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İlk olarak 1953’te DNA çift sarmalının keşfi, bi-
yolojik bilimlerde büyük bir ilerlemeyi beraberinde 
getirmiştir. Son 60 yılda, bu konudaki gelişmelerin 
çoğunu DNA’da veya ilgili makromoleküllerde yapı-
sal değişiklikler elde etmek için kullanılan teknoloji-

ler sağlamıştır. Son 20 yılda ise DNA ve RNA sen-
tezi için yeni yöntemler geliştirilmiş ve bu yöntemler 
genom organizasyonunun keşfine giden yolu  açmış-
tır. Enzimler (polimerazlar, ligazlar ve restriksiyon 
endonükleazlar dâhil) ve polimeraz zincir reaksiyonu 
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ÖZET Günümüzde bir genom mühendisliği aracı olan “Clustered Re-
gularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR)”-Cas9 
(CRISPR associated) sistemi, biyolojik bilimlerde yepyeni bir dönem 
başlatmıştır. CRISPR-Cas9 sistemi; ilk olarak bakteri ve arkealar gibi 
prokaryotlarda keşfedilen, bakteriyofaj enfeksiyonları, istilacı plazmid-
ler ve yabancı nükleik asitlere karşı hücreyi korumayı amaçlayan RNA 
ve protein tabanlı bir sistemdir. DNA sekanslarını kolayca ve hassas bir 
şekilde yerleştirme, çıkarma ve hatta düzenleme yeteneği, tıp, enerji ve 
hatta çevre çalışmaları gibi geniş bir yelpazedeki biyoteknoloji alanla-
rında bilim çevrelerinin ilgisini çekmektedir. Tıbbi açıdan bakıldığında 
bu teknoloji, klinik öncesi ve klinik çalışmalarla çeşitli hastalıkların te-
davisinde kullanılabilir. Bilim adamlarının herhangi bir organizmada 
herhangi bir geni teorik olarak hedeflemesine ve değiştirmesine olanak 
sağlayan hedeflenebilir nükleazlar, bu tedavilerin yolunu açmaktadır. 
Bu sistem embriyoloji, kanser, nörolojik hastalıklar ve enfeksiyon has-
talıklarında araştırma aşamasında kullanıma girmiştir. Ancak CRISPR-
Cas9 sisteminin güvenliği ile ilgili konular henüz çözülememiştir. 
Ayrıca, bu sistemin başta insan embriyolarında kullanımı olmak üzere 
birçok alanda kullanımı üzerine etik kaygılar devam etmektedir. Bu der-
leme kapsamında CRISPR-Cas9 teknolojisinin dayandığı prensiplerden 
ve bu teknolojinin güvenliğinden söz edilecek; sistemin kullanımı ile 
ortaya çıkabilecek etik kaygılar irdelenecektir.  
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ABS TRACT Today, a genomic engineering tool “Clustered Regularly 
Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR)”-Cas9 (CRISPR as-
sociated) system has started a new era in biological sciences. CRISPR-
Cas9 system was first discovered in prokaryotes like bacteria and 
archaea as an RNA and a protein-based system that protects the cell 
against bacteriophage infections, invading plasmids and foreign nucleic 
acids. The ability of easy and sensitive replacement of DNA sequences, 
deletion and most of all arrangement have attracted attention of scien-
tists in a wide range of biotechnology study fields including medicine, 
energy and environment studies. From a medical perspective, this tech-
nology can be used in pre-clinical and clinical studies to treat several 
diseases. Targetable nucleases that enable the scientist to target and 
change a gene in an organism can pave the way for these treatments. 
This system is now being used in researches in embryology, cancer, 
neurological and infectious diseases. However, problems have not 
solved for the safety issues of CRISPR-Cas9 system. In addition, ethi-
cal concerns are still continuing for the use of this system in several 
fields, particularly in human embryos. In this review we will mention 
the main principles and safety issues of CRISPR-Cas9 technology as 
well as the ethical concerns and toxicological problems.   
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(PCR)’nun keşfi, genleri ve gen fragmanlarını izole 
etmenin yanı sıra hücrelerde, model organizmalarda 
ve in vitro çalışmalarda gen mutasyonlarını tanım-
lamak için de imkân sağlamıştır. Genomik dizileme 
teknolojilerinin ortaya çıkışı ile insanlar dâhil 
olmak üzere birçok organizma için hızlı bir şekilde 
bütün genom dizileme verileri elde edilmiştir. Gü-
nümüzde ise “Watson-Crick DNA Modeli” pren-
siplerine dayanan bir genom mühendislik aracı olan 
“Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 
Repeats (CRISPR)”-Cas9 (CRISPR associated) sis-
temi, biyoloji biliminde yepyeni bir dönem başlat-
mıştır.1,2  

 CRISPR NEDİR? 

CRISPR-Cas9 sistemi ilk olarak bakteri ve arkealar 
gibi prokaryotlarda keşfedilen, bakteriyofaj enfeksi-
yonları, istilacı plazmidler ve yabancı nükleik asit-
lere karşı hücreyi korumayı amaçlayan RNA ve 
protein tabanlı bir sistemdir.2,3  

İstilacı patojen kökenli kısa DNA sekansları en-
fekte hücrelerde, konakçı genomun CRISPR dizile-
rinde “spacer (aralayıcı)” formunda depolanır. 
CRISPR-Cas sisteminde DNA’nın palindromik (ta-
nıma dizileri DNA zincirinin her ikisinde de aynı 
olan) tekrar kümelerinin kopyası “trans-aktive edici 
RNA (tracr RNA)” ve “spacer” bölgelerin kopyası 
“CRISPR RNA (crRNA)” olarak adlandırılır.2 

CRISPR dizisi kopyalanır ve CRISPR RNA (crRNA) 
olarak bilinen tek “spacer” içeren küçük RNA’lara 
dönüşür. Bu crRNA’lardaki “spacer” sekansları, ya-
bancı DNA ya da RNA sekanslarını baz eşleşmesi ile 
tanıyan efektör kompleksler oluşturmak için Cas pro-
teinlere ve tracrRNA molekülüne bağlanır. Cas pro-
teinler, DNA’nın palindromik tekrar kümelerinden 
kopyalanan RNA’ya bağlanabilen ya da RNA “spa-
cer”ları ile eşleşmiş DNA’yı kesen helikazlardır. 
TracrRNA ve crRNA, proto-aralayıcı bitişik motif 
[protospacer adjacent motifs (PAM)] bölgelerinde çift   
sarmallı DNA kesilmesini indüklemek amacıyla 
Cas9’u yönlendirebilen tek rehberli RNA’yı (sgRNA) 
oluşturmak için birleşirler.2 Cas9 gibi Cas proteinleri, 
adaptif bir immün yanıt oluşturmak için işgal edilmiş 
hedef nükleik asidi böler.3 Bunu yaparak, kesildiği 
yerden DNA içine ekleme ya da çıkarmalar yapıla-
bilmesini mümkün kılar.2  

CRISPR sistemlerinde görev alan çok sayıda 
farklı Cas proteini bulunmaktadır. Bütün CRISPR-
Cas sistemlerinde bulunan Cas1 ve Cas2 proteinleri 
adaptasyonda rol oynamaktadır. Diğer Cas protein-
leri ise sadece belli tip CRISPR-Cas sistemleri ile iliş-
kilendirilmektedir. CRISPR bölgesinin yapılanma- 
sına ve Cas proteinlerinin içeriğine göre CRISPR-Cas 
sistemleri basitçe Tip I, II ve III olarak 3 ana sınıfa 
ayrılmaktadır. CRISPR-Cas sistemlerinin 3 tip hâ-
linde sınıflandırılması, esas olarak bu sistemlerin 
farklı Cas gen içeriğini yansıtır. Cas proteinleri 
crRNA biyogenezinden, istilacı nükleik asidin tanın-
masından ve tahrip edilmesinden sorumludur; bu ne-
denle her bir CRISPR tipi, benzersiz bir moleküler 
etki mekanizması göstermektedir. Tip I ve Tip III sis-
temlerinde Cas6, Cas3 ve Cas10 proteinleri farklı gö-
revleriyle sistemin çalışmasını sağlamaktadır. Bu 
sistemler arasında çalışma mekanizması en iyi ay-
dınlatılmış olan, en çok çalışılan ve ökaryot organiz-
malara uyarlanması en mümkün görünen Tip II 
sistemidir. Tip II CRISPR-Cas sisteminde görev 
yapan endonükleaz Cas9’dur.4   

DNA sekanslarını kolayca ve hassas bir şekilde 
yerleştirme, çıkarma ve hatta düzenleme yeteneği, 
tıp, enerji ve hatta çevre çalışmaları gibi geniş bir yel-
pazedeki biyoteknoloji alanlarında bilim çevrelerinin 
ilgisini çekmektedir. Tıbbi açıdan bakıldığında, yeni 
ortaya çıkan alan, klinik öncesi ve klinik çalışmalarla 
kombinasyon hâlinde çeşitli hastalıkların tedavisinde 
kullanılabilir. Bilim adamlarının herhangi bir orga-
nizmada herhangi bir geni teorik olarak hedefleme-
sine ve değiştirmesine olanak sağlayan hedeflenebilir 
nükleazlar, bu tedavilerin yolunu açmaktadır.5 Nük-
leazlar, bölgeye özgü DNA bağlama alanları ile prog-
ramlanarak, artırılmış performansa, hızlandırılmış 
nükleaz birleşmesine ve önemli ölçüde daha düşük 
genom düzenleme maliyetine sahip olabilir. Çinko-
parmak nükleazları [zinc finger nucleases (ZFN)], 
transkripsiyon aktivatör benzeri efektör nükleazlar 
[transcription activator-like effector nucleases  
(TALENS)] ve meganükleazlar olarak da bilinen mü-
hendislik güdümlü endonükleazlar, günümüzde 
genom mühendisliği için kullanılan araçlardır.  

