
 CRISPR-Cas SiSTEMLERi VE  
KuLLaNIM aLaNLaRI 

Düzenli aralıklarla bölünmüş kısa palindromik tekrar 
kümeleri [clustered regularly interspaced palindro-
mic repeats (CRISPR)] ve CRISPR-ilişkili (CRISPR-

associated) Cas endonükleazlar prokaryotik canlıların 
virüs ve diğer mobil genetik elementlere karşı bağı-
şıklık kazanmalarını sağlayan savunma mekanizması 
bileşenleridir.1 Adaptasyon, ekspresyon ve interfe-
rans aşamalarından oluşan bu süreçte istilacı geno-
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ÖZET Prokaryotlara ait savunma mekanizması bileşenleri kullanılarak ge-
liştirilen düzenli aralıklarla bölünmüş kısa palindromik tekrar kümeleri 
[clustered regularly interspaced palindromic repeats (CRISPR)-Cas] sistemi 
hedefe özgü gen düzenleme aracı olarak in vitro ve in vivo çalışmalarda 
yaygın olarak kullanılmaktadır. CRISPR-Cas sisteminin kullanım alanları 
arasında gen silme, gen ekleme, baz düzeltme, gen ifadesi düzenleme, ge-
nomik lokusları görüntüleme, epigenetik düzenleme ve diagnostik analizler 
yer almaktadır. Bu sistemin güçlü özellikleri arasında bulunan esnekliği, 
çok yönlülüğü ve kolay uygulanabilirliği kullanım alanlarının giderek art-
masına yol açmıştır. Son yıllarda, genlerin biyolojik süreçler ve hücresel iş-
levlerdeki rollerini aydınlatmak için de CRISPR-Cas9 temelli fonksiyonel 
genetik tarama çalışmaları yapılmaktadır. CRISPR taramaları, başta kanser 
olmak üzere, hastalığa bağlı olarak hücrelerin hayatta kalabilmeleri için ge-
rekli olan, hastalık gelişiminden sorumlu genetik faktörlerin tanımlanması 
ve fonksiyonlarının belirlenmesi için kullanılmaktadır. Amaca uygun seçil-
miş gRNA kütüphanesinin hazırlanması ve çoğaltılması, ilgili plazmide 
klonlama, lentivirüslere paketleme ve hücrelere lentiviral transdüksiyon, fe-
notipik seçilim, yeni nesil DNA dizi analizi ve biyoinformatik analiz aşa-
malarından oluşan CRISPR-Cas temelli taramalar, fonksiyonel genetik 
çalışmalarının yüksek verimlilik ve doğrulukta yapılabilmesini mümkün kıl-
mıştır. Patojen-konakçı etkileşimlerinin araştırılması, hastalıkların molekü-
ler mekanizmalarının ortaya konması, yeni tedavi hedeflerinin bulunması 
ve tedavi direncinde rol oynayan genetik faktörlerin belirlenmesi gibi farklı 
amaçlara yönelik tarama çalışmaları da yapılabilmektedir. Bu derlemede, 
farklı CRISPR-Cas sistemleri kısaca özetlendikten sonra genetik tarama ça-
lışmalarının temel mantığı, uygulanışı ve kullanım alanları güncel literatür-
den seçilen örneklerle tartışılacaktır.  
 
Anah tar Ke li me ler: CRISPR-Cas; CRISPR tarama; 

                 fonksiyonel genetik tarama; gRNA kütüphanesi 

ABS TRACT The clustered regularly interspaced palindromic repeats 
(CRISPR)-associated Cas system, derived from the defence mechanism 
components of prokaryotes, is frequently used as a target specific gene edit-
ing tool in in vitro and in vivo studies. Uses of the CRISPR-Cas system in-
clude gene deletion, gene insertion, base editing, gene expression editing, 
genomic locus imaging, epigenetic editing, and diagnostic analysis. Due to 
the strengths of the system such as flexibility, versatility and easy applica-
tion, its usage areas have gradually increased. In recent years, CRISPR-Cas9 
based functional genetic screen studies have been carried out to understand 
the roles of genes in the biological processes and cellular functions. CRISPR 
screens are used to identify genetic factors responsible for disease develop-
ment and determine their functions, which are necessary for the survival of 
cells due to disease, especially cancer. CRISPR-Cas9 screens consisting of 
desing and amplification of the selected gRNA library, cloning in the rele-
vant plasmid, packaging into lentiviruses and lentiviral transduction into 
cells, phenotypic selection, next generation DNA sequence analysis and 
bioinformatics analysis, has allowed functional genetic studies that can be 
performed with high-throughput and high-efficiency. Screening studies can 
be carried out for different purposes such as investigating pathogen-host in-
teractions, revealing the molecular mechanisms of diseases, identifying 
novel therapeutic targets and revealing factors that play a key role in treat-
ment resistance. In this review, after a short summary of different CRISPR-
Cas systems the basic principles of genetic screening studies, their 
application and areas of usage will be discussed with selected examples from 
the current literature. 
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mun bir bölgesi CRISPR belleğine alınır ve aynı is-
tilacıyla yeniden karşılaşıldığında CRISPR-RNA 
(crRNA) aracılığıyla tanınarak degrade edilir.2  

CRISPR-Cas sistemlerinin sınıflandırılması 
esas olarak içerdikleri Cas endonükleazları, lokus-
ların genomik organizasyonu ve efektör proteinleri 
esas alınarak yapılmaktadır. Buna göre CRISPR-
Cas sistemleri 2 sınıf, 6 tip ve 33 alt tipe ayrılmakta-
dır.3 Sınıf-1 CRISPR-Cas sisteminin arkea ve bakteri 
genomlarında, sınıf-2 sisteminin ise sadece bakteri 
genomunda bulunduğu belirlenmiştir. Sınıf-1 
CRISPR-Cas sistemi Tip-I, -III ve -IV’ten, sınıf-2 sis-
temi ise Tip-II, -V ve -VI’dan oluşmaktadır. Tip-I, -
II, -IV ve -V sistemleri DNA’yı; Tip-VI sistemi 
RNA’yı ve Tip-III sistemi de hem RNA hem de 
DNA’yı hedeflemektedir.4,5  

