
27

Bağışıklık Yanıtından Genom Tasarımına;
CRISPR-Cas9 Sistemi

ÖÖZZEETT  CCRRIISSPPRR (düzenli aralıklarla bölünmüş kısa palindromik tekrar kümeleri)/CCaass99 (CRISPR-
ilişkili nükleaz-9), kılavuz bir RNA (gRNA) eşliğinde özgül bir genomik bölgeye hedeflenen Cas9
nükleaz enziminin kullanıldığı bir genom düzenleme sistemidir. Son yıllarda bu RNA aracılı
genom düzenleme teknolojisi “moleküler cerrahi” yöntemi olarak tanımlanmış, farklı alanlar-
daki birçok yenilikçi uygulamada kullanılmış ve elde edilen sonuçlar moleküler biyoloji için dev-
rim yaratıcı nitelikte olmuştur. CRISPR/Cas sistemi ökaryot genomlarında bulunmamakta, fakat
prokaryot organizmaların genomlarında viral istilacılara karşı güçlü bir savunma stratejisi olarak
kullanılmaktadır. Doğal CRISPR/Cas sistemleri, yabancı bir DNA’nın parçalanmasından sorumlu
olan çeşitli enzimlere ve endonükleaz işlevi için gerekli RNA kılavuzlarına sahiptir, ancak ökar-
yotlarda genom düzenleme çalışmaları için kullanıldığında, gereken tek CRISPR proteini Cas9 en-
donükleaz enzimi ya da bunun bir varyantıdır. Genom düzenleme yöntemi olarak CRISPR
sisteminin kullanımı aslında Cas9 proteinin kısa bir rehber RNA molekülü ile birlikte DNA’ya
bağlanarak çift zincir kırıkları oluşturabilme yeteneğine dayanmaktadır. CRISPR teknolojisi, kan-
ser araştırması da dâhil olmak üzere yaşam bilimleri araştırmalarında karşılaşılan karmaşık mo-
leküler biyoloji problemlerini çözmeye aday gözükmektedir. Bu derlemede, öncelikle bağışıklık
sistemi olarak CRISPR/Cas sistemleri ele alınacak ve prokaryot organizmalarda bağışıklık yanı-
tının oluşum aşamaları tanımlanacaktır. CRISPR/Cas9 sistemi kullanılarak genom düzenlenme-
sinde DNA zincir kırıklarının tamir mekanizmaları ile kılavuz RNA’lar tanımlanarak, etkin ve
hedef dışı etkilerin en aza indirgendiği transfeksiyon yöntemleri tartışılacaktır. Son olarak kan-
serde CRISPR uygulamaları ile genom düzenleme teknolojisinin terapötik etkinliği değerlendi-
rilecektir.

AAnnaahhttaarr  KKeelliimmeelleerr:: Kazanılmış bağışıklık; genom

AABBSSTTRRAACCTT  The CCRRIISSPPRR (clustered regularly interspaced short palindromic repeat) /CCaass99 (CRISPR
-associated nuclease-9) system is a versatile tool for genome engineering that uses a guide RNA
(gRNA) to target Cas9 to a specific genomic region. In recent years, this RNA-guided genome-edit-
ing technology has become a revolutionary tool in molecular biology and has many innovative ap-
plications in different fields. CRISPR /Cas system is not found in eukaryotic genomes, whereas a
powerful defence strategy against viral invaders in the genomes of prokaryotic organisms. Native
CRISPR/Cas systems have a variety of enzymes responsible for degradation of foreign DNA as well
as the RNA guides required for endonuclease function, however when used for genome editing in
eukaryotes, the only CRISPR protein required is the Cas9 endonuclease or a variant thereof. Using
CRISPR system as a tool for altering genomes is due to the ability of Cas9 protein to cause double-
stranded breaks in DNA after binding with short guide RNA molecules. CRISPR technology is can-
didate to solve several complex molecular biology problems faced in life science research including
cancer research. In this review, CRISPR-Cas will be handled as an immune system regulator and
immune system response steps will be defined in prokaryotic organisms. Repair mechanisms of
DNA strand breaks and guide RNAs will be defined in means of using CRISPR-Cas9 system in
genome editing and efficient transfection methods minimalized for off target effects will be dis-
cussed. Finally, CRISPR applications in cancer and therapeutic efficiency of genome editing tech-
nology will be evaluated.
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BAĞIŞIKLIK SİSTEMİ OLARAK CRISPR-Cas 

Patojenler, özellikle virüsler, gelişmiş canlılarda ol-
duğu kadar tek hücreli canlılar için de tehdit oluş-
turmaktadır. Bu bakımdan tek hücreli canlıların da
virüslere karşı genomlarını korumak için bir sa-
vunma sistemine sahip olmaları gerekmektedir.
Yirmi yıl öncesine kadar, bakterilerin bağışıklık sis-
temi olarak sadece doğal restriksiyon enzimlerine
sahip olduğu biliniyordu. Ancak son yıllarda yapı-
lan çalışmalarda, bakterilerin de karşılaştıkları pa-
tojenlere karşı kazanılmış bağışıklık sistemi
geliştirebildikleri gösterildi. Günümüzde CRISPR-
Cas olarak adlandırılan bu sistemin arkelerin
%84’ünde ve bakterilerin ise yaklaşık %45’inde bu-
lunduğu bilinmektedir.1

Prokaryot canlılarda “ddüüzzeennllii  aarraallııkkllaarrllaa  bböö--
llüünnmmüüşş  kkııssaa  ppaalliinnddrroommiikk  tteekkrraarr  kküümmeelleerrii”
(CRISPR: clustered regularly interspaced short pa-
lindromic repeats) adı verilen belirli DNA bölge-
leri kazanılmış bağışıklık sisteminin temelini
oluşturmaktadır.2,3 CRISPR bölgelerinin tekrarla-
yan palindromik dizileri ilk olarak Ishino ve ark.
tarafından Escherichia coli’de Apoptoz inhibitör
protein (IAP: The inhibitory of apoptosis protein)
gen dizisi çalışılırken bulunmuştur.4 IAP geninin
dizi analizi sırasında, aşağı akış bölgesinde 29 nük-
leotit (nt) tekrar kümeleri ve bu tekrarların ara-
sında 32 nt ara DNA bölgeleri belirlenmiş ancak
fonksiyonları anlaşılamamıştır. Sonraki yıllarda ya-
pılan çalışmalar tekrarlayan DNA bölgelerinin çok
sayıda bakteri ve arkelerde bulunduğunu, ayrıca bu
bölgelerdeki DNA dizilerinin plazmitler, transpo-
zonlar ve bakteriyofajlar gibi ekzojen mobil gene-
tik elementlerle özdeş olduğunu göstermiştir.5

