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Bagisiklik Yanitindan Genom Tasarimina;

CRISPR-Cas9 Sistemi

From the Immune Response to the Genome Design;

CRISPR-Cas9 System: Review

OZET CRISPR (diizenli araliklarla boliinmiis kisa palindromik tekrar kiimeleri)/Cas9 (CRISPR-
iligkili niikleaz-9), kilavuz bir RNA (gRNA) esliginde 6zgiil bir genomik bolgeye hedeflenen Cas9
niikleaz enziminin kullanildig: bir genom diizenleme sistemidir. Son yillarda bu RNA aracili
genom diizenleme teknolojisi “molekiiler cerrahi” yontemi olarak tanimlanmg, farkli alanlar-
daki birgok yenilik¢i uygulamada kullanilmis ve elde edilen sonuglar molekiiler biyoloji i¢in dev-
rim yaratici nitelikte olmugstur. CRISPR/Cas sistemi ckaryot genomlarinda bulunmamakta, fakat
prokaryot organizmalarin genomlarinda viral istilacilara karg: giiglii bir savunma stratejisi olarak
kullanilmaktadir. Dogal CRISPR/Cas sistemleri, yabanci bir DNA'nin par¢alanmasindan sorumlu
olan ¢esitli enzimlere ve endoniikleaz islevi i¢in gerekli RNA kilavuzlarina sahiptir, ancak 6kar-
yotlarda genom diizenleme ¢aligmalari i¢in kullanildiginda, gereken tek CRISPR proteini Cas9 en-
doniikleaz enzimi ya da bunun bir varyantidir. Genom diizenleme yontemi olarak CRISPR
sisteminin kullanimi aslinda Cas9 proteinin kisa bir rehber RNA molekiilii ile birlikte DNA’ya
baglanarak ¢ift zincir kiriklar1 olusturabilme yetenegine dayanmaktadir. CRISPR teknolojisi, kan-
ser arastirmasi da déhil olmak {izere yasam bilimleri arastirmalarinda karsilagilan karmagik mo-
lekiiler biyoloji problemlerini ¢6zmeye aday goziikmektedir. Bu derlemede, 6ncelikle bagisiklik
sistemi olarak CRISPR/Cas sistemleri ele alinacak ve prokaryot organizmalarda bagisiklik yani-
tinin olusum asamalar: tanimlanacaktir. CRISPR/Cas9 sistemi kullanilarak genom diizenlenme-
sinde DNA zincir kiriklarinin tamir mekanizmalar ile kilavuz RNA’lar tanimlanarak, etkin ve
hedef dis1 etkilerin en aza indirgendigi transfeksiyon yontemleri tartigilacaktir. Son olarak kan-
serde CRISPR uygulamalari ile genom diizenleme teknolojisinin terapétik etkinligi degerlendi-
rilecektir.

Anahtar Kelimeler: Kazamlmig bagisiklik; genom

ABSTRACT The CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeat) /Cas9 (CRISPR
-associated nuclease-9) system is a versatile tool for genome engineering that uses a guide RNA
(gRNA) to target Cas9 to a specific genomic region. In recent years, this RNA-guided genome-edit-
ing technology has become a revolutionary tool in molecular biology and has many innovative ap-
plications in different fields. CRISPR /Cas system is not found in eukaryotic genomes, whereas a
powerful defence strategy against viral invaders in the genomes of prokaryotic organisms. Native
CRISPR/Cas systems have a variety of enzymes responsible for degradation of foreign DNA as well
as the RNA guides required for endonuclease function, however when used for genome editing in
eukaryotes, the only CRISPR protein required is the Cas9 endonuclease or a variant thereof. Using
CRISPR system as a tool for altering genomes is due to the ability of Cas9 protein to cause double-
stranded breaks in DNA after binding with short guide RNA molecules. CRISPR technology is can-
didate to solve several complex molecular biology problems faced in life science research including
cancer research. In this review, CRISPR-Cas will be handled as an immune system regulator and
immune system response steps will be defined in prokaryotic organisms. Repair mechanisms of
DNA strand breaks and guide RNAs will be defined in means of using CRISPR-Cas9 system in
genome editing and efficient transfection methods minimalized for off target effects will be dis-
cussed. Finally, CRISPR applications in cancer and therapeutic efficiency of genome editing tech-
nology will be evaluated.

Keywords: Adaptive immunity; genome
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BAGISIKLIK SISTEMi OLARAK CRISPR-Cas

Patojenler, 6zellikle viriisler, gelismis canlilarda ol-
dugu kadar tek hiicreli canlilar i¢in de tehdit olus-
turmaktadir. Bu bakimdan tek hiicreli canlilarin da
viriislere karsi genomlarimi korumak i¢in bir sa-
vunma sistemine sahip olmalar1 gerekmektedir.
Yirmi y1l 6ncesine kadar, bakterilerin bagisiklik sis-
temi olarak sadece dogal restriksiyon enzimlerine
sahip oldugu biliniyordu. Ancak son yillarda yapi-
lan caligmalarda, bakterilerin de karsilagtiklar: pa-
tojenlere karst kazamilmis bagisiklik sistemi
gelistirebildikleri gosterildi. Giintimiizde CRISPR-
Cas olarak adlandirilan bu sistemin arkelerin
%84 tinde ve bakterilerin ise yaklagik %45’inde bu-
lundugu bilinmektedir.!

Prokaryot canlilarda “diizenli araliklarla bo-
linmiiy kisa palindromik tekrar kiimeleri”
(CRISPR: clustered regularly interspaced short pa-
lindromic repeats) ad1 verilen belirli DNA bdlge-
leri kazanilmis bagisiklik sisteminin temelini
olusturmaktadir.>®* CRISPR bélgelerinin tekrarla-
yan palindromik dizileri ilk olarak Ishino ve ark.
tarafindan FEscherichia colide Apoptoz inhibitor
protein (IAP: The inhibitory of apoptosis protein)
gen dizisi ¢aligtlirken bulunmustur.* IAP geninin
dizi analizi sirasinda, asag1 akis bolgesinde 29 niik-
leotit (nt) tekrar kiimeleri ve bu tekrarlarin ara-
sinda 32 nt ara DNA bolgeleri belirlenmis ancak
fonksiyonlar1 anlagilamamigtir. Sonraki yillarda ya-
pilan caligmalar tekrarlayan DNA bolgelerinin ¢ok
say1lda bakteri ve arkelerde bulundugunu, ayrica bu
bolgelerdeki DNA dizilerinin plazmitler, transpo-
zonlar ve bakteriyofajlar gibi ekzojen mobil gene-
tik elementlerle 6zdes oldugunu gostermistir.’
Biyoinformatik analizler CRISPR bolgelerinin, ya-
kinlarinda bulunan Cas (CRISPR associated) gen-
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leri ile iliskili oldugunu goéstermekle birlikte, bir-
¢ok Cas geninin niikleaz ve helikaz gen ailelerine
benzer diziler igerdiginin kesfedilmesini saglamis-
tir.> Bu bulgular CRISPR/Cas sisteminin RNA-ara-
cii bir savunma sistemi olabilecegi hipotezini
ortaya c¢ikartmistir. Bu hipotez Barrangou ve
ark.nin 2007 yilinda yapilan c¢alismasinda dogru-
lanmig, CRISPR sekanslarinin ve iligkili Cas prote-
inlerin bakteriyofaj enfeksiyonuna karsi miidahale
yonelttigini kanitlamigtir.? Son 10 yilda RNA-ara-
cili miidahale olarak CRISPR/Cas mekanizmasi
biiyiik oranda aydinlatilmigtir.

