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OZET

Gilinlimiizde, genetik hastaliklarin artmasi sonucu tedavide yasanan zorluklar bilim insanlarini yeni tedavi arayislarina
yoneltmistir. Bu konuda en onemli bilimsel gelismelerden biri diizenli araliklarla kiimelenmis kisa palindromik
tekrarlarla (CRISPR)/CRISPR iligkili enzim (Cas) tabanli genom diizenleme teknolojisinin uygulanmaya baglamasi
sonucu bir¢ok genetik hastaligin tedavi edilmesinde umut vadeden araglardan biri haline gelmistir. CRISPR/Cas daha
once bakterilerde ve arkelerde viral enfeksiyonlara kars1 adaptif bagisiklik savunma sisteminden uyarlanmig bir genom
diizenleme araci olarak bilinmekteydi. Bu incelemede CRISPR-Cas9 teknolojisinin kokenini, bugiinii ve gelecegini,
uygulama alanlarimi, genetik hastaliklarin tedavisindeki yeri ve 6nemini, zorluklarini, sinirliklarin1 ve bu teknolojinin

kullanimu ile ilgili etik kaygilar tartisiyoruz.
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1. GIRIS

Diinya genelinde bir¢ok mikroorganizma ile onlari
enfekte eden bakteriyofajlar (veya fajlar) yaygin
goriilmektedir. Bu nedenle, prokaryotlar ile viriisler
arasinda siirekli bir miicadele bulunmakta ve bununla
birlikte mikroorganizmalarin faj niikleik asitlerinin
kesilmesini saglayan restriksiyon enzimleri, toksin—
antitoksin modiilleri, diisiikk enfeksiyon (bir viriisiin bir
hiicreye girdikten sonra normal bir enfeksiyon siirecinin
tamamlanamadigi durum) ve son zamanlarda tanimlanan
CRISPR-Cas sistemi gibi bir dizi savunma yontemleri
bulunmaktadir (1). Bu savunma mekanizmalarindan en
sonuncusu olan CRISPR-Cas, bakteri ve arkealarda
adaptif bagisiklik saglar (2). Adaptif bagisikligin
yalnizca omurgalilara &zgii bir ozellik oldugu
diistiniiliiyordu. Ancak prokaryotlarin da hedefe yonelik
bir bagigiklik formuna sahip oldugunun kesfi,
hastaliklarinin tedavisinde radikal bir degisiklige yol
acabilecek teknolojilerin gelistirilmesine yol agmustir (3).
CRISPR, sadece virlislere kars: etkili bir savunma araci
olarak degil, ayn1 zamanda genel olarak molekiiler
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biyolojide yaygin olarak kullanilan bir teknoloji olarak
da yayginlagmigtir (2).

CRISPR literatiiriniin 1980'lerin sonlarina dayanmast
birgok kisi i¢in bir siirpriz olabilir. Bir grup arastirmaci,
bakteri ve arkealarin genomlarinda DNA tekrar dizilerini
gozlemlemistir. Aslinda, CRISPR kisaltmasinin ortaya
¢tkmasindan yillar 6nce, birkag mikrobiyal genetikei,
oncelikle model organizmalar ve patojenik bakterilere
odaklanarak, mikroorganizmalarin genomlarindaki tekrar
eden dizilere rastlamistir. Baglangigta, bu aralikli ve
kismen palindromik DNA tekrar dizileri, Escherichia
coli'deki iap geninin yukar1 kisminda (upstream) bir ara
gen bolgesi olarak gozlemlenmistir. Benzer tekrarli DNA
dizileri, Mycobacterium tuberculosis ve Streptococcus
pyogenes gibi insan patojenlerinde, ayrica iki Haloferax
tiirli ve bir filamentdz siyanobakterinin genomlarinda da
gbzlemlenmigtir. Bu yillarda, DVR (direct variable
repeats: dogrudan degisken tekrarlar), TREP (tandem
repeats: ardasik tekrarlar), LTRR (long tandemly
repeated repetitive sequences: uzun ardagik tekrarli
tekrar dizileri), SRSR (short regularly spaced repeats:
kisa diizenli aralikli tekrarlar), LCTR (large clusters of
tandem repeats: biiyiik ardasik tekrar kiimeleri), SPIDR
(spacer interspersed direct repeats: araya serpistirilmis
tekrarlar) gibi, bircok kisaltma farkli yazarlar tarafindan
kismen palindromik DNA tekrar dizilerini igeren ve
gorlinliste rasgele dizilerle aralanan lokuslara atifta
bulunmak i¢in kullanilmistir. 1990'larin basinda gen
dizileme teknolojilerinin ortaya ¢ikmasi ile birlikte
bunlarin kdkeni ve islevi bilinmese de, bu dizilere sahip

JOEBS


mailto:ahmetgencc@gmail.com
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/deed.en
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/deed.en
https://orcid.org/0000-0001-9040-6773
https://orcid.org/0000-0002-9826-2396

bircok mikrobiyal genom verisinin elde edilmesi bir
doniim noktasi olmustur (2).

20001 yillarin baslarinda, bircok farkli bakteri ve
arkeanin genom dizilerinin belirlenmesiyle, iki grup
organizmada siirekli ve tekrarli olarak CRISPR dizileri
tespit edilmis ve bu durum 2002'de 'CRISPR' teriminin
ortaya cikmasina yol agmistir. Bu yaygin genetik
ozelliklerin biyolojik iglevi, ilk kesiflerinden neredeyse
20 yil sonra hala gizemini korumus, ancak bununla ilgili
gesitli hipotezlerde oOne siiriilmiistii; bunlar, replikon
boliimlenmesinden DNA onarimina kadar genis bir
yelpazeye yayilmaktaydi (2).

CRISPR'n biyolojik islevine dair ilk ipucu, 2005 yilinda
iic ayrt arastirma grubunun neredeyse aym gozlemi
yapmasiyla ortaya c¢ikmustir. Bu gozlem, goriiniigte
rasgele dizilerin benzer CRISPR tekrarlarii ayiran
dizilerin, viriisler ve plazmidler gibi invaziv DNA
dizileri ile homoloji gosterdigini ortaya koymustur. Bu
durum, CRISPR'm prokaryotlarda, Cas proteinleri ile
RNAi mekanizmasi bilesenleri arasinda homologlari
bulunmamasina ragmen, Okaryotik RNA interferans
(RNAI) sistemine benzer bir sekilde islev gorebilecek
muhtemel bir savunma sistemi olusturabildigi o6ne
strtilmistir (2).

CRISPR'n prokaryotlardaki bir bagisiklik sistemi olarak
onerilmesinden sonra, ilk biyolojik islevi belirlendi.
2000 yillarin basinda yogurt bakterisi Streptococcus
thermophilus'un sus farklilastirma igin molekiiler
yontemler gelistirmeye yonelik calisma sirasinda bu
tiirtin genom diziliminde CRISPR’1n (o zamanlar SPIDR
olarak adlandiriliyordu) varligi kesfedilmistir. 2002'nin
sonlarima dogru, S. thermophilus'un bagka suslar ile
CRISPR dizilerinin karsilastirilmasi sonucunda, CRISPR
genotiplerinin ile faj direnci fenotiplerinin korele oldugu
tespit edilmistir. Daha sonra, bakteri kiilttrleri ve litik
fajlar1 kullanarak:

(1) CRISPR lokuslarmin adaptasyon asamasinda faj
DNA'sin1 yeni spacerlar olarak alabilme yetenegi oldugu;
(2) CRISPR spacer icerigini degistirmek, sirasiyla spacer
ekleyerek, silerek veya naklederek faj direncinin
kazanilmasindan, kaybedilmesinden veya
degistirilmesinden dogrudan sorumlu oldugu;

(3) cas genleri, hem adaptasyon asamasinda (yeni
spacerlarin csn2 bagimli entegrasyonu) hem de miidahale
sirecinde (litik fajlara karsi cas9 bagimli direng) rol
oynadig1 tespit edilmistir. Bu sonuglar, CRISPR—Cas'in
bakterilerin adaptif bagisiklik sistemini olusturdugunu
gosteren ¢aligma 2007 yilinda yayimlanmustir (4).

Bir yil iginde, iki 6nemli kesif yapilmistir: CRISPR
dizilerinin transkribe edildigi ve CRISPR RNA'larin
(crRNA'lar) islendigi, bu crRNA'larin Cas etki
proteinlerini,  O0rnegin  Cascade  (CRISPR ile
iligkilendirilmis antiviral savunma kompleksi) gibi
yonlendirdigi ve DNA'in CRISPR-kodlu bagisikligin
hedefi oldugu, bu sistemin bakteriler arasindaki plazmid
transferine bir engel olusturabilen bir sistem oldugu
bulunmustur (2).