Tip-II CRISPR-Cas sisteminin endonükleazı 
olarak işlev gören Cas9, hedefli gen düzenleme ama-
cıyla kullanılan ilk Cas enzimi olmuştur. Streptococ-
cus pyogenes’den elde edilen Cas9 (SpCas9) 
endonükleazı rehber RNA’yla (guide RNA, gRNA) 
yüklendikten sonra aktive olur ve inaktif konformas-
yonundan DNA tanıma yetkin konformasyonuna 
geçer.6 Genellikle Cas9-gRNA kompleksi hedef 
DNA bölgesine komşu 2-6 baz uzunluğundaki ve 
guanin (G) nükleotit içeriği açısından zengin bir “pro-
tospacer adjacent motif (PAM)” dizisine bağlanır ve 
o bölgeden DNA çift zincirinin açılmasını sağlar; ar-
dından, gRNA-hedef DNA arasındaki Watson-Crick 
baz eşleşmesi gerçekleşir.7 gRNA’nın çekirdek böl-
gesi (seed region) hedef DNA dizisiyle tamamen eş-
leştiğinde, Cas9’un endonükleaz lobundaki (NUC 
lob) HNH ve RuvC domainleri hedef DNA’yı keser-
ler. Burada HNH domaini DNA’yı PAM dizisi son-
rası gelen 3. bazdan ve gRNA’ya komplementer 
zincirden keserken, RuvC domaini de komplementer 
olmayan zincirden keserek küt uçlu (blunt end) bir 
DNA çift zincir kırığı meydana getirirler.6 DNA çift 
zincir kırığının homolog olmayan uç birleştirme 
[non-homolog end joining (NHEJ)] ya da homolog 
rekombinasyonla [homolog recombination (HR)] 
onarılmasına bağlı olarak gen silme ya da gen ekleme 
düzenlemeleri gerçekleşir.8  

Son birkaç yılda, CRISPR-Cas teknolojisiyle il-
gili çalışmalar büyük bir ivme yakalayarak daha da 

geliştirilmiştir ve gen silme, gen ekleme, baz dü-
zeltme, gen ifadesi düzenleme, epigenetik düzen-
leme, görüntüleme ve hatta tanı testi geliştirme gibi 
çok farklı alanlara uyarlanabilmiştir. 

Gen Silme (knock-out, CRISPRko): CRISPR-
Cas sisteminin genomdaki hedef bölgeye yönlendi-
rilmesiyle DNA’nın her iki zinciri kesilir ve bir DNA 
çift zincir kırığı oluşturulur. Bu DNA çift zincir kı-
rığı, HR yoluyla tamirinin gerçekleşmesini sağlaya-
cak kalıp DNA yokluğunda, NHEJ mekanizmasıyla 
tamir edilir. Bu sırada, kırığın bulunduğu bölgede 
indel adı verilen insersiyon-delesyon mutasyonları 
meydana gelir. Bu mutasyonlar, protein fonksiyon 
kaybıyla sonuçlanan çerçeve kaymalarına ya da an-
lamsız mRNA yıkımıyla (nonsense-mediated mRNA 
decay) ortadan kaldırılan veya işlevsiz kısa bir pro-
teinin sentezine yol açan erken STOP kodonunun 
oluşumuyla sonuçlanırlar.9  

Gen silme çalışmaları in vitro veya in vivo has-
talık modellerinin oluşturulmasında, genetik hasta-
lıkların tedavileri için sürdürülen araştırmalarda, 
çeşitli tür kanser ve fonksiyonel kök hücre çalışma-
larında başarıyla kullanılmaktadır.10-13 

Gen Ekleme (knock-in): HR mekanizmasından 
yararlanılarak gerçekleştirilen gen ekleme uygula-
malarında, hücreye CRISPR-Cas sistemiyle birlikte 
eklenmek istenen kalıp DNA dizisi verilir. Kalıp 
DNA’nın her iki ucunda hedeflenen bölgeye özgü ho-
molog diziler bulunur.14 Bu diziler; bir yandan DNA 
kırıklarının HR yoluyla tamirini sağlarken, diğer yan-
dan da eklenmek istenilen DNA dizisinin genoma en-
tegrasyonunu sağlarlar. 

Gen İfadesinin Düzenlenmesi: CRISPR-Cas 
sistemiyle hedeflenen bir genin transkripsiyonel ak-
tivasyonu veya inhibisyonu düzenlenebilir. Bunun 
için genomdaki belirli bir transkripsiyon kontrol 
bölgesini hedefleyen gRNA ve endonükleaz do-
maini inaktive edilmiş Cas enzimiyle birleştirilen 
transkripsiyonel aktivatör veya inhibitör (VP64, 
VP160 gibi) kullanılır. Bu şekilde HNH ve RuvC do-
mainleri mutasyonla inaktive edilmiş ölü Cas9 (dead 
Cas9; dCas9) endonükleazı, DNA’da kırık oluştur-
mak yerine hedeflenen bölgeye transkripsiyonel ak-
tivatör veya inhibitörlerin toplanmasını sağlar.15 
Ayrıca Tip-VI CRISPR sisteminde yer alan Cas13a 
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(C2c2) endonükleazı RNA’ları hedefleyebildiğinden 
hücre içi transkript yıkımı için programlanabilir.16  

Epigenetik Düzenleme: Epigenetik düzenle-
mede CRISPR-Cas sistemi, belirli bir genin lokusun-
daki epigenetik desenin değiştirilmesi amacıyla 
kullanılır.17 Bunun için CRISPR-Cas sistemiyle gen 
ifadesinin düzenlenmesi protokolüne benzer şekilde, 
endonükleaz aktivitesi bulunmayan dCas9 enzimi 
kullanılır. Ancak bu sefer dCas9 ile “kruppel asso-
ciated box (KRAB)” ve p300 gibi epigenetik düzen-
leyiciler birleştirilir. Bu şekilde hedeflenen genin 
metilasyon profili değiştirilebilmekte veya nükleo-
zom yapısındaki histon asetilasyonu veya metilas-
yonu gibi modifikasyonlar düzenlenebilmektedir.18  

Baz Düzeltme: Baz düzeltme çalışmaları için si-
tidin deaminaz (APOBEC1) ve tRNA adenozin dea-
minaz gibi enzimler, endonükleaz aktivitesi 
bulunmayan dCas9 proteinleriyle birleştirilir.19,20 Bu 
şekilde belirli bir genomik bölge hedeflenerek C → 
T, G → A, A → G ve T → C mutasyonları düzeltile-
bilir.21 