CRISPR bolgelerinin en belirgin 6zelligi, iger-
dikleri tekrarlayan kisa DNA dizileridir ($ekil 1).
Palindromik olan bu kisa DNA bélgeleri 5’den 3’e
ve 3’den 5’e, her iki yonde de ayn1 okunan diziler-
dir. Palindromik DNA dizi tekrarlarinin arasinda
ise aralayici (spacer) adi verilen DNA bolgeleri bu-
lunur. Ozgiin DNA dizilerinden olusan aralayici
bolgeler, kazanilmis bagisiklik sisteminin bellegini
olusturan temel 6gelerdir. Bu bélgeler genellikle
bir viriisin veya plazmitin niikleik asitlerinden
prokaryot genomuna alinir. Prokaryot bir orga-
nizma aymn viriis ile tekrar karsilastiginda ise arala-
yica1 diziler tanima bolgesi olarak caligir ve istilaci
genomu parcalamak iizere harekete gecilmesini
saglar. CRISPR lokusunda bulunan tekrar bélgele-
rinin dizileri ve uzunluklar biiyiik oranda korun-
mus olmakla birlikte farkli genomlarda bu oranlar
degisebilmektedir. Tekrar dizilerinin uzunluklar
21-48 baz ¢ift arasinda degisirken, aralayici bolge-
ler 26-72 baz cift araligindadir.’® Bir genomda bu-
lunan CRISPR lokusu ise tek veya daha fazla sayida
olabilmektedir. CRISPR lokusun yukar: akis bolge-
sinde bulunan ve “lider dizi” ad1 verilen korunmus
bolgeler transkripsiyonun yoniiniin belirlenmesini
saglamaktadir.
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SEKIL 1: CRISPR-Cas sisteminin sematik gizimi.
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CRISPR sisteminin diger 6nemli bilegeni Cas
gen bolgeleridir (Sekil 1). Prokaryot bagisiklik sis-
temi icin fonksiyonlar1 ¢ok 6nemli olan Cas gen-
leri genellikle CRISPR sisteminin yakininda
bulunurlar. Cas proteinlerinin helikaz ve niikleaz
ozelliklerinin bulunmasi DNA dizilerini agma ve
kesmesine imkan saglamaktadir. Bu sayede Cas
proteinleri niikleik asitlerle etkilegim kurarak niik-
leaz, helikaz veya RNA baglanma proteini seklinde
aktivite gosterebilirler.® Bagisiklik yanitin her bir
asamasl i¢in 6zgiinlesmis farkli Cas proteinleri bu-
lunmaktadir. CRISPR lokusunun sayisi, gérev alan
Cas proteinlerinin farklilig1 goz 6niine alinarak Tip
I, Tip II ve Tip III CRISPR-Cas sistemleri tanim-
lanmistir (Sekil 2).6

Tip I CRISPR-Cas sistemi: i1k olarak Escherichia
coli'de tanimlanan bu sistem Cas3 proteininin fonk-
siyon gormesi ve kaskad kompleksinin olusumu ile
karakteristiktir.” Cas3, helikaz ve DNaz bolgeleri ice-

ren biiyiik bir proteindir ve istilac1 genomun parga-
lanarak yok edilmesini saglamaktadir.®? Multimerik
riboniikleoprotein yapida olan kaskad kompleksi
(Cascade; CRISPR associated complex for anti-
viral defense) Csel, Cse2, Cas7, Cas5 ve Casb6e pro-
teinlerinin birlesmesi olusur ve CRISPR dizilerinin
islenerek hedef DNA’ya baglanmasindan sorumlu-
dur.” Tip I CRISPR sistemi kaskad kompleksinin
icerdigi proteinler goz 6niinde bulundurularak 6
farkl: alt tipe ayrilmig ve A’dan F'ye isimlendiril-
migtir.” Cas8a, cas8b ve cas8c, I-A, I-B ve I-C alt
tiplerinde kaskad kompleksine katilan genlerdir.'
Tip I-E CRISPR-Cas sisteminde, Cas3 proteininin
hedef DNA dizisini kesebilmesi i¢in Csel proteini
ile etkilesmesi gereklidir.!! Escherichia coli K12
susu 8 farkli Cas geni (casl, cas2, cas3, csel, cse2,
cas7, cas5, cas6e) icerir.!? Pre-crRNA’nln Cas6e
proteini ile kesilmesinden sonra 61 nt igeren olgun
crRNA olusur ve kaskad kompleksi tarafindan tu-

$EKiL 2:Tip |, Tip Il ve Tip Il CRISPR-Cas sistemlerinin alt gruplari ve bilegenleri. Ortolog genler renk koduyla gdsterilmistir. CRISPR-Cas tipini belirleyici olan
genler yesil kutucuk icerisinde, bu genlerin alt tipleri ise kirmizi kutucuk icerisinde belirtilmistir. Genlerin Uzerindeki harfler Cas proteinlerinin baglica kategorile-
rini gostermektedir. (L: antiviral savunma icin bllyiik CRISPR-iliskili kompleks (kaskad) alt-birimleri (large CRISPR-associated complex for antiviral defence (Cas-
cade) subunits), S: kiiclk kaskad alt-birimleri (small Cascade subunits), R: tekrar- iliskili gizemli protein (RAMP) kaskad alt-birimleri (repeat-associated mysterious
protein (RAMP) Cascade subunits), RE: crRNA islenmesinde gerekli RAMP ailesi RNase’lar (RAMP family RNases involved in crRNA processing); T: trans-
kripsiyonel diizenleyiciler. Yildiz (*) isareti, HD domaini iceren tahmini inaktif polimerazi gostermektedir.'%?
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tulur.” crRNA, kaskadin ¢ift zincirli DNA mole-
kiillerine baz eslesmesi yoluyla 6zgiil olarak bag-
lanmasini yonlendirir.” Tip I CRISPR-Cas sistemi-
nin diger alt gruplarinin bilesenleri Sekil 2’de gos-
terilmigtir.

Tip II CRISPR-Cas sistemi: I1k olarak Strepto-
coccus thermophiles'de tanimlanmig ve kazanilmisg
bagisiklik sistemindeki rolii gosterilmigtir.? Casl,
Cas2, Cas9 ve bazi durumlarda (Csn2 veya Cas4)
proteinleri de islev goriir (Sekil 2). Bu sistemde bu-
lunan kodlamayan trans-aktive edici crRNA (non-
coding trans-activating crRNA: tractRNA), crRNA
ile hibridize olarak iskele yapisi olusturur ve bu ge-
kilde Cas9un rehberlik etmesini kolaylastirir. Cas9
adaptasyon agamasina yardim eder, crRNA’nin is-
lenmesine katilir, crRNA ve tracrRNA’nin yardi-
miyla hedef DNAnin kesilmesini saglar.’

Tip II CRISPR-Cas sisteminin memelilerde
uyarlanabilmesi icin crRNA ve
tracrRNA ile birlikte kombine edilerek sentetik tek
bir kilavuz kimerik RNA (gRNA) olusturulur. Bu
sekilde efektif olarak tek bir transkript seklinde
transkribe edilmesi saglanir.'

kullanima

Bircok Cas proteini arasinda endoniikleaz ak-
tiviteye sahip olmas: agisindan Cas9un ayr bir
6nemi bulunmaktadir (Sekil 3). Streptococcus pyo-
genes'den elde edilen Cas9 proteininin (SpCas9)
molekiiler agirhigy yaklasik 150 kDa’ dur ve 2 ana
bolgeden olusmaktadir; REC ilmek ve NUC ilmek.
REC ilmek, DNA-RNA helikslerinin taninmasi
i¢cin, NUC ilmek ise hedef DNA’nin kesilmesi i¢in
gereklidir. NUC ilmek, iki bagimsiz endoniikleaz
bolgesine sahiptir; HNH domain ve RuvC do-
main.'* Her bir domain hedef genomik boélgede

DNA’nin bir ipligini keser. HNH bolgesi kompla-
menter olunan DNA ipligini keserken, RuvC bél-
gesi ise komplamenter olmayan karg: zinciri keser.
Ancak gRNA’ya baglanmamig olan Cas9 proteini-
nin endoniikleaz aktivitesi yoktur. Cas9 proteini-
nin kesim boélgelerine ilave olarak, NUC ilmeginin
C terminal bolgesinde bir de PAM (Protospacer
Adjacent Motif) tanima bolgesi bulunmaktadir. Bu
bolgede bulunan iki korunmus arjinin rezidii
(R1333 ve R1335), GG niikleotidlerinin taninma-
sinda 6nemli rol oynamaktadir.’