CRISPR'1, bir DNA kodlu, RNA aracili ve DNA hedefli
bir bagisiklik sistemi olarak tanimlandiktan sonra, etki
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mekanizmasinin  temelinde yatan biyokimyasal ve
genetik siirecler aragtirilmistir. Bu konudaki en 6nemli
bulgu, hedeflenen faj dizilerini gevreleyen bir CRISPR
motifi olan ve daha sonra protospacer yan motif (PAM)
olarak adlandirilan motifin varligimin kesfi olmustur.
Ayrica, Cas9'un, protospacer dizisinin 3" ucundan tam
olarak 3 niikleotit uzaklikta diiz DNA kesimi olusturan
bir endoniikleaz varliginin gosterilmesi olmustur. Cas9
aracili  kesimin, bir g¢ekirdek dizi tarafindan
yonlendirildigi ve hedef RNA: hedef DNA dubleksi
arasindaki hedeflemenin o6zgilliiginii ve yakimligin
strdiirdiigti gosterilmistir. Daha sonra 2011 yilinda, tip 1T
sistemlerinde bir ikincil RNA olan trans-kodlu crRNA
(tractrRNA) kullanilarak Cas9 i¢in ¢ift RNA rehberi
olusturmak i¢in gerekli oldugu gosterilmistir. Bu ayni
zamanda, CRISPR-Cas sistemlerinin uzak bakteri
tiirlerine transfer edilebilecegi, plazmidlere ve fajlara
hedeflenmek {iizere yeniden programlanabileceginin ilk
tespitinin yapildig yil olmustur (2).

Bu caligmalarin sonucunda, dogada bircok ve cesitli
CRISPR—Cas sistemlerinin bulundugu, ortak dzelliklere
sahip olduklari (DNA kodlu, RNA aracili, niikleik asit
hedefli) ve ozgiinliikkleri (gesitli rehber RNA tiirleri ve
yapilari, ayrica kesme sonuglari)) oldugu sonucuna
varilmistir. Giincel olarak, CRISPR—Cas sistemleri, iki
ana sinifa ayrilir: siif 1, ¢oklu protein etki kompleksine
sahiptir, simf 2 ise tek bir etki proteinine sahiptir.
Simiflandirma ayrica, CRISPR ve Cas mekanizmasi ve
etki sekline gore, 6 ana tip (I-VI) ve 19'dan fazla alt tip
igerir (2).

2012 yilinda yayimlanan ¢alismada, Cas9'un hedef
DNA'da ¢ift kesik olusturmak i¢in RuvC ve HNH
motiflerini  kullanan ve  ikili  crRNA:tracrRNA
kompleksini taklit eden tek kilavuzlu RNA (sgRNA:
single guide RNA) kullanilarak yeniden
programlanabilecegini gostermistir (2).

Daha sonraki birkag laboratuvar ¢alismast CRISPR—
Cas9 molekiiller mekanizmasinin temelinde, ¢ift sarmal
kiriklar olusturmak ve DNA onarim sistemlerini
kullanarak genom diizenlemesi yapmak i¢in yeniden
tasarlanabildigini neredeyse eszamanli olarak
gostermistir (2).

Bu verileri takiben, bir dizi Cas tabanli molekiiler
mekanizmaya [yani, Cas9, Cpfl, dCas9 (Cas9'un devre
dist birakilmig varyantlar)] dayanan CRISPR tabanli
teknolojiler, genom diizenleme, transkripsiyonel kontrol
ve epigenetik degisiklikleri miimkiin kilmistir. Cas
proteinlerinin birgok avantajt ve ozelligi
(programlanabilirlik,  transfer  edilebilirlik, uygun
maliyet, 6zgiilliik ve etkinlik gibi birgok 6zellik), diinya
genelindeki genetikgilere ve simdiye kadar test edilen
tim genetik karakterize edilmis tiirlerin genomunu ve
transkriptomunu  istedikleri  gibi  degistirmelerini
saglamustir (2).

CRISPR genellikle bir genom diizenleme teknolojisi
olarak benimsenmis olsa da genetik dizileri degistirmek
icin  kullanilan araglarda kendine 06zgli olarak
kiimelenmis diizenli aralikli kisa palindromik tekrarlar
yoktur; bunun yerine DNA'nin diziye 6zgii hedefleme
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icin Cas9 (veya diger) niikleazlar1 yonlendiren tek
kilavuz RNA'lar (single guide RNAs: sgRNA) vardir.
Ozellikle, CRISPR genellikle bir genom diizenleyici
olarak algilansa da, Cas9 sadece DNA'y1t keser
(bakterilerdeki bakteriyofaj DNA'sin1 hedeflediginde
baslangicta amaglandig1 gibi), asil diizenleme islemi
endojen DNA onarim yollari tarafindan olusturulur (2).

1.1 CRISPR’1n Etki Mekanizmasi

CRISPR dizisi tek bir RNA olarak transkript edilir ve
ardindan tekrarlanan yerlerde daha kisa CRISPR
RNA'lar1 (crRNA'lar) haline getirilir, her biri tek bir
spacer igerir. crRNA'lar, kiiciik bir transaktivasyon
CrRNA's1 (tracrRNA: trans activating CRISPR RNA) ile
hibritlesir ve ardindan Cas9 tarafindan taninarak
baglanabilir, boylece bir riboniikleoprotein (RNP)
kompleksi olusturur. RNP kompleksi, bir faj genomu ile
iligkilendirilir ve crRNA iizerinde kodlanan spacer ile
eslesen dizileri arar. Benzerlik bulundugunda, Cas9
niikleaz olarak islev gorerek DNA'y1 keserek ¢ift iplikli
bir kirik (DSB: double strand break) olusturur ve bdylece
fajin yasam dongiisiinii engeller (3).

Bu basit mekanizma, DNA diizenleme ve hastaliklari
tedavi etme konusunda umut verici bir ara¢ olabilecegi
fark edilmistir. CRISPR—Cas9'u basitlestirmek ve gen
diizenlemesi i¢in daha elverisli hale getirmek amaciyla
crRNA ve tracrRNA iki bilesenli bir sistem olusturmak
iizere tek bir kilavuz RNA (sgRNA) halinde
birlestirilmis: Cas9 proteini DSB olusturur ve SgRNA,
niikleaz1 kullanicinin belirledigi genomik bir diziye
yonlendirir. Memeli hiicrelerinde, sistem ilk olarak dogal
DNA onarim mekanizmalarint kullanarak gen diizenleme
yapmak i¢in daha verimli olmayan homolog olmayan ug
birlestirme (NHEJ: non homologous end joining) ve
daha az verimli olan homolog ydnlendirilmis onarim
(HDR: homology directed repair) siireglerini
gergeklestirmek amaciyla kullanilmistir. NHEJ, hatali
indel (insersiyon ve delesyon) olusumuna yol agarken,
HDR genellikle diizenlemenin hassas bir sekilde
yapilmasi nedeniyle daha arzu edilen bir terapdtik sonug
elde edilmigtir. CRISPR tarafindan indiiklenen DSB'leri
onarmak i¢in NHEJ yolunun baskinligi, monojenik
Mendel hastaliklarinda zararh etkilere sahip olan mutant
genlerin yok edilmesiyle sonuglanmigtir. Ancak, bir¢ok
hastalik basit bir gen nakavt1 ile tedavi edilemez ve daha
detayli genom mithendisligi gerektirir (3).

1.2 CRISPR ile Gen Diizenlenmesi

Memeli hiicreler, o6ncelikle DSB'leri NHEJ araciligiyla
hasarli iplikleri birlestirip onarmak i¢in evrimlesmistir.
Bu DNA onarim siirecinde niikleotidler araya eklenir
veya cikarilir (indel'ler), ligasyon yapilan DNA dizisinde
rasgele mutasyonlara yol acar ve genoma kalici bir
diizenleme yapar. Cinko parmagi niikleazlar1 (ZFN'ler:
zinc finger nucleases) ve transkripsiyon aktivator-benzeri
effektor niikleazlar1 (TALEN'ler: transcription activator-
like effector nucleases) gelistirmeye yonelik onlarca yil
siiren arastirmalar, NHEJ mekanizmasin1 kullanarak
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memeli hiicrelerinde genetik hastaliklarin {istesinden
gelme yetenegini gostermistir. Bir hastalifa neden olan
lokus, niikleazlar tarafindan hedef alinarak, cergeve
kaymas1 mutasyonlar1 yoluyla geni devre dis1 birakir
veya rastgele indel'in mutasyonunu diizeltmesi yoluyla
gen onarimina yol agmak i¢in indel'ler olusturulur. Belli
bir lokusu hedeflemek igin ZFN'ler ve TALEN'ler
iretmek, istenen genomik dizine secici olarak baglanan
amino asit degisikliklerini belirlemek icin
laboratuvarlarda zorlu tasarim, dizayn ve test dongiileri
gerektirir.  Amino asit degisikliklerinden DNA
baglanmasint dogru bir sekilde tahmin etmek zor
oldugundan, kesin bir genomik konumu hedeflemek zor
olabilir (3).