Bu listeye en yeni eklenen genom düzenleme 
aracı CRISPR-Cas9 sistemidir.6 ZFN ve TALEN, 
DNA çift iplikli kırılmaları indüklemek için modüler 
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DNA bağlayıcı proteinlere bağlanan nükleazları kul-
lanırken, CRISPR-Cas9 sistemi, hedef DNA’ya bağ-
lanmak için 20 nükleotid içeren küçük RNA’lar 
tarafından yönlendirilen bir nükleaz kullanır.7 Bu, 
CRISPR-Cas9 sisteminin ZFN ve TALEN’e olan üs-
tünlüğünün nedenlerindendir. 

 CRISPR-CAS9 SİSTEMİNİN TARİHÇESİ 

Geçtiğimiz 20 yıl boyunca çok sayıda araştırmacı, 
CRISPR-Cas9 sistemi üzerine çalışmalar gerçekleş-
tirmiştir. İlk olarak Japonya Osaka Üniversitesinden 
Ishino ve ark. Escherichia coli’ye ait gende alışılma-
dık bir DNA dizilimi olduğunu bildirmiş; ancak 
CRISPR dizilerinin biyolojik fonksiyonu 2005’e 
kadar anlaşılamamıştır.8 2005 yılında 3 farklı çalışma 
ile ilk kez CRISPR dizilerinin adaptif immünitede 
kilit bir rolü olduğu öne sürülmüştür.9-11 Barrangou ve 
ark., yoğurt ve peynir yapımında kullanılan bir tür 
bakteri olan Streptococcus thermophilus kültürlerinde 
CRISPR odaklarını görüntüleyerek bakterilerdeki 
adaptif immüniteye kanıt sunmuşlardır.4 Buna ek ola-
rak, Horvath ve Barrangou CRISPR olarak belirli bir 
virüs sekansı barındıran bakterilerin bu belirli virüse 
karşı dirençli olduğunu ve CRISPR dizilerinin Cas 
genleriyle birlikte çalışarak istilacı virüslere karşı ko-
ruma sağlamakla yükümlü olduğunu bildirmişlerdir.12 
RNA aracılı DNA hedeflemeye dayanan bu immün 
sistemin mekanizması kısa süre sonra gösterilmiştir. 
Daha sonra, Jinek ve ark.nın önderliğindeki araştırma 
grubu, genom düzenleme için Streptococcus pyoge-
nes’ten Tip II CRISPR sistemini tasarlamışlardır.13 
Araştırmacılar çalışmalarında, bakterilerde gen dü-
zenlemesi için CRISPR-Cas9’un genel olarak kulla-
nılabilirliğini göstermiş; crRNA ve tracrRNA’nın bir 
araya gelerek kimerik sgRNA’yı oluşturduğunu gös-
termişlerdir. Cong ve ark. ise insan hücrelerinde Cas9 
tabanlı genom düzenlemesinin ilk başarılı örneğini 
rapor etmişlerdir.14  

Genom düzenleme alanında gerçekleşen hızlı 
ilerlemeler, ticari olarak tasarlanmış çeşitli hedeflen-
miş nükleazların ortaya çıkmasına neden olmuştur. 
Ancak hiçbir yöntem hatasız değildir ve her birinin 
kendi artıları ve eksileri vardır. Genel olarak genom 
mühendisliği için güncel yaklaşımlarda karşılaşılan 
en önemli engeller, düşük verimlilik ve sınırlı sayıda 
hücre tipi ve organizmasının hedeflenebilmesidir.15 

Hedef dışı mutasyona sebep olmaması, nükleazların 
hızlı ve etkili bir şekilde birleşmesini sağlaması ve 
hedef hücre popülasyonunda istenen dizinin yüksek 
frekansı ideal bir genom düzenleme aracında aranan 
özelliklerdir.7  

CRISPR-Cas9 sisteminin aydınlatılmaya baş-
lanması ve genom yapılandırmanın ökaryot memeli 
hücrelerinde denenmesini takiben çok geniş ölçüde 
CRISPR tabanlı araçlar geliştirilmeye başlanmıştır. 
Farklı araştırma alanlarındaki kullanımı genişletebil-
mek amacıyla çok sayıda Cas9 mutant ya da analog-
ları ve çoklu CRISPR-Cas vektörleri [lentiviral (LV), 
adenoviral (AV) ve adenovirüs ilişkili viral (AAV) 
plazmidler gibi] geliştirilmektedir.2,3 Zetsche ve ark. 
ise araştırma ve tedavi için önemli etkilere sahip gibi 
görünen farklı bir sistem olan “Clustered Regularly 
Interspaced Short Palindromic Repeats from Prevo-
tella and Francisella 1, Cpf1”i tanımlamış, daha basit 
ve daha kesin genom mühendisliği potansiyeli olan 
ve CRISPR-Cpf1 olarak adlandırılan ikinci bir sis-
temden başarıyla yararlanmışlardır. Cpf1 sisteminin, 
sadece tek bir RNA gerektirdiğinden daha basit ol-
duğu ve Cpf1 enziminin ayrıca standart Streptococ-
cus pyogenes Cas9 (spCas9)’dan daha küçük 
olduğundan hücreler ve dokulara daha kolay ulaştığı 
bildirilmiştir.16 2016 yılında Slaymaker ve ark. ile 
Massachusetts Hastanesinden Kleinstiver ve ark., ba-
ğımsız olarak espCas9 ve spCas9-HF olarak adlandı-
rılan oldukça spesifik spCas9 varyantlarını 
geliştirmişlerdir.17,18 Bu varyantlar, Cas9 proteini ve 
hedef DNA arasındaki spesifik olmayan etkileşimleri 
azaltmak için mutasyonlar içermektedir. SpCas9 nük-
leazının, nikaz (Cas9n) veya nükleaz eksikliği olan 
mutanta (dCas9) dönüştürülebildiği bildirilmiştir.13 
Bir diğer önemli fonksiyonel dönüşüm de O’Connell 
ve ark. tarafından rapor edilen RNA’yı hedefleyen 
Cas9 (RCas9) sistemidir.19 

CRISPR sistemlerine karşı organizmaların ge-
liştirdiği anti-CRISPR stratejiler olduğu ve CRISPR 
sistemlerinin yüksek çeşitliliğine karşı bu anti-
CRISPR genlerin de çok çeşitli olabileceği bilin-
mekle birlikte sağlayacakları koruma oldukça 
sınırlıdır. Bakteriler ve fajlar arasındaki bu strateji ya-
rışı moleküler bir savaşı izlemek gibidir ve bu savaş-
lar, genom mühendisliği için hayal bile edilemeyecek 
araçların ortaya çıkışını sağlayabilir.20 CRISPR sis-
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temlerinin uygulama alanları Şekil 1’de görülmekte-
dir. 

 CRISPR-CAS9 UYGULAMALARI 

EMBRİYOLAR ÜZERİNDEKİ ÇALIŞMALAR 

Gen düzenleme üzerindeki her yeni gelişme, kalıtım-
sal hastalıklar için yeni çareler üretilmesi konusunda 
umut vadetmektedir. İnsanın kalıtım maddesi olan ge-
noma yapılacak müdahalelerle hastalıklara neden 
olan gen mutasyonlarının onarılması, etkisiz hâle ge-
tirilmesi ve en önemlisi de her ne kadar etik tartış-
maların odağı olsa da bu yöntemler sayesinde insan 
da dâhil canlı organizmaların embriyolarında istenen 
herhangi bir özelliğin değiştirilebilmesi hatta istenen 
özelliklere sahip bebeklerin tasarlanması bile müm-
kün olabilir.  