Tip IIT CRISPR-Cas sistemi: Cas10 proteininin
islev gordiigii bilinmekle birlikte fonksiyonu tam
olarak belirlenememistir. Kaskada benzer sekilde
Csm/Cmr komplekslerinin olusumu ile karakteri-
zedir.' Tip I ve Tip II sistemleri DNA’y1 hedef alir-
ken, Tip III CRISPR/Cas sistemi DNA ile birlikte
RNA’y1 da hedef alabilmektedir. Tip II sistem sa-
dece bakterilerde bulunurken, Tip I ve III sistem-
leri hem bakterilerde hem arkelerde bulunmak
tadir.'?

CRISPR-Cas sisteminde bagisiklik yanitinin
olugmas: ii¢ agamada gerceklesmektedir;!

Adaptasyon: Yeni bir aralayict DNA bolgesi-
nin CRISPR sistemi igerisine alinmasidir. CRISPR
adaptasyonu, ekspresyon ve interferans asamala-
rindan once genetik hafizanin olusturulmasi i¢in
gereklidir.

Adaptasyon siireci temel olarak; i.) 6nciil ara-
layic1 bolgesinin segilerek aralayici materyalin
olusturulmasi, ii.) Aralayici bolgenin CRISPR sis-
temine birlestirilmesi ve sentezi asamalarindan
olusmaktadir.'® Casl ve Cas2 proteinleri aralayici
bolge kazanimi igin gerekli anahtar faktdrlerdir.

SEKIL 3: Cas9 endontikleaz enziminin DNA cift zincir kesimini baglatmasi igin model.2* A) Serbest Cas9 enzimi, B) gRNA ile yiiklenmis Cas9 enzimi, C)
Cas9/gRNA kompleksinin hedef DNA dizisine baglanmasi, RuvC ve HNH domainleri ile DNA ¢ift ipligini kesmesi.
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Her ikisi de niikleaz olan bu proteinlerden Casl’in
aktif bolgesindeki bir mutasyonun aralayic bolge
kazanimini bozdugu gosterilmistir.' Escherichia
coli'de Casl ve Cas2 dimerleri birbirine baglanarak
bir kompleks olusturur. Aralayici bélgenin trans-
portu ve integrasyonu i¢in bu kompleksin olusumu
gereklidir. Aralayici bolge kazanimi igin gerekli
diger faktorler Cas9, Csn2, tracrRNA (Tip IIA) ve
Cas4 (Tip IIB) olarak siralanabilir.?

Aralayici bolgenin se¢iminde hedef niikleik
asit tizerinde bulunan belli diziler rehberlik et-
mektedir. Hedef dizilerin analizi ile hedef bolge-
nin komsusu olan kisa bir motifin kendinden olan1
ve olmayani ayirt etmek i¢in kritik oldugu belir-
lenmig ve bu dizi PAM olarak isimlendirilmigtir.?
PAM dizisi hem interferans, hem de adaptasyon
agamasi i¢in gereklidir.!

Ekspresyon: CRISPR bolgesinden RNA sentezi
ile pre-crRNA olusturulmas: ve Cas genlerinin
ifade edilmesi ile birlikte pre-crRNA’dan olgun
crRNA olusturulmasini kapsamaktadir.

CRISPR-Cas lokusunun transkripsiyonu ile
olusturulan RNA-protein rehber kompleksi sonraki
asamalarda bir¢ok organizmada benzer yollar1 izlese
de spesifik farkliliklar bulunabilmektedir. Biitiin sis-
temlerde oncelikle CRISPR lokusu transkribe edilir,
RNA Cas-riboniikleazlarla islenerek CRISPR-ribo-
niikleoprotein (crRNP) kompleksi olusturulur.
CRISPR transkripsiyonu Escherichia coli, Pyrococ-
cus furiosus ve Sulfolobus sp. gibi bazi tiirlerde lider
dizi bolgesinden baglar.?! Lider dizi, promotér bile-
senlerini ve aralayic1 kazanimi i¢in diizenleyici pro-
teinlerin baglanma bolgelerini igerir. Olusturulan ilk
primer transkript (pre-crRNA) uzundur ve icerdigi
palindromik tekrarlara baglh olarak ¢ok sayida ikin-
cil sag tokas: yapisi olugturabilir.!

Interferans: Hedef dizinin parcalanarak yok
edilmesi olarak tanimlayabilecegimiz interferans
asamasinin temeli; crRNAnin Cas proteinlerine
baglanarak protoaraliga (protospacer) es bolgede lo-
kalize olmas: ve hedef dizinin degradasyonunu te-
tiklemesidir. Degradasyon, spesifik Cas niikleazlar
tarafindan yapilmaktadir.”

Tip I ve II CRISPR sistemlerinde interferans
icin PAM dizisinin bulunmas: ve eksiksiz protoara-

31

lik-crRNA eglesmesi gerekmektedir.”? PAM dizisi-
nin bulunmasy, sistemi kendi CRISPR bélgesine sal-
dirmaktan korur. Kritik 6neminden dolay: proto-
aralik - crRNA komplamenter bolgesine gekirdek
bolge (seed region) adi verilmektedir.?? Cekirdek
bolgenin disinda bulunan birkag eslesmemis baz to-
lere edilebilmekte ve interferans: etkilememekte-
dir.?

CRISPR teknolojisinin kullanildig: in vitro ¢a-
lismalarda genomda belli bir bolgeden DNAnin
kesilmesini saglamak i¢in Cas9 enzimini yonlendi-
recek kilavuz RNA’lar iceren yapilarin olusturul-
mast gerekir. Bunun i¢in crRNA ve tracrRNA
birlestirilerek tek bir kilavuz RNA (gRNA) olustu-
rulur."* Cas9/gRNA kompleksinin hiicreye trans-
feksiyonu sonrasinda hedeflenen genomik bolgede
DNA ipliklerinin kesilmesi saglanir (Sekil 3).

|| CRISPR-Cas9 SISTEMI ILE
GENOM DUZENLENMESI

DNA KIRIKLARININ TAMIR MEKANIZMALARI

CRISPR-Cas9 teknolojisi kullanilarak genom dii-
zenlenmesi icin, oncelikle RNA molekiiliiniin ki-
lavuzluk ettigi endoniikleaz enzim (Cas9) ile
DNA’nin belirli bir bolgeden cift zincir ya da tek
zincir king: seklinde kesilmesi gerekmektedir. Bu
bakimdan CRISPR-Cas9 sisteminin prensibini an-
layabilmek i¢in o6ncelikle okaryot genomunda
DNA kiriklarinin nasil tamir edildigini anlamak
onemlidir. DNA hasarlarinin en zarar verici for-
munu ¢ift zincir kiriklar1 (Double Strand Break,
DSB) olusturmaktadir. Genomun biitiinligiiniin
korunmasi agisindan bu kiriklarin tamir edilmesi
olduk¢a énemlidir. Okaryot hiicrelerde DNA cift
zincir kiriklarinin tamirinde iki mekanizma kulla-

nilmaktadir; %

1) Homolog rekombinasyon (HR: homologous
recombination ya da HDR: homology-directed re-
pair)

2) Homolog olmayan ug birlestirme (NHE]:
non-homologous end-joining)