CRISPR hedeflenme mekanizmasinin basitligi ve
ongoriilebilirligi, gen diizenleme islemini karmagsik bir
protein miihendisligi probleminden bir RNA kodlama
problemine doniistiirdii, bu da CRISPR't aninda temel
arastirma ve klinik uygulamalar i¢in g¢ekici bir arag
haline getirmistir. Bu ilerleme, CRISPR ile ilgili
yaymlarin hizlica artmasima ve iyi tanimlanmig Mendel
hastaliklarina yonelik 6n klinik ¢aligmalarda ve erken
klinik denemelerde kullanilan CRISPR tabanli tedavi
protokollerinin sayica artmasia yol agmistir. On klinik
modellerde, metabolik ve norolojik bozukluklar,
kanserin tedavisi gibi birgok alanda gen inaktivasyonunu
saglamak icin CRISPR tabanli tedaviler kullanilmustir.
Ancak, cogu hastalik monogenik bozukluklardan daha
karmasiktir ve sadece mutasyona ugramig bir alleli
diizenleyerek diizeltilmez. Bu hastaliklar1 tedavi etmek
i¢in, nokta mutasyonlarinin kesin olarak diizeltilmesi,
transkripsiyonun dikkatlice ayarlanmasi veya
kodlamayan boélgelerin  daha ince bir sekilde
diizenlenmesini gerektirebilir (3).

1.3 Cas Araglan
1.3.1. Dogal olarak bulunan Cas proteinleri:

Iki farkli CRISPR sistemi sinifi mevcuttur: sinif I ve
smif II. Cas9’u igeren simuf II Cas proteinlerinin
hedefleme ve niikleaz fonksiyonlari, bir¢ok prokaryotik
tirde evrimlesmis biiyiik bir RNA kilavuzlu niikleaz
grubunu kapsayan tek bir proteinde kodlanmistir. En
yaygm kullanilan iki Cas9 proteini, Streptococcus
pyogenes (SpCas9) ve Staphylococcus aureus'ta
(SaCas9) kesfedilmistir. Bu farkli ortamlardaki evrim, bu
proteinlere, gen terapisinde kullanilirken benzersiz
ozellikler kazandirmustir. Ornegin, bilinen tim DNA
hedefli Cas niikleazlari, hedeflenen bir lokusun,
protospacer bitigik motif (PAM) adi verilen spesifik bir
diziyle ¢evrelenmesini gerektirir. PAM'lar, bir Cas
proteininin, DNA erimesi (melting) ve hedefe baglanma
stirecini  baglatmak i¢in tammasi1 gereken, CcrRNA
iizerinde kodlanmayan kisa DNA bdliimleridir. SpCas9,
bir NGG PAM ile gevrili olmay1 gerektirirken, SaCas9
bir NNGRRT PAM'mi tanir. DNA’yr kesmenin
verimlilik ve o6zgiilliklerinin yani sira, PAM dizileri,
belirli bir Cas proteini tarafindan hedeflenebilecek
genomik alan1 belirleyebilen 6nemli bir faktordiir.
Omegin, SpCas9un PAM" basittir ve SaCas9un
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PAM'ma gore genomda daha sik temsil edilir, bu da gen
diizenleme i¢in bir hedef bdlge belirlemenin daha kolay
oldugu anlamma gelir. Cas proteininin boyutu, dikkate
almmas1 gereken bir diger onemli faktordiir. SaCas9'un
kodlama dizisi (3.2 kb), SpCas9'un kodlama dizisinden
(4.1 kb) 6nemli dl¢iide daha kiigiiktiir, bu da SaCas9'un
gen tasima vektorlerine (6rnegin adeno-iligkili viriisler
(AAV'ler)) daha uygun olmasimi saglar. Ciinki
AAV'lerin yaklasik 4.7 kb'lik bir paketleme sinir1 vardir
(3).

Sinif II sistemlerin benzersiz dzelliklere sahip olabilecegi
gbzlemi, arastirmacilar1 yeni CRISPR proteinleri bulmak
icin metagenom alaninda arama yapmaya yonelmistir.
Dogal prokaryotik CRISPR lokuslarinin tekrarlayan,
palindromik 6zelligi, prokaryotlardan gelen dizileme
verilerinden Cas genlerini tanimlamak ve potansiyel gen
diizenleme proteinlerinin  dogasint  anlamak igin
kullamilmistir.  Bunun sonucunda, insan genomunda
DSB'ler (¢ift iplikli kiriklar) olusturabilen Casl2a'nin
(baslangicta Cpfl olarak adlandirilan) kesfine yol
acmistir. Casl2a'mn PAM"Y1, SpCas9 ve SaCas9'un
PAM'larindan farklidir, bu da yeni genomik konumlarin
hedeflenmesini saglar ve SpCas9'un PAM'mdan daha
kiigiiktiir (Lachnospiraceae bakterisi Cas12a yaklasik 3,7
kb'dir). En oOnemlisi, Casl2a bir CRISPR dizisini
bireysel crRNA'lara isleyebilir, bdylece tek bir
transkriptten birden ¢ok crRNA'nin ifadesi araciligiyla
kolay sekilde ¢oklu hedeflemeyi saglar. Buna karsilik,
Cas9 c¢oklu hedefleme, her sgRNA'min kendi
promotdriine sahip olmasint gerektirir, bu da birden ¢ok
sgRNA'nin ifadesini zorlastirir. Bu bulgu, Casl2b,
Casl2c, Cas12d (6nceden CasY olarak bilinen), Casl2e
(6nceden CasX olarak bilinen), hiperkompakt Casl2f
(6nceden Casl4, yaklagsik 1,4-1,6 kb), Casl2g, Casl2h,
Cas12i ve Casl2j (6nceden Cas® olarak bilinen) gibi
yeni Casl2 proteinlerinin kesfini ve karakterizasyonunu
saglamistir. Bu sistemlerden bazilart (Casl2b, Casl2e,
Casl2f ve Casl2j), insan hiicrelerinde gen diizenleyiciler
olarak kullanilabilme umudu vermistir (3).

2018'de, tek iplikli RNA'ya baglanma ve onu kesme
yetenegine sahip, Cas13 olarak bilinen bir grup simif II
protein kesfedildi. Cas13 mekanizmasi, RNA interferansi
(RNAI) gibi transkript baskilanmasiyla sonuglanir, belirli
mRNA'nin yok edilmesini ve transkriptom {iizerinde
hedeflenmis degisiklikler yapilmasin1 saglar. Dahasi,
bircok Casl3 proteini, belirli bir kenar dizisi
gereksiniminden bagimsiz olarak transkripti esnek bir
sekilde hedefleyebilir. Bu 6zellik, Cas13'i bir hiicrenin
fenotipini  degistirmek i¢in kalitilan degisiklikler
olugturmadan ¢ok yonlii bir arag haline getirir (3).

Smif I CRISPR-Cas sistemleri, hedefleme ve niikleaz
fonksiyonlarmni birden fazla proteine ayirirlar. Ornegin,
Kaskad kompleksi, crRNA'y1 baglayan ve direk
kompleksi hedef DNA'ya yonlendiren Cas5, Cas6, Cas7,
Cas8 ve Casll'in birden fazla alt birimini igerir.
Kompleks, niikleaz fonksiyonunu yerine getirmek icin
Cas3'ii daha da ¢eker. Sif I sistemlerin biiyiik, ¢ok
bilesenli dogasi, hiicreye ulastirilmasi ve ekspresyonu
acisindan bir zorluk olusturur, bu da onlarin insan
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hiicrelerindeki faydaliligini azaltir. Ancak, daha uzun
crRNA (ve dolayisiyla artan spesifiklik potansiyeli) ve
smuf I sistemlerin (bilinen CRISPR sistemlerinin
%80'inden fazlasi sinif I'ye aittir) genis cesitliligi, onlar1
gen diizenleme icin g¢ekici bir secenek haline getirir.
Ornegin, Kaskad, insan embriyonik kok hiicrelerinde
bliyilk  genomik  delesyonlar  olusturmak  igin
kullanmilmustir (3).

Hedeflenmis genomik insersiyonlar yapabilen birden ¢ok
Cas proteini de kesfedilmistir. Ornegin, bir sinif I sistem
(tip 1- F) ve bir sinif II sistem (Cas12k), CRISPR aracili
transpozisyon mekanizmasinin aracilifiyla spesifik bir
alana DNA parcalarmi  ekleyebilir. Bu hedefli
insersiyonlar hem in vitro hem de prokaryotik
konaklarda  oldugu  gosterilmistir.  Cas  aracilt
transpozonlarin heniiz insan hiicrelerine aktarilmamig
olmasina ragmen, bu ve diger Cas sistemleri, CRISPR
sistemlerinin ~ genis  ¢esitliligini  ve  biyolojik
fonksiyonlarimi gostermektedir (3).

