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OZET Prokaryotlara ait savunma mekanizmast bilesenleri kullanilarak ge-
listirilen diizenli araliklarla bolinmis kisa palindromik tekrar kiimeleri
[clustered regularly interspaced palindromic repeats (CRISPR)-Cas] sistemi
hedefe 6zgii gen diizenleme araci olarak in vitro ve in vivo ¢aligmalarda
yaygin olarak kullanilmaktadir. CRISPR-Cas sisteminin kullanim alanlari
arasinda gen silme, gen ekleme, baz diizeltme, gen ifadesi diizenleme, ge-
nomik lokuslar1 goriintiileme, epigenetik diizenleme ve diagnostik analizler
yer almaktadir. Bu sistemin giiglii 6zellikleri arasinda bulunan esnekligi,
¢ok yonliiliigii ve kolay uygulanabilirligi kullanim alanlarinin giderek art-
masina yol agmistir. Son yillarda, genlerin biyolojik siiregler ve hiicresel is-
levlerdeki rollerini aydinlatmak i¢in de CRISPR-Cas9 temelli fonksiyonel
genetik tarama ¢aligmalar1 yapilmaktadir. CRISPR taramalari, basta kanser
olmak tizere, hastaliga bagli olarak hiicrelerin hayatta kalabilmeleri igin ge-
rekli olan, hastalik gelisiminden sorumlu genetik faktorlerin tanimlanmasi
ve fonksiyonlarinin belirlenmesi igin kullanilmaktadir. Amaca uygun segil-
mis gRNA kiitiiphanesinin hazirlanmasi ve gogaltilmasi, ilgili plazmide
klonlama, lentiviriislere paketleme ve hiicrelere lentiviral transdiiksiyon, fe-
notipik se¢ilim, yeni nesil DNA dizi analizi ve biyoinformatik analiz asa-
malarindan olusan CRISPR-Cas temelli taramalar, fonksiyonel genetik
¢aligmalarinin yiiksek verimlilik ve dogrulukta yapilabilmesini miimkiin kil-
mustir. Patojen-konakg1 etkilesimlerinin arastirilmasi, hastaliklarin molekii-
ler mekanizmalarinin ortaya konmasi, yeni tedavi hedeflerinin bulunmasi
ve tedavi direncinde rol oynayan genetik faktorlerin belirlenmesi gibi farkli
amaglara yonelik tarama c¢aligmalar1 da yapilabilmektedir. Bu derlemede,
farkli CRISPR-Cas sistemleri kisaca 6zetlendikten sonra genetik tarama ga-
lismalarinin temel mantig1, uygulanisi ve kullanim alanlar giincel literatiir-
den secilen 6rneklerle tartigilacaktir.

Anahtar Kelimeler: CRISPR-Cas; CRISPR tarama;
fonksiyonel genetik tarama; gRNA kiitiiphanesi

ABSTRACT 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.

Keywords: CRISPR-Cas; CRISPR screen; functional genetic screen;
gRNA library

CRISPR-Cas SISTEMLERI VE

KULLANIM ALANLARI
Diizenli araliklarla boliinmiis kisa palindromik tekrar
kiimeleri [clustered regularly interspaced palindro-
mic repeats (CRISPR)] ve CRISPR-iliskili (CRISPR-

associated) Cas endoniikleazlar prokaryotik canlilarin
viriis ve diger mobil genetik elementlere karsi bagi-
siklik kazanmalarini saglayan savunma mekanizmasi
bilesenleridir.! Adaptasyon, ekspresyon ve interfe-
rans asamalarindan olusan bu siirecte istilact geno-
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mun bir bdlgesi CRISPR bellegine alinir ve ayni is-
tilaciyla yeniden karsilagildiginda CRISPR-RNA
(crRNA) araciligiyla taninarak degrade edilir.’

CRISPR-Cas sistemlerinin siniflandirilmasi
esas olarak igerdikleri Cas endoniikleazlari, lokus-
larin genomik organizasyonu ve efektor proteinleri
esas alinarak yapilmaktadir. Buna gére CRISPR-
Cas sistemleri 2 sinif, 6 tip ve 33 alt tipe ayrilmakta-
dir.? Sinif-1 CRISPR-Cas sisteminin arkea ve bakteri
genomlarinda, sinif-2 sisteminin ise sadece bakteri
genomunda bulundugu belirlenmistir.  Siif-1
CRISPR-Cas sistemi Tip-I, -I1I ve -IV’ten, sinif-2 sis-
temi ise Tip-II, -V ve -VI’dan olusmaktadir. Tip-I, -
II, -1V ve -V sistemleri DNA’y1; Tip-VI sistemi
RNA’y1 ve Tip-1II sistemi de hem RNA hem de
DNA’y1 hedeflemektedir.**

Tip-II CRISPR-Cas sisteminin endoniikleazi
olarak islev goren Cas9, hedefli gen diizenleme ama-
ciyla kullanilan ilk Cas enzimi olmustur. Streptococ-
cus pyogenes’den elde edilen Cas9 (SpCas9)
endontiikleaz1 rehber RNA’yla (guide RNA, gRNA)
yiiklendikten sonra aktive olur ve inaktif konformas-
yonundan DNA tanima yetkin konformasyonuna
gecer.® Genellikle Cas9-gRNA kompleksi hedef
DNA bolgesine komsu 2-6 baz uzunlugundaki ve
guanin (G) niikleotit icerigi agisindan zengin bir “pro-
tospacer adjacent motif (PAM)” dizisine baglanir ve
o bolgeden DNA ¢ift zincirinin agilmasini saglar; ar-
dindan, gRNA-hedef DNA arasindaki Watson-Crick
baz eslesmesi gergeklesir.” gRNA’nin ¢ekirdek bol-
gesi (seed region) hedef DNA dizisiyle tamamen es-
lestiginde, Cas9’un endoniikleaz lobundaki (NUC
lob) HNH ve RuvC domainleri hedef DNA’y1 keser-
ler. Burada HNH domaini DNA’y1 PAM dizisi son-
rast gelen 3. bazdan ve gRNA’ya komplementer
zincirden keserken, RuvC domaini de komplementer
olmayan zincirden keserek kiit uclu (blunt end) bir
DNA cift zincir kirig1 meydana getirirler.®* DNA ¢ift
zincir kiriginin homolog olmayan ug¢ birlestirme
[non-homolog end joining (NHEJ)] ya da homolog
rekombinasyonla [homolog recombination (HR)]
onarilmasina bagli olarak gen silme ya da gen ekleme
diizenlemeleri gergeklesir.®

Son birkag yilda, CRISPR-Cas teknolojisiyle il-
gili ¢aligmalar biiylik bir ivme yakalayarak daha da
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gelistirilmistir ve gen silme, gen ekleme, baz dii-
zeltme, gen ifadesi diizenleme, epigenetik diizen-
leme, gorlintiileme ve hatta tani testi gelistirme gibi
cok farkli alanlara uyarlanabilmistir.