2015 yılında Sun Yat-Sen Üniversitesindeki 
bilim insanları, Akdeniz ülkelerinde yaygın görülen 
bir kan hastalığının tedavisi için belli sayıda geni 
DNA’dan çıkarıp, yerine sağlıklı genler koymayı de-
nemişlerdir. Bunun, genetiği değiştirilmiş insan em-
briyoları üretme yolunda atılan ilk adımlardan biri 
olduğuna inanılmaktadır.21 Amerika Birleşik Devlet-
leri (ABD)’nde bu konuda yapılan ilk çalışma, Ore-
gon Sağlık ve Bilim Üniversitesinde Ma ve ark. 
tarafından gerçekleştirilmiştir. Bu ekip, CRISPR kul-
lanarak, kalp duvarının kalınlaşmasına ve kalp yet-
mezliğine neden olan genetik bir mutasyonu 
düzeltmeyi hedeflemişlerdir. Araştırmada, bu mutas-
yonu taşıyan bir erkek gönüllüden alınan sperm ile 
bağışlanmış yumurta hücrelerinin döllenerek embri-
yolar oluşturulduğu ve CRISPR-Cas9 düzeneğinin 
yumurta hücreleri döllenmekteyken enjekte edildiği 
bildirilmiştir. Araştırmacıların embriyolarda isten-
meyen genetik değişiklikler oluştuğuna ilişkin bul-
gulara rastlamadığı, mozaikleşme ve hedef dışı 
etkilerin görülmediği belirtilmiştir.22 Ancak bu 
durum, tekniğin güvenliğiyle ilgili tartışmalara neden 
olmuştur. İsveç Karolinska Enstitüsünden Winblad ve 
Lanner, bu çalışma ile ilgili ayrıntılı incelemeler yap-
mış ve sonuçta, bu tekniğin incelenmeyen genler üze-
rinde istenmeyen değişikliklere yol açmadığından 
emin olunamayacağı yönünde görüş bildirmişlerdir. 
Araştırmacılar, bu tekniğin tedavi amaçlı kullanımı-
nın hâlâ uzak bir hedef olduğunu, ancak bu çalışma-
nın bilim dünyasını bu hedefe bir adım da olsa 

yaklaştırdığını belirtmişlerdir.23 CRISPR-Cas9 sis-
temi ile sperm hücrelerinde gen düzenlenmesi Şekil 
2’de gösterilmiştir. 

Londra’daki Francis Crick Enstitüsünden Fo-
garty ve ark., tüp bebek kliniklerinde in vitro dölleme 
sonucu üretilen ve araştırma için bağışlanan 58 em-
briyoyu kullanarak yaptıkları çalışmada, CRISPR-
Cas9 sistemini döllenmiş yumurtalara, henüz tek 
hücre formundayken enjekte etmiş ve gelişim süre-
cini laboratuvarda bir hafta boyunca izlemişlerdir. Bu 
yolla embriyo gelişiminde son derece önemli olan ok-
tamere bağlanan transkripsiyon faktörü 4 (OCT4) 
isimli proteinin doğru üretimini engellemeyi amaç-
layan grup, OCT4’ün normal seviyede olmadığı 
hücrelerde gelişim sürecinin sekteye uğradığını göz-
lemlemiş ve kontrol grubunun neredeyse yarısında 
blastokistlere dönüşüm gerçekleşirken, OCT4 sevi-
yesine müdahale edilenlerin sadece %19’unun bunu 
başarabildiğini bildirmişlerdir. Birleşik Krallık 
İnsan Fertilizasyonu ve Embriyoloji Yetkili Makamı 
da çalışmaya izin vermiş ve bu, ulusal bir makamın 
insan embriyoları üzerinde gen müdahalesine izin 
verdiği ilk örnek olmuştur.24 Kang ve ark., Cas9 
mRNA, gRNA’lar ve donör DNA’yı birlikte enjekte 
ederek, doğal olarak oluşan C-C kemokin reseptör 
5(CCR5)-Δ32 allelini erken insan tripronükleer 
(3PN) embriyolarına başarıyla yerleştirmişlerdir.25 
Bununla birlikte, değiştirilmiş CCR5Δ32 alleli içe-
ren embriyolarda, aynı lokustaki diğer alleller tam 
olarak kontrol edilememiş; bu allellerin ya yabanıl 
tipte kaldığı ya da insersiyon-delesyon (indel) mu-
tasyonları içerdiği bildirilmiştir. Tang ve ark., insan 
3PN zigotlarını kullanarak yaptıkları çalışmalarda, 
CRISPR-Cas9 sisteminin hastalığa neden olan mu-
tasyonların düzeltilmesinde bir araç olabileceğinin 
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gösterildiğini belirtmiş ve yaptıkları çalışmayla, 
CRISPR-Cas9’un normal insan (çift pronükleer, 
2PN) zigotlarında da bir gen düzenleme aracı olarak 
etkili olduğunu göstermişlerdir. Tek hücreli insan 
embriyolarına, uygun sgRNA’lar ve homoloji do-
nörleriyle komplekslenen Cas9 proteini enjekte edi-
lerek, insan beta hemoglobin (HBB) ve glukoz 
6-fosfat dehidrogenaz (G6PD)’daki nokta mutas-
yonlarının etkin homolog rekombinasyon aracılı 
düzeltmesini uygulamışlardır. Araştırmacılar, so-
nuçların yöntemin sınırlarını ortaya koyduğunu be-
lirtmiş ve daha fazla araştırma yapılması gerektiğini 
vurgulamışlardır.26 

Tüm bu araştırmalar devam ederken, etik kaygı-
ların da ana odağı olan embriyonik düzenlemeler ko-
nusunda bilim dünyasını karıştıran bir araştırma 
ortaya çıkmıştır. Güney Şenzen Bilim ve Teknoloji 
Üniversitesinden He Jiankui’nin 2018 yılı Kasım 
ayında CRISPR-Cas9 teknolojisini kullanarak ikiz 
kız bebeklerin genlerini değiştirdiği, insan immün 
yetmezlik virüsü [human immunodeficiency virus 
(HIV)]’nün hücrelere girmesine izin veren bir protein 
oluşturan CCR5 geninin tüp bebek tedavisi sırasında 
devre dışı bırakılarak bebeklerin HIV dirençli olarak 
dünyaya geldikleri iddia edilmiştir. Araştırmacının 
HIV pozitif erkek bireylerden hamile kalmış olan 7 
kadını araştırmaya dâhil ettiği ve katılımcıların gö-
nüllü olduğu açıklanmıştır. Ancak, herhangi bir aka-
demik makaleye dönüştürülmediğinden sonuçlar teyit 
edilememiştir. Araştırmacı, 2019 yılında çalıştığı üni-

versiteden uzaklaştırılmıştır ve yetkililer, ilgili tüm 
araştırmaların askıya alındığını duyurmuştur.   

KANSER 

Günümüzde CRISPR sistemi, kanser alanında epige-
netik kanser tedavisi; kanser gelişimine katılan gen-
lerin açılması ve kapatılması; kanser modellemesi; 
ilaç hedeflerini değerlendirmek için kanser sürecinde 
görev alan protein yapılarının incelenmesi; kromo-
zomal bozukluklar ve yeniden düzenlemelerin neden 
olduğu ya da çok sayıda genin dâhil olduğu kanser-
lerin incelenmesi ve modellenmesi; kanser gelişi-
minde rol oynayan genlerin tanımlanması gibi çok 
sayıda uygulama için önemli bir potansiyele sahip-
tir.27 CRISPR sisteminin kanser tedavisinde uygu-
lama alanları Şekil 3’te görülmektedir. 