1.3.2. Miihendislik Cas proteinleri.

CRISPR, insan hiicreleri gibi daha karmasik genomik
ortamda ekspresse edildigi zaman, prokyotlara kiyasla
¢ogu Cas sistemi optimum performans gostermez ve bu
da diisiik diizenleme verimliligi veya ozgilliigiine yol
acar. Protein miihendisligindeki ilerlemeler, yap1
kilavuzlu mutasyonlar, yonlendirilmis evrim ve
bakteriyofaj yardimli evrim gibi teknikler kullanilarak
gelistirilmis Cas proteinlerinin gelistirilmesine olanak
saglamigtir. Ornegin, Casl2a ve Casl2fnin DNA
baglanma cebinin yapi-kilavuzlu miihendisligi, indel
sikligim1  arttirarak  daha  etkili insan  genom
diizenleyicilerine doniistiiriilmiistiir. Ozellikle, Cas12f, in
vivo ulagtirilmast ve ekspressiyonu i¢in diger Cas
proteinlerinden daha uygun olan hiperkompakt bir Cas
etkisini (~1.4-1.6 kb) olusturmak i¢in tasarlanmistir (3).
Genom diizenlemenin o&tesinde Cas aplikasyonlarini
genigletmek igin, SpCas9'un katalitik  aktivitesi
kaldirilarak proteinin niikleazsiz bir versiyonu olan
dCas9 adi1 verilen bir proteini Uretilmistir. Bu
miihendislik tasarimi sonucunda, Cas9'u bir RNA
kilavuzlu niikleazdan bir RNA kilavuzlu baglanma
proteine doniistirmiistir. E. coli'de, dCas9'un bir
kodlama dizisine veya promotdriine yonlendirilmesi geni
kesmez ancak RNA polimerazi bloke ederek
transkripsiyonu inhibe eder. Bu yaklasim, CRISPR
interferanst (CRISPRi) olarak adlandirilir ve CRISPR'in
kullanim seklini derinden degistirmis, gen diizenleme ve
gen diizenlemesi i¢in bir dizi CRISPR teknolojisini
katalize etmistir (3).

CRISPRi'yi memeli hiicrelerinde proteine
doniistiirilmesi  i¢in  dCas9'u bir kodlama dizisine
hedeflemek ve bunun sonucunda direk olarak
transkripsiyonu engellemek igin yeterli degildir. Memeli
hiicrelerinde gen baskilanmasi (konockdown) saglamak
icin, dCas9 ornegin, spesifik bir lokusa yaklasildiginda
lokal gen baskisini indiiklemek igin KRAB (Kriippel ile
iligkill  kutu) gibi bir repressdor domaini ile
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birlestirilmistir. Burada, dCas9, ag¢ik bir genomik
konumu hedefler ve birlestirilmis KRAB domaini sadece
dCas9-KRAB fiizyon proteininin baglandigi yerde gen
ekspresyonunu susturmak icin lokalize eder. Bu kesiften
bu yana, epigenom miihendisligi i¢in genisletilmis bir
ara¢ kutusu (toolbox) olusturmak i¢in bir dizi fiizyon
retilmistir. Nilkleazsiz Cas proteinleri, spesifik genleri
yukart yonli regiile etmek icin CRISPR aktivasyonu
(CRISPRa) adi verilen bir ydntemle transkripsiyonel
aktivatorlere flizyonu yapilmistir. CRISPRa'nin ilk
ornegi, transkripsiyonu indiikleyen herpes simplex viriisii
VP16 domainin dort ardasik (tandem) tekrarinin dCas9'a
ve memeli hiicrelerinde spesifik genleri yukart yonli
regille etmek igin promotorlere yakin bolgelere
hedeflenmesi i¢in  fiizyon yapilmig VP64 ile
birlestirilmistir. Daha sonra dCas9, RTA, VP64, HSF1
ve p65 gibi bircok c¢esitli transkripsiyonel aktivator
domainleri ile birlestirilmis ve multiple hiicre tiplerinde
yiiksek  derecede  spesifik gen yukari  yonli
reglilasyonunu miimkiin kilmak i¢in kullanilmistir. DNA
metilasyon domainleri olan DNMT3A ve DNMT3L’yi
iceren epigenetik DNA modifiye domainleri ve ayrica
DNA demetilasyon domaini olan TET de dCas9'a
fiizyonu yapilabilmistir. Ayrica, H3K27 asetilasyonu
veya metilasyonu, H3K4  metilasyonu, H3K9
metilasyonu veya H3K79 metilasyonunu saglayan histon
modifiye edicileri, histon epigenomundaki degisiklikleri
saglamak veya silmek i¢in tek basina veya kombinasyon
halinde flizyonu yapilabilmigtir. Bu CRISPR aracili
epigenetik  modifikasyonlar, transkriptomu yeniden
programlamak ve geleneksel CRISPRi veya CRISPRa ile
karsilastirildiginda uzun siireli hedeflenmis gen susturma
veya aktivasyon gibi yeni fonksiyonlar elde etmek igin
kullanilabilir (3).

1.3.3.
Alanlan

CRISPR/Cas9 Teknolojisinin  Uygulama

CRISPR/Cas9 Teknolojisi; biyomedikal arastirmalar,
hiicre ve gen terapisi, bitkisel liretimde verimlilik ve
dayanikliligin artirilmasi, hayvansal tiretimde verimlilik
ve dayanikliligin artirilmasi ile gidalari giiclendirme gibi
bir¢ok alanda uygulanmaktadir (5).

2. CRISPR/Cas9 TEKNOLOJIiSi 1ILE BAZI
GENETIK HASTALIKLARIN TEDAVi
EDILMESINDE UYGULANAN STRATEJILER

Gen terapisi, 10.000'den fazla insan monogenik
hastaligini tedavi etme ve daha da fazla sayida karmagik
poligenik duruma fayda saglama potansiyeline sahiptir.
Son yillarda CRISPR/Cas9'un bir gen diizenleme
teknolojisi haline doniistiiriilmesi, aragtirmacilara gen
terapisi i¢in devrim niteliginde bir ara¢ saglamustir (6).
CRISPR-Cas sistemi ilk olarak plazmidlerden ve
fajlardan korunmak igin bakteri ve arkelerde adaptif
bagisiklik sisteminin bir pargasi olarak kesfedilmistir.
CRISPR'!n, gen diizenlemesi i¢in uygulanmaya
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baslamasi ¢inko parmak niikleazlarina (ZFN) ve
transkripsiyon aktivatdrii benzeri efektor niikleazlarina
(TALEN) karsi gelismis bir alternatif olmustur (7).
Bugiine kadar uygulanan genetik tedaviler ii¢ genis
kategoriye ayrilmustir: etkilenen genetik bolmelerin toplu
olarak yeni bir ekzojen genomla degistirilmesi, genetik
hatalar telafi etmek icin hedeflenmeyen ekzojen genetik
materyal eklenmesi ve en son olarak, gen diizenleme
kullanilarak nedensel genetik degisikliklerin dogrudan
diizeltilmesidir (8).

CRISPR-Cas teknolojilerinin kegfedilmesi ise genetik
hastaliklarin tedavisine yeni bir bakis agis1 saglamustir.
Bu teknoloji ile kalitsal bozukluktan sorumlu genetik
mutasyonlarin  hassas DNA  diizenleme yoluyla
diizeltilebilecegi gozlenmistir. Genetik bozukluklarin
tedavisinde CRISPR-Cas teknolojisi ile hastanin
genomundaki hastalifa neden olan mutasyonlari
hedeflemek ve diizenlemek i¢in belirli kilavuz RNA
(CRISPR-Cas9, CRISPR-Cas12, CRISPR-Cas13 vb.)'lar
kullanilmistir (9). Asagida CRISPR-Cas9 teknoloji ile
tedavi edilen bazi genetik hastaliklara yer verilmistir.

Huntington hastahg1 (HD), striatumdaki néronlarin
kaybiyla karakterize 6liimciil bir nérodejeneratif genetik
hastaliktir. Huntingtin proteinini (mHTT) kodlayan
Huntingtin  genindeki (mHTT) bir mutasyondan
kaynaklanir. HD ic¢in transgen tasiyan YACI28
farelerinin kemik iliginden c¢ikarilan mezenkimal kok
hiicrelerde CRISPR-Cas9 araciligiyla ekzonl-intron
smnirt  bozularak mHTT'nin translasyonu olumsuz
etkilenmis ve huntingtin protein Sseviyesinin sirasiyla
%38 ile %79 oraninda azaldigi gézlenmistir (10). Bagka
bir c¢alismada CRISPR/Cas9 aracili inaktivasyon
kullanilarak mHTT ekspresyonu gosteren farelerin
(HD140Q-knockin fareler) striatumunda endojen mHTT
ekspresyonunun kalict olarak baskilanmasinin  HTT
agregatlarint etkili bir sekilde tiikettigini ve erken
noéropatolojiyi zayiflattig: tespit edilmistir. Sonug olarak;
CRISPR/Cas9 aracili gen diizenlemenin yetiskin
beyninde poliglutamin genislemesine bagli noéronal
toksisiteyi etkili ve kalict bir sekilde ortadan kaldirmak
i¢in uygulanabilecegini gdstermistir (11).