HR, mitotik hiicrelerin boliinmesi sirasinda
kendiliginden olusan DNA hasarlarinin tamirinde
gereklidir. Bunun i¢in kirik kromozomun ucunun
bozulmamis kromozoma invazyonu gerekmekte-
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dir. HR birka¢ mekanizma ile yapilabilmektedir.?®
Basit bir gen doniistiirme (conversion) durumunda
hasarl1 bélgenin tamiri i¢in saglam DNA ipliginden
kiiciik bir miktar hasarli bolge kopyalanarak yama
yapilir. Hataya agik olmasina ragmen, gen doniis-
tirme ile HR tamiri, ¢ift zincir kiriklarinin tami-
rinde en sik kullanilan yoldur. Alternatif olarak HR
sirasinda Holiday Kavsag: ad1 verilen yapilar olus-
turularak krossing over ile sonuglanan DNA tamiri
yapilabilmektedir. Ancak krossing over kardegs kro-
matidler arasinda olustugu zaman (sister cromatid
exchange) genetik olarak sessiz kalir. Homolog kro-
mozomlar arasindaki krossing over ise heterozigot-
luk kayb1 (Loss of heterozygosity, LOH) ile
sonuglanabilmekte ve resesif bir alelin kaybz ile za-
rarl etkileri ortaya c¢ikabilmektedir. Cift zincir ki-
riklarinin hangi mekanizma ile tamir edilecegi
hiicrenin i¢inde bulundugu evreye ve gevresel fak-
torlere bagli olarak degisebilmektedir. Hiicre don-
glstiniin Gy/G; evresinde HR faktorleri hentiz ifade
edilmediginden ve kardes kromatidler olusmadigin-
dan HR aktive edilmez.?®

NHE] ilk olarak linear plazmit DNA’sinin ho-
moloji gostermedigi halde agik uglarinin birleserek
sirkiiler hale getirilmesi sirasinda yapilan ¢alisma-

larda DNA tamir sistemi olarak tanimlanmigtir.”’
Sonraki ¢alismalarda NHE] nin bagisiklik sisteminde
antijen reseptorlerinin yeniden diizenlemesi sira-
sinda gen segmentlerinin birlegtirilmesinde kulla-
nildig belirlenmigtir.3

Cas9 enzimi ile indiiklenen cift zincir kiriklar
HR ya da NHE] ile tamir edilebilmektedir (Sekil
4).3' NHE] ile tamir hataya meyilli oldugundan ger-
¢eve kaymasi mutasyonlari (Frameshift mutations)
ve InDel mutasyon ad1 verilen insersiyon/delesyon
mutasyonlarina neden olur. Bu mutasyonlarin ka-
zanilmasi ile gen iirtinii bozuldugundan, NHE] gen
cikarma (knock-out, KO) uygulamalar: i¢in ol-
dukc¢a uygundur. CRISPR/Cas9 teknolojisinin kul-
Cas9 ve gRNA’nin
transfeksiyonu sirasinda hedef DNA dizisiyle ho-

lanildigr uygulamalarda
moloji gosteren bir verici (dondr) DNA dizisinin de
hiicreye verilmesiyle HR yoluyla genom i¢ine bu
DNA dizisinin eklenmesi (knock-in) saglanabil-
mektedir. Farkli calisma gruplar tarafindan yapilan
uygulamalarda homolog rekombinasyon yoluyla
insersiyon, delesyon ya da dizi degisikligi yapabil-

mek miimkiin olmustur.3%33

Centikleme (nicking) ad1 verilen bir yéntem
ile spesifik olarak HR’un uyarilmas: saglanabil-

SEKIL 4: Cas9/gRNA genom diizenleme sisteminin sematik olarak gsterimi. gRNA dizisinin baz eslesmesi yoluyla DNA'ya baglanmas! ile Cas9 niikleaz en-
zimi genomdaki hedefine ulagsmig olur. Cas9 enziminin kesim bélgesini tanimasi ve niikleaz aktivitesini gostermesi icin gRNA baglanma bélgesinin agagi akis
bélgesinde PAM motifinin bulunmasi gerekmektedir. Cas9/gRNA kompleksinin hedef DNA zincirinin her iki ipligini de kesmesi ile endojen DNA tamiri baslatil-
mis olur. Hedef genin ¢ikariimasi amagl deneylerde cift zincir kinginin hataya meyilli olan homolog olmayan uglarin birlestiriimesi-NHEJ yoluyla tamir edilmesi
saglanir. Bu sirada meydana gelen InDel mutasyonlar gen triinlerinin kaybolmasina neden olur. Cas9/gRNA kompleksi ile birlikte disaridan bir verici (don6r) DNA
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mektedir. Bu yontemde genomda cift zincir kirig
olusturmak yerine DNA'nin tek ipliginde bir ¢en-
tik (nick) olusturulur.®* Olusan bu ¢entik bolgesi
NHE] nin substrati degildir. Meganiikleazlar,
Cinko parmak niikleaz (Zinc-finger nuclease: ZFN)
ve Cas9 niikleaz enzimlerinin katalitik bolgeleri
mutasyona ugratilarak centikleyici enzim nikaz
(nickase) sekline doniistiiriilebilmektedir. Cas9 en-
zimi iki farkli niikleaz domain icermektedir. Bu do-
mainlerin birinde mutasyon yapildiginda, katalitik
bolge nikaz olarak etki etmektedir.'* Ancak ¢entik
bolgeleri kolaylikla kapatilabildigi i¢in, HR™u in-
diiklemede cift zincir kiriklar kadar etkili olma-
maktadir.®® Cas9un spesifik olmayan etkilerini
azaltmak amaciyla karsit zincirlerde meydana geti-
rilen 2 ¢entik bolgesi ile ¢ift zincir kirig: olusturul-
mustur.’® Cas9 nikaz yontemi ile iki kilavuz
RNA’nin oldukga yakin baglanmas: gerektiginden
istenmeyen hedef dis1 etkilerin azaltilarak 6zgiin-
ligiin artmas: saglamistir.

CRISPR/Cas9 araciligiyla genom diizenleme
sisteminin 3 temel bilegseni bulunmaktadir;

1) Niikleer lokalizasyon sinyali iceren Cas9
proteini,

2) gRNA molekiilii (yaklasik 20 niikleotidden
olusan 5’ ucu hedef genomik bolgedeki dizi ile es-
lesir, 3’ ucu igerdigi sap ilmek (stem loop) ile
Cas9’un baglanmasi icin iskele gorevi yapar)

3) Hedef genomik dizinin asag: akis yoniinde
PAM dizisi olarak isimlendirilen DNA motifidir.

gRNAnin kilavuzluk ettigi Cas9, PAM dizisi-
nin yaklasik 3 nt yukarisindan DNA’y1 keserek ¢ift
zincir kirig olusturur. Cas9 ile indiiklenen DNA
kirig1 sonucunda DNA tamir mekanizmalar: aktive
edilir. CRISPR teknolojisi ile genom diizenleme ¢a-
lismalarinda ana kisitlayici faktér hedef dizinin ya-
ninda bir PAM motifine ihtiya¢ duyulmasidir.
gRNA ya da PAM dizisinin yoklugunda Cas9 hedef
diziye baglanamaz ve kesemez.

Farkli bakteri tiirlerinden farkli PAM dizile-
rini taniyabilen Cas9 enzimleri izole edilerek farkl
motifleri taniyabilen enzimler gelistirilmeye ¢ali-
silmigtir (Tablo 1). S. pyogenes Cas9 mutantlar: ile
alternatif PAM motifleri yaratilarak farkl: kesim
bolgeleri (NGA motifi) olusturulabilmistir.?’
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I KILAVUZ RNA'LAR

Streptococcus pyogenesin Cas9 proteini iki tip ki-
lavuz RNA ile fonksiyon gorebilmektedir;

1. crRNA ve tracrRNA (crRNA:tracrRNA):
CRISPR sisteminden sentezlenen dogal RNA’lar

2. single guide RNA (sgRNA): DNA vektorle-
rinden eksprese edilen ya da kimyasal yollarla sen-
tezlenerek in vitro- in vivo deneylerde kullanilan
RNA’lardir.

