir. Ilk olarak Japonya Osaka Universitesinden
Ishino ve ark. Escherichia coli’ye ait gende alisilma-
dik bir DNA dizilimi oldugunu bildirmis; ancak
CRISPR dizilerinin biyolojik fonksiyonu 2005’e
kadar anlagilamamustir.® 2005 yilinda 3 farkh ¢alisma
ile ilk kez CRISPR dizilerinin adaptif immiinitede
kilit bir rolii oldugu 6ne stiriilmiistiir.’"!! Barrangou ve
ark., yogurt ve peynir yapiminda kullanilan bir tiir
bakteri olan Streptococcus thermophilus kiiltiirlerinde
CRISPR odaklarimi goriintiileyerek bakterilerdeki
adaptif immiiniteye kamt sunmuslardir.* Buna ek ola-
rak, Horvath ve Barrangou CRISPR olarak belirli bir
virlis sekans1 baridiran bakterilerin bu belirli viriise
kars direngli oldugunu ve CRISPR dizilerinin Cas
genleriyle birlikte ¢alisarak istilaci viriislere kars1 ko-
ruma saglamakla ytikiimlii oldugunu bildirmislerdir.'?
RNA aracili DNA hedeflemeye dayanan bu immiin
sistemin mekanizmasi kisa siire sonra gosterilmistir.
Daha sonra, Jinek ve ark.nin 6nderligindeki aragtirma
grubu, genom diizenleme igin Streptococcus pyoge-
nes’ten Tip 11 CRISPR sistemini tasarlamiglardir.'®
Arastirmacilar ¢aligsmalarinda, bakterilerde gen dii-
zenlemesi i¢cin CRISPR-Cas9’un genel olarak kulla-
nilabilirligini géstermis; crRNA ve tractRNAnin bir
araya gelerek kimerik sgRNA'y1 olusturdugunu gos-
termislerdir. Cong ve ark. ise insan hiicrelerinde Cas9
tabanli genom diizenlemesinin ilk basarili 6rnegini
rapor etmiglerdir.'*

Genom diizenleme alaninda gergeklesen hizli
ilerlemeler, ticari olarak tasarlanmis ¢esitli hedeflen-
mis niikleazlarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur.
Ancak hicbir yontem hatasiz degildir ve her birinin
kendi artilar1 ve eksileri vardir. Genel olarak genom
mithendisligi i¢in giincel yaklagimlarda karsilagilan
en 6nemli engeller, diisiik verimlilik ve sinirli sayida
hiicre tipi ve organizmasinin hedeflenebilmesidir.'®
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Hedef dis1 mutasyona sebep olmamasi, niikleazlarin
hizli ve etkili bir gekilde birlesmesini saglamasi ve
hedef hiicre popiilasyonunda istenen dizinin yiiksek
frekansi ideal bir genom diizenleme aracinda aranan
ozelliklerdir.”

CRISPR-Cas9 sisteminin aydinlatilmaya bag-
lanmas1 ve genom yapilandirmanin 6karyot memeli
hiicrelerinde denenmesini takiben ¢ok genis olgiide
CRISPR tabanl araglar gelistirilmeye baglanmistir.
Farkli arastirma alanlarindaki kullanim1 genisletebil-
mek amaciyla ¢ok sayida Cas9 mutant ya da analog-
lar1 ve goklu CRISPR-Cas vektorleri [lentiviral (LV),
adenoviral (AV) ve adenoviriis iliskili viral (AAV)
plazmidler gibi] gelistirilmektedir.>* Zetsche ve ark.
ise arastirma ve tedavi i¢in 6nemli etkilere sahip gibi
goriinen farkl bir sistem olan “Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats from Prevo-
tella and Francisella 1, Cpf1”i tamimlamig, daha basit
ve daha kesin genom miihendisligi potansiyeli olan
ve CRISPR-Cpfl olarak adlandirilan ikinci bir sis-
temden basariyla yararlanmiglardir. Cpfl sisteminin,
sadece tek bir RNA gerektirdiginden daha basit ol-
dugu ve Cpfl enziminin ayrica standart Streptococ-
cus pyogenes Cas9 (spCas9)’dan daha kiigiik
oldugundan hiicreler ve dokulara daha kolay ulastig:
bildirilmistir.'® 2016 yilinda Slaymaker ve ark. ile
Massachusetts Hastanesinden Kleinstiver ve ark., ba-
g1msiz olarak espCas9 ve spCas9-HF olarak adlandi-
spCas9
gelistirmislerdir.'”'® Bu varyantlar, Cas9 proteini ve
hedef DNA arasindaki spesifik olmayan etkilesimleri
azaltmak i¢in mutasyonlar igermektedir. SpCas9 niik-

rilan  oldukga spesifik varyantlarini

leazinin, nikaz (Cas9n) veya niikleaz eksikligi olan
mutanta (dCas9) doniistiiriilebildigi bildirilmistir.'?
Bir diger 6nemli fonksiyonel doniisiim de O’Connell
ve ark. tarafindan rapor edilen RNA’y1 hedefleyen
Cas9 (RCas9) sistemidir."’

CRISPR sistemlerine kars1 organizmalarin ge-
listirdigi anti-CRISPR stratejiler oldugu ve CRISPR
sistemlerinin yiiksek cesitliligine karsi bu anti-
CRISPR genlerin de ¢ok ¢esitli olabilecegi bilin-
mekle birlikte saglayacaklar1 koruma olduke¢a
siirhidir. Bakteriler ve fajlar arasindaki bu strateji ya-
ris1 molekiiler bir savasi izlemek gibidir ve bu savag-
lar, genom miihendisligi i¢in hayal bile edilemeyecek
araglarin ortaya ¢ikigini saglayabilir.® CRISPR sis-
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temlerinin uygulama alanlar1 Sekil 1°de goriilmekte-
dir.

I CRISPR-CAS9 UYGULAMALARI
EMBRIYOLAR UZERINDEKI CALISMALAR

Gen diizenleme lizerindeki her yeni gelisme, kalitim-
sal hastaliklar i¢in yeni ¢areler tiretilmesi konusunda
umut vadetmektedir. Insanin kalitim maddesi olan ge-
noma yapilacak miidahalelerle hastaliklara neden
olan gen mutasyonlariin onarilmasi, etkisiz hale ge-
tirilmesi ve en onemlisi de her ne kadar etik tartis-
malarm odag1 olsa da bu yontemler sayesinde insan
da dahil canli organizmalarin embriyolarinda istenen
herhangi bir 6zelligin degistirilebilmesi hatta istenen
ozelliklere sahip bebeklerin tasarlanmasi bile miim-
kiin olabilir.