CRISPR sistemleri, kanserin tanı ve tedavisi için 
büyük umut vadetmektedir, ancak uygulanma şekil-
leriyle ilgili üstesinden gelinmesi gereken birtakım 
sorunlar olduğu da bilinmektedir. CRISPR ile ilgili 
önemli endişelerden biri, sistemin spesifik olup ol-
madığıdır. Çalışmalarda birkaç adetten binlere dek 
değişen oranlarda hedef dışı sgRNA bağlanmaları ol-
duğu rapor edilmiştir.28-30 Ancak, Cas9 ile düzenleme, 
bu bağlanmaların sadece küçük bir yüzdesinde oluş-
maktadır. sgRNA hedef dizileri, hedef dışı bağlanma 
olasılığını en aza indirebilmek için çevrim içi yazı-
lım kullanılarak seçilebilir. In vivo taşınma için gü-
venli, hedefe yönelik ve verimli metotların 
geliştirilmesi de gerekmektedir. AAV aracılı taşıma, 
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paketleme kapasitesinin sınırlı olması ve spCas9’un 
büyüklüğü nedeni ile zorlayıcı olabilmektedir. 
CRISPR sistemi için alternatif ve ilgi çekici bir ta-
şıma metodu da nanopartiküller aracılığıyla “vur-
kaç” yaklaşımıdır. Ek olarak, plazmid DNA’sı yerine 
Cas9-sgRNA ribonükleoproteinlerin kullanılması, ev 
sahibi genoma plazmid integrasyonu riskini ve hedef 
dışı etki potansiyelini de azaltmaktadır.28-30   

Genetiği değiştirilmiş fareler, aktif onkojenlerin 
ekspresyonu ya da tümör baskılayıcıların inaktivas-
yonu yoluyla farklı tipteki kanser türlerini modelle-
mek için yaygın olarak kullanılmaktadır. Normal fare 
gelişiminde ortaya çıkabilecek potansiyel bozulma-
ların üstesinden gelmek için bu onkojenik olayların 
indüklenebilmesi ve/veya şartlı kontrolünün sağlana-
bilmesi için stratejiler geliştirilmiştir. Bu stratejiler 
son derece güçlü olmakla birlikte, germ hattında 
kesin bir genom düzenleme (istenen genotipe sahip 
fare kolonilerinin elde edilmesi ve LoxP gibi spesifik 
rekombinaz dizilerinin ilavesi gibi) gerektirmektedir. 
Yüksek verimliliği ve uygulanabilirliği nedeni ile, 
CRISPR-Cas9 teknolojisi, erişkin somatik hücrele-
rinde genomun direkt olarak modifiye edilmesi fırsa-
tını sunmaktadır.31 Bu strateji ilk kez Koch Enstitüsü 
Kanser Araştırmaları Merkezi Yöneticisi Tyler 
Jacks’in laboratuvarında, Cas9 ve sgRNA’ları kodla-
yan plazmidin hidrodinamik kuyruk ven enjeksiyonu 
ile yabanıl farelerin karaciğer fosfat ve tensin ana-
loğu (Pten) ve transformasyon ilişkili protein 53 
(Trp53, p53) tümör baskılayıcı genlerinin hedeflen-
mesinde kullanılmıştır.32 Cre-Lox sistemi, rekombi-
nasyon olaylarının düzenlenmesi için kullanılan bir 
teknolojidir. Bu sistem, P1 bakteriyofajından türetil-
miş Cre rekombinaz ve X üzeri P1 lokusu (LoxP) ta-

nıma bölgesi olarak adlandırılan iki bileşenden olu-
şur. P1 bakteriyofajı, bu bileşenleri doğal viral hayat 
döngüsünün bir parçası olarak kullanır ve araştırma-
cılar, genom manipülasyonunda bu bileşenleri mani-
püle ederek kullanmaktadır. Çalışmada CRISPR 
aracılı Pten mutasyonu hepatositlerde yüksek Akt fos-
forilasyonu ve lipid birikimine neden olmuş ve kara-
ciğerde tümör oluşumuyla sonlanmıştır. Özgüllüğün 
kontrolü için aynı koşullarda “green fluorescent pro-
tein (GFP)”i hedef alan sgRNA hiçbir etki gösterme-
miştir.32 Vogelstein ve ark., tek bir bağırsak kök 
hücresinin, bir ‘’mini-gut’’, yani bağırsak epitelinin 
tipik morfolojik ve fonksiyonel karakteristik özellik-
lerini gösteren bir organoid yapıya dönüşebileceği 3 
boyutlu bir kültür sistemi geliştirmişlerdir.33 Bağır-
sak organoidlerinde, Adenomatous polyposis coli 
(APC) tümör baskılayıcı genini kesmek amacıyla 
CRISPR-Cas9 teknolojisi kullanılarak kolorektal 
kanser gelişiminde iyi karakterize edilmiş erken bir 
olay taklit edilmiş, böylelikle normal intestinal epi-
telyumdan küçük adenomların oluşumu tetiklenmiş-
tir. Matano ve ark. ile Drost ve ark., protoonkojen 
Wnt (Wnt) sinyal aktivatörlerini kültür ortamından 
çekerek, APC geninin kesilmesinin b-katenin stabili-
zasyonu ve Wnt regülasyonunda değişime sebep ol-
duğu insan bağırsak kök hücrelerini pozitif kontrol 
olarak seçmişlerdir.34,35 Araştırmacılar daha sonra kül-
tür ortamından sırasıyla epidermal büyüme faktörü 
[epidermal growth factor (EGF)] veya transforme 
edici büyüme faktörü beta [transforming growth fac-
tor beta (TGFβ)] sinyal inhibitörünü çekerek, KRAS 
onkojen aktive edici mutasyonu ve SMAD family 
member 4, Mothers against decapentaplegic homo-
log 4 (SMAD4)’ün işlev kaybı mutasyonunu içeren 
hücreleri üretmek için benzer bir yaklaşım kullan-
mışlardır. CRISPR-Cas9 tarafından inaktive edilen 
Trp53 genine sahip olan hücrelerin seçilmesi için or-
tama Nutlin-3 eklenmiştir. Her adımda, istenen yeni 
mutasyonun elde edilmesi, dizi analizi ile doğrulan-
mıştır. Bu strateji sayesinde, ilgili mutasyonların 
farklı kombinasyonları ile kültürler elde edilmiş ve 
böylece tümör evresinin farklı aşamaları tekrarlan-
mıştır. Çok evreli bir tümör gelişimi modeliyle tutarlı 
olarak, immün yetmezliği olan farelerde, hastalık et-
keni ile enfekte edildikten sonra normal organoidleri 
invaziv karsinomlara dönüştürmek amacıyla dörtlü 
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mutasyonlar gerekirken, APC ve Trp53 genlerinin ol-
maması, kolorektal tümör ilerlemesinde ayırt edici 
özellik olan kromozomal instabilitenin indükleme-
sinde yeterlidir. Farklı mutasyonların rastgele olarak 
mı yoksa kronolojik bir sıra ile mi meydana geldiği-
nin doğrudan gösterilmesi ilk kez bu model ile müm-
kün olmuştur. CRISPR-Cas9 vektörü, homoloji 
yönlendirmeli onarım [homology directed repair 
(HDR)] için bir DNA donörüyle birlikte verildiğinde, 
β-katenin kodlayan gende bir spesifik nokta mutas-
yonu olduğu ve bu stratejinin daha kesin genom  
düzenleme süreçlerinde kullanılabileceği bildirilmiş-
tir.34,35 Kanser modellemesi için CRISPR-Cas9 plaz-
midleri kullanılarak yapılan somatik transfeksiyona 
başka bir örnek olarak Zuckermann ve ark., geliş-
mekte olan fare beyninde polietilenimin ve in utero 
elektroporasyon kullanarak farklı tümör baskılayıcı-
larını [“protein patched homolog 1 (Ptch1)”, Trp53, 
Pten ve nörofibromin 1 (Nf1)] hedef almış, farelerde 
bir dizi mutasyona bağlı medullablastoma ve/veya 
glioblastomalar geliştiğini bildirmişlerdir.36 

Çinli araştırmacı onkolog You ve ark., metasta-
tik akciğer kanseri olan bir hasta üzerinde denenen 
klinik aşamadaki bir terapi yöntemi ile hastadan 
kendi bağışıklık hücrelerini izole edip CRISPR ile 
modifiye ederek tekrar nakletmiş, bu şekilde kanserli 
hücrelere karşı etkili bir saldırı meydana getirmeyi 
amaçlamışlardır.37 Kanserli hücreler bir savunma me-
kanizması olarak, bağışıklık sistemi hücrelerini  
(sitotoksik T-hücreleri) kısa zamanda etkisizleştire-
bilmek için hücre yüzeylerinde “programlı ölüm li-
gandı-1 [programmed death ligand-1 (PD-L1)] 
molekülleri üretmektedirler. PD-L1, T-hücreleri üze-
rinde yer alan “programlı ölüm-1 [programmed 
death-1 (PD-1)]” reseptörlerine bağlanıp, T-hücrele-
rinin programlı ölüm fazına girmesine neden olurlar. 
Bu çalışmada, hastadan izole edilen T-hücrelerinde 
PD-1 geni CRISPR sistemi ile spesifik olarak mutas-
yona uğratılarak etkisizleştirilmiş ve PD-1 molekülü 
üretmeyen T-hücreleri hastaya tekrar nakledilerek 
kanserli hücrelere karşı daha etkili olması amaçlan-
mıştır. 