Jinek ve ark. crRNA ve tracrRNA’nin tek bir
RNA molekiilii seklinde eksprese edilerek memeli-
lerde gen diizenlenmesinde kullanilabilecegini gos-
termiglerdir.'* Bu kimerik RNA molekiilii crRNA
ve tractRNA’nin bir ilmek ile birlestirilerek kom-
bine edilmesi ile olugturulmus, sgRNA veya gRNA
(single guide RNA) olarak isimlendirilmigtir.
crRNA ve tracrRNA’1 ayr1 ayr eksprese etmek ye-
rine, tek bir kilavuz RNA’nin klonlanmas: ve eks-
presyonu daha kolay oldugundan, literatiirde
kimerik RNA’larin kullanildig: ¢alismalar daha faz-
ladir. gRNA, Cas9 enzimini spesifik bir genomik
bolgeye yonlendirmek i¢in gerekli 20 nt den olusan
bir hedef dizi ve Cas9un baglanabilmesi i¢in ge-
rekli iskele dizisini (scaffolding sequence) iger-
mektedir.'

CRISPR-Cas9 sisteminde kullanmak {izere
gRNA tasarlamak i¢in 6ncelikle hedef genomik
bolge ya da genin belirlenmesi, kullanilacak olan
Cas9 protein varyantinin tanidigit PAM dizilerinin

TABLO 1: Farkli tiirlerden elde edilmis olan Cas9

varyantlari ve tanidiklari PAM dizileri (www.addgene.org)
Tiir/Cas9 varyanti PAM dizisi
Streptococcus pyogenes (SP); SpCas9 NGG

SpCas9 D1135E NGG

SpCas9 VRER NGCG

SpCas9 EQR NGAG

SpCas9 VQR NGAN veya NGNG
Staphylococcus aureus (SA); SaCas9 NNGRRT veya

NNGRR(N)

Neisseria meningitidis (NM) NNNNGATT
Streptococcus thermophilus (ST) NNAGAAW
Treponema denticola (TD) NAAAAC

Cpf1 {from various species) TTN
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tanimlanmasi, gRNAnin in vitro ya da in vivo eks-
presyonu i¢in kullanilacak olan promotér ve klon-
lama stratejisinin belirlenmesi gerekmektedir.”

gRNA dizayni, hangi uygulamada ne amagcla
kullanilacag: diisiintilerek yapilmahdir [(NHE] ile
gen ¢ikarilmasi, gen eklenmesi, CRISPR aktivas-
yonu (CRISPRa), CRISPR interference (CRISPRi)].
CRISPRa ya da CRISPRi gibi uygulamalarda,
gRNA’nin uygun pozisyonu hedef genin transkrip-
siyon ya da translasyon baglangic bolgesine gore,
amaglanan genetik degisiklige bagh olarak farkl ol-
maktadir. Bazi yaklagimlarda tek bir hedef'i¢in bir-
den fazla gRNA gerekebilir. Ornegin; Cas9
proteinin nikaz versiyonu ic¢in bir ¢ift gRNA,
CRISPR aktivasyonu i¢in transkripsiyon baslangi¢
bolgesinin yukarisinda iki ya da daha fazla gRNA
dizayn edilmelidir.®®

CRISPR temelli uygulamalar i¢in aragtirmaci-
lar minimal hedef dis1 etki ve en yiiksek etkinlik
gibi 6zellikleri 6nceden belirleyebilmek icin bazi
kurallar ve algoritmalar gelistirmislerdir. gRNA ta-
sarimi i¢in gelistirilmis ¢ok sayida web uygulamasi
bulunmaktadir. Aragtirmacilarin en uygun uygula-
may1 kullanmas i¢cin AddGene (www.addgene.org)
biitiin uygulamalarin listesini yayinlamaktadir. Ay-
rica Google docsbased ‘navigator’ ile kullanicilarin
gRNA dizaynindaki 6ncelikleri ve mevcut software
programlar: eslestirilerek taranmaktadir (http://tin-
yurl.com/matchcrispr). Akademik laboratuvarlar
tarafindan gelistirilen bir uygulama ise ¢ok sayida
farkl: tiirde gRNA tasarimi yapilabilmesini destek-

lemektedir; E-CRISP, CHOP-CHOP, CRISPR Di-
rect ve CRISPR-ERA.** Bu uygulamalarin ¢o-
gunda gRNA’larin diziye 6zgil potansiyel hedef
dis1 etkileri ve gRNA’ya bitisik uygun bir PAM di-
zisinin olup olmadig1 taranmaktadir.

Web tabanli uygulamalar kullanilarak gRNA
tasarimi yapilabilmekle birlikte, bir¢ok durumda
uygun gRNA pozisyonunun se¢imi genin ozellik-
lerine gore degismektedir;** CRISPRa i¢in trans-
kripsiyon baglangic bolgesinde 50-500 bp icinde,
CRISPRI i¢in transkripsiyon baglangi¢ bolgesinin
yaninda, NHE] ile gen ¢ikartilmasi i¢in en sik kod-
lanan ekzonda veya farkli amaglar i¢in 6zgiil bir
ekzon, intron ya da protein domain olabilir. Insan
genomu ile ilgili olarak NCBI, Ensembl ve UCSC
gibi genom bilgi bankalarinda genler hakkinda
yliksek kalitede veriler bulunmakta ve bu veriler
stirekli giincellenmektedir.

|| CRISPR-Cas9 SISTEMININ
TRANSFEKSIYON VE TASINMA
STRATEJILERI

Genom diizenleme amaciyla kullanilacak olan de-
neysel yaklagimlarda CRISPR-Cas9 sisteminin bi-
lesenleri etkin bir sekilde hiicreye verilmelidir. Bu
amagla sistemin isleyisini saglayacak olan genetik
kod birka¢ farkli tiirdeki vektorle kodlanabilir
(Tablo 2). Vektorleri CRISPR-Cas dizisinin kod-
landig: niikleik asit iskelet yapisini temel alarak,
viral ve plazmit vektorler olarak iki temel grupta
incelemek miimkiindiir.*

TABLO 2: CRISPR-Cas9 sisteminin uygulanmasinda kullanilan transfeksiyon yéntemlerinin kargilagtiriimasi. 496263

Lv AV AAV
Elde edilis zorlugu
Tasinabilen gen boyutu <7kb ~45kb 5-37 kb
Genoma entegre olma + -/+a
Mutajenite riski + -/+a
imminojenite riski + + +
In vivo uygulama + + +

Ylzey ve boyut dzellikleri tasarimi

Plazmit tasiyan  Elektroporasyon  Hidrodinamik  Mikro injeksiyon
sistemler injeksiyon
ud ud ud
>37kb genis genis genis
genis aralikta aralikta aralikta aralikta
+ (stnirl) + +
+ ud ud ud