Gen Silme (knock-out, CRISPRko): CRISPR-
Cas sisteminin genomdaki hedef bolgeye yonlendi-
rilmesiyle DNA’nin her iki zinciri kesilir ve bir DNA
cift zincir kirigi olugturulur. Bu DNA ¢ift zincir ki-
r1g1, HR yoluyla tamirinin gergeklesmesini saglaya-
cak kalip DNA yoklugunda, NHEJ mekanizmasiyla
tamir edilir. Bu sirada, kirigin bulundugu bdlgede
indel ad1 verilen insersiyon-delesyon mutasyonlari
meydana gelir. Bu mutasyonlar, protein fonksiyon
kaybryla sonuglanan cerceve kaymalarina ya da an-
lamsiz mRNA yikimiyla (nonsense-mediated mRNA
decay) ortadan kaldirilan veya islevsiz kisa bir pro-
teinin sentezine yol acan erken STOP kodonunun
olusumuyla sonuglanirlar.’

Gen silme ¢aligmalari in vitro veya in vivo has-
talik modellerinin olusturulmasinda, genetik hasta-
liklarin tedavileri i¢in siirdiiriilen arastirmalarda,
cesitli tiir kanser ve fonksiyonel kok hiicre ¢alisma-

larinda basariyla kullanilmaktadir.'!3

Gen Ekleme (knock-in): HR mekanizmasindan
yararlanilarak gerceklestirilen gen ekleme uygula-
malarinda, hiicreye CRISPR-Cas sistemiyle birlikte
eklenmek istenen kalip DNA dizisi verilir. Kalip
DNA’nin her iki ucunda hedeflenen bolgeye 6zgii ho-
molog diziler bulunur.'* Bu diziler; bir yandan DNA
kiriklarmin HR yoluyla tamirini saglarken, diger yan-
dan da eklenmek istenilen DNA dizisinin genoma en-
tegrasyonunu saglarlar.

Gen Ifadesinin Diizenlenmesi: CRISPR-Cas
sistemiyle hedeflenen bir genin transkripsiyonel ak-
tivasyonu veya inhibisyonu diizenlenebilir. Bunun
icin genomdaki belirli bir transkripsiyon kontrol
bolgesini hedefleyen gRNA ve endoniikleaz do-
maini inaktive edilmis Cas enzimiyle birlestirilen
transkripsiyonel aktivatér veya inhibitér (VP64,
VP160 gibi) kullanilir. Bu sekilde HNH ve RuvC do-
mainleri mutasyonla inaktive edilmis 6lii Cas9 (dead
Cas9; dCas9) endoniikleazi, DNA’da kirik olustur-
mak yerine hedeflenen bolgeye transkripsiyonel ak-
tivator veya inhibitorlerin toplanmasini saglar.'®
Ayrica Tip-VI CRISPR sisteminde yer alan Casl3a
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(C2c2) endoniikleazt RNA’lar1 hedefleyebildiginden
hiicre i¢i transkript yikimi i¢in programlanabilir.'®

Epigenetik Diizenleme: Epigenetik diizenle-
mede CRISPR-Cas sistemi, belirli bir genin lokusun-
daki epigenetik desenin degistirilmesi amaciyla
kullanilir.!” Bunun i¢in CRISPR-Cas sistemiyle gen
ifadesinin diizenlenmesi protokoliine benzer sekilde,
endoniikleaz aktivitesi bulunmayan dCas9 enzimi
kullanilir. Ancak bu sefer dCas9 ile “kruppel asso-
ciated box (KRAB)” ve p300 gibi epigenetik diizen-
leyiciler birlestirilir. Bu sekilde hedeflenen genin
metilasyon profili degistirilebilmekte veya niikleo-
zom yapisindaki histon asetilasyonu veya metilas-
yonu gibi modifikasyonlar diizenlenebilmektedir.'®

Baz Diizeltme: Baz diizeltme ¢aligmalar1 igin si-
tidin deaminaz (APOBEC1) ve tRNA adenozin dea-
minaz gibi enzimler, endoniikleaz aktivitesi
bulunmayan dCas9 proteinleriyle birlestirilir.'>2° Bu
sekilde belirli bir genomik bolge hedeflenerek C —
T,G — A, A — G ve T — C mutasyonlari diizeltile-
bilir.”!

Son yillarda gelistirilen ve “ara degistir” (prime
editing) adiyla bilinen baz diizeltme sisteminde mo-
difiye edilmis gRNA (prime editing guide RNA,
pegRNA) ile ters transkriptaz fiizyon proteini kulla-
nilmistir.”? Bu sistem, kardiyomiyosit hiicrelerinde
distrofin geninin 51. ekzonunun silinmesine neden
olan mutasyonun diizeltilmesinde basariyla kullanil-
mistir ve Duchenne muskiiler distrofi hastaliginin te-
davisi i¢in de umut vaat etmektedir.”* Gelistirilen ara
degistir sistemine ikinci bir pegRNA’nin eklenme-
siyle twinPE sistemi olugturulmustur. TwinPE siste-
miyle gen uzunlugundaki DNA dizilerinin insan
hiicrelerine entegre edilebildigi, 780 baz ¢ifti (bg) bii-
ylkligiindeki delesyonlar olusturulabildigi ve 108 bg
biiyiikliigiindeki DNA dizilerinin degistirilebildigi
gosterilmigtir.>*

Genomik Lokuslarin Goriintiilenmesi: Hiic-
resel davranisin diizenlenmesinden sorumlu olan kro-
matin organizasyonu ve lokalizasyonunun, genomik
fonksiyonun diizenlenmesinde de etkili olduklari bi-
linmektedir.>> Hiicrede belirli bir genomik lokusun
mekansal-zamansal organizasyonu CRISPR-Cas sis-
temiyle goriintiilenebilmektedir. Bu tiir caligmalarda,
endoniikleaz aktivitesi bulunmayan dCas9 ve yesil
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floresanl proteinine bagli gRNA’nin hedeflendiril-
digi spesifik bir genomik lokusun diziye 6zgii goriin-
tillemesi gerceklestirilebilmektedir.?®