Beta-talasemi (B-talasemi), insan hemoglobin beta
(HBB) gen  kiimesindeki nokta  mutasyonlari,
insersiyonlar ve delesyonlar nedeniyle olusan ve pB-
globin zincirlerinin yetersiz iiretimine yol acan otozomal
resesif bir hastaliktir. B-talasemi tedavileri arasinda kan
nakli, splenektomi ve allojeneik hematopoietik kok hiicre
nakli (HSCT) bulunur. Bu geleneksel tedaviler dnemli
zorluklarla kars1 kargtyadir. Son yillarda, gen diizenleme
teknolojisinin gelisi ve ilerlemesiyle, hassas genom
diizenleme ile B-talasemi tedavisi igin {i¢ globin genini
(HBB, HBG ve HBA) ve hiicre se¢imlerini hedefleyen
CRISPR/Cas9'un uygulanabilir stratejileri temel ve
klinik ¢alismalarda cesaret verici basarilar elde etmistir
(12). Bagka bir ¢alismada ise hasta kaynakli pluripotent
kok hiicrelerin  (iPSC)'lerdeki HBB mutasyonlarini
diizeltmek i¢in piggyBac transpozonuyla birlestirilmis en
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son gen diizenleme araci olan CRISPR/Cas9 teknolojisi
kullanilmistir. Sonug olarak diizeltilmis iPSC'lerde hedef

digt etki saptanmus, hiicreler tam pluripotansiyeli
korumus ve normal Kkaryotipler  sergilemistir.
CRISPR/Cas9  teknolojisi, HBB  mutasyonlarini

diizeltmek icin etkili bir yaklagim sunarak, kdk hiicre
tabanli gen terapisinin monogenik hastaliklara gelecekte
uygulanmasina yonelik kritik bir adim oldugunu
gostermistir (13). Yapilan baska bir ¢aligmada iki hasta
(B-talasemi ve orak hiicre hastaligr) BCL11A (eritroid
hiicrelerde y-globin ekspresyonunu ve fetal hemoglobini
baskilayan bir transkripsiyon faktorii) gili¢lendiriciyi
hedefleyen CRISPR-Cas9 ile diizenlenen otolog CD34+
hiicreleri almistir. Bir yildan fazla bir siire sonra, her iki
hastada da kemik iligi ve kanda yiiksek seviyelerde
allelik diizenleme, panseliiller olarak dagilan fetal
hemoglobinde artislar, transfiizyon bagimsizligi ve vazo-
okliizif epizotlarin ortadan kalkmasi (SCD'li hastada)
gorilmistiir (14).

Marfan sendromu, FBN1 genindeki patojenik
varyantlardan kaynaklanan kardiyovaskiiler, okiiler,
iskelet, deri ve solunum organ sistemlerindeki bulgularla
karakterize otozomal dominant bir genetik bozukluktur.
Marfan sendromlu bir hastadan FBN1'de heterozigot bir
varyant ¢.7754 T > C (p.le2585Thr, yanlis anlamli)
tastyan bir iPSC hatt1 ile patojenik varyantin CRISPR-
Cas9 kullanilarak onarildigt bir izogenik kontrol
iretilmistir. Sonug¢ olarak, bu iPSC hatlari, Marfan
sendromu ile iligkili kardiyomiyopati ve aortopati gibi
hastaliklarin tedavisi i¢in dnemli bir sonug gostermistir
(15). Diger bir calismada ise hastaya 6zgii hiPSC'ler
(NCCDFWIi001-A), bilesik  heterozigot  varyant
(c.684_736 + 4del, p.Pro228fs ve ¢.2613A>C,
p-Leu871Phe) tasiyan Marfan sendromlu bir hastadan
dretilmigtir. Burada, normal karyotipi, pluripotansiyel
belirtegleri koruyan ve {i¢ soy farklilagmasi igin
potansiyel gosteren bir hiPSC hattt NCCDFWi001-A-1)
ireten FBN1 ¢.2613A>C varyantin1 diizeltmek igin
CRISPR/Cas9 kullanilmistir. Sonug olarak,
CRISPR/Cas9, kok hiicre kimligini  koruyarak
hiPSC'lerin ¢.2613A>C varyanti1 (NCCDFWi001-A)
basartyla diizelttigi gosterilmistir (16).

Down Sendromu (DS), nérolojik sorunlarin da dahil
oldugu, semptomlar arasinda yer alan karmasik bir
kromozomal bozukluktur. Kromozom 21'deki trizomi
nedeniyle olusan DS, her 800 canli dogumdan 1'inde
goriiliir. DS'de artmus aktivite gosteren DSCAM/PAK1
yolunun CRISPR/Cas9, CRISPR interferansi (CRISPRi)
veya kiigiik molekill inhibitdr tedavisi kullanilarak
baskilanmasi sunucu anormal ndrogenezi tersine
gevirmistir (17).

Duchenne kas distrofisi (DMD), kas lifi biitiinliigii i¢in
gerekli bir protein olan distrofin kodlayan gendeki
mutasyonlar sonucu olusan Oliimclil bir hastaliktir.
Duchenne kas distrofisinden sorumlu mutasyonlar esas
olarak ekzon delesyonlarint (%70 hasta) ve nokta
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mutasyonlarini (%30 hasta) icerir. Yapilan ¢alismada in
vitro ve DMD hayvan modellerinde distrofin
ekspresyonunu geri kazandirmak i¢cin DMD geninde
bulunan farkli mutasyonlarin diizeltilmesinde CRISPR-
Cas9 teknolojisinin klinikte kullanimina yol agabilecegi
ongorilmiistiir (18). Baska bir ¢aligmada ise DMD igin
bir model olan mdx farelerinin germ hattindaki distrofin
gen (Dmd) mutasyonunu diizeltmek i¢cin CRISPR/Cas9
aracili genom diizenlemesini kullanilarak kas yapist ve
islevi incelenmistir. Genom diizenlemesi, Dmd geninin
%2 ila %100'Uni diizelten genetik olarak mozaik

hayvanlar  iretilmigtir. Mozaik farelerde  kaslar
yenilenerek gen diizenlemesini gostermistir. Sonug
olarak; beklenen teknolojik gelismelerle birlikte,

CRISPR/Cas9 teknolojisi DMD'li hastalarin  kas
dokusundaki hastaliga neden olan mutasyonlarin
diizeltilmesine olanak taniyabilecegine isaret etmektedir
(19).

Kalitsal tirozinemi tip I (HTI), fumarilasetoasetat
hidrolazin (FAH) mutasyonu nedeniyle olusan metabolik
bir genetik bozukluktur. Toksik metabolitlerin birikmesi
nedeniyle HTI, ciddi karaciger sirozu, karaciger
yetmezligi ve hatta hepatoselliiler karsinoma neden olur.
CRISPR/Cas9 aracili gen terapisi, HTI fare modelinde
tekrarlanamayan bir fenotip olan karaciger sirozunun
ilerlemesini Onlenmistir. Bu sonuglar, Cas9 nickase
aracili genom diizenlemesinin bu genetik hastalik icin
degerli ve giivenli bir gen terapisi stratejisi oldugunu
giiclii bir sekilde ortaya koymustur (20).

Fenilketoniiri (PKU), resesif kalitimla gegen fenilalanin
hidroksilaz (PAH) eksikliginden kaynaklanan, merkezi
sinir sistemi i¢in toksik olan hiperfenilalaninemiye neden
olur. Bir ¢alismada, CRISPR/Cas9 teknolojisi ile PKU'lu
farelerin tedavi edilen hepatositlerinin bir kisminda
Pah®™? allelinin émiir boyu, kalic1 olarak diizeltilmesine
olanak tantyarak karaciger PAH aktivitesinin kismen geri
kazanilmasini, kan fenilalanininde 6nemli bir azalmay1
ve iireme sirasinda maternal PKU etkilerinin 6nlenmesini
saglamistir. Aym c¢alismada, CRISPR/Cas9 gen
diizenlemesinin kalict PKU gen diizenlemesi i¢in umut
verici bir arag oldugunu ortaya koymustur (21). Yapilan
bagka bir calismada ise PAH genindeki en yaygin
varyanti (allel sikhig1 %21,4) diizeltmek i¢in inaktif Cas9
(dCas9) ve Fokl endoniikleaz (FokI-dCas9) flizyonunu
kullanan modifiye edilmis bir CRISPR sistemi
kullanilmigtir. Tek bir kilavuz RNA plazmidinin, bir
Fokl-dCas9-zsGreenl plazmidinin ve PAH_c.1222C>T
COS-7 hiicrelerinde tek zincirli bir oligodeoksiniikleotid
ile PKU i¢in bir in vitro model olusturulmustur. PAH
varyanti  diizeltilmis ve PAH aktivitesini  geri
kazanmistir. Bu sonuglar, Fokl-dCas9 sisteminin hassas
tip, Ozellikle PKU ve diger monogenik metabolik
hastaliklar1 hedefleme potansiyeli oldugunu gostermistir
(22).

