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Gegtigimiz bes yil icinde, Peki, neydi bu CRISPR?

bilim camiasinin tam ortasina diisen Nereden geliyor, nastl ¢alistyordu?
CRISPR molekiilii, gen diizenlemenin

altin cagunt baslattt.
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Hedefli
genom
dizenleme

1992°de Ispanya’daki Alicante
Universitesi'nde bakteriler
lzerine calismalarint siirdliren
Francis Mojica, biyoteknolojik
bir devrimin kapilarint
actiginin heniiz farkinda
degildi. Bakterilerin bagisiklik
sistemlerini anlamaya ¢alisan
Mojica, Haloferax mediterranei
tiriniin genomu tizerinde
calisirken, on dort ayrt DNA
dizisi fark etti. Bu dizilerin her
biri 30 baz uzunlugundaydt,
her iki yonden de aynt
okunuyordu (palindromik) ve

belli araliklarla tekrar ediyordu.
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Daha sonra bunlardan daha
fazlasint gorse de, danistigt
Kkisilerin pek ¢ok organizmada
buna benzer tekrar dizilerinin
oldugunu, ama ka¢ tanesinin
ise yaradiginin bilinmedigini
soylediklerini belirtiyor
Mojica bir roportajinda.
Bugtn gelinen noktada ise,
dinyanin her yerine yayumis
ve biyuk bir heyecanla
kullanilan CRISPR tekniginin
temeli oldugunu biliyoruz.
Gelin simdi de bu teknik nedir
ve nastl kullanilir kisaca

bir g6z atalum.

Rehber RNA

Cas9

CRISPR, Clustered Regular
Interspace Short Palindromic
Repeats yani dlizenli
araliklarla kimelenmis
kisa palindromik tekrarlar
ifadesinin kisaltmast.
Hedef DNA dizisini bulan,
hedefe kilitlenen ve hassas
bir sekilde kesim yapan

bir molekiil. Tam da bu
Ozelliklerinden dolayt bilim
insanlart, hedef genleri
susturmak ya da onlart
degistirmek icin bu aract
kullanabiliyor.

CRISPR aslinda bazt
bakterilerin sahip olduklart

ve viriislerden korunmalarint
saglayan dogdal bir bagisiklik
mekanizmast. Virtisler
bakterileri enfekte ettikleri
zaman, DNA’larint bakteri
hicresinin icine birakir ve
bdylece bakteri hiicresinin
sistemini kullanarak kendilerini
cogdaltirlar. Bakteriye yabanct
olan bu DNA parcast,
bakterinin CRISPR bagisiklik
sistemi ile parcalanir. Boylelikle
bakteri, halihazirdaki viral
enfeksiyondan kurtulmus olur.



CRISPR
NASIL CALISIR?

programlanabilir.

Genomik DNA

Kisacast CRISPR bagisiklik
sistemi, bakterilerin yaklasik
yarisinda ve arkelerin
%90’inda bulunan bir savunma
sistemidir.

2012’den beri bilim

insanlart CRISPR sistemini
laboratuvarlarinda kullanarak,
hayvan ve bitki hticrelerindeki
genleri hedeflemeye calistyor.
Hayli hizly, ucuz ve kolay
uygulanabilir bir ydontem olan
CRISPR sistemi, bes yl gibi
bir siirede tiim diinyadaki
arastirma laboratuvarlarina

CRISPR Cas-9 sistemi,

belli bir DNA dizisini tanimak

(6rnegin hastaliga neden olan ve mutasyona
ugramis hasarli gen dizisi) ve

DNAnin o bolgesinde kesim yapmak icin
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Eslesen genomik dizi

Tamir ‘
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Hastaliga neden olan mutasyon duzeltilir.

girmeyi basardu. Sistem temel
olarak, hedef DNA dizisini
tantyan bir “rehber RNA”dan
ve kesim yapacak Cas (CRISPR
iliskili protein) enziminden
olusuyor. Uygulamast da

bir hayli basit: Arastirmact
incelemek istedigi hedef DNA
bolgesini tantyacak bir RNA
tasarlar ve sentezletir, bir miktar
Cas enzimiyle karisturir ve
kendisinin 6zellestirdigi hassas
gen-dizenleyici aract
tasarlamzis olur. Genomu
diizenlemenin surrt ise, hedef
DNA bolgesi icin tasarlanan

PAM dizisi

Rehber RNA

CRISPR Cas-9 sistemi

Verici (donor) DNA

Wil

Hicreler, kesilmis DNA'yI taniyabilecek

ve onu tamir edebilecek yetenege sahiptir.
Kesilen bolgeye hasarsiz, yeni bir

DNA dizisi parcasi eklenir.
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Anahtar Kavramlar

PAM dizisi: PAM (protospacer bitisik motif) dizileri,
hedeflenen DNA dizisinin hemen yaninda bulunan,
kesilecek hedef DNA'nin taninmasini saglayan,
yuiksek oranda korunmus gen dizileridir.
indﬁklenmi; pluripotent: Uyariimis pluripotent
hicre (gelisen bir embriyonun erken safhalarinda var
olan, canliyr olusturan 6zellesmis tiim

htcre tiplerine dontisebilme yetenegindeki

henUz farklilasmamis hicreler)

Primer insan hiicresi: Tedavinin ya da

calismanin gerceklestirilecegi canlidan dogrudan
temin edilen hicreler.