Diagnostik Testler: CRISPR-tabanli diagnostik
testler Casl13a’nin RNA rehberliginde riboniikleaz
(RNAaz) aktivite gostermesi 6zelliginden faydalani-
larak gelistirilmistir. Tek zincirli RNA viriislerinin
genomlarinda bulunan potansiyel Casl3a baglanma
bolgelerine hedeflenen sistem, viral genomun varli-
gin1 belirlemek tizere optimize edilmistir.”® Daha
sonra yapilan calismalarda, hasta orneklerindeki
RNA veya DNA dizilerini hizli bir sekilde saptayan
“specific high-sensitivity enzymatic reporter unloc-
king” platformu gelistirilmis ve siddetli akut solunum
sendromu-koronaviriis-2 [severe acute respiratory
syndrome-coronavirus-2 (SARS-CoV-2)] tanisinda
kullanilabilirligi gosterilmistir.”

| CRISPR-Cas9 FONKSIYONEL
GENETIK TARAMA

DNA dizileme teknolojileri ve biyoinformatik analiz
yazilimlarindaki gelismeler sayesinde artik bir canli-
nin tim genom ve transkriptom dizisini belirlemek
ve analiz etmek daha kolay héle gelmistir. Ancak
bundan daha 6nemli olan asamalar genlerin fonksi-
yonlarini belirlemek, tan1 ve tedavideki kullanilabi-
lirliklerini ortaya koymaktir. Bir genin fonksiyonunu
belirlemek amaciyla “fenotipten genotipe™ ileri (for-
ward) yonlli veya “genotipten fenotipe” tersine (re-
verse) yonlii galismalar planlanabilmektedir. Ileri
yonlii calismalarda belirli bir fenotipten sorumlu olan
genler tanimlanirken, tersine yonlii ¢alismalarda bili-
nen bir genotipten yola ¢ikilarak fenotipik etkileri be-
lirlenmeye ¢alisilmaktadir.

[leri yonlii calismalarda genlerin ekspresyon dii-
zeyleri modifiye edilerek, ilgili fenotipe sahip hiicre-
ler secilir ve sonrasinda bu degisiklige neden olan
mutasyonlar karakterize edilir. Miidahaleci RNA’la-
rin [RNA interference (RNA1)] kesfi, gen ifadesinin
baskilanmasina ve fenotipik sonuglarinin molekiiler
diizeyde analiz edilmesine olanak vererek fonksiyo-
nel genetik ¢alismalara biiyiik katkilar saglamistir.>
Ileri yonlii genetik tarama caligmalarmin ilk sonug-
lar1 ¢ok sayidaki genin RNAi yoluyla susturulmasiyla
elde edilmistir.>' Kiigiik miidahale edici RNA (small
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interfering RNA) ve kiigiik sa¢ tokast RNA (short
hairpin RNA) kiitiiphanelerinin kullanildig1 bu ¢a-
ligmalarda; diisiik gen susturma etkinligi ve tekrarla-
nabilirlik oranlari, yalanci pozitif veya negatif
sonuglar gibi dezavantajlar ortaya ¢ikmistir. Buna
kargilik CRISPR-Cas sisteminin genetik tarama ca-
lismalarina uyarlanmasi sonrasinda yiiksek verimli-
lige sahip ¢iktilar elde edilebilmistir. CRISPR-Cas
sisteminin RNAi temelli genetik taramalara olan iis-
tiinliiklerinden bazilar1 yiliksek hassasiyeti; intron,
promotor, enhansir gibi tiim genomik bolgelerin he-
deflenebilmesi; dCas9 ile kombine edilen aktivator
ve epigenetik modiilatorlerle fonksiyon kazanma ta-
ramalarinin yapilabilmesidir.*

CRISPR temelli tarama ¢aligmalarinda kiitiipha-
neyi olusturan gRNA’lar bir plaka iizerine (array) da-
Sitilir ya da gen havuzu (pool) seklinde tiipte toplanir.
Array formatindaki kiitiiphanelerde 96- ya da 384-
kuyucuklu plakalar kullanilir ve her kuyucukta bir
gen ya da genomik lokusu hedefleyen gRNA bulu-
nur.** Havuzlanmus kiitiiphanelerde gRNA’larin timii
tek bir tiipte toplanir, belirli bir hiicre popiilasyonuna
uygulanir ve sonra antibiyotik kullanilarak gRNA’y1
alan hiicrelerin segilimi gergeklestirilir.* Array for-
matindaki kiitiiphanedeki gRNA’larla transfekte olan
hiicrelerin secilimi ise floresan ya da liiminesans yon-
temleriyle gerceklestirilir.® Giinlimiizde tarama ¢a-
ligmalarinda, maliyetleri daha uygun ve kolay
uygulanir yontemi olusturduklari i¢in havuzlanmis
kiitiiphaneler tercih edilmektedir. Bunun i¢in derle-
mede, havuzlanmis kiitiiphaneler kullanilarak yapi-
lan tarama calismalari ele alinmistir.

Havuzlanmis kiitliphaneler kullanilarak gercek-
lestirilen tarama c¢aligmalarinda belirli bir hiicre po-
plilasyonunda gRNA’larn aracilik ettikleri mutasyon
aracili fonksiyon kayb1, transkripsiyon aktivasyonu/
inhibisyonu ya da epigenetik diizenlemeler seklindeki
degisiklikler olusturulur. Bunun 6ncesinde gRNA’la-
rin viral vektorlere paketlenmeleri ve viriis titrasyo-
nunun, hiicre basma bir viriis ya da gRNA
transfeksiyonu olacak sekilde optimize edilmesi ge-
rekir. Transfekte edilen hiicrelerin seciliminden sonra
genetik olarak heterojen bir hiicre popiilasyonu elde
edilir. Bu hiicre popiilasyonundaki her hiicre bir
gRNA tarafindan hedeflenmis bir gene sahiptir. Ar-
dindan gRNAya ait dizilere baglanan primerler kul-
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lanilarak genomik DNA ¢ogaltilir ve yeni nesil dizi-
leme [next generation sequencing (NGS)] sonrasinda
hiicre popiilasyonundaki gRNA temsil oranlarina ba-
kalir (Sekil 1).%>%5 Ornegin bir kanser hiicresinin ba-
gimli oldugu genleri tanimlanmak icin baglangigtaki
hiicre popiilasyonunun gRNA miktari (TO) transfek-
siyon sonrast i¢in belirlenen giinde kalan hiicre po-
piilasyonunun gRNA miktariyla (T1) karsilastirtlir.’
T1 noktasinda tiikkenen gRNA’lar, kanser hiicresinin
cogalmasi ve/veya hayatta kalmasi i¢in gerekli olan
genleri tanimlar.