Biyoinformatik analizler CRISPR bölgelerinin, ya-
kınlarında bulunan CCaass (CRISPR associated) gen-

leri ile ilişkili olduğunu göstermekle birlikte, bir-
çok Cas geninin nükleaz ve helikaz gen ailelerine
benzer diziler içerdiğinin keşfedilmesini sağlamış-
tır.3 Bu bulgular CRISPR/Cas sisteminin RNA-ara-
cılı bir savunma sistemi olabileceği hipotezini
ortaya çıkartmıştır. Bu hipotez Barrangou ve
ark.nın 2007 yılında yapılan çalışmasında doğru-
lanmış, CRISPR sekanslarının ve ilişkili Cas prote-
inlerin bakteriyofaj enfeksiyonuna karşı müdahale
yönelttiğini kanıtlamıştır.2 Son 10 yılda RNA-ara-
cılı müdahale olarak CRISPR/Cas mekanizması
büyük oranda aydınlatılmıştır.

CRISPR bölgelerinin en belirgin özelliği, içer-
dikleri tekrarlayan kısa DNA dizileridir (Şekil 1).
Palindromik olan bu kısa DNA bölgeleri 5’den 3’e
ve 3’den 5’e, her iki yönde de aynı okunan diziler-
dir. Palindromik DNA dizi tekrarlarının arasında
ise aralayıcı (spacer) adı verilen DNA bölgeleri bu-
lunur. Özgün DNA dizilerinden oluşan aralayıcı
bölgeler, kazanılmış bağışıklık sisteminin belleğini
oluşturan temel öğelerdir. Bu bölgeler genellikle
bir virüsün veya plazmitin nükleik asitlerinden
prokaryot genomuna alınır. Prokaryot bir orga-
nizma aynı virüs ile tekrar karşılaştığında ise arala-
yıcı diziler tanıma bölgesi olarak çalışır ve istilacı
genomu parçalamak üzere harekete geçilmesini
sağlar. CRISPR lokusunda bulunan tekrar bölgele-
rinin dizileri ve uzunlukları büyük oranda korun-
muş olmakla birlikte farklı genomlarda bu oranlar
değişebilmektedir. Tekrar dizilerinin uzunlukları
21-48 baz çift arasında değişirken, aralayıcı bölge-
ler 26-72 baz çift aralığındadır.5 Bir genomda bu-
lunan CRISPR lokusu ise tek veya daha fazla sayıda
olabilmektedir. CRISPR lokusun yukarı akış bölge-
sinde bulunan ve “lliiddeerr  ddiizzii” adı verilen korunmuş
bölgeler transkripsiyonun yönünün belirlenmesini
sağlamaktadır.3
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ŞEKİL 1: CRISPR-Cas sisteminin şematik çizimi.
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CRISPR sisteminin diğer önemli bileşeni CCaass
gen bölgeleridir (Şekil 1). Prokaryot bağışıklık sis-
temi için fonksiyonları çok önemli olan Cas gen-
leri genellikle CRISPR sisteminin yakınında
bulunurlar. Cas proteinlerinin helikaz ve nükleaz
özelliklerinin bulunması DNA dizilerini açma ve
kesmesine imkân sağlamaktadır. Bu sayede Cas
proteinleri nükleik asitlerle etkileşim kurarak nük-
leaz, helikaz veya RNA bağlanma proteini şeklinde
aktivite gösterebilirler.6 Bağışıklık yanıtın her bir
aşaması için özgünleşmiş farklı Cas proteinleri bu-
lunmaktadır. CRISPR lokusunun sayısı, görev alan
Cas proteinlerinin farklılığı göz önüne alınarak Tip
I, Tip II ve Tip III CRISPR-Cas sistemleri tanım-
lanmıştır (Şekil 2).6

TTiipp  II  CCRRIISSPPRR--CCaass  ssiisstteemmii:: İlk olarak Escherichia
coli’de tanımlanan bu sistem Cas3 proteininin fonk-
siyon görmesi ve kaskad kompleksinin oluşumu ile
karakteristiktir.7 Cas3, helikaz ve DNaz bölgeleri içe-

ren büyük bir proteindir ve istilacı genomun parça-
lanarak yok edilmesini sağlamaktadır.8 Multimerik
ribonükleoprotein yapıda olan kaskad kompleksi
(Cascade; CCRISPR associated ccomplex for anti-
viral defense) Cse1, Cse2, Cas7, Cas5 ve Cas6e pro-
teinlerinin birleşmesi oluşur ve CRISPR dizilerinin
işlenerek hedef DNA’ya bağlanmasından sorumlu-
dur.7 Tip I CRISPR sistemi kaskad kompleksinin
içerdiği proteinler göz önünde bulundurularak 6
farklı alt tipe ayrılmış ve A’dan F’ye isimlendiril-
miştir.9 Cas8a, cas8b ve cas8c, I-A, I-B ve I-C alt
tiplerinde kaskad kompleksine katılan genlerdir.10

Tip I-E CRISPR-Cas sisteminde, Cas3 proteininin
hedef DNA dizisini kesebilmesi için Cse1 proteini
ile etkileşmesi gereklidir.11 Escherichia coli K12
suşu 8 farklı Cas geni (cas1, cas2, cas3, cse1, cse2,
cas7, cas5, cas6e) içerir.12 Pre-crRNA’n1n Cas6e
proteini ile kesilmesinden sonra 61 nt içeren olgun
crRNA oluşur ve kaskad kompleksi tarafından tu-
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ŞEKİL 2:Tip I, Tip II ve Tip III CRISPR-Cas sistemlerinin alt grupları ve bileşenleri. Ortolog genler renk koduyla gösterilmiştir. CRISPR-Cas tipini belirleyici olan
genler yeşil kutucuk içerisinde, bu genlerin alt tipleri ise kırmızı kutucuk içerisinde belirtilmiştir. Genlerin üzerindeki harfler Cas proteinlerinin başlıca kategorile-
rini göstermektedir. (L: antiviral savunma için büyük CRISPR-ilişkili kompleks (kaskad) alt-birimleri (large CRISPR-associated complex for antiviral defence (Cas-
cade) subunits), S: küçük kaskad alt-birimleri (small Cascade subunits), R: tekrar- ilişkili gizemli protein (RAMP) kaskad alt-birimleri (repeat-associated mysterious
protein (RAMP) Cascade subunits), RE: crRNA işlenmesinde gerekli RAMP ailesi RNase’ları (RAMP family RNases involved in crRNA processing); T: trans-
kripsiyonel düzenleyiciler. Yıldız (*) işareti, HD domaini içeren tahmini inaktif polimerazı göstermektedir.10,17



tulur.7 crRNA, kaskadın çift zincirli DNA mole-
küllerine baz eşleşmesi yoluyla özgül olarak bağ-
lanmasını yönlendirir.7 Tip I CRISPR-Cas sistemi-
nin diğer alt gruplarının bileşenleri Şekil 2’de gös-
terilmiştir. 