2015 yilinda Sun Yat-Sen Universitesindeki
bilim insanlari, Akdeniz iilkelerinde yaygin goriilen
bir kan hastaliginin tedavisi icin belli sayida geni
DNAdan ¢ikarip, yerine saglikli genler koymay1 de-
nemislerdir. Bunun, genetigi degistirilmis insan em-
briyolar1 iiretme yolunda atilan ilk adimlardan biri
olduguna inanilmaktadir.>! Amerika Birlesik Devlet-
leri (ABD)’nde bu konuda yapilan ilk ¢aligma, Ore-
gon Saglik ve Bilim Universitesinde Ma ve ark.
tarafindan gergeklestirilmistir. Bu ekip, CRISPR kul-
lanarak, kalp duvarmin kalinlasmasina ve kalp yet-
mezligine neden olan genetik bir mutasyonu
diizeltmeyi hedeflemislerdir. Arastirmada, bu mutas-
yonu tastyan bir erkek goniilliiden alinan sperm ile
bagislanmig yumurta hiicrelerinin dollenerek embri-
yolar olusturuldugu ve CRISPR-Cas9 diizeneginin
yumurta hiicreleri dollenmekteyken enjekte edildigi
bildirilmistir. Arastirmacilarin embriyolarda isten-
meyen genetik degisiklikler olustuguna iliskin bul-
gulara rastlamadigi, mozaiklesme ve hedef disi
etkilerin goriilmedigi belirtilmistir.?> Ancak bu
durum, teknigin giivenligiyle ilgili tartismalara neden
olmustur. isve¢ Karolinska Enstitiisiinden Winblad ve
Lanner, bu ¢calisma ile ilgili ayrintili incelemeler yap-
mis ve sonugta, bu teknigin incelenmeyen genler tize-
rinde istenmeyen degisikliklere yol agmadigindan
emin olunamayacagi yoniinde goriis bildirmiglerdir.
Aragtirmacilar, bu teknigin tedavi amagh kullanimi-
nin hala uzak bir hedef oldugunu, ancak bu ¢aligma-
nin bilim diinyasin1 bu hedefe bir adim da olsa

53

CISPR-Cas9

SEKIL 1: CRISPR-Cas9 sisteminin kullanim alanlari.

yaklastirdigim belirtmislerdir.>> CRISPR-Cas9 sis-
temi ile sperm hiicrelerinde gen diizenlenmesi Sekil
2’de gosterilmistir.

Londra’daki Francis Crick Enstitiisiinden Fo-
garty ve ark., tiip bebek kliniklerinde in vitro délleme
sonucu liretilen ve arastirma i¢in bagislanan 58 em-
briyoyu kullanarak yaptiklar1 ¢alismada, CRISPR-
Cas9 sistemini dollenmis yumurtalara, heniiz tek
hiicre formundayken enjekte etmis ve gelisim siire-
cini laboratuvarda bir hafta boyunca izlemislerdir. Bu
yolla embriyo gelisiminde son derece 6nemli olan ok-
tamere baglanan transkripsiyon faktorii 4 (OCT4)
isimli proteinin dogru iiretimini engellemeyi amacg-
layan grup, OCT4’iin normal seviyede olmadigi
hiicrelerde gelisim siirecinin sekteye ugradigini goz-
lemlemis ve kontrol grubunun neredeyse yarisinda
blastokistlere doniisiim gerceklesirken, OCT4 sevi-
yesine miidahale edilenlerin sadece %19’unun bunu
basarabildigini bildirmislerdir. Birlesik Krallik
Insan Fertilizasyonu ve Embriyoloji Yetkili Makami
da ¢aligmaya izin vermis ve bu, ulusal bir makamin
insan embriyolar: iizerinde gen miidahalesine izin
verdigi ilk 6rnek olmustur.”* Kang ve ark., Cas9
mRNA, gRNAlar ve dondr DNA'y1 birlikte enjekte
ederek, dogal olarak olusan C-C kemokin reseptor
5(CCR5)-A32 allelini erken insan triproniikleer
(3PN) embriyolarina basariyla yerlestirmislerdir.?®
Bununla birlikte, degistirilmis CCR5A32 alleli ice-
ren embriyolarda, ayni lokustaki diger alleller tam
olarak kontrol edilememis; bu allellerin ya yabanil
tipte kaldig1 ya da insersiyon-delesyon (indel) mu-
tasyonlari i¢erdigi bildirilmistir. Tang ve ark., insan
3PN zigotlarmi kullanarak yaptiklar1 ¢aligmalarda,
CRISPR-Cas9 sisteminin hastalifa neden olan mu-
tasyonlarin diizeltilmesinde bir ara¢ olabileceginin
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SEKIL 2: CRISPR-Cas9 sistemi ile gen diizenlenmesi.

gosterildigini belirtmis ve yaptiklari ¢aligmayla,
CRISPR-Cas9’un normal insan (¢ift proniikleer,
2PN) zigotlarinda da bir gen diizenleme araci olarak
etkili oldugunu gostermislerdir. Tek hiicreli insan
embriyolarina, uygun sgRNA’lar ve homoloji do-
norleriyle komplekslenen Cas9 proteini enjekte edi-
lerek, insan beta hemoglobin (HBB) ve glukoz
6-fosfat dehidrogenaz (G6PD)’daki nokta mutas-
yonlarinin etkin homolog rekombinasyon aracili
diizeltmesini uygulamiglardir. Arastirmacilar, so-
nuglarin yontemin sinirlarii ortaya koydugunu be-
lirtmig ve daha fazla arastirma yapilmasi gerektigini
vurgulamuslardir.?

Tim bu arastirmalar devam ederken, etik kaygi-
larin da ana odag1 olan embriyonik diizenlemeler ko-
nusunda bilim diinyasim1 karistiran bir arastirma
ortaya ¢ikmistir. Gliney Senzen Bilim ve Teknoloji
Universitesinden He Jiankui’nin 2018 yili Kasim
ayinda CRISPR-Cas9 teknolojisini kullanarak ikiz
kiz bebeklerin genlerini degistirdigi, insan immiin
yetmezlik virlisii [human immunodeficiency virus
(HIV)]’niin hiicrelere girmesine izin veren bir protein
olusturan CCRS geninin tiip bebek tedavisi sirasinda
devre dis1 birakilarak bebeklerin HIV direngli olarak
diinyaya geldikleri iddia edilmistir. Arastirmacinin
HIV pozitif erkek bireylerden hamile kalmis olan 7
kadm arastirmaya dahil ettigi ve katilimcilarin go-
niillii oldugu agiklanmistir. Ancak, herhangi bir aka-
demik makaleye donustiiriilmediginden sonuglar teyit
edilememistir. Aragtirmaci, 2019 yilinda ¢alistig1 {ini-
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versiteden uzaklastirilmistir ve yetkililer, ilgili tim
aragtirmalarin askiya alindigini duyurmustur.

KANSER

Giiniimiizde CRISPR sistemi, kanser alaninda epige-
netik kanser tedavisi; kanser gelisimine katilan gen-
lerin ac¢ilmasi ve kapatilmasi; kanser modellemesi;
ilag hedeflerini degerlendirmek icin kanser siirecinde
gorev alan protein yapilarinin incelenmesi; kromo-
zomal bozukluklar ve yeniden diizenlemelerin neden
oldugu ya da ¢ok sayida genin dahil oldugu kanser-
lerin incelenmesi ve modellenmesi; kanser geligi-
minde rol oynayan genlerin tanimlanmasi gibi ¢ok
sayida uygulama i¢in dnemli bir potansiyele sahip-
tir.”” CRISPR sisteminin kanser tedavisinde uygu-
lama alanlar Sekil 3’te gortilmektedir.