CRISPR-Cas temelli genetik tarama ¢aligmalari
yaygin olarak gen silmek (CRISPRko), susturmak
(CRISPRI) veya aktive etmek (CRISPRa) amaciyla
yapilir. Bunun i¢in ¢aligmanin baginda ve amacina
uygun olarak CRISPR-Cas sisteminin ana bilesenle-
rinden olan Cas endoniikleazi, gRNA kiitliphanesi ve
secilim kogullar1 belirlenmelidir.

Gen ekspresyonunun artirildigit CRISPRa tarama
caligmalarinda, transkripsiyonel aktivatorlerle birles-
tirilmis dCas9 endoniikleazi kullanilmaktadir. Calis-
malarin etkinligini artirmak igin farkli aktivator
proteinlerinin bulundugu sistemler gelistirilmistir. Or-
negin VPR adli sistemde VP64, niikleer faktor-kappa B
transkripsiyon faktorii p65 alt biriminin transkripsiyon
aktivasyon domaini ve Epstein-Barr viriisii R transak-
tivatoriiniin 3’10 fizyonu kullanilmaktadir.'>*” SunTag
adindaki ve peptid tekrar dizilerinden olusan protein
iskelesi de CRISPRa ¢alismalarinda kullanilmak tizere
modiile edilmistir. Bu sekilde olusturulan dCas9-Sun-
Tag-VP64 kompleksine ¢ok sayidaki VP64 baglana-
bildiginden daha efektif transkripsiyon aktivasyonu
gerceklestirilebilir.*® Sinerjik aktivasyon araci [syner-
gistic activation mediator (SAM)] kompleksindeki
gRNA modifiye edilerek MS2-P65-HSF1 transkripsi-
yon aktivatorleriyle ve dCas9 proteini de VP64 kom-
pleksiyle birlestirilerek sinerjistik etki saglanmaya
calisilmigtir. CRISPRa ¢alismalarinda kullanilan tiim
aktivator proteinler dCas9 ile birlestirilerek ve trans-
kripsiyon baslangic bolgesinin -300/0 b¢ yakinina
baglanarak hedef genin ekspresyonunu artirirlar.’-*

CRISPRi ¢alismalarinda dCas9 endoniikleazi
kullanilarak, transkripsiyon sirasinda RNA polime-
razin uzamasi inhibe edilir ve bu yolla hedef gen eks-
presyonu engellenir.



Hale GULER KARA ve ark.

Turkiye Klinikleri J Med Sci. 2022;42(4):311-22

1. Kutiiphanenin hazirlanmasi

2. Kutiiphanenin transdiiksiyonu

e ©

/-\f'\r\f\
~F Y\
in silico Oligontikleotid Klonlama ve
gRNA tasarimi sentezi kiitiphanenin gogaltiimasi

oo @ @® \v

Lentiviriis tretimi Transdiiksiyon Puromisin segilimi ve
hiicrelerin gogaltiimasi
3. Fenotipik seleksiyon
. ) ||a(; L » = 1]
:f...‘]—-l_O.. _+:-.-.J—-
S A J s ) .
L:.'c..‘;j/ L - l‘ V
Bas|anglg\ [ Saele J—= $Saele j—=(C2 4 ::-./‘j "’6
hiicreleri 7 P — g S—— ——
TO0
4. Analiz T
TO hiicreleri V A Vas &ﬂg
Tedavi grubu V V“if'&.} = o m = I [ |
- e . 0
! - . |
Negatif kontrol V e Ve S L lulal
Genomik DNA PCR DNA Veri
izolasyonu amplifikasyonu dizileme analizi

e ~(EE )

SEKIL 1: Havuzlanmis kiltiiphane kullanilarak yapilan CRISPRko tarama calismalarindaki drnek is akisi. 1. In silico uygulamalar kullanilarak hedeflenen gen-
lere 6zgii gRNA'lar tasarlandiktan sonra oligontikleotid havuzu sentezlenir. Olusturulan kiitiiphane LentiCRISPR V2 ya da LentiGuide Puro plasmidine klonla-
narak ¢ogaltilir. 2. Kiitliphaneyi olusturan plazmidler HEK293FT hicrelerinde lentivirlislere paketlenir. Fonksiyonel tarama yapilacak hiicrelere kiitliphanenin
transduksiyonu yapildiktan sonra, puromisin antibiyotidi ile lentivirtislerle transfekte olan hiicreler secilerek gogaltilir. 3. Secilim sonrasi baglangig hiicrelerinden
(T0) genomik DNA izolasyonu yapilir. Geri kalan hiicrelerin bir grubu fenotipik segilim icin ilag, toksin veya secici ortam gibi etkenlere maruz birakilir. Herhangi
bir uygulama yapilmayan grup negatif kontrol olarak islev gorir. Tarama sonunda tiim uygulama gruplarindan genomik DNA izole edilir. 4. Her bir gruptaki gRNA
dagiimini belirlemek amaciyla gRNA dizilerinin uglarindaki bdlgeler kullanilarak PCR iglemi yapilir. PCR isleminde ayrica indeks primerleri de kullanilarak grup-
lar etiketlenir ve elde edilen amplikonlarin dizi analizleri gergeklestirilir. Dizileme sonrasinda her gruptaki tikenen ve zenginlesen gRNA'ar ve onlarin hedefle-
dikleri aday genler belirlenir. (Biorender.com sitesindeki gorsellerden faydalaniimistir.)