aAAV'lerin ¢ok diistk bir yiizdeyle genoma entegre olabildigi bilinmektedir. ud-uygulanabilir degil.
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Viral vektorler tamamen biyolojik temele da-
yandiklari i¢in hem sistemin isleyisini saglayan ge-
netik kodlar1 icermekte, hem de bu kodun etkin bir
sekilde hiicrelere girebilmesini saglamaktadir.
Temel olarak ti¢ tip viral vektor genom diizenleme
caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir;*
Lentiviral vektorler (LV), adenoviral vektorler
(AV) ve adeno iligkili viral vektorler (AAV). LV
vektorler nispeten biiyiik dizilerin taginmasini sag-
lamaktadirlar. Bu bakimdan CRISPR-Cas9 gibi
biiyiik gen dizisine sahip olan sistemlerin taginmasi
icin uygundurlar. Ayrica, taginan CRISPR-Cas9
genlerinin hiicrenin genomuna yerlesmesini sagla-
yarak uzun siireli stabil transfeksiyon olusturur-
lar.®46 Ancak, lentiviral vektorler 6ngoriilemeyen
ve 0zgll olmayan insersiyonlara sebep olabilmek-
tedir. Boyle bir insersiyonun meydana gelmesi ha-
linde uzun siireli ekspresyon istenmeyen bir
durumdur. Bunun yerine entegraz-defektli lentivi-
ral vektorler (IDLV) gelistirilerek denenmis ve
genom diizenleme calismalarinda kullanilmigtar.*4
Bu vektorler genoma entegre olmadan transdiiksi-
yon sagladiklar i¢in, hizli ¢ogalan hiicrelere ka-
zandirdiklar gegici Cas9 ekspresyonu sayesinde
glivenlik acisindan avantajhi olarak tanimlanmak-
tadir. Ancak yavas ¢cogalan hiicrelerde Cas9 eks-
presyonu kalic1 olabilir ve bu da hedef dig1 kesimin
daha ytiiksek olmasi gibi dezavantajlar ortaya ¢ika-
rabilir.® Adenoviriisler ve adeno iligkili virtisler ge-
noma entegre olmadan CRISPR-Cas9 genlerini
tastyabildigi icin daha avantajli olarak goriilmekte-
dir.#>! AAV vektorlerle oldukga yaygin bir sekilde
in vivo genom diizenleme ¢aligmalar1 yapilmis ol-
masina karsin bu vektore klonlanan genin biiyiik-
lagt simirhdir. Bu nedenle, CRISPR-Cas9 gibi
biiyiik gen dizisine sahip olan sistemlerin AAV ile
taginmasi zorlasmakta ve genellikle ayr1 ayr1 gRNA
ve Cas9 klonlanmis iki adet AAV’{in birlikte kulla-
milmasim gerektirmektedir.**>2 Cogunlukla bir viral
vektor tek bagina gen tasginmasinda kullanilabildigi
i¢in bunlar dogrudan uygulama yapmak {izere ta-
sarlanirlar. Transfeksiyon etkinligi yiiksek olan ve
bir¢ok hiicreyi transfekte edebilme kapasitesi olan
bu vektorler klinik 6ncesi deneysel ¢aligmalarda
tercih edilmektedir. Fakat viriilans kazanarak has-
talik etmenine dontisme ihtimallerinin olmasi ve
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immiin reaksiyonlara sebep olabilmeleri bakimin-
dan viral vektorlerin klinik uygulanabilirlikleri
hala tartigma konusudur.*+*>354 Bu bakimdan plaz-
mit vektorler daha giivenilir gériinmektedir.

Plazmit vektorlerle genom diizenleme gergek-
lestirmek tizere ilk caligmalarda ayr1 ayr1 Cas9 pro-
teinini, crRNA ve tracrRNA kodlayan plazmitler
ayn1 anda kullanilmigtir.3> Buna verici DNA da ek-
lendiginde toplam dort adet plazmitin uygulanmas:
gerekmektedir. Bunun yaninda crRNA ve tracrR-
NA’nin fiizyon transkripti olan gRNA’y1 kodlayan
plazmitler de gelistirilmis ve Cas9 baglanmasi ve
DNA hedef bolgesini tanima etkinligi gosterilmis-
tir."* Hem Cas9 hem de gRNA y1 bir arada kodlayan
plazmitlerin de kullanilmaya baslanmasiyla genom
diizenleme ¢aligmalar1 daha da kolaylagmigtar.3*3!
Viral vektorlere nazaran daha giivenilir olmalarina
ve gittikce gelistirilen yapisal tasarimlara ragmen
plazmitlerin de bazi dezavantajlari vardir. Plazmit
vektorler fosfat iskeletinden kaynak lanan negatif
elektriksel yiike sahiptir. Diger yandan, hiicre
membranlarinin ana bileseni olan fosfolipitler de
yine negatif yiike sahiptir. Bu nedenle plazmitlerle
hiicre membran: elektrostatik olarak birbirini it-
mekte ve boylece plazmitin hiicre icerisine girisi
zorlagmaktadir. Bunun yaninda plazmitler niikle-
azlar tarafindan kolayca yikima ugramaktadir.>®
Dolayistyla 6zellikle in vivo uygulanacaklari zaman
viicutta stabil bir sekilde tasinmalarini salayacak ve
hedef hiicrelere etkin bir sekilde ulasip internalize
olabilecek ikincil bir tagiyici sisteme gereksinim
duyarlar. Giintimtizde nanoteknoloji ve nanofar-
masdtik bilimindeki ilerlemeler sayesinde, diger
genetik materyaller de dahil olmak tizere CRISPR-
Cas sisteminin farkli nanotastyicilarla hiicrelere ve-
rilebilmesi mtmkiindir. Bu tagiyici sistemler
yapisal olarak niikleik asitlerden ve Cas9’dan ayr1
olarak tasarlanir ve sonradan bunlarla birlestirile-
rek kompleksler elde edilir. Bu sekilde elde edilmis
[niikleik asit: tagiyic1 sistem] komplekslerine viral
olmayan vektdrler (non-viral vektorler) denir. Po-
tansiyel olarak CRISPR-Cas9 sisteminin taginma-
sinda kullanilabilecek tagiyici sistemler arasinda
katyonik lipitlerin kullanimina dayal lipozomlar
ve kat1 lipit nanopartikiiller; katyonik polimerler
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(poli etilenimin, poli(L-lizin), Poli[2-(dimetila-
mino) etil metakrilat); dendrimerler; dogal katyo-
nik polimer olan kitozan sayilabilir.”” Miller ve ark.
dipolar (zvitteriyonik) aminolipidler sentezleyerek
nanopartikiil hazirlanmasinda kullanmiglardir.>®
Elde ettikleri nanopartikiilleri CRISPR-Cas9 sistem
elementlerinden Cas9 mRNA ve sgRNA tasinma-
sinda denemigler ve lusiferaz geni ¢ikartilmig hiic-
relerde ve in vivo farelerde deneyerek sentezlenen
bu lipitlerin genom diizenleme ¢alismalarinda uy-
gulanabilirligini kanitlamiglardir. Sonug¢ olarak
aragtirmacilar gelistirdikleri sistemi yiiksek verimli
ilk non-viral CRISPR tastyici sistem olarak tanim-
lamiglardir. Bunlarla birlikte ticari olarak bulunan
transfeksiyon kitleri de degisen oranlardaki verim-
lilikle CRISPR-Cas9 sisteminin taginmasinda kul-
lanilmigtir.>® Non-viral gen aktarimi yontemleri
arasinda, fiziksel yontemler olarak bilinen yo6n-
temler de CRISPR-Cas9 sisteminin hiicrelere akta-
kullanilabilir.

elektroporasyon, mikroinjeksiyon ve hidrodinamik
51,60,61

rilmasinda Bunlar arasinda

injeksiyon bulunmaktadir.

Genel olarak viral ve viral olmayan vektorler
kargilagtirilacak olursa Tablo 2’deki gibi bir durum
ortaya ¢ikmaktadir.*5%6263 Buna gore viral vektor-
ler yiiksek verimle CRISPR-Cas9 sisteminin tagin-
masinda kullanilma potansiyeline sahiptir. Ancak
bunun yaninda mutajenite ve immunojenite riski
tagimalarindan dolay: viral olmayan transfeksiyon
ve gen tasima yontemlerinin 6nemi ortaya ¢ik-
maktadir. Gelecekteki ¢aligmalarda kolay hazirla-
nabilen, o6zellikleri amaca gore uyarlanabilen,
giivenli, etkin ve ucuz non-viral gen tasiyici sis-
temlerin gelistirilmesi in vivo genom diizenleme
caligmalar i¢in bir kazanim olacaktir.

|| CRISPR-Cas9 OZGUNLUGU VE HEDEF
DISI ETKILERIN AZALTILMASI

CRISPR-Cas9 ¢aligmalarinda genomik bolge lokas-
yonunun dogru belirlenmesi ve Cas9/gRNA komp-
leksinin genomdaki diger bolgelerle reaksiyona gir-
memesi ¢cok 6nemlidir. gRNA’larin genomda hedef
dis1 bolgelere baglanmasi istenmeyen sonuglarin
olugmasina neden olabilir.** Genomda homolog bir
dizinin bulunmasi, niikleaz ekspresyonun fazla ol-
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masl, nitkleaza uzun stire maruz kalma gibi faktor-
ler hedef dis: etkilerin artmasina neden olmakta-
dir. Hedef dig1 etkilerin azaltilmasi amaciyla son
zamanlarda S. pyogenes’ten izole edilen Cas9 mo-
difiye edilerek kullanilmaktadir.® Modifikasyonlar
ile Cas9 niikleazin gRNA ve hedef DNA arasindaki
yapisal belirleyiciler temel alinarak yiiksek dogru-
lukta kesim yapilmas: saglanmaktadir.