CRISPR sistemleri, kanserin tani ve tedavisi i¢in
biiyiik umut vadetmektedir, ancak uygulanma sekil-
leriyle ilgili iistesinden gelinmesi gereken birtakim
sorunlar oldugu da bilinmektedir. CRISPR ile ilgili
o6nemli endiselerden biri, sistemin spesifik olup ol-
madigidir. Caligmalarda birka¢ adetten binlere dek
degisen oranlarda hedef dis1 sgRNA baglanmalari ol-
dugu rapor edilmistir.”**° Ancak, Cas9 ile diizenleme,
bu baglanmalarin sadece kiigiik bir yiizdesinde olus-
maktadir. sgRNA hedef dizileri, hedef dis1 baglanma
olasiligini en aza indirebilmek i¢in ¢evrim i¢i yazi-
lim kullanilarak segilebilir. In vivo taginma igin gii-
venli, hedefe yoOnelik ve verimli metotlarin
gelistirilmesi de gerekmektedir. AAV aracili tagima,
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Epigenetik Tedavi Kanser Modellemesi

Onkolitik Viriis € ’ Kanser
Tedavisi immiinoterapisi
Antikanser ilag
Geligtirme

SEKIL 3: CRISPR-Cas9 sisteminin kanser tedavisinde uygulama alanlari.

paketleme kapasitesinin sinirli olmasi ve spCas9’un
biiyiikligli nedeni ile zorlayic1 olabilmektedir.
CRISPR sistemi i¢in alternatif ve ilgi ¢ekici bir ta-
sima metodu da nanopartikiiller araciligiyla “vur-
kag¢” yaklasimidir. Ek olarak, plazmid DNA’s1 yerine
Cas9-sgRNA riboniikleoproteinlerin kullanilmasi, ev
sahibi genoma plazmid integrasyonu riskini ve hedef
dis1 etki potansiyelini de azaltmaktadir.?®

Genetigi degistirilmis fareler, aktif onkojenlerin
ekspresyonu ya da tiimor baskilayicilarin inaktivas-
yonu yoluyla farkli tipteki kanser tiirlerini modelle-
mek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Normal fare
gelisiminde ortaya ¢ikabilecek potansiyel bozulma-
larin Gistesinden gelmek igin bu onkojenik olaylarin
indiiklenebilmesi ve/veya sartl kontroliiniin saglana-
bilmesi icin stratejiler gelistirilmistir. Bu stratejiler
son derece giiclii olmakla birlikte, germ hattinda
kesin bir genom diizenleme (istenen genotipe sahip
fare kolonilerinin elde edilmesi ve LoxP gibi spesifik
rekombinaz dizilerinin ilavesi gibi) gerektirmektedir.
Yiiksek verimliligi ve uygulanabilirligi nedeni ile,
CRISPR-Cas9 teknolojisi, eriskin somatik hiicrele-
rinde genomun direkt olarak modifiye edilmesi firsa-
tin1 sunmaktadir.’! Bu strateji ilk kez Koch Enstitiisii
Kanser Arastirmalar1 Merkezi Yoneticisi Tyler
Jacks’in laboratuvarinda, Cas9 ve sgRNA’lar1 kodla-
yan plazmidin hidrodinamik kuyruk ven enjeksiyonu
ile yabanil farelerin karaciger fosfat ve tensin ana-
logu (Pten) ve transformasyon iligkili protein 53
(Trp53, p53) tiimor baskilayict genlerinin hedeflen-
mesinde kullanilmistir.*? Cre-Lox sistemi, rekombi-
nasyon olaylarinin diizenlenmesi i¢in kullanilan bir
teknolojidir. Bu sistem, P1 bakteriyofajindan tiiretil-
mis Cre rekombinaz ve X iizeri P1 lokusu (LoxP) ta-
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nima bolgesi olarak adlandirilan iki bilesenden olu-
sur. P1 bakteriyofaji, bu bilesenleri dogal viral hayat
dongiisiiniin bir parcasi olarak kullanir ve arastirma-
cilar, genom manipiilasyonunda bu bilesenleri mani-
pile ederek kullanmaktadir. Calismada CRISPR
aracili Pten mutasyonu hepatositlerde yiiksek Akt fos-
forilasyonu ve lipid birikimine neden olmus ve kara-
cigerde tiimér olusumuyla sonlanmustir. Ozgiilliigiin
kontrolii i¢in ayni kosullarda “green fluorescent pro-
tein (GFP)”1 hedef alan sgRNA higbir etki gosterme-
mistir.>> Vogelstein ve ark., tek bir bagirsak kok
hiicresinin, bir “’'mini-gut”, yani bagirsak epitelinin
tipik morfolojik ve fonksiyonel karakteristik 6zellik-
lerini gdsteren bir organoid yapiya doniisebilecegi 3
boyutlu bir kiiltiir sistemi gelistirmiglerdir.** Bagir-
sak organoidlerinde, Adenomatous polyposis coli
(APC) tiimor baskilayict genini kesmek amaciyla
CRISPR-Cas9 teknolojisi kullanilarak kolorektal
kanser gelisiminde iyi karakterize edilmis erken bir
olay taklit edilmis, boylelikle normal intestinal epi-
telyumdan kii¢iik adenomlarin olusumu tetiklenmis-
tir. Matano ve ark. ile Drost ve ark., protoonkojen
Wnt (Wnt) sinyal aktivatorlerini kiiltiir ortamindan
¢ekerek, APC geninin kesilmesinin b-katenin stabili-
zasyonu ve Wnt regiilasyonunda degisime sebep ol-
dugu insan bagirsak kok hiicrelerini pozitif kontrol
olarak segmislerdir.’**> Arastirmacilar daha sonra kiil-
tiir ortamindan sirasiyla epidermal biiytime faktorii
[epidermal growth factor (EGF)] veya transforme
edici biiylime faktorii beta [transforming growth fac-
tor beta (TGFP)] sinyal inhibitoriint cekerek, KRAS
onkojen aktive edici mutasyonu ve SMAD family
member 4, Mothers against decapentaplegic homo-
log 4 (SMAD4)’lin islev kayb1 mutasyonunu igeren
hiicreleri tiretmek i¢in benzer bir yaklasim kullan-
miglardir. CRISPR-Cas9 tarafindan inaktive edilen
Trp53 genine sahip olan hiicrelerin se¢ilmesi i¢in or-
tama Nutlin-3 eklenmistir. Her adimda, istenen yeni
mutasyonun elde edilmesi, dizi analizi ile dogrulan-
mistir. Bu strateji sayesinde, ilgili mutasyonlarin
farkli kombinasyonlari ile kiiltiirler elde edilmis ve
boylece tiimor evresinin farkli asamalari tekrarlan-
mistir. Cok evreli bir timor gelisimi modeliyle tutarl
olarak, immiin yetmezligi olan farelerde, hastalik et-
keni ile enfekte edildikten sonra normal organoidleri
invaziv karsinomlara doniistiirmek amaciyla dortlii
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mutasyonlar gerekirken, APC ve Trp53 genlerinin ol-
mamasi, kolorektal tiimor ilerlemesinde ayirt edici
0zellik olan kromozomal instabilitenin indiikleme-
sinde yeterlidir. Farkli mutasyonlarin rastgele olarak
m1 yoksa kronolojik bir sira ile mi meydana geldigi-
nin dogrudan gosterilmesi ilk kez bu model ile miim-
kiin olmustur. CRISPR-Cas9 vektorii, homoloji
yonlendirmeli onarim [homology directed repair
(HDR)] i¢in bir DNA dondriiyle birlikte verildiginde,
B-katenin kodlayan gende bir spesifik nokta mutas-
yonu oldugu ve bu stratejinin daha kesin genom
diizenleme siireglerinde kullanilabilecegi bildirilmis-
tir.**3% Kanser modellemesi igin CRISPR-Cas9 plaz-
midleri kullanilarak yapilan somatik transfeksiyona
baska bir 6rnek olarak Zuckermann ve ark., gelis-
mekte olan fare beyninde polietilenimin ve in utero
elektroporasyon kullanarak farkli timor baskilayici-
larini [“protein patched homolog 1 (Ptchl)”, Trp53,
Pten ve norofibromin 1 (Nf1)] hedef almis, farelerde
bir dizi mutasyona bagli medullablastoma ve/veya
glioblastomalar gelistigini bildirmislerdir.*