Mintz ve ark., CRISPR-Cas9 sisteminin meme 
kanserinin tanı aşamasında, RNA-özgün tekli efek-
tör protein C2c2 sisteminin kullanımı ile yüksek 
hassasiyetle nükleik asit saptamaya olanak sağlaya-

bileceğini, mutasyon repertuvarını ve transkripsiyo-
nel meme kanseri işaretlerini karakterize etmek için 
kullanılabileceğini bildirmişlerdir.38 Hastalık model-
lemesinde, CRISPR-Cas9 teknolojisi ile hastalık pa-
togenezinde rol oynayan onkojenlerin ve tümör 
baskılayıcı genlerin seçici olarak yapılandırılabilece-
ğini, tedavi aşamasında ise hem gen terapisini geliş-
tirmek, hem de katalitik olarak ölü varyant (dCas9) 
ile malign hücrelerin epigenetik manzarasını yeniden 
programlamak için uygulanabileceğini belirtmişler-
dir. CRISPR-Cas9 ile bağışıklık hücreleri, kanser 
hücrelerine yönlendirilebilir ve antitümör bağışıklık 
tepkilerini güçlendirmek için tasarlanabilirler; kanser 
tedavisinde immünoterapinin önemi gün geçtikçe art-
tığından bu gelişmeler son derece değerlidir. 

SİNİR SİSTEMİ 

CRISPR-Cas9, birçok hücre türünde genom modifi-
kasyonuna olanak sağladığından, nöronal hücrelerde 
de kullanılabilmesi için çalışmalar yapılmaktadır. 
Ancak, genetik modifiye edici ajanların beyne ulaştı-
rılması zorlu bir süreçtir ve bunun için viral vektörle-
rin kullanılabileceği düşünülmektedir. CRISPR-Cas9 
modifikasyonları için kullanılan viral vektörler olan 
LV, AV ve AAV arasında, genomik integrasyona izin 
vermediği ve güvenli bir nonimmün yanıt oluşturduğu 
için AAV öne çıkmaktadır. AAV’nin insan klinik de-
nemelerinde kullanılması Amerikan Gıda ve İlaç Dai-
resi [Food and Drug Administration (FDA)] 
tarafından onaylanmıştır.39 

In vivo gen düzenleme için tek bir AAV vektör 
içine paketlenebildiklerinden, spCas9 ve “Staphylo-
coccus aureus Cas9 (saCas9)” gibi küçük Cas9 orto-
loglarının beyin çalışmalarında kullanılması daha 
caziptir. CRISPR-Cas9 ekspresyonu yapan viral vek-
törlerin fare beynine enjeksiyonu ile başarılı bir şe-
kilde nöronlarda spesifik genlerin modifikasyonunu 
başarmış çalışmalar bulunmaktadır.40,41 Viral vek-
törler yerine nonviral taşıma yöntemlerinin (polie-
tilenimin, biyoindirgenebilir lipid, lipozom aracılı 
transfeksiyon ve in utero elektroporasyon) kulla-
nılmasının da mümkün olduğu, ancak bu sistemle-
rin kararlı bir ekspresyon yaratamadığı ve beyne 
enjeksiyonları konusunda güvenlikle ilgili kaygılar 
olduğu bildirilmiştir.39 Bir diğer yöntem ise zigot 
içine cas9 mRNA ve sgRNA’nın enjeksiyonu ile 
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erken embriyoda genlerin modifikasyonunun sağlan-
ması yaklaşımıdır. Bu yöntemin kullanılması ile ya-
pılan çalışmalarda (zebra balığı, sinek, kurbağa, fare, 
sıçan ve tavşanlarda) başarılı sonuçlar elde edildiği 
bildirilmiştir.29,42-46 Dolayısıyla CRISPR-Cas9’un 
herhangi bir geni doğrudan hedef alabilme yeteneği, 
nörodejeneratif hastalıklarla ilgili çalışmalarda kul-
lanılmak üzere hayvan modelleri oluşturmayı müm-
kün kılabilir. Örneğin Parkinson hastalığı ile ilişkili 
olduğu bilinen Pten ile indüklenen kinaz 1 (PINK1) 
ya da Parkin genlerindeki mutasyonlar sebebiyle göz-
lenen fonksiyon kaybını gösterebilmek için ilgili fe-
notipi taklit eden hayvan modelleri, CRISPR-Cas9 
ile kolaylıkla oluşturulabilir. Ayrıca sistem, erişkin 
hayvanlarda da sinir hücreleri üzerine hedeflenerek 
kullanılabilir. 2016 yılında CRISPR-Cas9 sistemi ilk 
kez Alzheimer hastalığı mutasyonlarını [amiloid pre-
kürsör protein (APP) İsveç tipi ve Presenilin-1 
(PSEN1) M146V mutasyonları ile ko-transfeksiyon] 
modellemek için kullanılmış ve benzer nörodejene-
ratif hastalıkların patogenezinin aydınlatılmasıyla il-
gili yapılacak çalışmalarda yeni verilerin elde 
edilmesini kolaylaştırabileceği gösterilmiştir.47 

Ailevi amyotrofik lateral skleroz vakalarında sü-
peroksit dismutaz 1 ve RNA bağlanan protein FUS 
(Fused in Sarcoma/Translocated in Sarcoma, sarko-
mada füze olmuş/sarkomada transloke olmuş) dâhil 
birçok gende mutasyonlar bulunmaktadır. CRISPR-
Cas9 kullanılarak, SOD A272C ve FUS G1566A gibi 
patojenik allellerin, indüklenmiş pluripotent kök hüc-
reler (iPSC’ler)’de patojenik olmayan normal allel-
lere dönüştürülebildiği bildirilmiştir. Onarım 
şablonunun, yabanıl tip allel ve homoloji kolu içe-
ren bir donör plazmid veya lineer bir tek sarmallı 
oligodeoksinükleotid (ssODN) ile sağlandığı belir-
tilmiştir.48 Benzer CRISPR/Cas yaklaşımlarının, 
frontotemporal demans ve Alzheimer hastalığında da 
hastalık modellerinin izojenik bir hücre panelinin 
oluşturulması amacıyla kullanıldığı belirtilmiştir.49 

GENETİK HASTALIKLAR 

CRISPR-Cas9 gen düzenleme sistemi için en uygun 
görünen genetik hastalıklar, tek allelin hedeflenme-
siyle çözüm bulunabilecek olanlardır; biallelik he-
deflemede etkinliğin daha düşük olduğu bilinmek- 
tedir.50 Ancak, birçok genetik hastalıkta kompleks 

çoklu mutasyonlar daha sık görülmekte ve eş zamanlı 
hedeflemelerin yapılması gerekmektedir. CRISPR-
Cas9’un birden fazla sgRNA kullanarak aynı anda 
birden fazla genomik lokusun değiştirilmesi konu-
sundaki başarısı sayesinde, yakın gelecekte bu eş 
zamanlı hedeflemenin de gerçekleştirilebileceği dü-
şünülmekle birlikte, henüz tedavi aşamasında bir 
ilerleme kaydetmek pek mümkün görünmemekte-
dir.14 

Beta-talasemi, kistik fibrozis, HIV-1, Duchenne 
musküler distrofisi, kalıtımsal tirozinemi, polisitemi 
vera, katarakt, Epstein-Barr virüsü, düşük yoğunluklu 
lipoprotein kolesterol günümüze kadar CRISPR-Cas9 
ile tedavisi hedeflenmiş hastalıklardan bazılarıdır.    
Patojenik gen ürünlerinin üretimi nedeni ile oluşan 
hastalıklarda CRISPR-Cas9, “homolog olmayan uç 
birleştirme [non-homologous end joining (NHEJ)] 
yöntemiyle dominant alleli bozmak için kullanabi-
lir. Eğer hastalık bir genin işlev kaybetmesi ile olu-
şuyorsa, HDR ile donör kalıp üzerinde genin 
düzgün işleve sahip olanının kopyası kullanılarak 
düzeltilebilir.7 Gen terapisi, mutasyon onarıldığında 
hücrelerin seçici bir avantaj sağladığı durumlarda ide-
aldir. Erişkin farelerde fumaril asetoasetat hidrolaz 
(FAH) enzimini kodlayan gendeki bir mutasyonun 
(insan kalıtımsal tirozinemi tip I modeli) düzeltilme-
siyle bu durum başarılı biçimde kanıtlanmıştır. Çalış-
manın başında hepatositlerin %0,4’ünün onarıldığı, 
ancak FAH-pozitif hücrelerinin tedavi ile arttığı ve 
önemli terapötik etkinlik sağladığı bildirilmiştir.51 