TTiipp  IIII  CCRRIISSPPRR--CCaass  ssiisstteemmii:: İlk olarak Strepto-
coccus thermophiles’de tanımlanmış ve kazanılmış
bağışıklık sistemindeki rolü gösterilmiştir.2 Cas1,
Cas2, Cas9 ve bazı durumlarda (Csn2 veya Cas4)
proteinleri de işlev görür (Şekil 2). Bu sistemde bu-
lunan kodlamayan trans-aktive edici crRNA (non-
coding trans-activating crRNA: ttrraaccrrRRNNAA), crRNA
ile hibridize olarak iskele yapısı oluşturur ve bu şe-
kilde Cas9’un rehberlik etmesini kolaylaştırır. Cas9
adaptasyon aşamasına yardım eder, crRNA’nın iş-
lenmesine katılır, crRNA ve tracrRNA’nın yardı-
mıyla hedef DNA’nın kesilmesini sağlar.13

Tip II CRISPR-Cas sisteminin memelilerde
kullanıma uyarlanabilmesi için crRNA ve
tracrRNA ile birlikte kombine edilerek sentetik tek
bir kılavuz kimerik RNA (gRNA) oluşturulur. Bu
şekilde efektif olarak tek bir transkript şeklinde
transkribe edilmesi sağlanır.14

Birçok Cas proteini arasında endonükleaz ak-
tiviteye sahip olması açısından Cas9’un ayrı bir
önemi bulunmaktadır (Şekil 3). Streptococcus pyo-
genes’den elde edilen Cas9 proteininin (SpCas9)
moleküler ağırlığı yaklaşık 150 kDa’ dur ve 2 ana
bölgeden oluşmaktadır; REC ilmek ve NUC ilmek.
REC ilmek, DNA-RNA helikslerinin tanınması
için, NUC ilmek ise hedef DNA’nın kesilmesi için
gereklidir. NUC ilmek, iki bağımsız endonükleaz
bölgesine sahiptir; HNH domain ve RuvC do-
main.14 Her bir domain hedef genomik bölgede

DNA’nın bir ipliğini keser. HNH bölgesi kompla-
menter olunan DNA ipliğini keserken, RuvC böl-
gesi ise komplamenter olmayan karşı zinciri keser.
Ancak gRNA’ya bağlanmamış olan Cas9 proteini-
nin endonükleaz aktivitesi yoktur. Cas9 proteini-
nin kesim bölgelerine ilave olarak, NUC ilmeğinin
C terminal bölgesinde bir de PAM (Protospacer
Adjacent Motif) tanıma bölgesi bulunmaktadır. Bu
bölgede bulunan iki korunmuş arjinin rezidü
(R1333 ve R1335), GG nükleotidlerinin tanınma-
sında önemli rol oynamaktadır.15

TTiipp  IIIIII  CCRRIISSPPRR--CCaass  ssiisstteemmii:: Cas10 proteininin
işlev gördüğü bilinmekle birlikte fonksiyonu tam
olarak belirlenememiştir. Kaskada benzer şekilde
Csm/Cmr komplekslerinin oluşumu ile karakteri-
zedir.16 Tip I ve Tip II sistemleri DNA’yı hedef alır-
ken, Tip III CRISPR/Cas sistemi DNA ile birlikte
RNA’yı da hedef alabilmektedir. Tip II sistem sa-
dece bakterilerde bulunurken, Tip I ve III sistem-
leri hem bakterilerde hem arkelerde bulunmak
tadır.10

CRISPR-Cas sisteminde bağışıklık yanıtının
oluşması üç aşamada gerçekleşmektedir;1

AAddaappttaassyyoonn::  Yeni bir aralayıcı DNA bölgesi-
nin CRISPR sistemi içerisine alınmasıdır. CRISPR
adaptasyonu, ekspresyon ve interferans aşamala-
rından önce genetik hafızanın oluşturulması için
gereklidir. 

Adaptasyon süreci temel olarak; i.) öncül ara-
layıcı bölgesinin seçilerek aralayıcı materyalin
oluşturulması, ii.) Aralayıcı bölgenin CRISPR sis-
temine birleştirilmesi ve sentezi aşamalarından
oluşmaktadır.18 Cas1 ve Cas2 proteinleri aralayıcı
bölge kazanımı için gerekli anahtar faktörlerdir.
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ŞEKİL 3: Cas9 endonükleaz enziminin DNA çift zincir kesimini başlatması için model.24 A) Serbest Cas9 enzimi, B) gRNA ile yüklenmiş Cas9 enzimi, C)
Cas9/gRNA kompleksinin hedef DNA dizisine bağlanması, RuvC ve HNH domainleri ile DNA çift ipliğini kesmesi.



Her ikisi de nükleaz olan bu proteinlerden Cas1’in
aktif bölgesindeki bir mutasyonun aralayıcı bölge
kazanımını bozduğu gösterilmiştir.19 Escherichia
coli’de Cas1 ve Cas2 dimerleri birbirine bağlanarak
bir kompleks oluşturur. Aralayıcı bölgenin trans-
portu ve integrasyonu için bu kompleksin oluşumu
gereklidir. Aralayıcı bölge kazanımı için gerekli
diğer faktörler Cas9, Csn2, tracrRNA (Tip IIA) ve
Cas4 (Tip IIB) olarak sıralanabilir.2

Aralayıcı bölgenin seçiminde hedef nükleik
asit üzerinde bulunan belli diziler rehberlik et-
mektedir. Hedef dizilerin analizi ile hedef bölge-
nin komşusu olan kısa bir motifin kendinden olanı
ve olmayanı ayırt etmek için kritik olduğu belir-
lenmiş ve bu dizi PAM olarak isimlendirilmiştir.20

PAM dizisi hem interferans, hem de adaptasyon
aşaması için gereklidir.1

EEkksspprreessyyoonn::  CRISPR bölgesinden RNA sentezi
ile pre-crRNA oluşturulması ve Cas genlerinin
ifade edilmesi ile birlikte pre-crRNA’dan olgun
crRNA oluşturulmasını kapsamaktadır. 