Cinli aragtirmaci onkolog You ve ark., metasta-
tik akciger kanseri olan bir hasta lizerinde denenen
klinik asamadaki bir terapi yontemi ile hastadan
kendi bagisiklik hiicrelerini izole edip CRISPR ile
modifiye ederek tekrar nakletmis, bu sekilde kanserli
hiicrelere karst etkili bir saldir1 meydana getirmeyi
amaclamuslardir.’” Kanserli hiicreler bir savunma me-
kanizmas1 olarak, bagisiklik sistemi hiicrelerini
(sitotoksik T-hiicreleri) kisa zamanda etkisizlestire-
bilmek i¢in hiicre yiizeylerinde “programlt 6liim li-
gandi-1 [programmed death ligand-1 (PD-L1)]
molekilleri iretmektedirler. PD-L1, T-hiicreleri tize-
rinde yer alan “programli 6lim-1 [programmed
death-1 (PD-1)]” reseptdrlerine baglanip, T-hiicrele-
rinin programli 6liim fazina girmesine neden olurlar.
Bu ¢alismada, hastadan izole edilen T-hiicrelerinde
PD-1 geni CRISPR sistemi ile spesifik olarak mutas-
yona ugratilarak etkisizlestirilmis ve PD-1 molekiilii
iretmeyen T-hiicreleri hastaya tekrar nakledilerek
kanserli hiicrelere kars1 daha etkili olmas1 amaglan-
mistir.

Mintz ve ark., CRISPR-Cas9 sisteminin meme
kanserinin tan1 agamasinda, RNA-6zgiin tekli efek-
tor protein C2c¢2 sisteminin kullanimi ile yiiksek
hassasiyetle niikleik asit saptamaya olanak saglaya-
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bilecegini, mutasyon repertuvarini ve transkripsiyo-
nel meme kanseri igaretlerini karakterize etmek icin
kullanilabilecegini bildirmislerdir.*® Hastalik model-
lemesinde, CRISPR-Cas9 teknolojisi ile hastalik pa-
togenezinde rol oynayan onkojenlerin ve timor
baskilayici genlerin secici olarak yapilandirilabilece-
gini, tedavi asamasinda ise hem gen terapisini gelis-
tirmek, hem de katalitik olarak 6lii varyant (dCas9)
ile malign hiicrelerin epigenetik manzarasini yeniden
programlamak i¢in uygulanabilecegini belirtmisler-
dir. CRISPR-Cas9 ile bagisiklik hiicreleri, kanser
hiicrelerine yonlendirilebilir ve antitimor bagisiklik
tepkilerini giiclendirmek i¢in tasarlanabilirler; kanser
tedavisinde immiinoterapinin onemi giin gegtikge art-
tigindan bu gelismeler son derece degerlidir.

SINIR SISTEMI

CRISPR-Cas9, bir¢ok hiicre tiirlinde genom modifi-
kasyonuna olanak sagladigindan, ndronal hiicrelerde
de kullanilabilmesi i¢in c¢aligmalar yapilmaktadir.
Ancak, genetik modifiye edici ajanlarin beyne ulasti-
rilmasi zorlu bir siirectir ve bunun i¢in viral vektorle-
rin kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. CRISPR-Cas9
modifikasyonlari i¢in kullanilan viral vektorler olan
LV, AV ve AAV arasinda, genomik integrasyona izin
vermedigi ve giivenli bir nonimmiin yanit olusturdugu
icin AAV One ¢ikmaktadir. AAV nin insan klinik de-
nemelerinde kullanilmasi Amerikan Gida ve ilag Dai-
[Food and Drug Administration (FDA)]
tarafindan onaylanmistir.*

resi

In vivo gen diizenleme i¢in tek bir AAV vektor
igine paketlenebildiklerinden, spCas9 ve “Staphylo-
coccus aureus Cas9 (saCas9)” gibi kii¢iik Cas9 orto-
loglarinin beyin c¢alismalarinda kullanilmasi daha
caziptir. CRISPR-Cas9 ekspresyonu yapan viral vek-
torlerin fare beynine enjeksiyonu ile basarili bir se-
kilde noronlarda spesifik genlerin modifikasyonunu
basarmis ¢alismalar bulunmaktadir.***' Viral vek-
torler yerine nonviral tagima yontemlerinin (polie-
tilenimin, biyoindirgenebilir lipid, lipozom aracili
transfeksiyon ve in utero elektroporasyon) kulla-
nilmasinin da miimkiin oldugu, ancak bu sistemle-
rin kararlt bir ekspresyon yaratamadigi ve beyne
enjeksiyonlar1 konusunda giivenlikle ilgili kaygilar
oldugu bildirilmistir.* Bir diger yontem ise zigot
icine cas9 mRNA ve sgRNAnin enjeksiyonu ile
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erken embriyoda genlerin modifikasyonunun saglan-
mas1 yaklasgimidir. Bu yontemin kullanilmasi ile ya-
pilan ¢caligmalarda (zebra baligi, sinek, kurbaga, fare,
sigan ve tavsanlarda) basarili sonuglar elde edildigi
bildirilmistir.>>***¢ Dolayisiyla CRISPR-Cas9’un
herhangi bir geni dogrudan hedef alabilme yetenegi,
norodejeneratif hastaliklarla ilgili ¢calismalarda kul-
lanilmak iizere hayvan modelleri olusturmay1 miim-
kiin kilabilir. Ornegin Parkinson hastalig1 ile iliskili
oldugu bilinen Pten ile indiiklenen kinaz 1 (PINK1)
ya da Parkin genlerindeki mutasyonlar sebebiyle g6z-
lenen fonksiyon kaybini gdsterebilmek icin ilgili fe-
notipi taklit eden hayvan modelleri, CRISPR-Cas9
ile kolaylikla olusturulabilir. Ayrica sistem, eriskin
hayvanlarda da sinir hiicreleri lizerine hedeflenerek
kullanilabilir. 2016 yilinda CRISPR-Cas9 sistemi ilk
kez Alzheimer hastalig1 mutasyonlarini [amiloid pre-
kiirsoér protein (APP) Isve¢ tipi ve Presenilin-1
(PSEN1) M146V mutasyonlari ile ko-transfeksiyon]|
modellemek i¢in kullanilmis ve benzer nérodejene-
ratif hastaliklarin patogenezinin aydinlatilmasiyla il-
gili yapilacak caligmalarda yeni verilerin elde
edilmesini kolaylastirabilecegi gosterilmistir.*’

Ailevi amyotrofik lateral skleroz vakalarinda sii-
peroksit dismutaz 1 ve RNA baglanan protein FUS
(Fused in Sarcoma/Translocated in Sarcoma, sarko-
mada fiize olmus/sarkomada transloke olmus) dahil
bir¢cok gende mutasyonlar bulunmaktadir. CRISPR-
Cas9 kullanilarak, SOD A272C ve FUS G1566A gibi
patojenik allellerin, indiiklenmis pluripotent kok hiic-
reler (iPSC’ler)’de patojenik olmayan normal allel-
lere doniistiirilebildigi  bildirilmistir.
sablonunun, yabanil tip allel ve homoloji kolu ige-