Son yıllarda geliştirilen ve “ara değiştir” (prime 
editing) adıyla bilinen baz düzeltme sisteminde mo-
difiye edilmiş gRNA (prime editing guide RNA, 
pegRNA) ile ters transkriptaz füzyon proteini kulla-
nılmıştır.22 Bu sistem, kardiyomiyosit hücrelerinde 
distrofin geninin 51. ekzonunun silinmesine neden 
olan mutasyonun düzeltilmesinde başarıyla kullanıl-
mıştır ve Duchenne musküler distrofi hastalığının te-
davisi için de umut vaat etmektedir.23 Geliştirilen ara 
değiştir sistemine ikinci bir pegRNA’nın eklenme-
siyle twinPE sistemi oluşturulmuştur. TwinPE siste-
miyle gen uzunluğundaki DNA dizilerinin insan 
hücrelerine entegre edilebildiği, 780 baz çifti (bç) bü-
yüklüğündeki delesyonlar oluşturulabildiği ve 108 bç 
büyüklüğündeki DNA dizilerinin değiştirilebildiği 
gösterilmiştir.24  

Genomik Lokusların Görüntülenmesi: Hüc-
resel davranışın düzenlenmesinden sorumlu olan kro-
matin organizasyonu ve lokalizasyonunun, genomik 
fonksiyonun düzenlenmesinde de etkili oldukları bi-
linmektedir.25 Hücrede belirli bir genomik lokusun 
mekânsal-zamansal organizasyonu CRISPR-Cas sis-
temiyle görüntülenebilmektedir. Bu tür çalışmalarda, 
endonükleaz aktivitesi bulunmayan dCas9 ve yeşil 

floresanlı proteinine bağlı gRNA’nın hedeflendiril-
diği spesifik bir genomik lokusun diziye özgü görün-
tülemesi gerçekleştirilebilmektedir.26,27  

Diagnostik Testler: CRISPR-tabanlı diagnostik 
testler Cas13a’nın RNA rehberliğinde ribonükleaz 
(RNAaz) aktivite göstermesi özelliğinden faydalanı-
larak geliştirilmiştir. Tek zincirli RNA virüslerinin 
genomlarında bulunan potansiyel Cas13a bağlanma 
bölgelerine hedeflenen sistem, viral genomun varlı-
ğını belirlemek üzere optimize edilmiştir.28 Daha 
sonra yapılan çalışmalarda, hasta örneklerindeki 
RNA veya DNA dizilerini hızlı bir şekilde saptayan 
“specific high-sensitivity enzymatic reporter unloc-
king” platformu geliştirilmiş ve şiddetli akut solunum 
sendromu-koronavirüs-2 [severe acute respiratory 
syndrome-coronavirus-2 (SARS-CoV-2)] tanısında 
kullanılabilirliği gösterilmiştir.29  

 CRISPR-Cas9 FONKSiYONEL 
GENETiK TaRaMa 

DNA dizileme teknolojileri ve biyoinformatik analiz 
yazılımlarındaki gelişmeler sayesinde artık bir canlı-
nın tüm genom ve transkriptom dizisini belirlemek 
ve analiz etmek daha kolay hâle gelmiştir. Ancak 
bundan daha önemli olan aşamalar genlerin fonksi-
yonlarını belirlemek, tanı ve tedavideki kullanılabi-
lirliklerini ortaya koymaktır. Bir genin fonksiyonunu 
belirlemek amacıyla “fenotipten genotipe” ileri (for-
ward) yönlü veya “genotipten fenotipe” tersine (re-
verse) yönlü çalışmalar planlanabilmektedir. İleri 
yönlü çalışmalarda belirli bir fenotipten sorumlu olan 
genler tanımlanırken, tersine yönlü çalışmalarda bili-
nen bir genotipten yola çıkılarak fenotipik etkileri be-
lirlenmeye çalışılmaktadır.  

İleri yönlü çalışmalarda genlerin ekspresyon dü-
zeyleri modifiye edilerek, ilgili fenotipe sahip hücre-
ler seçilir ve sonrasında bu değişikliğe neden olan 
mutasyonlar karakterize edilir. Müdahaleci RNA’la-
rın [RNA interference (RNAi)] keşfi, gen ifadesinin 
baskılanmasına ve fenotipik sonuçlarının moleküler 
düzeyde analiz edilmesine olanak vererek fonksiyo-
nel genetik çalışmalara büyük katkılar sağlamıştır.30 
İleri yönlü genetik tarama çalışmalarının ilk sonuç-
ları çok sayıdaki genin RNAi yoluyla susturulmasıyla 
elde edilmiştir.31 Küçük müdahale edici RNA (small 
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interfering RNA) ve küçük saç tokası RNA (short 
hairpin RNA) kütüphanelerinin kullanıldığı bu ça-
lışmalarda; düşük gen susturma etkinliği ve tekrarla-
nabilirlik oranları, yalancı pozitif veya negatif 
sonuçlar gibi dezavantajlar ortaya çıkmıştır. Buna 
karşılık CRISPR-Cas sisteminin genetik tarama ça-
lışmalarına uyarlanması sonrasında yüksek verimli-
liğe sahip çıktılar elde edilebilmiştir. CRISPR-Cas 
sisteminin RNAi temelli genetik taramalara olan üs-
tünlüklerinden bazıları yüksek hassasiyeti; intron, 
promotor, enhansır gibi tüm genomik bölgelerin he-
deflenebilmesi; dCas9 ile kombine edilen aktivatör 
ve epigenetik modülatörlerle fonksiyon kazanma ta-
ramalarının yapılabilmesidir.32  

CRISPR temelli tarama çalışmalarında kütüpha-
neyi oluşturan gRNA’lar bir plaka üzerine (array) da-
ğıtılır ya da gen havuzu (pool) şeklinde tüpte toplanır. 
Array formatındaki kütüphanelerde 96- ya da 384-
kuyucuklu plakalar kullanılır ve her kuyucukta bir 
gen ya da genomik lokusu hedefleyen gRNA bulu-
nur.33 Havuzlanmış kütüphanelerde gRNA’ların tümü 
tek bir tüpte toplanır, belirli bir hücre popülasyonuna 
uygulanır ve sonra antibiyotik kullanılarak gRNA’yı 
alan hücrelerin seçilimi gerçekleştirilir.34 Array for-
matındaki kütüphanedeki gRNA’larla transfekte olan 
hücrelerin seçilimi ise floresan ya da lüminesans yön-
temleriyle gerçekleştirilir.33 Günümüzde tarama ça-
lışmalarında, maliyetleri daha uygun ve kolay 
uygulanır yöntemi oluşturdukları için havuzlanmış 
kütüphaneler tercih edilmektedir. Bunun için derle-
mede, havuzlanmış kütüphaneler kullanılarak yapı-
lan tarama çalışmaları ele alınmıştır.  