Science dergisinde 2016 yılında yayımlanan eş 
zamanlı 3 çalışmada, “Duchenne musküler distro-
fisi”ne sahip farelerin postnatal genom düzenlemesi 
yoluyla başarılı bir şekilde tedavi edildiği bildiril-
miştir.52-54 Araştırmacılar, farelerde musküler distro-
fiyi tedavi etmek için CRISPR genom düzenleme 
araçları olan sgRNA ve Cas9’u bir adenovirüs taşı-
yıcı yardımıyla kas içine transfer ederek hastalıkta 
görülen kusurlu ekzonu çıkartmayı ve kaslardaki baş-
lıca proteinlerden birinin üretimini sağlamayı başar-
mışlardır. Ayrıca CRISPR’nin yanlış ekzonu kaldı- 
rarak, eşlenik zinciri doğru kodlamasıyla proteinin 
normal versiyonunu üretmeyi başardıkları bildiril-
miştir. Bu çalışmaların sonuçları, genetik hastalığı 
olan erişkin hayvanlarda CRISPR yöntemi kullanıla-
rak elde edilen ilk başarıdır. 
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Huntington hastalığı (HD), mutant proteinin do-
minant kalıtım ile hastalığa neden olduğu birçok ge-
netik bozukluktan biridir. HD mutasyonu, Huntingtin 
geninde (HTT), çok sayıda (35’ten fazla) CAG dizisi 
tekrarı olan kişilerde görülmektedir. Bunun sonu-
cunda ilgili gen bölgesi kullanılarak üretilen sito-
plazmik Huntingtin proteininde oldukça uzun bir 
poliglutamin kuyruğu oluşur. Bu mutasyon, insan-
larda çoğu kez bağımsız olarak ortaya çıkar ve HD 
popülasyonundaki birçok farklı DNA haplotipinde 
bulunur. HD’de istemsiz hareketler, bilişsel düşüş ve 
psikiyatrik rahatsızlıklar dâhil olmak üzere 35 belir-
gin karakteristik klinik semptom görülebilir.55 Yapılan 
bir çalışmada araştırmacılar, CRISPR-Cas9 gen dü-
zenleme teknolojisini kullanarak sadece mutant HTT 
DNA’yı hedef alan bir strateji geliştirerek mutant al-
leli silmeyi hedeflemişlerdir. İlk olarak, en sık görü-
len 8 HTT geni haplotipinde görülen allelleri PAM 
sekansları oluşturan veya ortadan kaldıran DNA var-
yasyonlarını tek tek ortaya çıkarmışlardır. Daha 
sonra, mutant kromozom haplotipinde bulunan fakat 
belirli bir HD hastasında normal kromozom haploti-
pinde bulunmayan PAM dizilerinin çiftlerini belirle-
mişlerdir. Normal alleli değiştirmeden, mutant allelin 
promotor bölgesini, transkripsiyon başlangıç bölge-
sini ve CAG genleşme mutasyonunu ortadan kaldır-
mak için eş zamanlı olarak 2 hastaya özgü PAM 
bölgesini hedeflemek için kişiselleştirilmiş CRISPR-
Cas9 stratejisini kullanmışlardır. Özel olarak tasar-
lanmış mutant haplotipe özgü PAM değiştirici tek 
nükleotid polimorfizmi varyasyon çiftlerini kullanan 
bu CRISPR-Cas9 stratejisinin, tamamen allel spesifik 
bir şekilde kaynağından mutant allelleri etkisiz hâle 
getirmeyi sağlayacağı ve arka plandaki haplotip hak-
kında yeterli bilgi ile insan genomundaki herhangi bir 
mutasyonun ortaya çıkmasını inaktive edebileceği 
bildirilmiştir.56 

ENFEKSİYON HASTALIKLARI  

CRISPR-Cas9, viral dirençli genler ya da proviral 
DNA’yı hedefleyerek antiviral stratejilerde kullanıla-
bilir. Üçüncü kromozomda çeşitli kemokin reseptör-
lerini kodlayan genlerle birlikte bulunan CCR5 
geninin HIV-1 için koreseptör olarak davrandığı ve 
beyaz ırkta genin tek kodlayıcı ekzonunda bir 32 lup 
delesyonu bulunduğu belirlenmiştir. CCR5 ∆32 ola-

rak adlandırılan ve bu mutant allele sahip olan birey-
lerin, HIV-1 enfeksiyonuna dirençli olduğu bildiril-
miştir.57 Yakın zamanda yapılan bir çalışmada, insan 
iPSC hücrelerinde bu mutasyonu tetiklemek için 
CRISPR-Cas9 kullanılmış ve böylece ilgili mutas-
yona sahip hücrelerde HIV-1 enfeksiyonuna direnç 
sağlandığı belirlenmiştir.50 CRISPR-Cas9, enfekte 
insan hücre dizilerinde Epstein-Barr virüsü ve HIV-
1’in genomlarını parçalamak ve etkisizleştirmek 
amacıyla da kullanılmıştır.58,59 Bu ümit verici sonuç-
lar ile iPSC’lerin kullanımı birleştiğinde, HIV-1 en-
feksiyonunu tedavi etmek için daha güvenli ve 
transplant bazlı bir yöntem geliştirilebilecektir. 

Lyme hastalığı, Borrelia burgdorferi’nin etken 
olduğu spiroketal bir hastalıktır. Normalde yumurta-
dan yeni çıkmış keneler bir bakteri taşımadıklarından 
tehlike oluşturmamaktadır. Ancak, genç keneler 
beyaz ayaklı farelerin üstünde yaşayıp onlardan bes-
lenirken bu bakteriyi vücutlarına almakta ve bu bak-
teriler de insanlara bulaştığında Lyme hastalığına 
neden olmaktadır. “Massachusetts Institute of Tech-
nology”den evrimsel biyolog Kevin Esvelt ve ekibi-
nin beyaz ayaklı farelerin genetiğini değiştirerek 
hayvanların bakteriye karşı bağışıklık kazanmasını 
sağlamaya çalıştıkları bildirilmiştir. Araştırma- 
cılar önce antikor üretimini başlatmak için beyaz 
ayaklı farelere Lyme aşısını enjekte etmiş, daha sonra 
antikor kodlayan DNA’yı izole edip CRISPR aracılı-
ğıyla dirençsiz farelere yerleştirmişlerdir. Genetik 
olarak değiştirilen bu farelerin serbest bırakılması, 
vahşi popülasyonlarla üremelerine izin verilmesi ve 
bu süreçte Lyme hastalığına direnç göstermeleri 
amaçlanmıştır.60 

ANTİMİKROBİYAL AJANLAR 

Antimikrobiyal ajanlara dirençli bakteriler, günü-
müzde dünya çapında ciddi bir sağlık sorunu oluş-
turmaktadır. Bakteriyel enfeksiyonları tedavi etmek 
için antibiyotiklerin bilinçsiz ve aşırı kullanımı, en 
yaygın FDA onaylı tedavilere karşı hızla gelişen bak-
teriyel adaptasyon ve direnç ile sonuçlanmıştır. Has-
talık Kontrol ve Önleme Merkezleri tarafından 
hazırlanan 2013 raporuna göre, antimikrobiyallere di-
rençli bakterilerin yılda 2 milyondan fazla insana bu-
laştığı ve bu kişilerin en az 23.000’inin enfeksiyon 
sebebiyle öldüğü bildirilmiştir.61 
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CRISPR bazlı antibakteriyeller, patojenik bak-
terileri hedef alma potansiyeli taşıyan bir antibakte-
riyel takımı oluşturulması için yeni ve uyarlanabilir 
bir metottur. CRISPR-Cas sisteminin önemli bir özel-
liği, patojenik veya kommensal bakteriyel türler ara-
sında kolayca ayırt edilmesine izin verecek şekilde 
diziye özel hedefleme kabiliyetidir. Bakterilerin ken-
dilerini savunmak için kullandığı CRISPR-Cas sis-
temlerini onlara atak yapacak hâle dönüştürmek için 
CRISPR kılavuz RNA’ları patojenlere özgü virülans 
veya temel kromozomal genleri hedeflemek için ta-
sarlanabilir. Bakterilerde çift sarmallı DNA kırıkları-
nın indüklenmesi, ölümle sonuçlanır. Potansiyel bir 
antibakteriyelin üretilmesi için CRISPR-Cas9 gen 
düzenleyici olarak kullanılabilir. CRISPR-Cas9 ile 
üretilen antibakteriyeller yaklaşık 160-kDa protein-
RNA kompleksinden oluşur ve bu büyüklükte bir 
kompleksin bakteri membranından etkili şekilde 
geçmesi oldukça zorludur. CRISPR-Cas9 içeren an-
tibakteriyellerin verilişi, türe özgü faj veya mühen-
dislik faj iskeleleri kullanılarak çözülebilir ve tedavi 
henüz sadece metisiline dirençli Staphylococcus au-
reus (MRSA) gibi dış ve topikal olarak tedavi edile-
bilir enfeksiyonlarda sağlanabilmektedir. Sistemik 
hücre içi enfeksiyonları veya doku ve/veya organ spe-
sifik enfeksiyonları ele almak için ek stratejilere ihti-
yaç vardır.62 

Umeyama ve ark., uzun süre vorikonazol teda-
visi alan bir hastadan cyp51A mutasyonları 
Gly138Ser ve Asn248Lys ile pan-azole dirençli bir 
Aspergillus fumigatus suşu izole etmiş ve mutasyon-
larla birlikte cyp51A içeren PCR fragmanlarını, Cas9 
proteini ve tek kılavuz RNA ile birlikte azole diren-
çli/duyarlı suşlara eklemişlerdir.63 Rekombinant 
suşların, Ser138’in glisin ile yer değiştirmesiyle du-
yarlılığın artmış olduğu gösterilmiştir. CRISPR-
Cas9 genom düzenlemesi kullanılarak klinik 
izolatlarda engellenen genetik rekombinasyonun ger-
çekleşebileceği bildirilmiştir.  