Kistik fibroz (KF), diinya ¢apinda yaklasik 70.000
kisiyi etkileyen yasamu smirlayan bir  genetik
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bozukluktur. Tedavi maliyeti oldukg¢a yiiksektir. Tedavi
icin ¢esiti DNA diizenleme tabanli stratejiler
gelistirilmektedir. Mutasyonlarin  konumuna (intronik
veya ekzonik), diizenleme mekanizmasinin dagitim
mekanizmasina ve hedeflenen hiicre tipine bagli olarak
farkli stratejiler gereklidir. Ayrica KF akcigerinin

benzersiz  fizyolojisi, CRISPR-Cas9 mekanizmasini
gesitli  sekillerde  engellemektedir. Bu  nedenle
gelecekteki arastirmalarin CRISPR-Cas9'un KF

tedavisinde, homolog olmayan ug¢ birlestirme (NHEJ)
tabanli yaklagimlarin gelistirilmesinin bu hastaligin
tedavisinde olduk¢a umut verici sonuglara neden olacagi
Ongorilmiistiir (23).

Orak hiicre hastaligi (SCD), homolog HbS geninin
genetik kalitimi nedeniyle anormal hemoglobin-S (HbS)
ifade eden kirmizi kan hiicrelerinin bir bozuklugudur.
Ancak, orak hiicre 6zelligi olan kisiler HbS'in tek bir
allelini tasir ve genellikle SCD semptomlarindan
muzdarip olmazlar, bu da SCD'yi tedavi etmek igin bir
gerekge saglar. Gen terapisi potansiyelini dogrulamak
icin hematopoietik kdk hiicreler SCD hastasinin
kanindan izole edilmis ve CRISPR/Cas9 yaklasimiyla
islenmigtir. Genotipleme ve dizi analizi, genomu
diizenlenen eritroid progenitér kolonilerinin SCD
genotipinden  orak  hiicre  6zelligi  genotipine
doniistiiriildigiinii  ortaya koymustur. HPLC protein
analizleri, klonlanmis genomu diizenlenen eritroid
progenitdr hiicrelerde HbS ile benzer diizeyde normal
hemoglobinin yeniden kuruldugunu dogrulamstir (24).

Retinitis  pigmentosa, farkli  gen tiplerindeki
mutasyonlar sonucu fotoreseptorlerin 6liimiine ve gérme
fonksiyon kaybina yol a¢tigt bilinen kalitsal bir
hastaliktir.  Yapilan bir c¢alismada CRISPR/Cas9'un
siddetli otozomal dominant retinitis pigmentosa
modelinde baskin S334ter mutasyonunu [Rho(S334)]
tasiyan siganlarin rodopsin geninin segici olarak yok
edilmesinde kullanilabilecegi gOsterilmistir.
Elektroporasyonla birlikte kilavuz RNA/Cas9
plazmidinin tek bir subretinal enjeksiyonu, Rho(S334)'iin
allel-spesifik bozulmasini saglayarak retina
dejenerasyonunu onledigi ve gorsel islevi iyilestirdigi
tespit edilmisgtir (25).

al-antitripsin  (AAT), karacigerden salgilanan ve
oncelikle akcigerlerde proteolitik notrofil elastaz ile
iligkili doku hasarim1 onlemede 6nemli olan bir serin
proteaz inhibitoriidiir. Insanlarda AAT, PIZZ alleli
olarak adlandirilan bir nokta mutasyonunda AAT geninin
342. pozisyonunda glutamat yerine lizin girmesi sonucu
olusur. Hepatositlerde yanlis katlanmig proteinin
agregasyonuna neden oldugu ve bunun Kkaraciger
hasarina yol acan hSERPINA1 geni tarafindan
kodlandig: bilinmektedir. AATD (insan AAT eksikligi)
fare modeli patolojik karaciger fenotipini kurtarma
girisiminde, Cas9 ve hSERPINAI'T hedef alan bir
kilavuz  RNA (gRNA) molekiilii saglamak icin
adenovirtis kullanilmigtir. Tek dozluk terapdtik gen
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diizenleme yaklasimi, dolasan transaminaz ve insan AAT
protein seviyeleri, karaciger fibrozu ve protein
agregasyonu dahil olmak iizere PiZZ mutasyonuyla
iligkili fenotipi tamamen tersine g¢evirmistir. Ayrica
karaciger histolojisi iltihaplanma ve genel morfoloji
acisindan Onemli Olgiide iyilesmistir. Sonug olarak;
hepatositlerde terapdtik gen diizenlemesinin bir AATD
fare modelinde miimkiin oldugunu gosterilmistir (26).

Tay-Sachs hastah@ (TSD), metabolik enzim HexA'y1
etkisizlestiren HEXA mutasyonlart nedeniyle olusan
olimciil bir ndrodejeneratif hastaliktir. En yaygin
mutasyon, cerceve kaymasiyla HEXA ekspresyonunu
bozan bir tandem 4-bp  duplikasyonu olan
¢.1278insTATC'dir. Tasarlanmig bir hiicre modelinde,
c.1278insTATC'nin  terapotik  diizenlenmesi  igin
CRISPR-Cas9 kullanimi arastirilmigtir. Diizeltme igin
€.1278insTATC'yi kapsayan 19 bp'lik bir dizi boyunca
acik bir okuma cergevesini geri yliklemek i¢in kisa
eklemeler veya silmeler gerceklestirilmistir. Sonug
olarak mutasyon diizeltilse de olusan amino asit
eklemelerinin yapisal uyumsuzlugundan dolayr enzim
HexA’nin iglevini geri kazanmadigi vurgulanmigtir (27).
Bagka bir ¢aligmada ise HEXA genindeki monogenik
mutasyonlar nedeniyle olugan TSD igin in vitro modeller
kullanarak GM2 gangliozidozlarini tedavi etmek icin
potansiyel bir yaklagim olarak Cas9 nickazina (nCas9)
dayanan bir CRISPR/Cas9 tabanli gen diizenleme
stratejisi  kullamilmigtir.  B-heksosaminidaz aktivitesi,
glikozaminoglikan seviyeleri, lizozom kiitlesi ve
oksidatif streste iyilesme gozlenmistir. Bu sonuglar,
CRISPR/nCas9'un GM2 gangliozidozlarini tedavi etmek
icin yeni bir alternatif olarak dikkate deger potansiyelini
ve bu terapdtik yaklagimin giiclinii artirmada viral
olmayan vektorlerin iistiin performansini gostermistir

(28).

Biyotidinaz eksikligi (BD); otozomal resesif kalitilan
norokutanéz bir hastaliktir. Klinik olarak tedavi
edilmeyen BD hastalar1 nobetler, beslenme sorunlari,
optik atrofi, isitme kaybi, hipotoni, ataksi, gelisimsel
gecikme, alopesi ve cilt dokiintiisii gibi degisken
norolojik ve dermatolojik belirtilerle ortaya c¢ikabilir
(29). Ekzom dizilimi, biyotin (B7 vitamini) de dahil
olmak iizere vitaminleri tasimaktan sorumlu hiicresel
sodyum bagimh multivitamin tasiyicisint  (SMVT)
kodlayan gen olan SLCS5A6'da bilesik heterozigot
anlamsiz varyantlar ortaya ¢ikardi. Biyotin eksikliginin,
kusurlu B hiicresi farklilasmasi ve antikor eksikligiyle
sonuglanan SLC5A6 varyantlarindan kaynaklandig
gosterilmistir.  Biyotinin yenilenmesi, plazma hiicresi
olgunlagsmasini iyilestirmis ve hastada ve hastaya 6zgii
bir SLC5A6 varyanti tasiyan bir CRISPR-Cas9 gen
diizenlemeli fare modelinde antikor iireten aktiviteyi geri
kazandirdig ileri siiriilmistiir (30).

Konjenital adrenal hiperplazi (CAH), monogenetik

defektler iceren steroidojenik enzimlerin neden oldugu
otozomal resesif bir hastaliktir. Bir c¢alismada, 21-
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hidroksilaz ~ eksikligi (CYP21A2D) (n=4), 17a-
hidroksilaz/17,20 liyaz eksikligi (CYP17A1D) (n=1) ve
11B-hidroksilaz eksikligi (CYP1IBID) (n=1) olan
hastalarin primer fibroblastlar1 adeno-iliskili viriis tip 2
(AAV2) vektorleri ile enfekte edilmistir. Aym ¢aligmada,
CYP11B1D'nin adrenal bezlerinde gen indiiksiyonuyla
iyilestirilebilecegini gostermis; bu da CAH i¢in kusurlu
enzime bagli bir tedavi stratejisinin gerekli oldugunu
diigiindiirmistir. CYP21A2D ve CYP17Al1D dahil
olmak {izere mikrozomal P450'deki defektlerin adrenal
dist  gen  indiksiyonuyla tedavi  edilebilecegi
gosterilmistir (31).