Havuzlanmış kütüphaneler kullanılarak gerçek-
leştirilen tarama çalışmalarında belirli bir hücre po-
pülasyonunda gRNA’ların aracılık ettikleri mutasyon 
aracılı fonksiyon kaybı, transkripsiyon aktivasyonu/ 
inhibisyonu ya da epigenetik düzenlemeler şeklindeki 
değişiklikler oluşturulur. Bunun öncesinde gRNA’la-
rın viral vektörlere paketlenmeleri ve virüs titrasyo-
nunun, hücre başına bir virüs ya da gRNA 
transfeksiyonu olacak şekilde optimize edilmesi ge-
rekir. Transfekte edilen hücrelerin seçiliminden sonra 
genetik olarak heterojen bir hücre popülasyonu elde 
edilir. Bu hücre popülasyonundaki her hücre bir 
gRNA tarafından hedeflenmiş bir gene sahiptir. Ar-
dından gRNA’ya ait dizilere bağlanan primerler kul-

lanılarak genomik DNA çoğaltılır ve yeni nesil dizi-
leme [next generation sequencing (NGS)] sonrasında 
hücre popülasyonundaki gRNA temsil oranlarına ba-
kılır (Şekil 1).32,35 Örneğin bir kanser hücresinin ba-
ğımlı olduğu genleri tanımlanmak için başlangıçtaki 
hücre popülasyonunun gRNA miktarı (T0) transfek-
siyon sonrası için belirlenen günde kalan hücre po-
pülasyonunun gRNA miktarıyla (T1) karşılaştırılır.36 
T1 noktasında tükenen gRNA’lar, kanser hücresinin 
çoğalması ve/veya hayatta kalması için gerekli olan 
genleri tanımlar.  

CRISPR-Cas temelli genetik tarama çalışmaları 
yaygın olarak gen silmek (CRISPRko), susturmak 
(CRISPRi) veya aktive etmek (CRISPRa) amacıyla 
yapılır. Bunun için çalışmanın başında ve amacına 
uygun olarak CRISPR-Cas sisteminin ana bileşenle-
rinden olan Cas endonükleazı, gRNA kütüphanesi ve 
seçilim koşulları belirlenmelidir.  

Gen ekspresyonunun artırıldığı CRISPRa tarama 
çalışmalarında, transkripsiyonel aktivatörlerle birleş-
tirilmiş dCas9 endonükleazı kullanılmaktadır. Çalış-
maların etkinliğini artırmak için farklı aktivatör 
proteinlerinin bulunduğu sistemler geliştirilmiştir. Ör-
neğin VPR adlı sistemde VP64, nükleer faktör-kappa B 
transkripsiyon faktörü p65 alt biriminin transkripsiyon 
aktivasyon domaini ve Epstein-Barr virüsü R transak-
tivatörünün 3’lü füzyonu kullanılmaktadır.15,37 SunTag 
adındaki ve peptid tekrar dizilerinden oluşan protein 
iskelesi de CRISPRa çalışmalarında kullanılmak üzere 
modüle edilmiştir. Bu şekilde oluşturulan dCas9-Sun-
Tag-VP64 kompleksine çok sayıdaki VP64 bağlana-
bildiğinden daha efektif transkripsiyon aktivasyonu 
gerçekleştirilebilir.38 Sinerjik aktivasyon aracı [syner-
gistic activation mediator (SAM)] kompleksindeki 
gRNA modifiye edilerek MS2-P65-HSF1 transkripsi-
yon aktivatörleriyle ve dCas9 proteini de VP64 kom-
pleksiyle birleştirilerek sinerjistik etki sağlanmaya 
çalışılmıştır. CRISPRa çalışmalarında kullanılan tüm 
aktivatör proteinler dCas9 ile birleştirilerek ve trans-
kripsiyon başlangıç bölgesinin -300/0 bç yakınına 
bağlanarak hedef genin ekspresyonunu artırırlar.37,38  

CRISPRi çalışmalarında dCas9 endonükleazı 
kullanılarak, transkripsiyon sırasında RNA polime-
razın uzaması inhibe edilir ve bu yolla hedef gen eks-
presyonu engellenir. 
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Gen ifadesinin daha etkili bir şekilde baskılan-
ması için dCas9 ile KRAB gibi inhibitör proteinle-
rin birleştirilmesiyle elde edilen füzyon pro-  
teinler kullanılır.39 CRISPRko’nun aksine CRIS-
PRi, letaliteye neden olan esansiyel genlerin ayrın-
tılı biyolojik işlevlerinin değerlendirilmesi için 
kullanılır.40  