Shabbir ve ark., Campylobacter jejuni NCTC 
11168’de Cas9 geni ve antimikrobiyal direnç arasın-
daki ilişkiyi bulmayı amaçladıkları çalışmada, Cas9 
geninin Campylobacter jejuni’nin antimikrobiyal di-
rencine katılımını, minimum inhibitör konsantras-
yonunu, standart suşlarda CRISPR-Cas gen eks- 

presyonunu ve in vitro direnç gelişimini bir cas9 de-
lesyon mutantının ve yabanıl suşların transkriptom 
analizinin değerlendirilmesiyle belirlemişlerdir.64 
Standart suşlarda CRISPR ile ilişkili genlerin artan 
ekspresyonunu ve cas9 mutant suşunun antibiyo-
tiklere karşı vahşi suştan daha duyarlı olduğunu 
gözlemlemişlerdir. Transkriptom analizinde, cas9 
geninin, C. jejuni’de antimikrobiyal direnci artır-
mak için birkaç geni düzenlediği ortaya konmuş ve 
CRISPR-Cas sisteminin C. jejuni’de antimikrobiyal 
direncin artırılmasında rol oynadığı bildirilmiştir.  

 GÜVENLİK ENDİŞELERİ: HEDEF DIŞI ETKİLER 
CRISPR ile ilgili ilk endişe, teknolojinin gücü ve tek-
nik sınırlamaları konusundadır. Hedef üzerinde sınırlı 
düzenleme etkinliği, eksik düzenleme (mozaikleşme) 
ve yanlış hedefe yönelik veya hedef dışı düzenleme-
ler bu endişeler arasında yer almaktadır. Hayvanları 
ve insan hücre hatlarını içeren CRISPR deneylerinde 
bu sınırlamalarla karşılaşıldığı bildirilmiştir.65 2001 
yılında yürütülen bir çalışmada, “X-linked severe 
combined immunodeficiency” tedavisi için uygula-
nan gen terapi çalışması sonucunda, viral vektörün 
yapışma bölgesinde meydana getirdiği onkojeneze 
bağlı olarak hastalarda lösemi geliştiği bildirilmiştir.66 
Bu nedenle, hedef genomda zararlı değişikliklere 
sebep olabilecek CRISPR-Cas9 riskini dikkatle de-
ğerlendirmek gerekmektedir. Yakın zamandaki çalış-
malarda, CRISPR-Cas9’un hedef dışı mutasyonları 
tetikleyebileceğine dair veriler bildirilmiştir.29,67 
CRISPR-Cas9 sistemi birçok hastalık ve durumda ge-
netik modifikasyona olanak sağlaması açısından 
uygun görünse de hedef dışı etkiler [off-target effects 
(OTE)]’in meydana gelme ihtimali ve OTE’lerin or-
taya çıkmasını engelleyebilecek bir stratejinin geliş-
tirilememiş olması, bu sistemler kullanılarak tedavi 
uygulamalarının yapılabilmesini olanaksız kılmakta-
dır. OTE düzeyleri, DNA’daki guanin-sitozin (GC) 
içeriği ve kromatin erişilebilirliği gibi faktörlere bağlı 
olmakla birlikte, dışarıdan yapılacak bir müdahale-
nin bu etkilerin sayısını ve ortaya çıkma ihtimalini 
artırabileceği düşünülmektedir.30,68 Ancak teknoloji, 
benzeri görülmemiş bir hızla gelişmektedir. Daha ve-
rimli ve hassas CRISPR araçları geliştirildikçe, bu 
konuların çözüleceği muhakkaktır. Diğer endişeler 
ise değiştirilmiş organizmaların süresiz olarak etkile-
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nip etkilenmeyeceği, düzenlenmiş genlerin gelecek 
nesillere aktarılıp aktarılmayacağı ve potansiyel 
olarak bu organizmaları beklenmeyen şekillerde et-
kileyip etkilemeyeceğidir. Teknik kısıtlamalar ve 
biyolojik sistemlerin karmaşıklığı ile birlikte, dü-
zenlenen bir organizmanın geleceği hakkında kesin 
tahminlerde bulunmanın ve olası risk ve yararları 
ölçmenin imkânsız olmasa bile oldukça zor olabi-
leceği bildirilmiştir. Ayrıca genomun beklendiği 
gibi düzenlenmesi ve istenen işlevsel çıktı verilen 
zamanda elde edilmesine rağmen genetik bilgi ile 
biyolojik fenotip arasındaki karmaşık ilişkinin tam 
olarak anlaşılamaması diğer bir tereddüt konusu-
dur.65 

 GÜVENLİĞİ ARTIRMAK İÇİN ÖNERİLER 
CRISPR-Cas9 sisteminin güvenliğini artırabilmek 
amacıyla ilk hedeflenen olay, özgün ve daha spesifik 
sgRNA’ların geliştirilmesiyle OTE’leri en aza indir-
mektir ve bu amaçla bir dizi biyoinformatik sistem 
geliştirilmiştir. Elde edilen bu veriler ile aynı za-
manda potansiyel hedef dışı sahaları da hızlı ve ucuz 
bir şekilde tespit etmek mümkün olabilecektir.69 En 
sık kullanılan stratejilerden biri, daha spesifik tasa-
rım yaparak OTE düzeylerini indirebilmek için 
sgRNA’nın çeşitli parametrelerini değiştirmektir. 
Bunun için, 5′ ucunda iki ek guanin nükleotidi ve 
daha kısa tamamlayıcı bölgeleri olan kesilmiş 
sgRNA’ların kullanımı, spesifikliği artırmakla bir-
likte hedef üzerindeki verimliliğin azalmasına da 
sebep olabilir.28 sgRNA’nın GC içeriğinin düşürül-
mesi daha yüksek spesifisite sağlayabilir, ancak 
bunun yapılabilmesi hedeflenen gen lokusu ile doğ-
rudan ilgilidir.68 

Genom düzenlemelerini optimize etmek ve 
OTE’leri en aza indirmek için Cas9 proteininde de 
modifikasyonlar yapılabilir. Bu modifikasyonların 
gerçekleştirilebilmesi için yapılan bir çalışmada, ka-
talitik domaine sahip bir Cas9 nikaz mutantı gelişti-
rilmiştir. Bu protokol ile araştırmacılar, hedef 
bölgelerin seçimi, bölünme etkinliğinin değerlendi-
rilmesi ve hedef dışı faaliyetlerin analizi için deney-
sel olarak türetilmiş kılavuzlar sağlamayı amaçlamış- 
lardır. Cas9 nikaz mutantları, DNA’da yabanıl Cas 
enzimleri tarafından oluşturulan çift iplikli kırılma-
lar yerine gRNA-hedefli tek iplikli kırılmalar mey-

dana getirerek hedef bölgede bir çentik oluşturur.  
Karşıt ipliklerde çift iplik kırıkları oluşturan eşleşmiş 
Cas9 nikazların kullanılmasıyla bu metot, etkin bir 
şekilde düzenlemenin özgüllüğünü iki katına çıkar-
maktadır.7 Eşleştirilmiş nikazların kullanılması ile 
HDR etkinliği artacağı için ilgili bölgeye düzeltilmiş 
bir allel yerleştirildiğinde olumlu sonuçlar alınabile-
ceği gösterilmiştir.28  

Optogenetik sistemler, hücre davranışının me-
kânsal ve zamansal kontrolünü sağlar. Polstein ve 
Gersbach, mavi ışık varlığında endojen genlerin 
transkripsiyonunu indükleyen ışıkla aktive olan bir 
CRISPR-Cas9 efektör (LACE) sistemi tasarlamış-
lardır. Bu teknoloji, Arabidopsis thaliana‘nın CRY2 
ve CIB1 proteinlerinden elde edilmiştir ve Cas9’un 
aktivasyonu mavi ışığa maruz kaldıktan sonra ger-
çekleşmektedir. Çok yönlü LACE sisteminin, endo-
jen genlerin dinamik düzenlenmesi için yeni DNA 
dizilerine kolayca yönlendirilebileceği bildirilmiş-
tir.70 