Spinal muskiiler atrofi (SMA), omurilikte ilerleyici
motor noéron kaybiyla karakterize bir tiir genetik
néromiiskiiler hastaliktir. Survival motor ndron 1
(SMN1) genindeki mutasyonlardan kaynaklanir. SMNI1,
insanlarda hemen hemen tiim SMA hastalarinda bulunan
paralog bir gene, survival motor ndron 2'ye (SMN2)
sahiptir. SMA hastasina 6zgii iPSC'lerin {iretimi ve
genetik diizeltmesi, hastalik i¢in uygulanabilir, otolog bir
tedavi stratejisidir. Burada, c-Myc icermeyen ve entegre
olmayan iPSC'ler, bir SMA hastasinin  idrar
hiicrelerinden epizomal iPSC yeniden programlama
vektorii  kullanilarak tretilmis ve insan referans
genomunda benzer dizilere (<3 uyumsuzluk) sahip
olmayan benzersiz bir crRNA tasarlanmistir. SMA-
iPSC'lerde  SMN2 geninin SMN1 benzeri bir gene
doniistiirilmesi, CRISPR/Cpfl ve tek  zincirli
oligodeoksiniikleotid kullanilarak %4/36'lik yiiksek bir
verimlilikle gergeklestirilmistir. Sorunsuz bir sekilde
geni dontstirilmiis iPSC hatlar1 higbir ekzojen dizi
icermemis ve normal bir karyotipi korumustur. Bu, insan
hiicrelerinde Cpfl homoloji ydnlendirmeli onarim
tarafindan aracilik edilen verimli bir gen doniisiimiiniin
ilk raporu oldugu ve ¢ogu SMA hastasi igin evrensel bir
gen terapotik yaklasimi saglayabilecegi ileri siiriilmiistiir
(32). Kas distrofileri, ilerleyici kas kaybina ve kas-iskelet
sisteminin dejenerasyonuna yol acan heterojen bir
monogenik ndromiiskiiler bozukluklar grubudur. Baska
bir calismada ise genom diizenlemedeki CRISPR/Cas
sistemi ile ¢esitli kas distrofilerini diizeltmek igin olasi
CRISPR/Cas tabanli terapiler Onerilmistir. Ayrica
CRISPR/Cas genom diizenlemesini kas distrofilerinin
kalic1 olarak diizeltilmesi i¢in uygulanabilir bir terapiye
doniistiriilebilecegi bildirilmistir (33).

Facioscapulohumeral muskiiler distrofi (FSHD),
hastalik lokusunun eksik susturulmasi sonucu olusur ve
iskelet kasinda DUX4'lin patojenik yanlis ifadesine yol
acar. Yapilan caligmada Staphylococcus aureus'tan
HPlo, HPly, MeCP2 transkripsiyonel baskilama alani
veya SUV39H1 SET alanina kaynastirilmig dCas9'un
iskelet kasina 6zgii ifadesini yonlendirmek i¢in FSHD
icin optimize edilmis bir diizenleyici tasarlanmisgtir. Her
bir diizenleyiciyi DUX4 promoteri/ekson 1'e hedeflemek,
lokustaki kromatin baskilanmasini artirmis ve 6zellikle
FSHD miyositlerinde ve hastaligin bir fare modelinde
DUX4 ve hedef genlerini baskilamigtir. Bu sonuglardan
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hareketle gen terapisi i¢in adeno iligkili viriis
vektorleriyle uyumlu kas-spesifik bir epigenetik CRISPR
tasarlanmasinin iskelet kasi bozukluklarinda dCas9
tabanli  kromatin  efektorlerinin - klinik  olarak
kullaniminda temel olusturabilecegi ileri stirtilmiistiir
(34).

Facioscapulohumeral distrofi (FSHD), kromozom
4'teki D4Z4 makrosatelit tekrarlarmi iceren DUX4
retrogeninin kismi kromatin gevsemesi ve iskelet kasinda
DUX4'in transkripsiyonel de-represyonu ile iliskilidir.
FSHD'nin yaygin formu olan FSHDI1, bir D4Z4 tekrar
dizisi kasilmasiyla olugur. Daha az yaygin form olan
FSHD2, genellikle SMCHD1'deki heterozigot varyantlar
tarafindan olugur. Hasta miyoblastlarindan patojenik bir
intronik SMCHD1 varyantint onarmak i¢in CRISPR-
Cas9 genom diizenlemesi kullanilmistir. CRISPR-Cas9
aracilh genom diizenlemesiyle psddo-eksonu silmek,
vahsi tip SMCHDI1 ekspresyonunu DUX4%in etkili bir
sekilde baskilanmasi, terapdtik stratejiler igin dnem
teskil ettigi bildirilmistir (35).

Hutchinson-Gilford progeria sendromu (HGPS),
cocukluk c¢ag1 progeria veya progeria olarak da bilinir ve
dogumdan kisa bir siire sonra ortaya c¢ikan erken
yaslanma ile karakterize nadir, hizli, otozomal dominant
genetik bir bozukluktur. HGPS, niikleer zarfin yapisal
bilesenleri olan Lamin A proteini ve Lamin C proteini
olmak tizere iki proteini kodlayan LMNA geni olarak
bilinen gende de novo nokta mutasyonu sonucu olusur.
Yapilan bir ¢alismada CRISPR/Cas teknolojisi ile belirli
lokuslarda genleri yeniden diizenleyerek dominant
negatif mutasyonlarin yer aldigt HGPS gibi genetik
bozukluklarin tedavisinde umut vadeden bir yaklagim
oldugu tespit edilmistir (36). Baska bir ¢alismada ise
HGPS hiicrelerinde ve farelerde ¢esitli degisiklikleri geri
dondiiren CRISPR/Cas9 tabanli bir yaklasimin etkinligi
aragtirillmistir.  Sonug olarak progeria fare modelinde
genom diizenlemenin klinik oncesi etkinligi gosterilmis
ve HGPS ve su anda tedavisi olmayan diger sistemik
hastaliklarda  bile ~ CRISPR/Cas9  teknolojisinin
uygulamansinin 6nemine dikkat ¢ekilmistir (37).

Fanconi anemisi (FA), kemik iligi yetmezligi ve
gelisimsel anomalilerle karakterize nadir bir kalitsal
hastaliktir. Yapilan bir ¢alismada Fanconi anemisi olan
bir hastadan tiiretilen fibroblastlarda CRISPR/Cas9
niikleazinin ~ FANCC  geninin  normalizasyonuyla
sonuglanan dogrudan ¢.456+4A>T mutasyon onarimini
aracihik  ettigini, bu sentetik molekiilleri insan
hiicrelerinde  genetik hastaligin  diizeltilmesi i¢in
kullanilabilecegi gosterilmistir (38).

Tiibiiloz skleroz kompleksi (TSC), TSC1 veya TSC2
genlerindeki mutasyonlardan kaynaklanan otozomal
dominant bir hastaliktir. Vakalarin iicte ikisinde TSC
sporadik olarak ortaya c¢ikar ve TSC2 patojenik
varyantlari, TSC1 patojenik varyantlarindan yaklasik {i¢
kat daha yaygindir. Burada, iki izogenik hat iireten iki tip
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TSC2 patojenik varyantini diizeltmek i¢in hasta kaynakli
iPSC'ler CRISPR-Cas9 aracili homologi yonlendirilmis
onarimi i¢in kullanilmigtir. Sonug olarak CRISPR-Cas9
ile mutasyonlar diizeltilmis ve bu teknolojinin
terapotiklerin gelistirilmesi i¢in 6nemli bir ara¢ oldugu
bildirilmistir (39).