Gen ifadesinin daha etkili bir sekilde baskilan-
masi i¢in dCas9 ile KRAB gibi inhibitor proteinle-
rin Dbirlestirilmesiyle elde edilen fiizyon pro-
teinler kullanilir.?* CRISPRko’nun aksine CRIS-
PRi, letaliteye neden olan esansiyel genlerin ayrin-
tili biyolojik islevlerinin degerlendirilmesi ig¢in
kullanilir.*
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gRNA KUTUPHANESININ OLUSTURULMASI

Kiitiiphane tasarimi i¢in dncelikle hedef gen setinin
belirlenmesi gereklidir. Kiitiiphanedeki hedef gen lis-
tesi tiim genomdaki genler dahil edilerek olusturula-
bilecegi gibi fosfatazlar, kinazlar, transkripsiyon
faktorleri, hiicre dongiisii, metabolizma, apoptozis
gibi herhangi bir biyolojik yolagi hedefleyebilecek
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sekilde de tasarlanabilmektedir (Tablo 1, Tablo 2,
Tablo 3).*2 Tiim genom diizeyinde yapilan tarama
calismalari, genis kapsamli olmalari ve segilim yan-
liligin1 dislamalar1 yonleriyle avantaj sagladiklar:
gibi fazla hiicre gerektirmeleri, gelismis teknik ekip-
manlara ve yiiksek is giicline ihtiya¢ duymalar1 ag1-
larindan da dezavantajli olabilmektedirler. Ornegin
GeCKO ve Brunello gibi tiim protein kodlayan
genleri hedefleyen gRNA kiitliiphaneleri kar amaci
glitmeyen Addgene (Watertown, Massachusetts,
United States) firmasindan temin edilebilmekte-
dir.32,43

Bir gRNA Kkiitliiphanesinin biiytkligi, ¢alisila-
cak aday genlerin sayis1 ve gen basina kullanilmasi
planlanan gRNA sayisiyla belirlenmektedir. Her
gRNA’nin fonksiyonel etkinligi ve 6zgiilligu farkli
olabildiginden, ayn1 geni hedefleyen birden fazla
gRNA’nin kullanilmasi dnerilmekte ve bu sayede
bulgularin giivenilirligi artmaktadir.** Tutarli sonug-

larin elde edilebilmesi i¢cin >4 gRNA/gen kullanl-
mas1 gereklidir.* Ornegin Brunello kiitiiphanesinde 4
gRNA/gen ve GeCKO-V2 kiitliphanesinde ise 6
gRNA/gen bulunmaktadir.

Uygun gRNA’larin se¢iminde birgok ¢evrim igi
veri tabanmin licretsiz olarak sunduklar1 platformlar-
dan yararlanilir. Ornek olarak E-CRISP, CRISPOR,
GUIDES, CRISPick, RGEN Cas-Designer, CHOPC-
HOP, CRISPR.mit, CRISPRseek, CRISPRdirect,
CRISPRscan, PROTOSPACER, WU-CRISPR ve
CRISPRseek platformlari verilebilir. Bu platformlarin
kullanimiyla hedef genlerin PAM dizilerine uygun
gRNA’lar dizayn edilebilir.

KONTROLLER

Tarama ¢alismalarinin etkinliklerini belirlemek ve et-
kisiz, yani nétr, varyasyonlar1 degerlendirebilmek
amactyla mutlaka negatif ve pozitif kontrol gRNA’la-
rinin %5-10 oraninda kiitliphaneye eklenilmesi 6ne-
rilmektedir.*

Kiitiiphane adi
insan ubikuitinasyon ilikili protein kiitiiphanesi

DNA hasari yanit kiitliphanesi

Brunello kitiphanesi
Brunello insan kinom kiitiiphanesi

Bison gRNA kiitiiphanesi

insan interferonla uyarilan gen kiitliphanesi

insan MinLibCas9 kiitiiphanesi

insan UBDUB CRISPR Knockout kiitiiphanesi

insan miRNA CRISPR Knockout kiit(iphanesi

Tiim genom Toronto knockout kiitliphanesi

insan metabolik gen CRISPR knockout kiitiiphanesi
insan ras sentetik lethal CRISPR knockout kiitiiphanesi
Zenginlestirilmis insan alt havuzlu kiitiphaneler

insan SLC knockout kiitiiphanesi

insan Mesajci-RBP sgRNA kiitiiphanesi

insan kinaz domain hedefli CRISPR knockout kiitiiphanesi

insan DNA baglama domain hedefli
CRISPR knockout kitiiphanesi

insan tim genom gRNA iBAR kiitiiphanesi
BARBEKO gRNA kiitiphanesi

GeCKO v2 kiitiiphanesi

TABLO 1: CRISPRko tarama ¢alismalarinda kullanilan kiitiphaneler.

Hedef Gensayisi gRNAsayisi*  Kontrol sayisi  Referans
Ubikuitinasyon ile ilgili protein genleri 660 6-25 1.000 NC Bonifacino
DNA tamir genleri 365 10 443 PC J. Chen

500 NC
Tiim genom 19.114 4 1.000 NC Doench ve Root
Kinaz genleri 763 4 100 NC Doench ve Root
Ubikuitin ligazlar ve de-ubikuitinazlar 713 4 10 PC Ebert

10NC
interferonla uyarilan genler 1.902 8 200NC Emerman OhAinle
Tiim genom 18.761 2 200NC Garnett
Ubikuitinasyon ve deubikuitinasyon genleri 1.500 ~6 1.000 NC Li
miRNA genleri 1.594 =) 1.000 NC Lin
Tiim genom 18.053 4 142 NC Moffat
Metabolik genler 2.981 =0 500 NC Sabatini
Ras ile sentetik lethal genler 132 50 499 NC Sabatini ve Lander
Cesitli yolaklari hedefleyen 6 alt kiitliphane 7.305 10 100 NC Sabatini ve Lander
SLC protein genleri 390 6-7 120 NC Superti-Furga
mRNA baglayan protein genleri 725 10 500 NC Turner
Protein kinazlarin sadece kinaz domain 482 ~6 36 PC Vakoc

51NC
Transkripsiyon faktorlerinin DNA baglama 1.427 ~6 36 PC Vakoc
alanini kodlayan genler 50NC
Tiim genom 19.210 3 1.000 NC Wei
Tiim genom baz editing 17.501 8 999 NC Wei
Tiim genom 19.052 6 1.000 PC Zhang