CRISPR-Cas lokusunun transkripsiyonu ile
oluşturulan RRNNAA--pprrootteeiinn  rreehhbbeerr  kkoommpplleekkssii sonraki
aşamalarda birçok organizmada benzer yolları izlese
de spesifik farklılıklar bulunabilmektedir. Bütün sis-
temlerde öncelikle CRISPR lokusu transkribe edilir,
RNA Cas-ribonükleazlarla işlenerek CRISPR-ribo-
nükleoprotein (crRNP) kompleksi oluşturulur.
CRISPR transkripsiyonu Escherichia coli, Pyrococ-
cus furiosus ve Sulfolobus sp. gibi bazı türlerde lider
dizi bölgesinden başlar.21 Lider dizi, promotör bile-
şenlerini ve aralayıcı kazanımı için düzenleyici pro-
teinlerin bağlanma bölgelerini içerir. Oluşturulan ilk
primer transkript (pre-crRNA) uzundur ve içerdiği
palindromik tekrarlara bağlı olarak çok sayıda ikin-
cil saç tokası yapısı oluşturabilir.1

İİnntteerrffeerraannss::  Hedef dizinin parçalanarak yok
edilmesi olarak tanımlayabileceğimiz interferans
aşamasının temeli; crRNA’nın Cas proteinlerine
bağlanarak protoaralığa (protospacer) eş bölgede lo-
kalize olması ve hedef dizinin degradasyonunu te-
tiklemesidir. Degradasyon, spesifik Cas nükleazlar
tarafından yapılmaktadır.7

Tip I ve II CRISPR sistemlerinde interferans
için PAM dizisinin bulunması ve eksiksiz protoara-

lık-crRNA eşleşmesi gerekmektedir.22 PAM dizisi-
nin bulunması, sistemi kendi CRISPR bölgesine sal-
dırmaktan korur. Kritik öneminden dolayı proto-
aralık - crRNA komplamenter bölgesine ççeekkiirrddeekk
bbööllggee (seed region) adı verilmektedir.22 Çekirdek
bölgenin dışında bulunan birkaç eşleşmemiş baz to-
lere edilebilmekte ve interferansı etkilememekte-
dir.23

CRISPR teknolojisinin kullanıldığı in vitro ça-
lışmalarda genomda belli bir bölgeden DNA’nın
kesilmesini sağlamak için Cas9 enzimini yönlendi-
recek kılavuz RNA’ları içeren yapıların oluşturul-
ması gerekir. Bunun için crRNA ve tracrRNA
birleştirilerek tek bir kılavuz RNA (gRNA) oluştu-
rulur.14 Cas9/gRNA kompleksinin hücreye trans-
feksiyonu sonrasında hedeflenen genomik bölgede
DNA ipliklerinin kesilmesi sağlanır (Şekil 3).

CRISPR-Cas9 SİSTEMİ İLE
GENOM DÜZENLENMESİ

DNA KIRIKLARININ TAMİR MEKANİZMALARI

CRISPR-Cas9 teknolojisi kullanılarak genom dü-
zenlenmesi için, öncelikle RNA molekülünün kı-
lavuzluk ettiği endonükleaz enzim (Cas9) ile
DNA’nın belirli bir bölgeden çift zincir ya da tek
zincir kırığı şeklinde kesilmesi gerekmektedir. Bu
bakımdan CRISPR-Cas9 sisteminin prensibini an-
layabilmek için öncelikle ökaryot genomunda
DNA kırıklarının nasıl tamir edildiğini anlamak
önemlidir. DNA hasarlarının en zarar verici for-
munu çift zincir kırıkları (Double Strand Break,
DSB) oluşturmaktadır. Genomun bütünlüğünün
korunması açısından bu kırıkların tamir edilmesi
oldukça önemlidir. Ökaryot hücrelerde DNA çift
zincir kırıklarının tamirinde iki mekanizma kulla-
nılmaktadır;25-27

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

2) Homolog olmayan uç birleştirme (NHEJ:
non-homologous end-joining)

HR, mitotik hücrelerin bölünmesi sırasında
kendiliğinden oluşan DNA hasarlarının tamirinde
gereklidir. Bunun için kırık kromozomun ucunun
bozulmamış kromozoma invazyonu gerekmekte-
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dir. HR birkaç mekanizma ile yapılabilmektedir.28

Basit bir gen dönüştürme (conversion) durumunda
hasarlı bölgenin tamiri için sağlam DNA ipliğinden
küçük bir miktar hasarlı bölge kopyalanarak yama
yapılır. Hataya açık olmasına rağmen, gen dönüş-
türme ile HR tamiri, çift zincir kırıklarının tami-
rinde en sık kullanılan yoldur. Alternatif olarak HR
sırasında Holiday Kavşağı adı verilen yapılar oluş-
turularak krossing over ile sonuçlanan DNA tamiri
yapılabilmektedir. Ancak krossing over kardeş kro-
matidler arasında oluştuğu zaman (sister cromatid
exchange) genetik olarak sessiz kalır. Homolog kro-
mozomlar arasındaki krossing over ise heterozigot-
luk kaybı (Loss of heterozygosity, LOH) ile
sonuçlanabilmekte ve resesif bir alelin kaybı ile za-
rarlı etkileri ortaya çıkabilmektedir. Çift zincir kı-
rıklarının hangi mekanizma ile tamir edileceği
hücrenin içinde bulunduğu evreye ve çevresel fak-
törlere bağlı olarak değişebilmektedir. Hücre dön-
güsünün G0/G1 evresinde HR faktörleri henüz ifade
edilmediğinden ve kardeş kromatidler oluşmadığın-
dan HR aktive edilmez.28

NHEJ ilk olarak linear plazmit DNA’sının ho-
moloji göstermediği halde açık uçlarının birleşerek
sirküler hale getirilmesi sırasında yapılan çalışma-

larda DNA tamir sistemi olarak tanımlanmıştır.29

Sonraki çalışmalarda NHEJ’nin bağışıklık sisteminde
antijen reseptörlerinin yeniden düzenlemesi sıra-
sında gen segmentlerinin birleştirilmesinde kulla-
nıldığı belirlenmiştir.30