Onarim

ren bir dondr plazmid veya lineer bir tek sarmalli
oligodeoksiniikleotid (ssODN) ile saglandigi belir-
tilmistir.** Benzer CRISPR/Cas yaklasimlarinin,
frontotemporal demans ve Alzheimer hastaliginda da
hastalik modellerinin izojenik bir hiicre panelinin
olusturulmasi amaciyla kullanildig: belirtilmistir.*

GENETIK HASTALIKLAR

CRISPR-Cas9 gen diizenleme sistemi i¢in en uygun
gorlinen genetik hastaliklar, tek allelin hedeflenme-
siyle ¢oziim bulunabilecek olanlardir; biallelik he-
deflemede etkinligin daha diisiik oldugu bilinmek-
tedir.”® Ancak, birgok genetik hastalikta kompleks
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coklu mutasyonlar daha sik goriilmekte ve es zamanli
hedeflemelerin yapilmasi gerekmektedir. CRISPR-
Cas9’un birden fazla sgRNA kullanarak ayni anda
birden fazla genomik lokusun degistirilmesi konu-
sundaki basaris1 sayesinde, yakin gelecekte bu es
zamanli hedeflemenin de gergeklestirilebilecegi dii-
stinilmekle birlikte, heniiz tedavi asamasinda bir
ilerleme kaydetmek pek miimkiin gériinmemekte-
dir."

Beta-talasemi, kistik fibrozis, HIV-1, Duchenne
muskiiler distrofisi, kalitimsal tirozinemi, polisitemi
vera, katarakt, Epstein-Barr viriisii, diisiik yogunluklu
lipoprotein kolesterol gliniimiize kadar CRISPR-Cas9
ile tedavisi hedeflenmis hastaliklardan bazilaridir.
Patojenik gen {iriinlerinin iiretimi nedeni ile olusan
hastaliklarda CRISPR-Cas9, “homolog olmayan ug
birlestirme [non-homologous end joining (NHEJ)]
yontemiyle dominant alleli bozmak icin kullanabi-
lir. Eger hastalik bir genin islev kaybetmesi ile olu-
suyorsa, HDR ile dondr kalip iizerinde genin
diizgilin isleve sahip olaninin kopyasi kullanilarak
diizeltilebilir.” Gen terapisi, mutasyon onarildiginda
hiicrelerin secici bir avantaj sagladigi durumlarda ide-
aldir. Eriskin farelerde fumaril asetoasetat hidrolaz
(FAH) enzimini kodlayan gendeki bir mutasyonun
(insan kalitimsal tirozinemi tip I modeli) diizeltilme-
siyle bu durum basarili bicimde kanitlanmstir. Calig-
manin basinda hepatositlerin %0,4 {inlin onarildigi,
ancak FAH-pozitif hiicrelerinin tedavi ile arttig1 ve
onemli terapotik etkinlik sagladigi bildirilmistir.’!

Science dergisinde 2016 yilinda yayimlanan es
zamanli 3 calismada, “Duchenne muskiiler distro-
fisi’ne sahip farelerin postnatal genom diizenlemesi
yoluyla basarili bir sekilde tedavi edildigi bildiril-
mistir.>* Arastirmacilar, farelerde muskiiler distro-
fiyi tedavi etmek icin CRISPR genom diizenleme
araglar1 olan sgRNA ve Cas9’u bir adenoviriis tasi-
yic1 yardimiyla kas i¢ine transfer ederek hastalikta
goriilen kusurlu ekzonu ¢ikartmay1 ve kaslardaki bag-
lica proteinlerden birinin {iretimini saglamay1 basar-
mislardir. Ayrica CRISPR’nin yanlig ekzonu kaldi-
rarak, eslenik zinciri dogru kodlamastyla proteinin
normal versiyonunu iiretmeyi basardiklar1 bildiril-
mistir. Bu ¢alismalarin sonuglari, genetik hastaligi
olan eriskin hayvanlarda CRISPR y6ntemi kullanila-
rak elde edilen ilk basaridir.
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Huntington hastalig1 (HD), mutant proteinin do-
minant kalitim ile hastaliga neden oldugu bir¢ok ge-
netik bozukluktan biridir. HD mutasyonu, Huntingtin
geninde (HTT), cok sayida (35’ten fazla) CAG dizisi
tekrar1 olan kisilerde goriilmektedir. Bunun sonu-
cunda ilgili gen bolgesi kullanilarak iiretilen sito-
plazmik Huntingtin proteininde oldukc¢a uzun bir
poliglutamin kuyrugu olusur. Bu mutasyon, insan-
larda cogu kez bagimsiz olarak ortaya ¢ikar ve HD
popiilasyonundaki bir¢ok farklit DNA haplotipinde
bulunur. HD’de istemsiz hareketler, bilissel diisiis ve
psikiyatrik rahatsizliklar dahil olmak iizere 35 belir-
gin karakteristik klinik semptom goriilebilir.>® Yapilan
bir ¢alismada arastirmacilar, CRISPR-Cas9 gen dii-
zenleme teknolojisini kullanarak sadece mutant HTT
DNA’y1 hedef alan bir strateji gelistirerek mutant al-
leli silmeyi hedeflemislerdir. Tlk olarak, en sik gorii-
len 8 HTT geni haplotipinde goriilen allelleri PAM
sekanslari olusturan veya ortadan kaldiran DNA var-
yasyonlarii tek tek ortaya g¢ikarmiglardir. Daha
sonra, mutant kromozom haplotipinde bulunan fakat
belirli bir HD hastasinda normal kromozom haploti-
pinde bulunmayan PAM dizilerinin ¢iftlerini belirle-
mislerdir. Normal alleli degistirmeden, mutant allelin
promotor bolgesini, transkripsiyon baslangic bolge-
sini ve CAG genlesme mutasyonunu ortadan kaldir-
mak i¢in es zamanl olarak 2 hastaya 6zgii PAM
bolgesini hedeflemek icin kisisellestirilmis CRISPR-
Cas9 stratejisini kullanmuslardir. Ozel olarak tasar-
lanmig mutant haplotipe 6zgli PAM degistirici tek
niikleotid polimorfizmi varyasyon ¢iftlerini kullanan
bu CRISPR-Cas9 stratejisinin, tamamen allel spesifik
bir sekilde kaynagindan mutant allelleri etkisiz hale
getirmeyi saglayacagi ve arka plandaki haplotip hak-
kinda yeterli bilgi ile insan genomundaki herhangi bir
mutasyonun ortaya ¢ikmasini inaktive edebilecegi
bildirilmistir.%

ENFEKSIYON HASTALIKLARI

CRISPR-Cas9, viral direncli genler ya da proviral
DNA’y1 hedefleyerek antiviral stratejilerde kullanila-
bilir. Ugiincii kromozomda cesitli kemokin reseptor-
lerini kodlayan genlerle birlikte bulunan CCRS5
geninin HIV-1 i¢in koreseptdr olarak davrandigi ve
beyaz irkta genin tek kodlayic1 ekzonunda bir 32 lup
delesyonu bulundugu belirlenmistir. CCR5 A32 ola-
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rak adlandirilan ve bu mutant allele sahip olan birey-
lerin, HIV-1 enfeksiyonuna direngli oldugu bildiril-
mistir.’” Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, insan
iPSC hiicrelerinde bu mutasyonu tetiklemek ig¢in
CRISPR-Cas9 kullanilmis ve boylece ilgili mutas-
yona sahip hiicrelerde HIV-1 enfeksiyonuna direng
saglandigi belirlenmistir.®® CRISPR-Cas9, enfekte
insan hiicre dizilerinde Epstein-Barr viriisii ve HIV-
I’in genomlarin1 pargalamak ve etkisizlestirmek
amaciyla da kullanilmistir.>®* Bu timit verici sonug-
lar ile iPSC’lerin kullanimi birlestiginde, HIV-1 en-
feksiyonunu tedavi etmek i¢in daha giivenli ve
transplant bazli bir yontem gelistirilebilecektir.