Epigenomik profilleme: Bir hiicrenin sahip oldugu
epigenetik yapinin blttnlyle ortaya ¢ikartiimasi
Epigenetik: DNA dizisindeki degisikliklerden
kaynaklanmayan ama ayni zamanda kalitsal olan
gen ifadesi degisiklikleri

Proteomiks: Proteinlerin yapisal ve islevsel
ozelliklerinin belirlenmesi.
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Akciger kanserini tedavi etmek icin
kullanilan CRISPR-Cas9 gen dlizenleme
sistemi. CRISPR-Cas9 proteini (beyaz),
bir rehber RNA dizisini (gri) kullanarak,
hastanin beyaz kan hticrelerinden

elde edilen T hiicrelerindeki

DNAYyi (yesil) tamamlayici bolgeden
kesiyor. CRISPR-Cas9 ile degistirilmis
hucreler, timor hicrelerini hedefleyerek
onlari yok etmek icin tekrar hastaya
enjekte ediliyor.

CRISPR/Cas aractligiyla

DNAy1 tam dogru noktadan
kesebilmek ve hiicreye,

sahip oldugu DNA tamir
mekanizmast sayesinde, kesilen
bu noktayt tamir etmesi i¢in
izin vermek.

Gen dizenleme (DNA dizisini
degistirme) icin daha 6nceden
gelistirilmis cesitli teknikler
olsa da, CRISPR/Cas sisteminin
sadece haftalar i¢inde sonug
vermesi, diger teknikleri
golgede biraktt. Sadece
genlerin islevini anlamaya
dedil, tedaviler gelistirmeye

ve hatta embriyo seviyesinde
miudahalede bulunmaya
kadar uzanan arastirmalarin
temel tast haline geldi.

Bu sebeple de “CRISPR/Cas
devrimi” olarak antlmaya
baslandt. Her gecen giin
CRISPR teknolojisini

bir adum 6teye gotliren yayinlar
bilimsel dergilerdeki yerlerini
aliyor. Hayvanlardan

bitkilere kadar pek ¢ok canlida
cesitli amaclarla kullantliyor.
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2016’nin sonlarinda Cinli bir
grup arastirmact, CRISPR gen
diizenleme sistemini ilk defa
bir insanda denediklerini
duyurdu. Sichuan Universitesi
onkologlarindan Lu You ve
ekibi, agresif kiicik hiicreli dist
akciger kanserli bir hastadan
aldiklart kandan bagisiklik
hiicrelerini ayirdilar ve CRISPR/
Cas9 teknolojisini kullanarak
PD-1 genini etkisiz hale
getirdiler. Hiicreleri kiiltire
alarak sayilarint arttirduar

ve hastaya tekrar enjekte
ettiler. Bekledikleri, etkisiz
hale getirilmis PD-1 genini
tastyan bagisiklik hiicrelerinin,
kanser hticrelerine saldirarak
etkili bir mlicadeleye girmesi
ve hastanin kanseri yenmesi.
Tedavinin diizglin bir sekilde
gerceklestigini ve hastanin
ikinci dozu alacagint sdyleyen
You, hedeflerinde 10 hastaya
daha aynt yontemi uygulamak
oldugunu ve hastalarin
herhangi bir ciddi yan etki
yasaylp yasamadiklarint
gozlemlemek icin altt ay takip
altinda tutulacagun belirtti.

Gectigimiz Subat ayinda
yayumlanan ve fareler tizerinde
gerceklestirilen bir baska
calismada ise, glintin birinde
tek bir enjeksiyonla kolesterol
seviyesinin tim hayat boyunca
azaltilabilecedinin sinyalleri
paylasildi. 2005’te kolesterol
seviyeleri dogal olarak ¢ok
diisiik olan insanlarin PCSK9
genindeki bir mutasyondan
dolay1 PCSK9 proteinini

sentezleyemedigi, kolesterol
seviyelerinin diisik olmasinin
nedeninin bu gendeki
mutasyon oldugu bulundu.

Bu bilgi de simdi bahsedecedim
¢alismanin temelini olusturdu.
Arastirmacilar, CRISPR

teknigi kullanilarak devre dist
birakilan insan PCSK9 genini
tastyan farelere, CRISPR/

Cas9 proteinini ve rehber

RNA dizisini enjekte etti.
Rehber RNA, Cas9 proteininin
gendeki belirli bir bolgeye
baglanmasint ve Cas9’un da
geni o noktadan kesmesini
sagladi.. Bu noktada bir DNA
kurigt olusturularak, hiicrenin
kendisinde var olan DNA tamir
mekanizmastyla bu boélge tamir
edildiginde, istenilen degisiklik
gerceklestirilmis oldu.
Calismanin sonucunda, CRISPR
ile tedavi edilen farelerin
kolesterol seviyelerinin,
antikor ilaclarla tedavi edilen
farelerinkinden daha dusik
oldugu tespit edildi.