Cas9 enzimi ile indüklenen çift zincir kırıkları
HR ya da NHEJ ile tamir edilebilmektedir (Şekil
4).31 NHEJ ile tamir hataya meyilli olduğundan çer-
çeve kayması mutasyonları (Frameshift mutations)
ve IInnDDeell  mutasyon adı verilen insersiyon/delesyon
mutasyonlarına neden olur. Bu mutasyonların ka-
zanılması ile gen ürünü bozulduğundan, NHEJ gen
çıkarma (kknnoocckk--oouutt,,  KKOO)) uygulamaları için ol-
dukça uygundur. CRISPR/Cas9 teknolojisinin kul-
lanıldığı uygulamalarda Cas9 ve gRNA’nın
transfeksiyonu sırasında hedef DNA dizisiyle ho-
moloji gösteren bir verici (donör) DNA dizisinin de
hücreye verilmesiyle HR yoluyla genom içine bu
DNA dizisinin eklenmesi (kknnoocckk--iinn) sağlanabil-
mektedir. Farklı çalışma grupları tarafından yapılan
uygulamalarda homolog rekombinasyon yoluyla
insersiyon, delesyon ya da dizi değişikliği yapabil-
mek mümkün olmuştur.32, 33

Çentikleme (nicking) adı verilen bir yöntem
ile spesifik olarak HR’un uyarılması sağlanabil-
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ŞEKİL 4: Cas9/gRNA genom düzenleme sisteminin şematik olarak gösterimi. gRNA dizisinin baz eşleşmesi yoluyla DNA’ya bağlanması ile Cas9 nükleaz en-
zimi genomdaki hedefine ulaşmış olur. Cas9 enziminin kesim bölgesini tanıması ve nükleaz aktivitesini göstermesi için gRNA bağlanma bölgesinin aşağı akış
bölgesinde PAM motifinin bulunması gerekmektedir. Cas9/gRNA kompleksinin hedef DNA zincirinin her iki ipliğini de kesmesi ile endojen DNA tamiri başlatıl-
mış olur. Hedef genin çıkarılması amaçlı deneylerde çift zincir kırığının hataya meyilli olan homolog olmayan uçların birleştirilmesi-NHEJ yoluyla tamir edilmesi
sağlanır. Bu sırada meydana gelen InDel mutasyonlar gen ürünlerinin kaybolmasına neden olur. Cas9/gRNA kompleksi ile birlikte dışarıdan bir verici (donör) DNA
dizisi verildiğinde, verici dizinin homolog rekombinasyon yoluyla genoma entegre olması sağlanmış olur.31 



mektedir. Bu yöntemde genomda çift zincir kırığı
oluşturmak yerine DNA’nın tek ipliğinde bir çen-
tik (nick) oluşturulur.34 Oluşan bu çentik bölgesi
NHEJ nin substratı değildir. Meganükleazlar,
Çinko parmak nükleaz (Zinc-finger nuclease: ZFN)
ve Cas9 nükleaz enzimlerinin katalitik bölgeleri
mutasyona uğratılarak çentikleyici enzim nikaz
(nickase) şekline dönüştürülebilmektedir. Cas9 en-
zimi iki farklı nükleaz domain içermektedir. Bu do-
mainlerin birinde mutasyon yapıldığında, katalitik
bölge nikaz olarak etki etmektedir.14 Ancak çentik
bölgeleri kolaylıkla kapatılabildiği için, HR’u in-
düklemede çift zincir kırıkları kadar etkili olma-
maktadır.35 Cas9’un spesifik olmayan etkilerini
azaltmak amacıyla karşıt zincirlerde meydana geti-
rilen 2 çentik bölgesi ile çift zincir kırığı oluşturul-
muştur.36 Cas9 nikaz yöntemi ile iki kılavuz
RNA’nın oldukça yakın bağlanması gerektiğinden
istenmeyen hedef dışı etkilerin azaltılarak özgün-
lüğün artması sağlamıştır. 

CRISPR/Cas9 aracılığıyla genom düzenleme
sisteminin 3 temel bileşeni bulunmaktadır;

1) Nükleer lokalizasyon sinyali içeren Cas9
proteini,

2) gRNA molekülü (yaklaşık 20 nükleotidden
oluşan 5’ ucu hedef genomik bölgedeki dizi ile eş-
leşir, 3’ ucu içerdiği sap ilmek (stem loop) ile
Cas9’un bağlanması için iskele görevi yapar)

3) Hedef genomik dizinin aşağı akış yönünde
PAM dizisi olarak isimlendirilen DNA motifidir.

gRNA’nın kılavuzluk ettiği Cas9, PAM dizisi-
nin yaklaşık 3 nt yukarısından DNA’yı keserek çift
zincir kırığı oluşturur. Cas9 ile indüklenen DNA
kırığı sonucunda DNA tamir mekanizmaları aktive
edilir. CRISPR teknolojisi ile genom düzenleme ça-
lışmalarında ana kısıtlayıcı faktör hedef dizinin ya-
nında bir PAM motifine ihtiyaç duyulmasıdır.
gRNA ya da PAM dizisinin yokluğunda Cas9 hedef
diziye bağlanamaz ve kesemez. 

Farklı bakteri türlerinden farklı PAM dizile-
rini tanıyabilen Cas9 enzimleri izole edilerek farklı
motifleri tanıyabilen enzimler geliştirilmeye çalı-
şılmıştır (Tablo 1). S. pyogenes Cas9 mutantları ile
alternatif PAM motifleri yaratılarak farklı kesim
bölgeleri (NGA motifi) oluşturulabilmiştir.37

KILAVUZ RNA’LAR 

Streptococcus pyogenes’in Cas9 proteini iki tip kı-
lavuz RNA ile fonksiyon görebilmektedir; 