* . Her gene 6zgi kullanilan gRNA sayisi. PC: Pozitif kontrol; NC: Negatif kontrol; miRNA: Mikro RNA; mRNA: Mesajci RNA.
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TABLO 2: CRISPRa tarama calismalarinda kullanilan kitiphaneler.
Kiitiiphane adi Hedef Gen sayisi gRNA sayisi*  Kontrol sayisi Referans
Calabrese p65-HSF insan aktivasyon kitiiphanesi Tim genom 18.885 (SetA) 18.843 (SetB) 3-6 500 NC Doench ve Root
insan SLC aktivasyon kiitiiphanesi SLC protein genleri 388 6-7 120 NC Superti-Furga
insan tiim genom CRISPRa-v2 kiitiiphanesi Tim genom 18.915 10 1.895NC Weissman
3.790 NC
insan alt havuzlu CRISPRa-v2 kiitiiphaneleri Cesitli biyolojik yolaklari 2.320 5 250 NC Weissman
hedefleyen 7 alt kiitliphane 2.921 280NC
3.093 290 NC
2220 250 NC
2.288 250 NC
2.405 250 NC
3.668 325NC
CRISPRa genom gapli kiitliphane Tim genom 15.977 10 5.968 NC Weissman
insan membran protein aktivasyon kiitiphanesi Membran protein genleri 6.213 7-14 500 NC Wright
insan tiim genom SAM kiitiiphanesi (2-plazmid sistemi) Tim genom 23.430 3 Zhang
insan tiim genom SAM kiitliphanesi (3-plazmid sistemi) Tim genom 23.430 3 Zhang
insan SAM IncRNA aktivasyon kiltliphanesi (3-plazmid sistemi) IncRNA'lar 10.504 10 500 NC Zhang

* . Her gene 6zgu kullanilan gRNA sayisi. PC: Pozitif kontrol; NC: Negatif kontrol; SAM: Sinerjik aktivasyon araci; IncRNA: Uzun kodlamayan RNA.

TABLO 3: CRISPRi tarama galismalarinda kullanilan kitliphaneler.
Kiitiiphane adi Hedef Gen sayisi gRNA sayisi* Kontrol sayisi Referans
Dolcetto insan inhibisyon kiitliphanesi Tim genom 18.901 (SetA) 3-6 500 NC Doench ve Root
18.899 (SetB)
CRINCL-insan kodlamayan CRISPRI kitiiphanesi LncRNAlar 1.329 ~10 258 NC Weissman
(hiicre spesifik 13 alt kiitliphane) 675 153 NC
2.965 326 NC
4.103 481 NC
2.307 247 NC
2.253 339NC
2.831 191 NC
2.337 323NC
2913 487 NC
1.443 264 NC
875 194 NC
1.051 284 NC
1.269 260 NC
insan tiim genom CRISPRi-v2 kiitiiphanesi Tiim genom 18.905 5 1.895NC Weissman
Alt havuzlu CRISPRI-v2 insan kitiphaneleri Gesitli biyolojik yolaklari 2.318 5 250 NC Weissman
hedefleyen 7 alt kiitliphane 2.916 280NC
3.093 290 NC
2.219 250 NC
2.292 250 NC
2418 250 NC
3.649 325NC
insan CRISPRi titrasyon kiitiiphaneleri Temel biyolojik yolaklari 2.449 23-24 2.500 NC Weissman
hedefleyen 2 alt kiitliphane 2.405 1-9 1.202NC
Tiim genom CRISPRI kiitiphanesi Tiim genom 15.977 10 11.219 Weissman

*: Her gene 6zgu kullanilan gRNA sayisi. PC: Pozitif kontrol; NC: Negatif kontrol; InNcRNA: Uzun kodlamayan RNA.
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Genellikle negatif kontrol olarak herhangi geno-
mik bir bolgeyle eslesmeyen ya da intergenik bolge-
lere baglanan, fakat protein kodlayan genleri
etkilemeyen gRNAlar segilir. Intergenik kontrol kul-
laniminin diger amaci ise gRNA/Cas9 ile indiiklenen
DNA hasar1 yanitinin fenotipe bir etkisinin olup ol-
madigini degerlendirmektir.” Teorik olarak deneylerin
sonunda gruplar birbirleriyle karsilastirildiklarinda ne-
gatif kontrol gRNA’larinin zenginlesmeleri ya da tii-
kenmeleri beklenmemektedir.

Pozitif kontrol olarak ribozom ve proteazom gibi
hiicre i¢i organel ya da protein komplekslerin yapila-
rinda yer alan proteinleri kodlayan, yasam i¢in vaz-
gecilmez, yani esansiyel olan genleri hedefleyen
gRNA’lar segilir ve analizlerin giivenilirligini deger-
lendirmek amaciyla kullanilir. Yapilan deneylerin so-
nunda tiikenmis olmalar1 beklenmektedir.**

Cas9 ENDONUKLEAZI

Cas9 endoniikleazi kodlayan transkriptin ~4.1 kilo-
baz (kb) uzunlugunda olmasi nedeniyle gRNA ile
ayn1 vektore klonlandiginda, diisiik lentiviral titreye
ve transfeksiyon sonrasi hiicrelerde farkli Cas9 eks-
presyon seviyelerine neden olmaktadir.*® Bu nedenle
hiicreler dncelikle Cas9 vektoriiyle, stabil Cas9 ifa-
desi saglanmasi sonrasinda gRNA kiitiiphanesiyle
transfekte edilirler. Bu yontem, kanser gibi hizli ve
sonsuz boliinen hiicrelere kolay uygulanabilmekle
birlikte, primer hiicre serileri gibi yavas ve sinirlt bo-
liinen hiicrelere daha zor uyarlanabilmektedir. Boyle
durumlarda, Cas9 endoniikleaz ve gRNA’nin ayni
plazmide klonlandig: kiitiiphaneler ya da Cas9 endo-
niikleazin stabil olarak ifade edildigi hiicre serileri
kullantlir.

TRANSDUKSIYON

Bir hiicreye viriis ya da viral vektorler araciligiyla ya-
banct DNA’nin sokulmasi olayina transfeksiyon ya
da transdiiksiyon denir. CRISPR-Cas temelli genetik
tarama ¢alismalari i¢in olugturulmus olan gRNA kii-
tiiphanesinin de viral bir vektor i¢ine paketlenmesi
gereklidir ve bunun i¢in genellikle lentiviriisler ter-
cih edilir.* Lentiviriislerin tercih edilme sebepleri ta-
sima kapasitelerinin biiyiik olmasi, kiitiiphanedeki
genlerin uzun stireli ekspresyonlarmin saglanabil-
mesi, boliinen ve boliinmeyen hiicrelerin transfekte
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edilebilmesi ve immiinojenitelerinin diisiikk olmasi-
dir.*® LentiCRISPR-V2 plazmidine hem Cas9 geni
hem de gRNA dizisi klonlandigindan olusturulan kii-
tiiphanenin bir kerede lentiviriislere paketlenmesi
mimkiindiir. Buna karsilik, Cas9’u eksprese eden
lentiCas9-blast ve gRNA’y1 eksprese eden lenti-
guide-puro gibi 2°1i plazmid sistemlerinde her biri-
nin ayr1 ayri lentiviriislere paketlenmesi gerekir.”!