Su ana kadar yapilan
calismalarda sistemin basarist
zebra baliklarinda ve bitkilerde
%70’in Uizerine ¢ikarken,
indlklenmis pluripotent kok
hiicrelerde bu oran sadece
902-905 arasinda. Tek hiicreli
fare embriyosunda ise genom
hedeflemenin %78 oraninda
basarildigint gésteren
calismalar da var. Tim bunlarin
yan stra Cin’den ve Isveg’ten
farklt arastirma gruplart

insan embriyosu lizerinde
calismalarina baslarken,



Ingiltere de gectigimiz yil
etik onaywnt ald.

Genetik hastaliklarin
embriyonik asamada
dizeltilerek, sadece bireyin
kendisinde degil sonraki
nesillerinde de hastaligin
ortadan kalkmast ana hedef,
ama su an gelinen nokta
itibariyla bu simdilik sadece
kuramsal bir yaklasim.

Her ne kadar CRISPR
teknolojisi cok heyecan
verici olsa da, sistem hentiz
milkemmel degdil. Genin
hedeflenme basarisi, genom
diizenleme araglarinin en
Onemli parametrelerinden
biri. Dolayisiyla da hedef geni
tantyacak olan rehber
RNA'nin genomda bagka

bir yeri tantyabilme ihtimali,
CRISPR sisteminin en
biiytik sorunlarindan biri.
Boyle bir durumda,
CRISPR/Cas aract hedef gen
yerine bambaska bir geni
kesecek ve istenmeyen,
hedeflenmemis sonuglarin
ortaya ¢lkmast ihtimaliyle
karst karstya kalinacak.
Gerek hiicreler gerekse hayvan
modelleri Gizerinde yapilan
deneylerle, bu ihtimallerin
azaltilmast icin ¢alismalar
devam ediyor.

CRISPR sisteminin
genetikte kullanumt sadece
insan hastaliklart ve
hastaliklarin tedavisiyle
sinurlt dedil. Bunlarn yant
sira gen diizenlenmesi,

bir genin islevini anlama,
genom ¢apinda tarama ve
genomik yapiya yonelik
calismalar molekiler ol¢ekte
detaylandirilirken, kalittmin
temel mekanizmastyla ilgili
bilinmeyen noktalar da mercek
altina alinmaya baslandt.
Insan genom yapisint anlamak
ve yeni tedavi yontemleri
gelistirmek icin CRISPR-Cas
teknolojisinin kullaniminin
—yani istenmeyen degisimlere
sebebiyet vermeden (6rnedin
kanser gibi) sadece dlizeltilmek
istenen genin hedeflenmesine
yonelik calismalarin- henliz ¢cok
baslarindayiz. Nasil ki insan
genomunun dizilenmesiyle
birlikte dizileme teknolojileri
de hizla gelistiyse, CRISPR/

Cas sisteminin de genis

¢apli genom miihendisligi
bakimindan aym potansiyeli
var. Bu teknoloji gelistikce,
Ornedin hastaliga neden

olan mutasyonlar primer
insan hicrelerinde ylksek
dogruluk, secicilik ve
verimlilik ile sistemik olarak
diizeltilebilir. Tek hiicre DNA/
RNA dizilemesi, epigenomik
profilleme, proteomiks gibi
¢esitli yontemlerle bir arada
kullanuldiginda ise, hiicrelerin
ve dokularin karmastk
biyolojik yapilarinin
anlasimast icin yeni ufuklar
actlacak.

CRISPR sisteminin su an i¢in
en buytk sikintisy, hedeflenen
genin yant sira genomda baska
bolgeleri de tantyabilmesi.

Bunu 6nleyebilmek i¢in de
rehber RNA’larin daha 6zglin
olarak tanuma yapabilmesine
yonelik calismalar devam
ediyor. Ozellikle embriyonik
seviyede genom diizenleme
yapmayt hedefleyen
arastirmactlar i¢in, hedef
genin yuksek 6zgunliikle
taninmast ¢ok 6nemli.

CRISPR-Cas9

gen duizenleme sisteminin
RNA ve DNA

(turuncu ve pembe)
kompleksi ile

birlikte molekdler

yapisi

Gerek embriyonik seviyede
deney yapiulmast ile ilgili

etik tartismalar, gerekse de
genomda istenmeyen yerlerde
genetik degisikliklere yol
acma ihtimali sistemin hentiz
kusursuz calismamasindan
kaynaklantyor. Diger yandan
diinyanin pek ¢ok yerindeki
bilim insanlart, CRISPR
sistemindeki bu sorunlart
ortadan kaldurmak ve sistemi
daha gtivenli hale getirmek
icin arastirma ve gelistirme
calismalarina hizla

devam ediyor. H
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