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

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

Jinek ve ark. crRNA ve tracrRNA’nın tek bir
RNA molekülü şeklinde eksprese edilerek memeli-
lerde gen düzenlenmesinde kullanılabileceğini gös-
termişlerdir.14 Bu kimerik RNA molekülü crRNA
ve tracrRNA’nın bir ilmek ile birleştirilerek kom-
bine edilmesi ile oluşturulmuş, ssggRRNNAA veya ggRRNNAA
(single guide RNA) olarak isimlendirilmiştir.
crRNA ve tracrRNA’ı ayrı ayrı eksprese etmek ye-
rine, tek bir kılavuz RNA’nın klonlanması ve eks-
presyonu daha kolay olduğundan, literatürde
kimerik RNA’ların kullanıldığı çalışmalar daha faz-
ladır. gRNA, Cas9 enzimini spesifik bir genomik
bölgeye yönlendirmek için gerekli 20 nt den oluşan
bir hedef dizi ve Cas9’un bağlanabilmesi için ge-
rekli iskele dizisini (scaffolding sequence) içer-
mektedir.14

CRISPR-Cas9 sisteminde kullanmak üzere
gRNA tasarlamak için öncelikle hedef genomik
bölge ya da genin belirlenmesi, kullanılacak olan
Cas9 protein varyantının tanıdığı PAM dizilerinin
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Tür/Cas9 varyantı PAM dizisi

Streptococcus pyogenes (SP); SpCas9 NGG

SpCas9 D1135E NGG 

SpCas9 VRER NGCG

SpCas9 EQR NGAG

SpCas9 VQR NGAN veya NGNG

Staphylococcus aureus (SA); SaCas9 NNGRRT veya 

NNGRR(N)

Neisseria meningitidis (NM) NNNNGATT

Streptococcus thermophilus (ST) NNAGAAW

Treponema denticola (TD) NAAAAC

Cpf1 (from various species) TTN

TABLO 1: Farklı türlerden elde edilmiş olan Cas9
varyantları ve tanıdıkları PAM dizileri (www.addgene.org)



tanımlanması, gRNA’nın in vitro ya da in vivo eks-
presyonu için kullanılacak olan promotör ve klon-
lama stratejisinin belirlenmesi gerekmektedir.25

gRNA dizaynı, hangi uygulamada ne amaçla
kullanılacağı düşünülerek yapılmalıdır [(NHEJ ile
gen çıkarılması, gen eklenmesi, CRISPR aktivas-
yonu (CRISPRa), CRISPR interference (CRISPRi)].
CRISPRa ya da CRISPRi gibi uygulamalarda,
gRNA’nın uygun pozisyonu hedef genin transkrip-
siyon ya da translasyon başlangıç bölgesine göre,
amaçlanan genetik değişikliğe bağlı olarak farklı ol-
maktadır. Bazı yaklaşımlarda tek bir hedef için bir-
den fazla gRNA gerekebilir. Örneğin; Cas9
proteinin nikaz versiyonu için bir çift gRNA,
CRISPR aktivasyonu için transkripsiyon başlangıç
bölgesinin yukarısında iki ya da daha fazla gRNA
dizayn edilmelidir.38

CRISPR temelli uygulamalar için araştırmacı-
lar minimal hedef dışı etki ve en yüksek etkinlik
gibi özellikleri önceden belirleyebilmek için bazı
kurallar ve algoritmalar geliştirmişlerdir. gRNA ta-
sarımı için geliştirilmiş çok sayıda web uygulaması
bulunmaktadır. Araştırmacıların en uygun uygula-
mayı kullanması için AddGene (www.addgene.org)
bütün uygulamaların listesini yayınlamaktadır. Ay-
rıca Google docsbased ‘navigator’ ile kullanıcıların
gRNA dizaynındaki öncelikleri ve mevcut software
programları eşleştirilerek taranmaktadır (http://tin-
yurl.com/matchcrispr). Akademik laboratuvarlar
tarafından geliştirilen bir uygulama ise çok sayıda
farklı türde gRNA tasarımı yapılabilmesini destek-

lemektedir; E-CRISP, CHOP-CHOP, CRISPR Di-
rect ve CRISPR-ERA.39-42 Bu uygulamaların ço-
ğunda gRNA’ların diziye özgül potansiyel hedef
dışı etkileri ve gRNA’ya bitişik uygun bir PAM di-
zisinin olup olmadığı taranmaktadır. 

Web tabanlı uygulamalar kullanılarak gRNA
tasarımı yapılabilmekle birlikte, birçok durumda
uygun gRNA pozisyonunun seçimi genin özellik-
lerine göre değişmektedir;43 CRISPRa için trans-
kripsiyon başlangıç bölgesinde 50-500 bp içinde,
CRISPRi için transkripsiyon başlangıç bölgesinin
yanında, NHEJ ile gen çıkartılması için en sık kod-
lanan ekzonda veya farklı amaçlar için özgül bir
ekzon, intron ya da protein domain olabilir. İnsan
genomu ile ilgili olarak NCBI, Ensembl ve UCSC
gibi genom bilgi bankalarında genler hakkında
yüksek kalitede veriler bulunmakta ve bu veriler
sürekli güncellenmektedir. 

CRISPR-Cas9 SİSTEMİNİN
TRANSFEKSİYON VE TAŞINMA
STRATEJİLERİ

Genom düzenleme amacıyla kullanılacak olan de-
neysel yaklaşımlarda CRISPR-Cas9 sisteminin bi-
leşenleri etkin bir şekilde hücreye verilmelidir. Bu
amaçla sistemin işleyişini sağlayacak olan genetik
kod birkaç farklı türdeki vektörle kodlanabilir
(Tablo 2). Vektörleri CRISPR-Cas dizisinin kod-
landığı nükleik asit iskelet yapısını temel alarak,
vviirraall ve ppllaazzmmiitt vektörler olarak iki temel grupta
incelemek mümkündür.24
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LV AV AAV Plazmit taşıyan Elektroporasyon Hidrodinamik Mikro injeksiyon

sistemler injeksiyon

Elde ediliş zorluğu ** ** *** * ud ud ud

Taşınabilen gen boyutu < 7 kb ~ 4.5 kb 5-37 kb > 37 kb geniş geniş geniş 

geniş aralıkta aralıkta aralıkta aralıkta

Genoma entegre olma + - -/+a - - - -

Mutajenite riski + - -/+a - - - -

İmmünojenite riski + + + - - - -

In vivo uygulama + + + + (sınırlı) + +

Yüzey ve boyut özellikleri tasarımı - - - + ud ud ud

TABLO 2: CRISPR-Cas9 sisteminin uygulanmasında kullanılan transfeksiyon yöntemlerinin karşılaştırılması.44,59,62,63

a AAV’lerin çok düşük bir yüzdeyle genoma entegre olabildiği bilinmektedir. ud-uygulanabilir değil.