gRNa KüTüPHaNESiNiN OLuşTuRuLMaSI 
Kütüphane tasarımı için öncelikle hedef gen setinin 
belirlenmesi gereklidir. Kütüphanedeki hedef gen lis-
tesi tüm genomdaki genler dâhil edilerek oluşturula-
bileceği gibi fosfatazlar, kinazlar, transkripsiyon 
faktörleri, hücre döngüsü, metabolizma, apoptozis 
gibi herhangi bir biyolojik yolağı hedefleyebilecek 
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ŞEKİL 1: Havuzlanmış kütüphane kullanılarak yapılan CRISPRko tarama çalışmalarındaki örnek iş akışı. 1. In silico uygulamalar kullanılarak hedeflenen gen-
lere özgü gRNa’lar tasarlandıktan sonra oligonükleotid havuzu sentezlenir. Oluşturulan kütüphane LentiCRISPR V2 ya da LentiGuide Puro plasmidine klonla-
narak çoğaltılır. 2. Kütüphaneyi oluşturan plazmidler HEK293FT hücrelerinde lentivirüslere paketlenir. Fonksiyonel tarama yapılacak hücrelere kütüphanenin 
transdüksiyonu yapıldıktan sonra, puromisin antibiyotiği ile lentivirüslerle transfekte olan hücreler seçilerek çoğaltılır. 3. Seçilim sonrası başlangıç hücrelerinden 
(T0) genomik DNa izolasyonu yapılır. Geri kalan hücrelerin bir grubu fenotipik seçilim için ilaç, toksin veya seçici ortam gibi etkenlere maruz bırakılır. Herhangi 
bir uygulama yapılmayan grup negatif kontrol olarak işlev görür. Tarama sonunda tüm uygulama gruplarından genomik DNa izole edilir. 4. Her bir gruptaki gRNa 
dağılımını belirlemek amacıyla gRNa dizilerinin uçlarındaki bölgeler kullanılarak PCR işlemi yapılır. PCR işleminde ayrıca indeks primerleri de kullanılarak grup-
lar etiketlenir ve elde edilen amplikonların dizi analizleri gerçekleştirilir. Dizileme sonrasında her gruptaki tükenen ve zenginleşen gRNa’lar ve onların hedefle-
dikleri aday genler belirlenir. (Biorender.com sitesindeki görsellerden faydalanılmıştır.)
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şekilde de tasarlanabilmektedir (Tablo 1, Tablo 2, 
Tablo 3).41,42 Tüm genom düzeyinde yapılan tarama 
çalışmaları, geniş kapsamlı olmaları ve seçilim yan-
lılığını dışlamaları yönleriyle avantaj sağladıkları 
gibi fazla hücre gerektirmeleri, gelişmiş teknik ekip-
manlara ve yüksek iş gücüne ihtiyaç duymaları açı-
larından da dezavantajlı olabilmektedirler. Örneğin 
GeCKO ve Brunello gibi tüm protein kodlayan  
genleri hedefleyen gRNA kütüphaneleri kâr amacı 
gütmeyen Addgene (Watertown, Massachusetts, 
United States) firmasından temin edilebilmekte-
dir.32,43  

Bir gRNA kütüphanesinin büyüklüğü, çalışıla-
cak aday genlerin sayısı ve gen başına kullanılması 
planlanan gRNA sayısıyla belirlenmektedir. Her 
gRNA’nın fonksiyonel etkinliği ve özgüllüğü farklı 
olabildiğinden, aynı geni hedefleyen birden fazla 
gRNA’nın kullanılması önerilmekte ve bu sayede 
bulguların güvenilirliği artmaktadır.44 Tutarlı sonuç-

ların elde edilebilmesi için ≥4 gRNA/gen kullanıl-
ması gereklidir.45 Örneğin Brunello kütüphanesinde 4 
gRNA/gen ve GeCKO-V2 kütüphanesinde ise 6 
gRNA/gen bulunmaktadır. 

Uygun gRNA’ların seçiminde birçok çevrim içi 
veri tabanının ücretsiz olarak sundukları platformlar-
dan yararlanılır. Örnek olarak E-CRISP, CRISPOR, 
GUIDES, CRISPick, RGEN Cas-Designer, CHOPC-
HOP, CRISPR.mit, CRISPRseek, CRISPRdirect, 
CRISPRscan, PROTOSPACER, WU-CRISPR ve 
CRISPRseek platformları verilebilir. Bu platformların 
kullanımıyla hedef genlerin PAM dizilerine uygun 
gRNA’lar dizayn edilebilir.  

KONTROLLER 
Tarama çalışmalarının etkinliklerini belirlemek ve et-
kisiz, yani nötr, varyasyonları değerlendirebilmek 
amacıyla mutlaka negatif ve pozitif kontrol gRNA’la-
rının %5-10 oranında kütüphaneye eklenilmesi öne-
rilmektedir.46 
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Kütüphane adı Hedef Gen sayısı gRNA sayısı* Kontrol sayısı Referans 

insan ubikuitinasyon ilişkili protein kütüphanesi ubikuitinasyon ile ilgili protein genleri 660 6-25 1.000 NC Bonifacino 

DNa hasarı yanıt kütüphanesi DNa tamir genleri 365 10 443 PC J. Chen 

500 NC  

Brunello kütüphanesi Tüm genom 19.114 4 1.000 NC Doench ve Root 

Brunello insan kinom kütüphanesi Kinaz genleri 763 4 100 NC Doench ve Root 

Bison gRNa kütüphanesi ubikuitin ligazlar ve de-ubikuitinazlar 713 4 10 PC Ebert 

10 NC 

insan interferonla uyarılan gen kütüphanesi interferonla uyarılan genler 1.902 8 200 NC Emerman   Ohainle 

insan MinLibCas9 kütüphanesi Tüm genom 18.761 2 200 NC Garnett 

insan uBDuB CRISPR Knockout kütüphanesi ubikuitinasyon ve deubikuitinasyon genleri  1.500 ~6 1.000 NC Li 

insan miRNa CRISPR Knockout kütüphanesi miRNa genleri 1.594 ~5 1.000 NC Lin 

Tüm genom Toronto knockout kütüphanesi Tüm genom 18.053 4 142 NC Moffat 

insan metabolik gen CRISPR knockout kütüphanesi Metabolik genler 2.981 ~10 500 NC Sabatini 

insan ras sentetik lethal CRISPR knockout kütüphanesi Ras ile sentetik lethal genler 132 50 499 NC Sabatini ve Lander 

Zenginleştirilmiş insan alt havuzlu kütüphaneler Çeşitli yolakları hedefleyen 6 alt kütüphane 7.305 10 100 NC Sabatini ve Lander 

insan SLC knockout kütüphanesi SLC protein genleri 390 6-7 120 NC Superti-Furga 

insan Mesajcı-RBP sgRNa kütüphanesi mRNa bağlayan protein genleri 725 10 500 NC Turner 

insan kinaz domain hedefli CRISPR knockout kütüphanesi Protein kinazların sadece kinaz domain 482 ~6 36 PC Vakoc 

51 NC  

insan DNa bağlama domain hedefli Transkripsiyon faktörlerinin DNa bağlama 1.427 ~6 36 PC Vakoc 

CRISPR knockout kütüphanesi alanını kodlayan genler 50 NC 

insan tüm genom gRNa iBaR kütüphanesi Tüm genom 19.210 3 1.000 NC Wei 

BaRBEKO gRNa kütüphanesi Tüm genom baz editing 17.501 3 999 NC Wei   

GeCKO v2 kütüphanesi Tüm genom 19.052 6 1.000 PC Zhang 

TABLO 1:  CRISPRko tarama çalışmalarında kullanılan kütüphaneler.

* : Her gene özgü kullanılan gRNa sayısı. PC: Pozitif kontrol; NC: Negatif kontrol; miRNa: Mikro RNa; mRNa: Mesajcı RNa. 