Lyme hastalig1, Borrelia burgdorferi’nin etken
oldugu spiroketal bir hastaliktir. Normalde yumurta-
dan yeni ¢ikmis keneler bir bakteri tasimadiklarindan
tehlike olusturmamaktadir. Ancak, gen¢ keneler
beyaz ayakli farelerin iistiinde yasayip onlardan bes-
lenirken bu bakteriyi viicutlarina almakta ve bu bak-
teriler de insanlara bulastiginda Lyme hastaligina
neden olmaktadir. “Massachusetts Institute of Tech-
nology”’den evrimsel biyolog Kevin Esvelt ve ekibi-
nin beyaz ayakli farelerin genetigini degistirerek
hayvanlarin bakteriye kars1 bagisiklik kazanmasini
saglamaya c¢alistiklar1 bildirilmigtir. Arastirma-
cilar 6nce antikor iiretimini baglatmak icin beyaz
ayakli farelere Lyme asisint enjekte etmis, daha sonra
antikor kodlayan DNA’y1 izole edip CRISPR aracili-
giyla direngsiz farelere yerlestirmislerdir. Genetik
olarak degistirilen bu farelerin serbest birakilmast,
vahsi popiilasyonlarla tiremelerine izin verilmesi ve
bu silirecte Lyme hastaliina direng gostermeleri
amaglanmigtir.®

ANTIMIKROBIYAL AJANLAR

Antimikrobiyal ajanlara direngli bakteriler, giinii-
miizde diinya ¢apinda ciddi bir saglik sorunu olus-
turmaktadir. Bakteriyel enfeksiyonlari tedavi etmek
icin antibiyotiklerin bilingsiz ve asir1 kullanimi, en
yaygin FDA onayli tedavilere kars1 hizla gelisen bak-
teriyel adaptasyon ve direng ile sonuglanmistir. Has-
talik Kontrol ve Onleme Merkezleri tarafindan
hazirlanan 2013 raporuna gore, antimikrobiyallere di-
rengli bakterilerin yilda 2 milyondan fazla insana bu-
lastig1 ve bu kisilerin en az 23.000’inin enfeksiyon
sebebiyle 61digii bildirilmistir.®!
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CRISPR bazli antibakteriyeller, patojenik bak-
terileri hedef alma potansiyeli tasiyan bir antibakte-
riyel takimi olusturulmasi i¢in yeni ve uyarlanabilir
bir metottur. CRISPR-Cas sisteminin énemli bir 6zel-
ligi, patojenik veya kommensal bakteriyel tiirler ara-
sinda kolayca ayirt edilmesine izin verecek sekilde
diziye 6zel hedefleme kabiliyetidir. Bakterilerin ken-
dilerini savunmak i¢in kullandigi CRISPR-Cas sis-
temlerini onlara atak yapacak hale doniistiirmek icin
CRISPR kilavuz RNA’lar1 patojenlere 6zgii viriilans
veya temel kromozomal genleri hedeflemek igin ta-
sarlanabilir. Bakterilerde ¢ift sarmalli DNA kiriklari-
nin indiiklenmesi, 6liimle sonuglanir. Potansiyel bir
antibakteriyelin iretilmesi i¢in CRISPR-Cas9 gen
diizenleyici olarak kullanilabilir. CRISPR-Cas9 ile
iretilen antibakteriyeller yaklagik 160-kDa protein-
RNA kompleksinden olusur ve bu biiytikliikte bir
kompleksin bakteri membranindan etkili sekilde
geemesi oldukga zorludur. CRISPR-Cas9 igeren an-
tibakteriyellerin verilisi, tiire 6zgii faj veya miihen-
dislik faj iskeleleri kullanilarak ¢6ziilebilir ve tedavi
heniiz sadece metisiline direncli Staphylococcus au-
reus (MRSA) gibi dis ve topikal olarak tedavi edile-
bilir enfeksiyonlarda saglanabilmektedir. Sistemik
hiicre i¢i enfeksiyonlar1 veya doku ve/veya organ spe-
sifik enfeksiyonlari ele almak i¢in ek stratejilere ihti-
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yag vardi

Umeyama ve ark., uzun siire vorikonazol teda-
visi alan bir hastadan cyp51A mutasyonlari
Gly138Ser ve Asn248Lys ile pan-azole direngli bir
Aspergillus fumigatus susu izole etmis ve mutasyon-
larla birlikte cyp51A igeren PCR fragmanlarini, Cas9
proteini ve tek kilavuz RNA ile birlikte azole diren-
¢li/duyarli suslara eklemiglerdir.®® Rekombinant
suslarin, Ser138’in glisin ile yer degistirmesiyle du-
yarliligin artmis oldugu gosterilmistir. CRISPR-
Cas9 genom diizenlemesi kullanilarak klinik
izolatlarda engellenen genetik rekombinasyonun ger-
ceklesebilecegi bildirilmistir.

Shabbir ve ark., Campylobacter jejuni NCTC
11168’de Cas9 geni ve antimikrobiyal direng arasin-
daki iligskiyi bulmay1 amacladiklar1 ¢alismada, Cas9
geninin Campylobacter jejuni nin antimikrobiyal di-
rencine katilimini, minimum inhibitor konsantras-
yonunu, standart suslarda CRISPR-Cas gen eks-
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presyonunu ve in vitro direng gelisimini bir cas9 de-
lesyon mutantinin ve yabanil suslarin transkriptom
analizinin degerlendirilmesiyle belirlemislerdir.%
Standart suslarda CRISPR ile iligkili genlerin artan
ekspresyonunu ve cas9 mutant susunun antibiyo-
tiklere karsi vahsi sustan daha duyarli oldugunu
gozlemlemislerdir. Transkriptom analizinde, cas9
geninin, C. jejuni’de antimikrobiyal direnci artir-
mak i¢in birkag geni diizenledigi ortaya konmus ve
CRISPR-Cas sisteminin C. jejuni’de antimikrobiyal
direncin artirilmasinda rol oynadig: bildirilmistir.