Cas9 niikleaz aktivitesi, hedef DNA ve gRNA
dizileri arasinda kusurlu tamamlayicilik ile hedef
bolgede kisitlanmaktadir. Bu bolgeler, hedef DNA
ve gRNA arasinda eslenmemis bazlar, insersiyon
veya delesyonlar iceren kusurlu eslenmis bolgeler-
dir.® Eslenmemis bolgelerin tolerans: diziye bagli-
dir ve 20 niikleotid dizi boyunca pozisyon, say1 ve
dagilimdan etkilenmektedir. gRNA hedef bolgesi-
nin 5" ucunda bulunan tek eslenmemis baz genel-
likle iyi tolere edilirken, PAM dizisinin proksimal
ucundaki eslenmemis baz daha az tolere edilmek-
tedir.

Hedef disi etkilerin tahmin edilerek 6nlenmesi
i¢in gRNA tasarimu yapilirken bilgisayar program-
lar1 kullanilmakta ve 6zgtlligin arttirilmas: sag-
lanmaktadir. Bilgisayar tahmini ile gosterilen
bircok hedef dis1 noktas: deneysel olarak da dogru-
lanmistir. Ancak biitiin hedef dis1 bolgelerin bu
yaklasimla belirlenmesi de mimkiin degildir.
Hedef dis1 bolgelerin degerlendirilmesi genellikle
eslenmemis baz bolgeleri temel alinarak yapilmak-
tadir. Ancak bazi hedef dis1 bolgeler eslenmemis
bazlara degil gRNA ve hedef DNA arasinda bulu-
nan gap bolgelerine bagh olarak ortaya ¢ikmakta-
dir. COSMID tool ve Dharmacon CRISPR
specificity tool, hedef dis1 bolgelerin tahmin edil-

mesi i¢in en sik kullanilan web tabanli program-
lardir.%’

Hedef dis1 etkilerin azaltilmasi i¢in kullanilan
potansiyel uygulamalardan birisi gRNA ve Cas9
konsantrasyonlarinin azaltilmasidir. Ancak bu uy-
gulama hakkinda ¢eligkili sonuglar bildirilmekte-
dir. Baz1 gruplar gRNA konsantrasyonunun azaltil-
mast ile hedef dig1 etkilerin biiytik 6l¢tide azaldi-
gin1 bildirirken, farkl bir grubun ¢alismasinda bu
dogrulanmamistir.®*%° 3’ uclar1 kisaltilarak modi-
fiye edilmis gRNA’lar (tractrRNA dizisinin oldugu
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bolge) ya da 5’ ucuna ekstra iki guanin ilave edil-
mesi gibi modifikasyonlarin hedef/hedef dis1 ora-
bildirilmekle
diizenleme etkinligi disiik bulunmustur.®®

nin1  arttirdigy birlikte genom

Hedef dis1 etiklerin azaltilmasi ve 6zgiinliigiin
arttirilmasini saglayan yaklagimlardan birisi ¢ift
nikaz enzimi kullanilacak sekilde iki komsu
gRNA’nin tasarlanmasidir.**38 Nikaz enzimleri, ara-
larinda 4-100 baz olacak sekilde DNA’nin zit zin-
cirlerine hedeflendirilmeli ve her iki zincirin de
kesilmesi saglanmalidur.

I CRISPR/Cas9 UYGULAMALARI

CRISPR/Cas9 uygulamalar: i¢in farkli gRNA’lar
(kimyasal olarak sentezlenmis, in vitro transkribe
veya eksprese edilmis) ve Cas9 formlar1 (protein,
mRNAIi eksprese edilmis) kullanilabildiginden bu
sistem bircok genetik mithendisligi ¢aligmasi i¢in
uygundur. Kimyasal sentez yontemi kullanilarak
hizli ve kolay bir sekilde elde edilen crRNA ve
tractrRNA’lar hiicrelere direkt olarak transfer edi-
lebilmektedir. CRISPR/Cas9 gen diizenleme sistemi
olarak kesfedildikten kisa bir siire sonra vektor
bazli gRNA havuzlari olusturularak genom diize-
yinde fonksiyon kaybi taramalarinda kullanil-
mistir.®

CRISPR/Cas9 teknolojisi ilk bakista gen ¢1-
karilmasi/gen eklenmesi gibi diizenlemelere
odaklanmis olarak goriilmekle birlikte aslinda kro
mozom yeniden diizenlenmeleri (EML4-ALK in-
versiyonu, BCR-ABL translokasyonu), transkrip-
siyonun aktivasyonu/baskilanmasi ve epigenetik
diizenleme gibi amaglarla da kullanilabilmekte-
dir.”® Cas9 sisteminin terapétik olarak kullanila-
bilmesi potansiyeli de bulunmaktadir. Antimik-
robiyal ajan olarak gelistirilen Cas9, bakterilerde
antibiyotik direncli ya da yiiksek suslarin viru-
lansim1 hedeflemede kullanilmaktadir.”! Gen te-
davisi uygulamalarinda ise kistik fibrozlu bir
hastanin kiiltiire edilen hiicrelerinde CFTR geni-
nin tamir edilebildigi gosterilmistir.”? Fare germ-
katarakt
Duchenne kas distrofisinin tedavi edilmesi i¢in
DNA dizi degisikligi yapilmigtir.”>7* CRISPR/Cas9
sisteminin maymunlardaki ilk uygulamasinda,

line hiicrelerinde dominant ve
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Cas9 mRNA ve sgRNA’lar kullanilarak tek hiic-
reli agamada olan embriyolarda gen tedavisi ya-
pilmigtir.”> Bu ¢aligmada tek uygulamada 2 gen
(Ppar-g ve Ragl) hedeflenmis, hedef dis1 mutas-
yon belirlenmemisgtir.

CRISPR/Cas9 sisteminin yogun olarak kulla-
nildig1 uygulamalardan birisi de gen ifadesinin
diizenlenmesidir. Cas9 proteininin her iki niik-
leaz domaininde meydana getirilen mutasyonlar
ile niikleaz aktivitesi tamamen inhibe edilebil-
mektedir. Bu sekilde mutant dCas9 ile olusturu-
lan Cas9/gRNA kompleksi genomda hedeflenen
bolgeye baglanmakta, ancak endoniikleaz aktivi-
tesini gosterememektedir. Bu 6zellik hedef gen
bolgesinde RNA polimerazin baglanmasini veya
uzamanin engellenmesi ile gen susturmada
(knock-down) kullanilmaktadir.® dCas9 ile bir-
likte transkripsiyonal bir aktivatér domain veya
repressor’in genomda belirli bir bolgeye tasin-
mas1 yoluyla gen ifadesinin arttirilmasi veya bas-
kilanmas: saglanabilmektedir.”

I KANSERDE CRISPR UYGULAMALARI

Kanser genetik ve epigenetik degisikliklerin neden
oldugu transformasyon, tiimor biiyiimesi, invazyon
ve metastaz gibi hiicresel olaylar ile karakterize
kompleks bir hastaliktir. Farkli kanser tiplerinde
nokta mutasyonlari, kopya sayis1 degisiklikleri,
kromozomal yeniden diizenlemeler gibi ¢ok sayida
genomik degisiklik belirlenmistir. DNA metilas-
yonu ve histon modifikasyonlar1 gibi degisiklikler,
kanseri daha karmagik bir hastalik haline getir-
mektedir. Degisiklige ugrayan genler fonksiyonlar1
asir1 derecede artarak fonksiyonel hale gelmekte ya
da fonksiyonlarini kaybederek sessizlesmektedir.