Viral vektörler tamamen biyolojik temele da-
yandıkları için hem sistemin işleyişini sağlayan ge-
netik kodları içermekte, hem de bu kodun etkin bir
şekilde hücrelere girebilmesini sağlamaktadır.
Temel olarak üç tip viral vektör genom düzenleme
çalışmalarında yaygın olarak kullanılmaktadır;44

Lentiviral vektörler (LV), adenoviral vektörler
(AV) ve adeno ilişkili viral vektörler (AAV). LV
vektörler nispeten büyük dizilerin taşınmasını sağ-
lamaktadırlar. Bu bakımdan CRISPR-Cas9 gibi
büyük gen dizisine sahip olan sistemlerin taşınması
için uygundurlar. Ayrıca, taşınan CRISPR-Cas9
genlerinin hücrenin genomuna yerleşmesini sağla-
yarak uzun süreli stabil transfeksiyon oluşturur-
lar.45,46 Ancak, lentiviral vektörler öngörülemeyen
ve özgül olmayan insersiyonlara sebep olabilmek-
tedir. Böyle bir insersiyonun meydana gelmesi ha-
linde uzun süreli ekspresyon istenmeyen bir
durumdur. Bunun yerine entegraz-defektli lentivi-
ral vektörler (IDLV) geliştirilerek denenmiş ve
genom düzenleme çalışmalarında kullanılmıştır.44,47

Bu vektörler genoma entegre olmadan transdüksi-
yon sağladıkları için, hızlı çoğalan hücrelere ka-
zandırdıkları geçici Cas9 ekspresyonu sayesinde
güvenlik açısından avantajlı olarak tanımlanmak-
tadır. Ancak yavaş çoğalan hücrelerde Cas9 eks-
presyonu kalıcı olabilir ve bu da hedef dışı kesimin
daha yüksek olması gibi dezavantajlar ortaya çıka-
rabilir.48 Adenovirüsler ve adeno ilişkili virüsler ge-
noma entegre olmadan CRISPR-Cas9 genlerini
taşıyabildiği için daha avantajlı olarak görülmekte-
dir.49-51 AAV vektörlerle oldukça yaygın bir şekilde
in vivo genom düzenleme çalışmaları yapılmış ol-
masına karşın bu vektöre klonlanan genin büyük-
lüğü sınırlıdır. Bu nedenle, CRISPR-Cas9 gibi
büyük gen dizisine sahip olan sistemlerin AAV ile
taşınması zorlaşmakta ve genellikle ayrı ayrı gRNA
ve Cas9 klonlanmış iki adet AAV’ün birlikte kulla-
nılmasını gerektirmektedir.48,52 Çoğunlukla bir viral
vektör tek başına gen taşınmasında kullanılabildiği
için bunlar doğrudan uygulama yapmak üzere ta-
sarlanırlar. Transfeksiyon etkinliği yüksek olan ve
birçok hücreyi transfekte edebilme kapasitesi olan
bu vektörler klinik öncesi deneysel çalışmalarda
tercih edilmektedir. Fakat virülans kazanarak has-
talık etmenine dönüşme ihtimallerinin olması ve

immün reaksiyonlara sebep olabilmeleri bakımın-
dan viral vektörlerin klinik uygulanabilirlikleri
hala tartışma konusudur.44,49,53,54 Bu bakımdan plaz-
mit vektörler daha güvenilir görünmektedir. 

Plazmit vektörlerle genom düzenleme gerçek-
leştirmek üzere ilk çalışmalarda ayrı ayrı Cas9 pro-
teinini, crRNA ve tracrRNA kodlayan plazmitler
aynı anda kullanılmıştır.55 Buna verici DNA da ek-
lendiğinde toplam dört adet plazmitin uygulanması
gerekmektedir. Bunun yanında crRNA ve tracrR-
NA’nın füzyon transkripti olan gRNA’yı kodlayan
plazmitler de geliştirilmiş ve Cas9 bağlanması ve
DNA hedef bölgesini tanıma etkinliği gösterilmiş-
tir.14 Hem Cas9 hem de gRNA yı bir arada kodlayan
plazmitlerin de kullanılmaya başlanmasıyla genom
düzenleme çalışmaları daha da kolaylaşmıştır.33,51

Viral vektörlere nazaran daha güvenilir olmalarına
ve gittikçe geliştirilen yapısal tasarımlara rağmen
plazmitlerin de bazı dezavantajları vardır. Plazmit
vektörler fosfat iskeletinden kaynak lanan negatif
elektriksel yüke sahiptir. Diğer yandan, hücre
membranlarının ana bileşeni olan fosfolipitler de
yine negatif yüke sahiptir. Bu nedenle plazmitlerle
hücre membranı elektrostatik olarak birbirini it-
mekte ve böylece plazmitin hücre içerisine girişi
zorlaşmaktadır. Bunun yanında plazmitler nükle-
azlar tarafından kolayca yıkıma uğramaktadır.56

Dolayısıyla özellikle in vivo uygulanacakları zaman
vücutta stabil bir şekilde taşınmalarını salayacak ve
hedef hücrelere etkin bir şekilde ulaşıp internalize
olabilecek ikincil bir taşıyıcı sisteme gereksinim
duyarlar. Günümüzde nanoteknoloji ve nanofar-
masötik bilimindeki ilerlemeler sayesinde, diğer
genetik materyaller de dahil olmak üzere CRISPR-
Cas sisteminin farklı nanotaşıyıcılarla hücrelere ve-
rilebilmesi mümkündür. Bu taşıyıcı sistemler
yapısal olarak nükleik asitlerden ve Cas9’dan ayrı
olarak tasarlanır ve sonradan bunlarla birleştirile-
rek kompleksler elde edilir. Bu şekilde elde edilmiş
[nükleik asit: taşıyıcı sistem] komplekslerine vviirraall
oollmmaayyaann  vveekkttöörrlleerr (non-viral vektörler) denir. Po-
tansiyel olarak CRISPR-Cas9 sisteminin taşınma-
sında kullanılabilecek taşıyıcı sistemler arasında
katyonik lipitlerin kullanımına dayalı lipozomlar
ve katı lipit nanopartiküller; katyonik polimerler
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(poli etilenimin, poli(L-lizin), Poli[2-(dimetila-
mino) etil metakrilat); dendrimerler; doğal katyo-
nik polimer olan kitozan sayılabilir.57 Miller ve ark.
dipolar (zvitteriyonik) aminolipidler sentezleyerek
nanopartikül hazırlanmasında kullanmışlardır.58