I GUVENLIK ENDISELERI: HEDEF DISI ETKILER
CRISPR ile ilgili ilk endise, teknolojinin giicii ve tek-
nik smirlamalari konusundadir. Hedef iizerinde sinirli
diizenleme etkinligi, eksik diizenleme (mozaiklesme)
ve yanlig hedefe yonelik veya hedef dis1 diizenleme-
ler bu endiseler arasinda yer almaktadir. Hayvanlari
ve insan hiicre hatlarini igeren CRISPR deneylerinde
bu sinirlamalarla karsilasildigi bildirilmistir.% 2001
yilinda yiiriitiilen bir ¢aligmada, “X-linked severe
combined immunodeficiency” tedavisi i¢in uygula-
nan gen terapi ¢aligsmasi sonucunda, viral vektoriin
yapisma bolgesinde meydana getirdigi onkojeneze
bagli olarak hastalarda 16semi gelistigi bildirilmistir.*®
Bu nedenle, hedef genomda zararli degisikliklere
sebep olabilecek CRISPR-Cas9 riskini dikkatle de-
gerlendirmek gerekmektedir. Yakin zamandaki calig-
malarda, CRISPR-Cas9’un hedef dis1 mutasyonlari
tetikleyebilecegine dair veriler bildirilmistir.>-
CRISPR-Cas9 sistemi bir¢ok hastalik ve durumda ge-
netik modifikasyona olanak saglamasi agisindan
uygun goriinse de hedef dis1 etkiler [off-target effects
(OTE)]’in meydana gelme ihtimali ve OTE’lerin or-
taya ¢ikmasini engelleyebilecek bir stratejinin gelis-
tirilememis olmasi, bu sistemler kullanilarak tedavi
uygulamalarinin yapilabilmesini olanaksiz kilmakta-
dir. OTE diizeyleri, DNA'daki guanin-sitozin (GC)
icerigi ve kromatin erisilebilirligi gibi faktorlere bagh
olmakla birlikte, disaridan yapilacak bir miidahale-
nin bu etkilerin sayisini ve ortaya ¢tkma ihtimalini
artirabilecegi diigiiniilmektedir.’®%® Ancak teknoloji,
benzeri goriilmemis bir hizla gelismektedir. Daha ve-
rimli ve hassas CRISPR araclar gelistirildikge, bu
konularin ¢dziillecegi muhakkaktir. Diger endiseler
ise degistirilmis organizmalarin siiresiz olarak etkile-
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nip etkilenmeyecegi, diizenlenmis genlerin gelecek
nesillere aktarilip aktarilmayacagi ve potansiyel
olarak bu organizmalari beklenmeyen sekillerde et-
kileyip etkilemeyecegidir. Teknik kisitlamalar ve
biyolojik sistemlerin karmasiklig: ile birlikte, dii-
zenlenen bir organizmanin gelecegi hakkinda kesin
tahminlerde bulunmanin ve olasi risk ve yararlari
Ol¢menin imkansiz olmasa bile oldukg¢a zor olabi-
lecegi bildirilmigtir. Ayrica genomun beklendigi
gibi diizenlenmesi ve istenen islevsel ¢ikt1 verilen
zamanda elde edilmesine ragmen genetik bilgi ile
biyolojik fenotip arasindaki karmasik iliskinin tam
olarak anlagilamamas1 diger bir tereddiit konusu-
dur.®

¥ GOVENLIGI ARTIRVIAK iCIN ONERILER

CRISPR-Cas9 sisteminin giivenligini artirabilmek
amaciyla ilk hedeflenen olay, 6zgiin ve daha spesifik
sgRNA’larin gelistirilmesiyle OTE’leri en aza indir-
mektir ve bu amagla bir dizi biyoinformatik sistem
gelistirilmistir. Elde edilen bu veriler ile ayn1 za-
manda potansiyel hedef dis1 sahalar1 da hizli ve ucuz
bir sekilde tespit etmek miimkiin olabilecektir.”” En
stk kullanilan stratejilerden biri, daha spesifik tasa-
rim yaparak OTE diizeylerini indirebilmek ig¢in
sgRNA'nin ¢esitli parametrelerini degistirmektir.
Bunun i¢in, 5" ucunda iki ek guanin niikleotidi ve
daha kisa tamamlayic1t bolgeleri olan kesilmis
sgRNA’larin kullanimi, spesifikligi artirmakla bir-
likte hedef iizerindeki verimliligin azalmasina da
sebep olabilir.?® sgRNA’nin GC igeriginin diigtiriil-
mesi daha yiiksek spesifisite saglayabilir, ancak
bunun yapilabilmesi hedeflenen gen lokusu ile dog-
rudan ilgilidir.®

Genom diizenlemelerini optimize etmek ve
OTE’leri en aza indirmek i¢in Cas9 proteininde de
modifikasyonlar yapilabilir. Bu modifikasyonlarin
gerceklestirilebilmesi i¢in yapilan bir ¢caligmada, ka-
talitik domaine sahip bir Cas9 nikaz mutant1 gelisti-
rilmigtir. Bu protokol ile arastirmacilar, hedef
bolgelerin se¢imi, boliinme etkinliginin degerlendi-
rilmesi ve hedef dis1 faaliyetlerin analizi i¢in deney-
sel olarak tiiretilmis kilavuzlar saglamay1 amaclamis-
lardir. Cas9 nikaz mutantlari, DNA’da yabanil Cas
enzimleri tarafindan olusturulan ¢ift iplikli kirilma-
lar yerine gRNA-hedefli tek iplikli kirilmalar mey-
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dana getirerek hedef bolgede bir gentik olusturur.
Karsit ipliklerde ¢ift iplik kiriklart olusturan eslesmis
Cas9 nikazlarin kullanilmasiyla bu metot, etkin bir
sekilde diizenlemenin 6zgiilliigiinii iki katina ¢ikar-
maktadir.” Eslestirilmis nikazlarin kullanilmasi ile
HDR etkinligi artacagi i¢in ilgili bolgeye diizeltilmis
bir allel yerlestirildiginde olumlu sonuglar alinabile-
cegi gosterilmistir.?®

Optogenetik sistemler, hiicre davraniginin me-
kansal ve zamansal kontroliinii saglar. Polstein ve
Gersbach, mavi 151k varliginda endojen genlerin
transkripsiyonunu indiikleyen 1sikla aktive olan bir
CRISPR-Cas9 efektor (LACE) sistemi tasarlamis-
lardir. Bu teknoloji, Arabidopsis thaliana‘nin CRY2
ve CIBI1 proteinlerinden elde edilmistir ve Cas9’un
aktivasyonu mavi 1s1ga maruz kaldiktan sonra ger-
ceklesmektedir. Cok yonlii LACE sisteminin, endo-
jen genlerin dinamik diizenlenmesi i¢in yeni DNA
dizilerine kolayca yonlendirilebilecegi bildirilmis-
tir.”

CRISPR-Cas9 sisteminde gilivenligi artirmak
i¢in transpozonlar gibi kiiglik molekdiller de potansi-
yel olarak aktiviteyi indiiklemek igin kullanilabilir.”!
Bu, istenen ekspresyonun kistik fibrozis gibi hasta-
liklarda spesifik organlara hedeflenmesi gerektiginde
yararl olabilir. Transpozonlar, bir hiicre genomunda
farkli yerlere, transpozisyon olarak adlandirilan bir
siiregle hareket edebilen DNA dizileridir. Memeli-
lerde kullanilan transpozon sistemlerinden biri Piggy-
Bac (PB) transposaz aracidir. PB’nin transpozon
aktivitesi yiiksek oldugundan, PB transposaz araci
“kusursuz” diizenlemeye izin verir ve bu diizenleme
sonucunda dondr vektoriiniin hedef genomda higbir
izi kalmaz.”> PB transposaz aracinin insan iPSC’le-
rinde yapilan ¢alismalarda, Cas9 ile birlikte kullani-
min kusursuz bir gen diizeltmesi i¢in uygun oldugu
gosterilmistir ve 6ngoriilemeyen etkilere sahip hi¢bir
sekansin hedef bolgeye eklenmemesi de bu yontemin
giivenli bir ¢oziim olabilecegini diistindiirmekte-
dir.>*® Bu bilgiler 1s1g1nda yapilacak olan terapotik
uygulamalar i¢in 6nce, seg¢ilen sgRNA tarafindan
indiiklenen hedef dig1 mutagenez diizeyinin deger-
lendirilmesi ve ardindan gerekirse diizenleme prose-
diirtinde degisikliklerin yapilmasi strateji olarak
uygun goriinmektedir. Tedavilerin daha giivenli ola-
bilmesi i¢in 6zgiinliikk ve verimlilik arasinda uygun
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bir dengenin bulunmasi énemlidir.”? Ozgiinliik,
sgRNA ve hedef DNA arasindaki uyumsuzluklarin
sayistyla dogrudan iliskili oldugu i¢in potansiyel
hedef dis1 alanlar sayisal olarak hesaplanarak belir-
lenebilir.? Bu hedef dig1 alanlar daha sonra Cas9’un
neden oldugu mutasyonlari tespit etmek i¢in gelisti-
rilmis stratejiler kullanilarak analiz edilebilir.”