317

Hale GÜLER KARA ve ark. Turkiye Klinikleri J Med Sci. 2022;42(4):311-22

317

Kütüphane adı Hedef Gen sayısı gRNA sayısı* Kontrol sayısı Referans 

Calabrese p65-HSF insan aktivasyon kütüphanesi Tüm genom 18.885 (Seta) 18.843 (SetB) 3-6 500 NC Doench ve Root 

insan SLC aktivasyon kütüphanesi SLC protein genleri 388 6-7 120 NC Superti-Furga 

insan tüm genom CRISPRa-v2 kütüphanesi Tüm genom 18.915 10 1.895 NC Weissman 

3.790 NC  

insan alt havuzlu CRISPRa-v2 kütüphaneleri Çeşitli biyolojik yolakları 2.320 5 250 NC Weissman 

hedefleyen 7 alt kütüphane 2.921 280 NC 

3.093 290 NC 

2.220 250 NC 

2.288 250 NC 

2.405 250 NC 

3.668 325 NC  

CRISPRa genom çaplı kütüphane Tüm genom 15.977 10 5.968 NC Weissman 

insan membran protein aktivasyon kütüphanesi Membran protein genleri 6.213 7-14 500 NC Wright 

insan tüm genom SaM kütüphanesi (2-plazmid sistemi) Tüm genom 23.430 3 Zhang 

insan tüm genom SaM kütüphanesi (3-plazmid sistemi) Tüm genom 23.430 3 Zhang 

insan SaM lncRNa aktivasyon kütüphanesi (3-plazmid sistemi) lncRNa’lar 10.504 10 500 NC Zhang

TABLO 2:  CRISPRa tarama çalışmalarında kullanılan kütüphaneler.

* : Her gene özgü kullanılan gRNa sayısı. PC: Pozitif kontrol; NC: Negatif kontrol; SaM: Sinerjik aktivasyon aracı; lncRNa: uzun kodlamayan RNa.

Kütüphane adı Hedef Gen sayısı gRNA sayısı* Kontrol sayısı Referans 
Dolcetto insan inhibisyon kütüphanesi Tüm genom 18.901 (Seta) 3-6 500 NC Doench ve Root 

18.899 (SetB)  
CRiNCL-insan kodlamayan CRISPRi kütüphanesi LncRNa’lar 1.329 ~10 258 NC Weissman 
(hücre spesifik 13 alt kütüphane) 675 153 NC  

2.965 326 NC  
4.103 481 NC  
2.307 247 NC  
2.253 339 NC  
2.831 191 NC  
2.337 323 NC  
2.913 487 NC  
1.443 264 NC  
875 194 NC  

1.051 284 NC  
1.269 260 NC  

insan tüm genom CRISPRi-v2 kütüphanesi Tüm genom 18.905 5 1.895 NC Weissman 
alt havuzlu CRISPRi-v2 insan kütüphaneleri Çeşitli biyolojik yolakları 2.318 5 250 NC Weissman 

hedefleyen 7 alt kütüphane 2.916 280 NC  
3.093 290 NC  
2.219 250 NC  
2.292 250 NC  
2.418 250 NC  
3.649 325 NC  

insan CRISPRi titrasyon kütüphaneleri Temel biyolojik yolakları 2.449 23-24 2.500 NC Weissman 
hedefleyen 2 alt kütüphane 2.405 1-9 1.202 NC  

Tüm genom CRISPRi kütüphanesi Tüm genom 15.977 10 11.219 Weissman

TABLO 3: CRISPRi tarama çalışmalarında kullanılan kütüphaneler.

* : Her gene özgü kullanılan gRNa sayısı. PC: Pozitif kontrol; NC: Negatif kontrol; lncRNa: uzun kodlamayan RNa.



Genellikle negatif kontrol olarak herhangi geno-
mik bir bölgeyle eşleşmeyen ya da intergenik bölge-
lere bağlanan, fakat protein kodlayan genleri 
etkilemeyen gRNA’lar seçilir. İntergenik kontrol kul-
lanımının diğer amacı ise gRNA/Cas9 ile indüklenen 
DNA hasarı yanıtının fenotipe bir etkisinin olup ol-
madığını değerlendirmektir.47 Teorik olarak deneylerin 
sonunda gruplar birbirleriyle karşılaştırıldıklarında ne-
gatif kontrol gRNA’larının zenginleşmeleri ya da tü-
kenmeleri beklenmemektedir.  

Pozitif kontrol olarak ribozom ve proteazom gibi 
hücre içi organel ya da protein komplekslerin yapıla-
rında yer alan proteinleri kodlayan, yaşam için vaz-
geçilmez, yani esansiyel olan genleri hedefleyen 
gRNA’lar seçilir ve analizlerin güvenilirliğini değer-
lendirmek amacıyla kullanılır. Yapılan deneylerin so-
nunda tükenmiş olmaları beklenmektedir.44  

Cas9 ENDONüKLEaZI 
Cas9 endonükleazı kodlayan transkriptin ~4.1 kilo-
baz (kb) uzunluğunda olması nedeniyle gRNA ile 
aynı vektöre klonlandığında, düşük lentiviral titreye 
ve transfeksiyon sonrası hücrelerde farklı Cas9 eks-
presyon seviyelerine neden olmaktadır.48 Bu nedenle 
hücreler öncelikle Cas9 vektörüyle, stabil Cas9 ifa-
desi sağlanması sonrasında gRNA kütüphanesiyle 
transfekte edilirler. Bu yöntem, kanser gibi hızlı ve 
sonsuz bölünen hücrelere kolay uygulanabilmekle 
birlikte, primer hücre serileri gibi yavaş ve sınırlı bö-
lünen hücrelere daha zor uyarlanabilmektedir. Böyle 
durumlarda, Cas9 endonükleaz ve gRNA’nın aynı 
plazmide klonlandığı kütüphaneler ya da Cas9 endo-
nükleazın stabil olarak ifade edildiği hücre serileri 
kullanılır. 