HUCRE TiPi VE SAYISI

CRISPR-Cas temelli genetik tarama ¢aligsmalarinda,
fibroblast ve melanosit gibi primer ya da HeLa gibi
kanser hiicre serileri kullanilabilir.> Ancak primer
hiicre serilerin diisiik ¢ogalma kapasiteleri ve trans-
feksiyonlarindaki zorluklar genis ¢apli tarama calig-
malarinda kullanimlarini sinirlamaktadir.®® Ayrica
calisma i¢in uygun hiicre se¢iminde, 6zellikle CRIS-
PRko tarama c¢alismalarinda, NHEJ tamir yolaginin
aktif olmasina dikkat edilmelidir.>*

Yanlis pozitif sonuglarin elimine edilebilmesi
icin hiicrelere aktarilan kiitiiphanedeki her bir
gRNA’nin ekspresyonu 6nemlidir. Havuzlanmis kii-
tiiphaneyle gerceklestirilen gen silme ¢aligmalarinda
her hiicrenin bir gRNA alabilmesi i¢in lentiviral
transdiiksiyonun %20-60 oraninda, yani diisiik en-
feksiyon verimliliginde yapilmasi 6nerilmektedir.*
Giivenilir bir tarama i¢in hiicre popiilasyonunda her
bir gRNA’nin 500x-1.000x temsil edilmesi hedef-
lenmektedir. Buna gore 100.000 gRNA’11 bir kiitiip-
hanenin 1.000x ve %40 transfeksiyon etkinligine
ulasabilmesi, yani giivenilir oranlarda temsil edile-
bilmesi i¢in deneye 250 milyon hiicreyle baglanmasi
gerekir. Tekrar gruplarinin da eklenecegi géz oniinde
bulunduruldugunda, bu sayidaki hiicrenin ayni anda
kiiltirleri ve bakimlarinin yapilabilecegi yer, teknik
ekipman, sarf malzemesi ve insan giicline sahip olun-
masi gereklidir.

POZITiF VE NEGATIF SELEKSIYON

Hiicreler gRNA kiitiiphanesiyle transfekte edildikten
sonra, hiicre popiilasyonunun pozitif ya da negatif
seleksiyonu yapilmalidir. Pozitif seleksiyon ilag di-
renci ile iliskili genetik degisikliklerin belirlenme-
sini, negatif seleksiyon ise hiicrelerin bagimli
olduklar: esansiyel genlerin kesfedilmesi icin ger-
ceklestirilir.
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Pozitif seleksiyon i¢in hiicreler bir ilag, toksin
veya patojen gibi etkene maruz birakilarak giiglii se-
¢ici bir ortam olusturulur.>® Bu ortamda hayatta ka-
labilen hiicreler, koruyucu bir mutasyon olusumuna
bagh olarak biiyiime avantaji kazanmig olan hiicre-
lerdir. Ornegin biiyiime avantaji kazanan direncli
kanser hiicrelerinde genellikle az sayidaki gRNA’nin
zenginlesmesi beklenir.*

Negatif seleksiyondaki amag, hayatta kalma
veya ¢ogalma olaylarini etkileyerek, hiicrelerin tii-
kenmesine neden olan genetik degisiklikleri belirle-
mektir. Bu yaklagimda, 2 hiicre popiilasyonundan biri
segilime tabi tutulurken, digeri tutulmaz ve ¢alisma-
nin kontrol grubunu olusturur. Caligmanin sonunda,
her iki hiicre popiilasyonundaki gRNA miktarlar kar-
silagtirilarak seleksiyonla tiikkenen gRNA’lar tanim-
lanmaya c¢alisilir. Negatif seleksiyonun oOnemli
uygulama alanlarindan biri kanser hiicrelerinin ba-
giml1 olduklart onkojenik mutasyonlar1 tanimlamak-

tir 32,57

DIZILEME VE BiYOINFORMATIK ANALIZLER

Bir tarama ¢alismasinin en son agamasi amplikonun
dizilenmesi ve sonrasinda fenotip gelisimine neden
olan genetik faktorlerin tanimlanmasi amaciyla biyo-
informatik analizlerinin yapilmasidir.’® Bu asamada,
farkli CRISPR tabanli tarama ¢aligmalara 6zgii algo-
ritmalar kullanilmaktadir. CRISPRko sonuglarinin
analizi i¢in MAGeCK basta olmak tizere BAGEL,
RIGER, ScreenBEAM, casTLE, HiTSelect, CERES
ve JACKS algoritmalar1 kullanilmaktadir.’®>* MA-
GeCK algoritmasinda ham FASTQ verileri kullani-
larak gRNA bolgeleriyle eslestirme yapilir ve negatif
bir binom dagilimi uygulanarak her bir gruptaki
gRNA okuma sayilari belirlenir.’®*° Tedavi ve kont-
rol gruplarindaki gRNA okuma sayilart TO hiicre gru-
buna gore normalize edilir. Her bir gRNA ig¢in p
degeri ve kat degisimi hesaplandiktan sonra kontrol
grubuyla karsilagtirilarak, beta skorlarina gore tiike-
nen ve zenginlesen gRNA’lar ile hedefledikleri aday
genler listelenir.®” Ayrica bu algoritmanin MA-
GeCKFlute gibi farkl1 versiyonlarinda taramanin ka-
lite kontrolii, kopya sayisi varyasyon analizi, islevsel
zenginlestirme ve hedef disi1 etki analizi de yapilabil-
mektedir.”® Esansiyel olan ve olmayan genleri belir-
lemek i¢in kullanilan BAGEL algoritmasi, gRNA
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dagilimlarim kullanarak her bir gen i¢in Bayes fak-
torii hesaplar. Bayes faktorii siralamasina gore de fe-
notipten sorumlu esansiyel genler siralanir.®' JACKS
algoritmasi ayn1 gRNA kiitliphanesini kullanan ¢oklu
taramalarda gRNA etkinliklerini belirleyen bir Bayes
yontemi olarak kullanilir.®> Kanser hiicrelerinin ba-
giml1 olduklar1 genleri belirlemek i¢in kullanilan
CERES algoritmasinda tiikenen gRNA’lar ve kopya
sayis1 varyasyonlari degerlendirilir.®