Rett sendromu (RTT), gen¢ kadmlarda X
kromozomunda metil CpG baglayict protein 2'nin
(MECP2) fonksiyon kaybina neden olan heterozigot
mutasyonlarindan  kaynaklanan ~ X'e  bagli  bir
norogelisimsel bozukluktur.Yapilan ¢aligmada RTT
insan embriyonik kok hiicrelerinde (hESC'ler) ve
tiiretilmis noronlarda Xi'den MECP2'yi yeniden aktive
etmek i¢in bir multipleks epigenom diizenleme yaklagimi
uygulanmustir. Hedef tek kilavuz RNA ile dCas9-Tetl
tarafindan MECP2 promotériiniin - demetilasyonuyla,
transkripsiyonel diizeyde tespit edilebilir hedef dist
etkiler olmaksizin RTT hESC'lerinde Xi'den MECP2
yeniden aktive edilmistir. Bu sonu¢ RTT ve potansiyel
olarak diger baskin X'e bagli hastaliklar1 tedavi etmek
icin epigenom diizenlemeye yonelik bir bakis acisi
saglamistir (40). Baska bir ¢alismada, CRISPR-Cas9
teknolojisinin transfeksiyon verimliligini,
biyouyumlulugunu ve genom diizenleme dogrulugunu
onemli Olclide iyilestiren bir Manyetik Nanopartikiil
Destekli Genom Diizenleme (MAGE) platformu
sunmustur. Gelistirilen teknolojinin uygulanabilirligini
gostermek icin, MAGE, bir Rett sendromu hastasindan
alman indiiklenmis pluripotent kok hiicre tiirevi noral
progenitér  hiicrelerde  (iPSC-NPC'ler)  mutasyona
ugramis MeCP2 genini diizeltmek i¢in uygulanmustir.
Onarilan iPSC-NPC'ler noéronlara farklilastiklarinda
vahsi tip noronlarla benzer 6zellikler gostermis ve bu da
MAGE'in  gelecekteki  klinik  uygulamalar  igin
potansiyelini daha da dogrulamigtir. Kisacasi, gelistirilen
nanobiyo-kombine CRISPR-Cas9 teknolojisi, 6zellikle
farkli genetik hastaliklar1  hedefleyen kok hiicre
terapilerinde cesitli klinik uygulamalar i¢in potansiyel
sunmaktadir (41).

Osteogenesis imperfecta (Ol), kemik kirilganhigi ve
tekrarlayan kiriklarla karakterize genetik bir hastaliktir.
Ol ile iligkili kemik kirilganligi, COL1A1 veya COL1A2
mutasyonu nedeniyle olusan kollajen olusumundaki bir
kusurdan kaynaklanir. Ol'yi tedavi etmek igin kullanilan
mevcut stratejiler tedavi edici degildir. Yapilan bir
calismada, COL1Al geninde mutasyon barindiran OI
hastasindan  alinan  kan  hiicrelerinden  iPSC'ler
iretilmistir. Sonu¢ olarak; CRISPR/Cas9 kullanilarak
COL1A1 geninin gen diizeltilmesi, OI-iPSC'lerden
farklilagtirilmis osteoblastlarda azalmig tip [ kollajen
ekspresyonunu  ve  osteogenik  potansiyeli  geri
kazandirarak yeni bir tedavi olasiigini giindeme
getirmistir (42). Baska bir ¢alismada ise insan tip 1l
OlI'nin siddetli baskin bir formuna benzeyen bir OIM fare
modelinde bir Colla2 mutasyonunu diizeltmek igin
rekombinant adeno-iligkili bir viriis (rAAV) kullanarak,
iskeletteki kemik olusturan osteoblast soyundan

e-I1SSN: 3023-6460

hiicrelere homoloji yonlendirmeli onarim (HDR) aracili
CRISPR-Cas9 verilmistir. Bu strateji, kemik mimarisi,
kiitlesi, mineralizasyonu, iskelet deformiteleri, kavrama
giicii ve kendiliginden olusan kiriklar1 onemli 6lgiide
iyilestirmistir. Sonug olarak; AAV aracili iletim yoluyla
HDR aracili gen diizenlemesinin OI osteoblastlarindaki
bir kollajen mutasyonunu etkili bir sekilde diizelttiginin
ve OIM farelerinde iskelet fenotiplerini tersine
cevirdiginin ilk gostergesi olarak kabul edilmistir (43).

3. CRISPR/Cas9 TEKNOLOJISININ AVANTAJ VE
DEZAVANTAJLARI

CRISPR/Cas9 sistemi, kullanim kolaylig, diisiik maliyet
ve gen nakavtlart veya daha kiigiik mutasyonlar liretme
yetenegi gibi diger gen diizenleme araglarina (¢inko
parmak niikleazlar1 veya transkripsiyon aktivatorii
benzeri efektdr niikleazlari) gore avantajlara sahiptir.
CRISPR/Cas9'un potansiyel uygulamalari, ¢ok cesitli
hiicre ve organizmalarin genomik lokuslarini hassas ve
etkili bir sekilde hedefleme, diizenleme, degistirme,
isaretleme yetenegi de dahil olmak iizere ¢ok genis
kapsamlidir. Genom ¢apindaki g¢alismalarin artmasi ile
insan hastaliklarinin anlagilmasina fayda saglayacak
tasarlanmigs  hayvan  modellerinin  olusturulmasini
kolaylastiracaktir. (44). Bununla birlikte bu yeni teknoloj
bazi dezavantajlara sahiptir. Bunlar arasinda o6zellikle
memelilerde germ hattiyla iligkili modifikasyondaki
hedef digt mutasyonlar olusmast ve bir sonraki nesile
aktarilmasi, beklenmeyen olasi etkiler hassas genom
diizenleme, transgen ekspresyonunda cesitlilik, islevsel
gen susturulmasi ve potansiyel onkojenik doniisiim dahil
olmak {iizere birgok cesitli bilinmeyen degiskenler yer
almaktadir (45).

4. CRISPR/Cas TEKNOLOJIiSININ ZORLUKLARI

CRISPR/Cas genom diizenleme, Ozellikle nokta
mutasyonlartyla iligkili hastaliklar basta olmak {izere
insan genetik bozukluklarini incelemek ve tedavi etmek
icin ayrica hayvan genetik modelleri olusturmak i¢in de
saglam bir aragtir. Ancak, CRISPR/Cas teknolojisinin
zorluklar1 da bulunmaktadir. Bunlar arasinda, tedavi
edilen hiicrelerin CRISPR/Cas bilesenine kars1 toksisitesi
ve bagisiklik tepkisi, genom diizenleme siirecinin gergek
verimliligi ve potansiyel hedef dig1 etkiler yer
almaktadir. Hedef dis1 etki, CRISPR/Cas9 gen terapisi
icin en biiyiilk endigelerden biridir. Yapilacak birgok
arastirma ile yliksek Ozgilliige sahip gRNA'lar
tasarlayarak ve Cas enzimlerinin yiliksek 0zgiilliigiinii
kullanarak bu etkinin sinirlanmasina odaklanmalidir
(46).

5. CRISPR/Cas9 TEKNOLOJISININ
UYGULANMASINDA ETIiK
DEGERLENDIRMELER

CRISPR-Cas9, tarim ve gevreden klinik tedavilere kadar
uzanan basit, kesin ve en hizli genom diizenleme
teknolojisi olarak ortaya ¢ikmistir. Ancak, bu teknigin
cekici uygulamalariyla ilgili belirli etik, ahlaki ve
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giivenlik endiseleri bulunmaktadir. Insan germ hatti
modifikasyonlari ile ilgili yapilan ¢alismalarda 6zellikle
genetik hastaliklar1 diizeltmek veya onlemek ic¢in klinik
uygulamalarda Ongoriilemeyen, istenmeyen etkilerin
gerceklesme riski, bilgilendirilmis onam meselesi ve
6jeni (genetik olarak istenilen 6zelliklere sahip bireylerin
cogalmasini tesvik etmeyi amaglayan bir bilim dali) i¢in
istismar riski gibi insan giivenligi ve ahlaki acisindan en
tartigmali konulardan biri haline gelmistir. Somatik
hiicrelere uygulanan gen terapisi gelecek nesillere
aktarilmayacagi icin ve tek bir hastayla sinirh kalacagi
icin etik agidan uygun kabul edilmektedir. Ancak
somatik hiicrelerin genetik olarak gelistirilmesi ve gen
terapisi veya germ hatti hiicrelerinin genetik olarak
gelistirilmesi  ¢esitli  diizeylerde tartismalara neden
olmaktadir. Bu nedenle CRISPR aracili genom
diizenleme teknolojisinin  sorumlu ve  akillica
kullanilmasin1  saglamak icin siki diizenlemeler ve
yonergelerin yani sira diinya ¢apinda bu konu hakkinda
daha fazla tartisma ve farkindalik olusturulmasi
gereklidir (6, 47).

6. SONUC VE ONERILER

CRISPR-Cas9  sisteminin  gelistirilmesi  genetik
hastaliklarin tedavisinde genom diizenlemeyi
uygulanabilir hale getirmistir. CRISPR-Cas9 sistemleri
hiicre kiiltiirleri ve hastalik modellerinde basarili
sonuglar gostermis olsa da, CRISPR tabanli tedavilerin,
immiinojenisite ve genotoksisite riskleri goéz oOniinde
bulundurulmalidir. CRISPR-Cas9 teknolojisinin
uygulanabilmesi i¢in hassas gen diizenleme bigimleri,
boliinen hiicrelerdeki fonksiyonu, dogru bir sekilde doku
hedefleme ve CRSIPR kaynakli genomik hasarin
azaltilmasi ya da ortadan kaldirilmasi i¢in daha fazla
aragtirma yapilarak gelistirilmesi ve 1iyilestirilmesi
gerekmektedir.
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