I ETIK KAYGILAR

CRISPR-Cas9 teknolojisinde neredeyse her giin yep-
yeni bilimsel gelismeler yasanirken, bir yandan da
ciddi etik kaygilar ortaya ¢ikmaktadir. Cok sayida
hastaligin tedavisinde yeni bir umut olacag: diigiin-
cesiyle heyecanlandirirken, insan embriyolar1 iize-
rinde genom diizenleme firsatinin kotiiye kullanila-
bilecegi diisiincesiyle bilimsel ¢evrelerde ¢ekinceler
yaratmaktadir. CRISPR’nin kullanimina ne 6lciide
izin verilmesi gerektigi, CRISPR uygulamalarina eri-
sim, insan denekler igeren klinik arastirmalar i¢in
yasal ¢ergevelerin insan germ hattinin diizenlenmesi
de dahil olmak iizere her tiir insan genomu diizenle-
mesini icermesi ve uygun olmayan CRISPR kullani-
minin uluslararast regiilasyonlarla belirlenmesi
gerektigi tizerinde tartigilan en temel etik sorunlar-
dir.%

Etik tartismalar, oncelikle CRISPR sistemlerinin
biyomedikal, yasal ve etik yonlerini incelemek igin
CRISPR-Cas9 sistemlerini gelistirenler, bilim adam-
lar1 ve etik ekibinin bir araya geldigi 2015 Napa Va-
disi toplantisinda baslamistir.”* Daha sonra ABD
Ulusal Bilim, Miihendislik ve Tip Akademisi, Cin Bi-
limler Akademisi ve Birlesik Krallik Kraliyet Cemi-
yeti daha kapsamli gériismeler igin Uluslararasi insan
Gen Diizenleme Zirvesi’nde bir araya gelerek, insan-
larda teknolojinin ne zaman, nerede ve nasil uygula-
nabilecegini incelemislerdir. Etik kaygilar iizerine
tartismalar, NASEM’in multidisipliner bir komitesi-
nin, insan genom diizenlemesinin sayisiz sonucunu
inceleyen kapsamli bir rapor yayimladigi Subat 2017
tarihinde de devam etmisti. NASEM raporu bugiine
kadar, insan genom kurgusu hakkindaki genis kap-
saml1 endiseleri inceleyen belki de en etkili ve kap-
saml1 analizi sunmaktadir. Komite, somatik genom
diizenlemesinin 6nemini desteklemis, ancak mevcut
durumda herhangi bir gelistirme i¢in genomik modi-
fikasyona izin vermemistir. Ayrica su anda izin veril-
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memesine ragmen komite, dikkatli bir sekilde, insan
genom diizenlemesinin, germ hiicrelerinin modifiye
edilmesinin, genomik diizenlemeyi gelecek kusaklara
potansiyel olarak aktarabilecek yeni bir kisi yaratma
amactyla belirli kosullar altinda izin verilebilecegi
sonucuna varmistir ve bu kosullari, “Ilgili teknik ve
sosyal kaygilar 15131nda kalitsal genom diizenleyici
arastirma denemelerine, yalnizca klinik denemele-
rin yetkilendirilmesi i¢in mevcut risk/fayda stan-
dartlar1 kargilanabiliyorsa, sadece zorlayici nedenler
s6z konusuysa ve denemeler siki gdzetim altinda ger-
ceklestirilecekse izin verilebilir.” seklinde agiklamis-
tir.”

CRISPR teknolojisi her gecen giin gelismeye
devam etmektedir. Var olan sistemler yenilikgi iler-
lemeler igerecek sekilde yeniden tasarlanmakta ve he-
yecan verici bicimde yeni islevlere sahip yeni
CRISPR sistemleri kesfedilmektedir. Bu tiir devrimci
araglarin potansiyel yararlari sonsuzdur. Bununla bir-
likte, giiclii yeni bilimsel arag olarak ahlaki kaygilar
artiran riskler de vardir. Etik tartismalarin sonuca
varabilmesi i¢in iyi kontrol edilen, tekrarlanabilir
deneyler yapilmasi ve klinik denemeler hakkinda
bilingli kararlar alinmas1 gerekmektedir. Su asa-
mada bir¢ok uluslararasi yasa bu tiir arastirmalari
yasaklamakta ve/veya belirli arastirma tiirleri i¢in
finansmani engellemektedir. Bu nedenle, faydalar
ve risklerle ilgili genis veriler heniiz mevcut degil-
dir. Farkli toplum disiplinlerinin katkida bulundugu
ulusal ve uluslararasi kuruluglarin arastirma ve etik
kurallar1, federal fon kuruluglar1 ve kurumsal yo6-
netim kurullar1 i¢in potansiyel riskleri en aza indir-
mek ve CRISPR teknolojisinin potansiyel faydalarini
en ist diizeye ¢ikarmak i¢in kritik 6neme sahip ola-
caktir.

0 SONUC

CRISPR-Cas9 sisteminin kesfi ile bireye ve etkene
0zgii tedavide yeni ufuklarin a¢ilmasi s6z konusu ol-
mustur. Ancak yontemin, genetik ve/veya sonradan
olusan hastaliklarin tedavisinde kullanimi igin asil-
masi gereken ¢ok sayida engel ve ¢oziilmesi gereken
sorunlar vardir. Ozellikle insan germ hiicreleri {ize-
rinde genom diizenleme tekniginin kullaniminin sos-
yal, etik ve yasal sonuglar lizerine ciddi tartigmalar
yapilmakta ve bu konu heniiz etik olarak da uygun
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goriilmemektedir. Bununla birlikte, CRISPR-Cas9
teknigi sadece insanlar i¢in degil, diger canli orga-
nizmalar ve ¢evre ile ilgili risk degerlendirmelerinde
de zararsizlik ilkesi geregi glivenlik sorunlarini bera-
berinde getirmektedir. Genetik diizenlemelerin gii-
venli bir gsekilde yapilmasini saglayacak stratejilerin
gelistirilememis olmasi ekolojik bozulma gibi bircok
kaygty1 da beraberinde getirmektedir.

Finansal Kaynak

Bu ¢alisma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dogru-
dan baglantisi bulunan herhangi bir ilag firmasindan, tibbi alet,
gereg ve malzeme saglayan ve/veya iireten bir firma veya herhangi
bir ticari firmadan, ¢alismanin degerlendirme siirecinde, ¢alisma
ile ilgili verilecek karart olumsuz etkileyebilecek maddi ve/veya

manevi herhangi bir destek alinmamgtir.

Cikar Catismast

Bu ¢aligma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin
¢tkar ¢atismasi potansiyeli olabilecek bilimsel ve tibbi komite iiye-
ligi veya iiyeleri ile iligkisi, danigsmanlik, bilirkisilik, herhangi bir

firmada ¢calisma durumu, hissedarlik ve benzer durumlart yoktur.
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