CRISPRa ve CRISPRi tarama ¢alismalarinin so-
nunda elde edilen NGS verileri CRISPhieRmix algo-
ritmasi ile analiz edilir. Bu algoritmada, DESeq2
yazilimi ile negatif kontrol gRNA’lar1 kullanilarak
bos bir dagilim olusturulur. Genlere 6zgii gRNA da-
gilimlar1 log, kat degisimlerine gore hesaplanarak
karisim dagilimi yapilir ve bu dagilima gore aday
genler belirlenir.*

| CRISPR-Cas9 FONKSIYONEL
GENETIK TARAMA UYGULAMALARI

CRISPR-Cas9 temelli fonksiyonel genetik tarama ¢a-
ligmalar1, enfeksiyon hastaliklarinda viriis-konakg1
etkilesimlerinin arastirilmasini ve yeni antiviral he-
deflerin ortaya konmasini saglamaktadir.®® Ornegin
koronaviriis enfeksiyonu icin gerekli konak faktorle-
rini belirlemek amaciyla Brunello kiitiiphanesi kulla-
nilarak yapilan tim genom CRISPRko tarama
calismasinda, SARS-CoV-2 viriisiiniin insan hiicre-
lerini enfekte edebilmesi i¢in hiicrelerin lizozomal bir
proteini kodlayan TMEM 1068 genini eksprese etme-
leri gerektigi gosterilmistir.®

CRISPR taramalari, basta kanser olmak iizere,
hastaliga bagl olarak hiicrelerin hayatta kalabilme-
leri i¢in gerekli olan, hastalik gelisiminden sorumlu
genetik faktorlerin tanimlanmasi ve fonksiyonlariin
belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir.®” Tarama calis-
malarinin sonunda genotip-fenotip iliskinin belirlen-
mesiyle hastaligin progresyonundan sorumlu genetik
faktorler ve yeni ilag hedefleri ortaya ¢ikarilir. Orne-
gin l16semi hiicreleriyle yapilan tiim genom CRISPRIi
tarama calismasinda, immiin kontrol noktas1 resep-
torlerinden Siglec-7’nin yeni bir ligand1 belirlenmis
ve bunun kanser immiinoterapisi i¢in potansiyel bir
hedef olabilecegi bildirilmistir.®® Prostat kanseri hiic-
relerinde GeCKO v2 kiitiiphanesi kullanilarak yapi-
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lan bir CRISPRko tarama c¢alismasinda ise RNA
“splaysing” faktorlerinden heterojen niikleer ribo-
niikleoprotein L’ nin kanser biiylimesinde etkili ol-
dugu ve ilag hedefi
bildirilmistir.® Potansiyel terapotik hedef olarak ta-

olarak kullanilabilecegi

nimlanan bu faktorlere 6zgii yeni ilaglarin gelistiril-
mesi, kisisellestirilmis tedavilerin yayginlagsmasina
da katk1 saglayacaktir.

Yeni terapdtik hedeflerin belirlenmesinin ya-
ninda, kanser tedavisi sirasinda gelisen kemoterapi
direncine neden olan faktorlerin tanimlanmasi da
fonksiyonel tarama ¢aligmalariin kullanim alanla-
rindan birini olusturmustur.”’ Bu taramalar, direngli
hiicreleri yeniden tedaviye duyarli hale getiren he-
deflerin belirlenmesi ve kemoterapi sirasinda gelisen
ilag direncinin biyolojik mekanizmasinin aydinlatil-
masinda faydalidirlar. Ayrica bir bilesigin etki me-
kanizmasini ve molekiiler hedeflerini belirlemek icin
de kullanilabilmektedir.”’ Ornegin mesane kanseri
hiicrelerinde GeCKO Kkiitiiphanesi kullanilarak yapi-
lan bir tarama ¢alismasinda; MSH2, MLH 1, FAMS89B,
XPC ve PMS?2 aday genleri belirlenmis ve validas-
yon calismalarinda MSH?2 geninin sisplatin direnci
gelisiminde etkili oldugu gosterilmistir.”> Glioblas-
toma hiicrelerinde sirasiyla GeCKO-V2 ve “human
CRISPR activation (SAM)” kiitiiphaneleri kullanila-
rak yapilan CRISPRko ve CRISPRa tarama ¢alisma-
larinda; MSH2, PTCH2, CLCA2 genleri ile niikleer
faktor eritroid 2 ve Wnt yolaklarinin temozolomid di-
renciyle iligkili olduklart belirlenmistir.”

CRISPR temelli tarama c¢alismalarinin kullanil-
dig1 bir diger alan da yine basta kanser olmak iizere,
in vivo hastalik modellerinin olusturulmasidir. Bir

hastanin tiimér dokusundaki genomik bilgi kullani-
larak olusturulan CRISPR kiitiiphanesiyle o hastaya
0zgli kanser modellemesi yapilabilmektedir. Bu se-
kilde olusturulan kisisellestirilmis kanser modelle-
riyle ilgili timoriin profili belirlenebilmekte ve
bireysel tedavi se¢enekleri arastirilabilmektedir.”

In vitro kosullarda gergeklestirilen cok sayidaki
CRISPR-Cas9 temelli tarama galismasinda, basarili
sonuglarin elde edilmis olunmasiyla birlikte im-
miinmikrogevre-kanser gibi daha karmagik etkile-
simlerin heniiz arastirilamiyor olmasi sistemin
kisitlayici yoniini olusturmaktadir. Bunun igin
gRNA kiitiiphanelerinin in vivo hayvan modelleri ve
Cas9 endoniikleazini ifade eden doku organoidlere
transfekte edilebildigi daha gelismis sistemlerin ge-
listirilmesi gerekmektedir.”

Finansal Kaynak

Bu ¢alisma, TUBITAK Kurulu tarafindan onaylanmis (Proje no:
1197280/1001) ve TUBITAK arastirma fonunca desteklenmistir:

Cikar Catismast

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

firmada ¢alisma durumu, hissedarlik ve benzer durumlari yoktur.
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