Yirmi yil kadar 6nce baglayan genom miihen-
disligi calismalarinda homolog rekombinasyon nok-
talarinin kullanilmasinin gen hedeflemenin etkin-
ligini arttirdig: belirlenmistir. Aragtiricilar ilk calig-
malarda cift zincir kiriklar1 olusturmak amaciyla
Cinko Parmak Niikleazlar1 (Zinc finger nucleases,
ZFNs) ve Transkripsiyon Aktivator Benzeri Efektor
Niikleazlar (transcription-activator-like effector nuc-
leases, TALENS) gibi programlanabilir niikleazlar
kullanmiglardir.””” Bu niikleazlar bazi calismalarda
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bagarili bir sekilde kullanilmig olmakla birlikte ma-
liyeti ytiksek, uygulanmasi zor ve etkinligi diisiik
kalmaktadir. Gen susturma ¢aligmalarinda RNA in-
terferans kullamilarak ¢ok sayida 6nemli kesif yapal-
mistir. Ancak bu yontemde mRNA’lar belli bir
seviyeye kadar yikilabilmekte ve bir miktar mRNA
hala fonksiyonel olarak ¢alisabilmektedir. CRISPR/
Cas9 teknolojisi kullanilarak yapilan genetik degi-
siklikler ise kalic1 olarak etki etmektedir.

CRISPR teknolojisinin kanserdeki potansiyel
uygulamalarn tiimor baskilayic1 genlerin ve onko-
genlerin fonksiyon kazandiran (GOF: Gain of Func-
tion) & kaybettiren (LOF: Loss of Function) mutas-
yonlarinin diizeltilmesini hedeflemektedir. Matano
ve ark., kolorektal kanser modeli hazirlamak ama-
ciyla transforme olmamis intestinal organoid hiic-
relerinde ti¢ti LOF, ikisi GOF olmak tizere 5 farkli
mutasyon olugturmuslardir.”® Ancak bu mutasyon-
larin olusturulmasi ile kolorektal kanser modeli tam
olarak tiimorijenik ve metastatik 6zellikleri goster-
mediginden ikincil genetik & epigenetik degisiklik-
lerin gerekli oldugunu bildirmislerdir. Multipleks
CRISPR/Cas9 uygulamalari ile olusturulan kanser
modelleri, kanser hiicrelerinin olusum mekanizma-
sinda yer alan mutasyonlarin kombine edilerek ¢a-
ligtlabilmesine firsat vermektedir.”

ik kez Platt ve ark. tarafindan Cas9 geninin
Cre-bagiml alelinin olusturulmasiyla Cas9un ge-
cici olarak dokuya 6zgiil ekspresyonu saglanmais-
tir.8® Adeno iligkili viriis kullanilarak transfekte
edilen gRNA’lar ile yapilan bu caligmada, p53 ve
Lkb1 genlerinde heterozigotluk kaybi olusturul-
mustur. {1k bagarili gen diizenleme caligmasi Jacks
ve grubu tarafindan Cas9/gRNA plazmitlerinin
transfeksiyonu ile karaciger hiicrelerinde Pten ve
p53 genleri hedeflenerek yapilmis ve hepatoselii-
ler kanser olusumu saglanmistir.>’ Pten, Nkx2.1,
Apc gibi tiimoér baskilayici genlerde LOH olusturu-
larak timorlerin farklilagsma ve ¢ogalma kapasite-
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lerinde carpici degisiklikler ortaya ¢iktig1 gosteril-
mistir.8! CRISPR/Cas sisteminin insan {izerinde ya-
pilan ilk uygulamas: birkac ay 6nce Cin’li bir grup
tarafindan bildirilmigtir.®? Bu grubun ¢aligmasinda
metastatik akciger kanserli bir hastanin kanindan
elde edilen lenfositlerde PD-1 (Programmed cell
death protein-1) geni ¢ikartildiktan sonra kiiltiir
ortaminda cogaltilan hiicreler enjeksiyonla hastaya
geri verilmistir

Hematolojik kanserlerde yapilan farkli ¢alig-
malarda Arf”Ep-Myc lenfoma farelerde timor
baskilayict p53 geninde mutasyonlar olusturul-
dugu ve mixed-lineage leukemia 3 (MLL3) timor
baskilayici geninin CRISPR araciligiyla bozuldugu
bildirilmistir.#*34 Heckl ve ark., fare hematopoetik
kok progenitor hiicrelerde yaptiklari CRISPR te-
melli genom diizenleme ¢aligmalari ile hizli bir ge-
kilde akut miyeloid 16semi gelistirebildiklerini
gostermistir.®> Prostat kanseri hiicre serisinde
(DU145) NANOG ve NANOGP8 genlerinin
CRISPR/Cas9 ile ¢ikartilmasi, hiicrelerin tiimori-
jenik potansiyellerini 6nemli 6l¢iide zayiflatmis,
ayrica kiire formasyonu, go¢ yetenegi, ila¢ direnci
gibi malignite ile iliskili in vitro fenotipik 6zellik-
lerin azalmasini saglamistir.36 CRISPR/Cas9 sistemi
ile aym1 veya farkli kromozom bélgelerinde iki
kirik bolgesi olusturularak inversiyon, delesyon,
translokasyon gibi kromozom anomalileri in vitro
ya da in vivo olarak meydanda getirilebilmekte-
dir.87.88
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CRISPR Sézlugu.
Kisaltma Orijinal Agilimi Aciklama
Cas CRISPR associated Nikleik asitlerle etkilesim kurarak helikaz ve niikleaz
aktiviteleri gdsterebilen protein ailesi
CRISPR Clustered Regularly Interspaced “duizenli araliklarla béliinmiis kisa palindromik tekrar kiimeleri”
Short Palendromic Repeat Prokaryotik canlilarin bagisiklik sisteminin temelini olugturan DNA bélgeleri
CRISPRa CRISPR agtivation dCas9 veya dCas9-aktivatdr kullanilarak hedef bir genin
transkripsiyonun arttinimasi
CRISPRi CRISPR interference dCas9 veya dCas9-repressor kullanilarak hedef bir genin
transkripsiyonun azaltiimasi veya baskilanmasi
DSB Double Strand Break Cas9 veya iki Cas9-nikaz kullanilarak DNA ¢ift zincirinde kink olusturulmasi
dCas9 defected Cas9 Niikleaz domainlerinde mutasyon olusturularak nikleaz
aktivitesi inhibe edilmis Cas9.
gRNA, sgRNA guide RNA single guide RNA crRNA ve tracrRNA'nin birlegtiriimesi ile olugturulmus sentetik
kimerik RNA’lar. Cas9 nikleaz enzimini hedef genomik bdlgeye yonlendirir
crRNA crispr RNA pre-crRNA’dan islenen olgun cripsr-RNA molekull
HR homologous recombination Homolog rekombinasyon,
HDR homology-directed repair Kalip bir dizi kullanilarak DNA tamirinin yapildigi mekanizma
InDel Insertion/Deletion Okuma cercevesini kaydirarak ya da erken stop kodonu olusturarak
bir genin bozulmasina neden olan mutasyon
NHEJ nonhomologous end-joining Homolog olmayan ug birlestirme,
Genellikle InDel mutasyonlarin olusmasina neden olan DNA tamir mekanizmasi
Nick DNA'nin sadece tek bir zincirinin kesilmesi,
DNA ipliginin ¢entiklenmesi
Nikaz Nickase iki niikleaz domaininden herhangi birinin inaktive edilmesiyle olugturulan
ve DNA'nin sadece tek bir zinirinin kesilmesini saglayan Cas9
Hedef disi etkiler Off-target effects Hedeflenen genomik bélgenin diginda, istenmeyen bir bélgede

Hedef aktivitesi

PAM
pre-crRNA
tracrRNA

On-target activity

Protospacer Adjacent Motif
pre-crispr RNA
trans-activating crBNA

DNA molekiilinin kesilmesi

gRNA hedefleme dizisinin, Cas9'u istenen genomik bélgeye yénlendirmesi
ile DNA kesimi olusturulmasi

Cas9'un hedef DNA'ya baglanabilmesi igin gerekli motif

CRISPR array'den transkribe edilen, uzun, islenmemis primer transkript RNA
Tip Il CRISPR-Cas sisteminde RNase Il ile birlikte crBNA’nin

islenmesini saglayan RNA
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