TRaNSDüKSiYON 
Bir hücreye virüs ya da viral vektörler aracılığıyla ya-
bancı DNA’nın sokulması olayına transfeksiyon ya 
da transdüksiyon denir. CRISPR-Cas temelli genetik 
tarama çalışmaları için oluşturulmuş olan gRNA kü-
tüphanesinin de viral bir vektör içine paketlenmesi 
gereklidir ve bunun için genellikle lentivirüsler ter-
cih edilir.49 Lentivirüslerin tercih edilme sebepleri ta-
şıma kapasitelerinin büyük olması, kütüphanedeki 
genlerin uzun süreli ekspresyonlarının sağlanabil-
mesi, bölünen ve bölünmeyen hücrelerin transfekte 

edilebilmesi ve immünojenitelerinin düşük olması-
dır.50 LentiCRISPR-V2 plazmidine hem Cas9 geni 
hem de gRNA dizisi klonlandığından oluşturulan kü-
tüphanenin bir kerede lentivirüslere paketlenmesi 
mümkündür. Buna karşılık, Cas9’u eksprese eden 
lentiCas9-blast ve gRNA’yı eksprese eden lenti-
guide-puro gibi 2’li plazmid sistemlerinde her biri-
nin ayrı ayrı lentivirüslere paketlenmesi gerekir.51  

HüCRE TiPi VE SaYISI 
CRISPR-Cas temelli genetik tarama çalışmalarında, 
fibroblast ve melanosit gibi primer ya da HeLa gibi 
kanser hücre serileri kullanılabilir.52 Ancak primer 
hücre serilerin düşük çoğalma kapasiteleri ve trans-
feksiyonlarındaki zorluklar geniş çaplı tarama çalış-
malarında kullanımlarını sınırlamaktadır.53 Ayrıca 
çalışma için uygun hücre seçiminde, özellikle CRIS-
PRko tarama çalışmalarında, NHEJ tamir yolağının 
aktif olmasına dikkat edilmelidir.54 

Yanlış pozitif sonuçların elimine edilebilmesi 
için hücrelere aktarılan kütüphanedeki her bir 
gRNA’nın ekspresyonu önemlidir. Havuzlanmış kü-
tüphaneyle gerçekleştirilen gen silme çalışmalarında 
her hücrenin bir gRNA alabilmesi için lentiviral 
transdüksiyonun %20-60 oranında, yani düşük en-
feksiyon verimliliğinde yapılması önerilmektedir.52 
Güvenilir bir tarama için hücre popülasyonunda her 
bir gRNA’nın 500x-1.000x temsil edilmesi hedef-
lenmektedir. Buna göre 100.000 gRNA’lı bir kütüp-
hanenin 1.000x ve %40 transfeksiyon etkinliğine 
ulaşabilmesi, yani güvenilir oranlarda temsil edile-
bilmesi için deneye 250 milyon hücreyle başlanması 
gerekir. Tekrar gruplarının da ekleneceği göz önünde 
bulundurulduğunda, bu sayıdaki hücrenin aynı anda 
kültürleri ve bakımlarının yapılabileceği yer, teknik 
ekipman, sarf malzemesi ve insan gücüne sahip olun-
ması gereklidir.  

POZiTiF VE NEGaTiF SELEKSiYON 
Hücreler gRNA kütüphanesiyle transfekte edildikten 
sonra, hücre popülasyonunun pozitif ya da negatif 
seleksiyonu yapılmalıdır. Pozitif seleksiyon ilaç di-
renci ile ilişkili genetik değişikliklerin belirlenme-
sini, negatif seleksiyon ise hücrelerin bağımlı 
oldukları esansiyel genlerin keşfedilmesi için ger-
çekleştirilir. 

Hale GÜLER KARA ve ark. Turkiye Klinikleri J Med Sci. 2022;42(4):311-22

318



Pozitif seleksiyon için hücreler bir ilaç, toksin 
veya patojen gibi etkene maruz bırakılarak güçlü se-
çici bir ortam oluşturulur.55 Bu ortamda hayatta ka-
labilen hücreler, koruyucu bir mutasyon oluşumuna 
bağlı olarak büyüme avantajı kazanmış olan hücre-
lerdir. Örneğin büyüme avantajı kazanan dirençli 
kanser hücrelerinde genellikle az sayıdaki gRNA’nın 
zenginleşmesi beklenir.56  

Negatif seleksiyondaki amaç, hayatta kalma 
veya çoğalma olaylarını etkileyerek, hücrelerin tü-
kenmesine neden olan genetik değişiklikleri belirle-
mektir. Bu yaklaşımda, 2 hücre popülasyonundan biri 
seçilime tabi tutulurken, diğeri tutulmaz ve çalışma-
nın kontrol grubunu oluşturur. Çalışmanın sonunda, 
her iki hücre popülasyonundaki gRNA miktarları kar-
şılaştırılarak seleksiyonla tükenen gRNA’lar tanım-
lanmaya çalışılır. Negatif seleksiyonun önemli 
uygulama alanlarından biri kanser hücrelerinin ba-
ğımlı oldukları onkojenik mutasyonları tanımlamak-
tır.32,57 

DiZiLEME VE BiYOiNFORMaTiK aNaLiZLER 
Bir tarama çalışmasının en son aşaması amplikonun 
dizilenmesi ve sonrasında fenotip gelişimine neden 
olan genetik faktörlerin tanımlanması amacıyla biyo-
informatik analizlerinin yapılmasıdır.58 Bu aşamada, 
farklı CRISPR tabanlı tarama çalışmalara özgü algo-
ritmalar kullanılmaktadır. CRISPRko sonuçlarının 
analizi için MAGeCK başta olmak üzere BAGEL, 
RIGER, ScreenBEAM, casTLE, HiTSelect, CERES 
ve JACKS algoritmaları kullanılmaktadır.58,59 MA-
GeCK algoritmasında ham FASTQ verileri kullanı-
larak gRNA bölgeleriyle eşleştirme yapılır ve negatif 
bir binom dağılımı uygulanarak her bir gruptaki 
gRNA okuma sayıları belirlenir.58,60 Tedavi ve kont-
rol gruplarındaki gRNA okuma sayıları T0 hücre gru-
buna göre normalize edilir. Her bir gRNA için p 
değeri ve kat değişimi hesaplandıktan sonra kontrol 
grubuyla karşılaştırılarak, beta skorlarına göre tüke-
nen ve zenginleşen gRNA’lar ile hedefledikleri aday 
genler listelenir.60 Ayrıca bu algoritmanın MA-
GeCKFlute gibi farklı versiyonlarında taramanın ka-
lite kontrolü, kopya sayısı varyasyon analizi, işlevsel 
zenginleştirme ve hedef dışı etki analizi de yapılabil-
mektedir.58 Esansiyel olan ve olmayan genleri belir-
lemek için kullanılan BAGEL algoritması, gRNA 

dağılımlarını kullanarak her bir gen için Bayes fak-
törü hesaplar. Bayes faktörü sıralamasına göre de fe-
notipten sorumlu esansiyel genler sıralanır.61 JACKS 
algoritması aynı gRNA kütüphanesini kullanan çoklu 
taramalarda gRNA etkinliklerini belirleyen bir Bayes 
yöntemi olarak kullanılır.62 Kanser hücrelerinin ba-
ğımlı oldukları genleri belirlemek için kullanılan 
CERES algoritmasında tükenen gRNA’lar ve kopya 
sayısı varyasyonları değerlendirilir.63  