CRISPR-Cas9 sisteminde güvenliği artırmak 
için transpozonlar gibi küçük moleküller de potansi-
yel olarak aktiviteyi indüklemek için kullanılabilir.71 
Bu, istenen ekspresyonun kistik fibrozis gibi hasta-
lıklarda spesifik organlara hedeflenmesi gerektiğinde 
yararlı olabilir. Transpozonlar, bir hücre genomunda 
farklı yerlere, transpozisyon olarak adlandırılan bir 
süreçle hareket edebilen DNA dizileridir. Memeli-
lerde kullanılan transpozon sistemlerinden biri Piggy-
Bac (PB) transposaz aracıdır. PB’nin transpozon 
aktivitesi yüksek olduğundan, PB transposaz aracı 
“kusursuz” düzenlemeye izin verir ve bu düzenleme 
sonucunda donör vektörünün hedef genomda hiçbir 
izi kalmaz.72 PB transposaz aracının insan iPSC’le-
rinde yapılan çalışmalarda, Cas9 ile birlikte kullanı-
mın kusursuz bir gen düzeltmesi için uygun olduğu 
gösterilmiştir ve öngörülemeyen etkilere sahip hiçbir 
sekansın hedef bölgeye eklenmemesi de bu yöntemin 
güvenli bir çözüm olabileceğini düşündürmekte-
dir.50,69 Bu bilgiler ışığında yapılacak olan terapötik 
uygulamalar için önce, seçilen sgRNA tarafından 
indüklenen hedef dışı mutagenez düzeyinin değer-
lendirilmesi ve ardından gerekirse düzenleme prose-
düründe değişikliklerin yapılması strateji olarak 
uygun görünmektedir. Tedavilerin daha güvenli ola-
bilmesi için özgünlük ve verimlilik arasında uygun 
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bir dengenin bulunması önemlidir.73 Özgünlük, 
sgRNA ve hedef DNA arasındaki uyumsuzlukların 
sayısıyla doğrudan ilişkili olduğu için potansiyel 
hedef dışı alanlar sayısal olarak hesaplanarak belir-
lenebilir.29 Bu hedef dışı alanlar daha sonra Cas9’un 
neden olduğu mutasyonları tespit etmek için gelişti-
rilmiş stratejiler kullanılarak analiz edilebilir.73 

 ETİK KAYGILAR 
CRISPR-Cas9 teknolojisinde neredeyse her gün yep-
yeni bilimsel gelişmeler yaşanırken, bir yandan da 
ciddi etik kaygılar ortaya çıkmaktadır. Çok sayıda 
hastalığın tedavisinde yeni bir umut olacağı düşün-
cesiyle heyecanlandırırken, insan embriyoları üze-
rinde genom düzenleme fırsatının kötüye kullanıla- 
bileceği düşüncesiyle bilimsel çevrelerde çekinceler 
yaratmaktadır. CRISPR’nin kullanımına ne ölçüde 
izin verilmesi gerektiği, CRISPR uygulamalarına eri-
şim, insan denekler içeren klinik araştırmalar için 
yasal çerçevelerin insan germ hattının düzenlenmesi 
de dâhil olmak üzere her tür insan genomu düzenle-
mesini içermesi ve uygun olmayan CRISPR kullanı-
mının uluslararası regülasyonlarla belirlenmesi 
gerektiği üzerinde tartışılan en temel etik sorunlar-
dır.65 

Etik tartışmalar, öncelikle CRISPR sistemlerinin 
biyomedikal, yasal ve etik yönlerini incelemek için 
CRISPR-Cas9 sistemlerini geliştirenler, bilim adam-
ları ve etik ekibinin bir araya geldiği 2015 Napa Va-
disi toplantısında başlamıştır.74 Daha sonra ABD 
Ulusal Bilim, Mühendislik ve Tıp Akademisi, Çin Bi-
limler Akademisi ve Birleşik Krallık Kraliyet Cemi-
yeti daha kapsamlı görüşmeler için Uluslararası İnsan 
Gen Düzenleme Zirvesi’nde bir araya gelerek, insan-
larda teknolojinin ne zaman, nerede ve nasıl uygula-
nabileceğini incelemişlerdir. Etik kaygılar üzerine 
tartışmalar, NASEM’in multidisipliner bir komitesi-
nin, insan genom düzenlemesinin sayısız sonucunu 
inceleyen kapsamlı bir rapor yayımladığı Şubat 2017 
tarihinde de devam etmiştir. NASEM raporu bugüne 
kadar, insan genom kurgusu hakkındaki geniş kap-
samlı endişeleri inceleyen belki de en etkili ve kap-
samlı analizi sunmaktadır. Komite, somatik genom 
düzenlemesinin önemini desteklemiş, ancak mevcut 
durumda herhangi bir geliştirme için genomik modi-
fikasyona izin vermemiştir. Ayrıca şu anda izin veril-

memesine rağmen komite, dikkatli bir şekilde, insan 
genom düzenlemesinin, germ hücrelerinin modifiye 
edilmesinin, genomik düzenlemeyi gelecek kuşaklara 
potansiyel olarak aktarabilecek yeni bir kişi yaratma 
amacıyla belirli koşullar altında izin verilebileceği 
sonucuna varmıştır ve bu koşulları, “İlgili teknik ve 
sosyal kaygılar ışığında kalıtsal genom düzenleyici 
araştırma denemelerine, yalnızca klinik denemele-
rin yetkilendirilmesi için mevcut risk/fayda stan-
dartları karşılanabiliyorsa, sadece zorlayıcı nedenler 
söz konusuysa ve denemeler sıkı gözetim altında ger-
çekleştirilecekse izin verilebilir.” şeklinde açıklamış-
tır.75 

CRISPR teknolojisi her geçen gün gelişmeye 
devam etmektedir. Var olan sistemler yenilikçi iler-
lemeler içerecek şekilde yeniden tasarlanmakta ve he-
yecan verici biçimde yeni işlevlere sahip yeni 
CRISPR sistemleri keşfedilmektedir. Bu tür devrimci 
araçların potansiyel yararları sonsuzdur. Bununla bir-
likte, güçlü yeni bilimsel araç olarak ahlaki kaygıları 
artıran riskler de vardır. Etik tartışmaların sonuca 
varabilmesi için iyi kontrol edilen, tekrarlanabilir 
deneyler yapılması ve klinik denemeler hakkında 
bilinçli kararlar alınması gerekmektedir. Şu aşa-
mada birçok uluslararası yasa bu tür araştırmaları 
yasaklamakta ve/veya belirli araştırma türleri için 
finansmanı engellemektedir. Bu nedenle, faydalar 
ve risklerle ilgili geniş veriler henüz mevcut değil-
dir. Farklı toplum disiplinlerinin katkıda bulunduğu 
ulusal ve uluslararası kuruluşların araştırma ve etik 
kuralları, federal fon kuruluşları ve kurumsal yö-
netim kurulları için potansiyel riskleri en aza indir-
mek ve CRISPR teknolojisinin potansiyel faydalarını 
en üst düzeye çıkarmak için kritik öneme sahip ola-
caktır.65 

 SONUÇ 

CRISPR-Cas9 sisteminin keşfi ile bireye ve etkene 
özgü tedavide yeni ufukların açılması söz konusu ol-
muştur. Ancak yöntemin, genetik ve/veya sonradan 
oluşan hastalıkların tedavisinde kullanımı için aşıl-
ması gereken çok sayıda engel ve çözülmesi gereken 
sorunlar vardır. Özellikle insan germ hücreleri üze-
rinde genom düzenleme tekniğinin kullanımının sos-
yal, etik ve yasal sonuçları üzerine ciddi tartışmalar 
yapılmakta ve bu konu henüz etik olarak da uygun 
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görülmemektedir. Bununla birlikte, CRISPR-Cas9 
tekniği sadece insanlar için değil, diğer canlı orga-
nizmalar ve çevre ile ilgili risk değerlendirmelerinde 
de zararsızlık ilkesi gereği güvenlik sorunlarını bera-
berinde getirmektedir. Genetik düzenlemelerin gü-
venli bir şekilde yapılmasını sağlayacak stratejilerin 
geliştirilememiş olması ekolojik bozulma gibi birçok 
kaygıyı da beraberinde getirmektedir.  

Finansal Kaynak 
Bu çalışma sırasında, yapılan araştırma konusu ile ilgili doğru-
dan bağlantısı bulunan herhangi bir ilaç firmasından, tıbbi alet, 
gereç ve malzeme sağlayan ve/veya üreten bir firma veya herhangi 
bir ticari firmadan, çalışmanın değerlendirme sürecinde, çalışma 
ile ilgili verilecek kararı olumsuz etkileyebilecek maddi ve/veya 
manevi herhangi bir destek alınmamıştır. 

Çıkar Çatışması 

Bu çalışma ile ilgili olarak yazarların ve/veya aile bireylerinin 
çıkar çatışması potansiyeli olabilecek bilimsel ve tıbbi komite üye-
liği veya üyeleri ile ilişkisi, danışmanlık, bilirkişilik, herhangi bir 
firmada çalışma durumu, hissedarlık ve benzer durumları yoktur. 
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