CRISPRa ve CRISPRi tarama çalışmalarının so-
nunda elde edilen NGS verileri CRISPhieRmix algo-
ritması ile analiz edilir. Bu algoritmada, DESeq2 
yazılımı ile negatif kontrol gRNA’ları kullanılarak 
boş bir dağılım oluşturulur. Genlere özgü gRNA da-
ğılımları log2 kat değişimlerine göre hesaplanarak 
karışım dağılımı yapılır ve bu dağılıma göre aday 
genler belirlenir.64  

 CRISPR-Cas9 FONKSiYONEL 
GENETiK TaRaMa uYGuLaMaLaRI 

CRISPR-Cas9 temelli fonksiyonel genetik tarama ça-
lışmaları, enfeksiyon hastalıklarında virüs-konakçı 
etkileşimlerinin araştırılmasını ve yeni antiviral he-
deflerin ortaya konmasını sağlamaktadır.65 Örneğin 
koronavirüs enfeksiyonu için gerekli konak faktörle-
rini belirlemek amacıyla Brunello kütüphanesi kulla-
nılarak yapılan tüm genom CRISPRko tarama 
çalışmasında, SARS-CoV-2 virüsünün insan hücre-
lerini enfekte edebilmesi için hücrelerin lizozomal bir 
proteini kodlayan TMEM106B genini eksprese etme-
leri gerektiği gösterilmiştir.66  

CRISPR taramaları, başta kanser olmak üzere, 
hastalığa bağlı olarak hücrelerin hayatta kalabilme-
leri için gerekli olan, hastalık gelişiminden sorumlu 
genetik faktörlerin tanımlanması ve fonksiyonlarının 
belirlenmesi için kullanılmaktadır.67 Tarama çalış-
malarının sonunda genotip-fenotip ilişkinin belirlen-
mesiyle hastalığın progresyonundan sorumlu genetik 
faktörler ve yeni ilaç hedefleri ortaya çıkarılır. Örne-
ğin lösemi hücreleriyle yapılan tüm genom CRISPRi 
tarama çalışmasında, immün kontrol noktası resep-
törlerinden Siglec-7’nin yeni bir ligandı belirlenmiş 
ve bunun kanser immünoterapisi için potansiyel bir 
hedef olabileceği bildirilmiştir.68 Prostat kanseri hüc-
relerinde GeCKO v2 kütüphanesi kullanılarak yapı-
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lan bir CRISPRko tarama çalışmasında ise RNA 
“splaysing” faktörlerinden heterojen nükleer ribo-
nükleoprotein L’nin kanser büyümesinde etkili ol-
duğu ve ilaç hedefi olarak kullanılabileceği 
bildirilmiştir.69 Potansiyel terapötik hedef olarak ta-
nımlanan bu faktörlere özgü yeni ilaçların geliştiril-
mesi, kişiselleştirilmiş tedavilerin yaygınlaşmasına 
da katkı sağlayacaktır.  

Yeni terapötik hedeflerin belirlenmesinin ya-
nında, kanser tedavisi sırasında gelişen kemoterapi 
direncine neden olan faktörlerin tanımlanması da 
fonksiyonel tarama çalışmalarının kullanım alanla-
rından birini oluşturmuştur.70 Bu taramalar, dirençli 
hücreleri yeniden tedaviye duyarlı hâle getiren he-
deflerin belirlenmesi ve kemoterapi sırasında gelişen 
ilaç direncinin biyolojik mekanizmasının aydınlatıl-
masında faydalıdırlar. Ayrıca bir bileşiğin etki me-
kanizmasını ve moleküler hedeflerini belirlemek için 
de kullanılabilmektedir.71 Örneğin mesane kanseri 
hücrelerinde GeCKO kütüphanesi kullanılarak yapı-
lan bir tarama çalışmasında; MSH2, MLH1, FAM89B, 
XPC ve PMS2 aday genleri belirlenmiş ve validas-
yon çalışmalarında MSH2 geninin sisplatin direnci 
gelişiminde etkili olduğu gösterilmiştir.72 Glioblas-
toma hücrelerinde sırasıyla GeCKO-V2 ve “human 
CRISPR activation (SAM)” kütüphaneleri kullanıla-
rak yapılan CRISPRko ve CRISPRa tarama çalışma-
larında; MSH2, PTCH2, CLCA2 genleri ile nükleer 
faktör eritroid 2 ve Wnt yolaklarının temozolomid di-
renciyle ilişkili oldukları belirlenmiştir.73  

CRISPR temelli tarama çalışmalarının kullanıl-
dığı bir diğer alan da yine başta kanser olmak üzere, 
in vivo hastalık modellerinin oluşturulmasıdır. Bir 

hastanın tümör dokusundaki genomik bilgi kullanı-
larak oluşturulan CRISPR kütüphanesiyle o hastaya 
özgü kanser modellemesi yapılabilmektedir. Bu şe-
kilde oluşturulan kişiselleştirilmiş kanser modelle-
riyle ilgili tümörün profili belirlenebilmekte ve 
bireysel tedavi seçenekleri araştırılabilmektedir.74  

İn vitro koşullarda gerçekleştirilen çok sayıdaki 
CRISPR-Cas9 temelli tarama çalışmasında, başarılı 
sonuçların elde edilmiş olunmasıyla birlikte im-
münmikroçevre-kanser gibi daha karmaşık etkile-
şimlerin henüz araştırılamıyor olması sistemin 
kısıtlayıcı yönünü oluşturmaktadır. Bunun için 
gRNA kütüphanelerinin in vivo hayvan modelleri ve 
Cas9 endonükleazını ifade eden doku organoidlere 
transfekte edilebildiği daha gelişmiş sistemlerin ge-
liştirilmesi gerekmektedir.75  
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