Elde ettikleri nanopartikülleri CRISPR-Cas9 sistem
elementlerinden Cas9 mRNA ve sgRNA taşınma-
sında denemişler ve lusiferaz geni çıkartılmış hüc-
relerde ve in vivo farelerde deneyerek sentezlenen
bu lipitlerin genom düzenleme çalışmalarında uy-
gulanabilirliğini kanıtlamışlardır. Sonuç olarak
araştırmacılar geliştirdikleri sistemi yüksek verimli
ilk non-viral CRISPR taşıyıcı sistem olarak tanım-
lamışlardır. Bunlarla birlikte ticari olarak bulunan
transfeksiyon kitleri de değişen oranlardaki verim-
lilikle CRISPR-Cas9 sisteminin taşınmasında kul-
lanılmıştır.59 Non-viral gen aktarımı yöntemleri
arasında, fiziksel yöntemler olarak bilinen yön-
temler de CRISPR-Cas9 sisteminin hücrelere akta-
rılmasında kullanılabilir. Bunlar arasında
elektroporasyon, mikroinjeksiyon ve hidrodinamik
injeksiyon bulunmaktadır.51,60,61

Genel olarak viral ve viral olmayan vektörler
karşılaştırılacak olursa Tablo 2’deki gibi bir durum
ortaya çıkmaktadır.44,59,62,63 Buna göre viral vektör-
ler yüksek verimle CRISPR-Cas9 sisteminin taşın-
masında kullanılma potansiyeline sahiptir. Ancak
bunun yanında mutajenite ve immunojenite riski
taşımalarından dolayı viral olmayan transfeksiyon
ve gen taşıma yöntemlerinin önemi ortaya çık-
maktadır. Gelecekteki çalışmalarda kolay hazırla-
nabilen, özellikleri amaca göre uyarlanabilen,
güvenli, etkin ve ucuz non-viral gen taşıyıcı sis-
temlerin geliştirilmesi in vivo genom düzenleme
çalışmaları için bir kazanım olacaktır.

CRISPR-Cas9 ÖZGÜNLÜĞÜ VE HEDEF
DIŞI ETKİLERİN AZALTILMASI

CRISPR-Cas9 çalışmalarında genomik bölge lokas-
yonunun doğru belirlenmesi ve Cas9/gRNA komp-
leksinin genomdaki diğer bölgelerle reaksiyona gir-
memesi çok önemlidir. gRNA’ların genomda hedef
dışı bölgelere bağlanması istenmeyen sonuçların
oluşmasına neden olabilir.64 Genomda homolog bir
dizinin bulunması, nükleaz ekspresyonun fazla ol-

ması, nükleaza uzun süre maruz kalma gibi faktör-
ler hedef dışı etkilerin artmasına neden olmakta-
dır. Hedef dışı etkilerin azaltılması amacıyla son
zamanlarda S. pyogenes’ten izole edilen Cas9 mo-
difiye edilerek kullanılmaktadır.65 Modifikasyonlar
ile Cas9 nükleazın gRNA ve hedef DNA arasındaki
yapısal belirleyiciler temel alınarak yüksek doğru-
lukta kesim yapılması sağlanmaktadır. 

Cas9 nükleaz aktivitesi, hedef DNA ve gRNA
dizileri arasında kusurlu tamamlayıcılık ile hedef
bölgede kısıtlanmaktadır. Bu bölgeler, hedef DNA
ve gRNA arasında eşlenmemiş bazlar, insersiyon
veya delesyonlar içeren kusurlu eşlenmiş bölgeler-
dir.66 Eşlenmemiş bölgelerin toleransı diziye bağlı-
dır ve 20 nükleotid dizi boyunca pozisyon, sayı ve
dağılımdan etkilenmektedir. gRNA hedef bölgesi-
nin 5’ ucunda bulunan tek eşlenmemiş baz genel-
likle iyi tolere edilirken, PAM dizisinin proksimal
ucundaki eşlenmemiş baz daha az tolere edilmek-
tedir. 

Hedef dışı etkilerin tahmin edilerek önlenmesi
için gRNA tasarımı yapılırken bilgisayar program-
ları kullanılmakta ve özgüllüğün arttırılması sağ-
lanmaktadır. Bilgisayar tahmini ile gösterilen
birçok hedef dışı noktası deneysel olarak da doğru-
lanmıştır. Ancak bütün hedef dışı bölgelerin bu
yaklaşımla belirlenmesi de mümkün değildir.
Hedef dışı bölgelerin değerlendirilmesi genellikle
eşlenmemiş baz bölgeleri temel alınarak yapılmak-
tadır. Ancak bazı hedef dışı bölgeler eşlenmemiş
bazlara değil gRNA ve hedef DNA arasında bulu-
nan gap bölgelerine bağlı olarak ortaya çıkmakta-
dır. COSMID tool ve Dharmacon CRISPR
specificity tool, hedef dışı bölgelerin tahmin edil-
mesi için en sık kullanılan web tabanlı program-
lardır.67

Hedef dışı etkilerin azaltılması için kullanılan
potansiyel uygulamalardan birisi gRNA ve Cas9
konsantrasyonlarının azaltılmasıdır. Ancak bu uy-
gulama hakkında çelişkili sonuçlar bildirilmekte-
dir. Bazı gruplar gRNA konsantrasyonunun azaltıl-
ması ile hedef dışı etkilerin büyük ölçüde azaldı-
ğını bildirirken, farklı bir grubun çalışmasında bu
doğrulanmamıştır.68,69 3’ uçları kısaltılarak modi-
fiye edilmiş gRNA’lar (tracrRNA dizisinin olduğu
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bölge) ya da 5’ ucuna ekstra iki guanin ilave edil-
mesi gibi modifikasyonların hedef/hedef dışı ora-
nını arttırdığı bildirilmekle birlikte genom
düzenleme etkinliği düşük bulunmuştur.38

Hedef dışı etiklerin azaltılması ve özgünlüğün
arttırılmasını sağlayan yaklaşımlardan birisi çift
nikaz enzimi kullanılacak şekilde iki komşu
gRNA’nın tasarlanmasıdır.36,38 Nikaz enzimleri, ara-
larında 4-100 baz olacak şekilde DNA’nın zıt zin-
cirlerine hedeflendirilmeli ve her iki zincirin de
kesilmesi sağlanmalıdır. 

CRISPR/Cas9 UYGULAMALARI

CRISPR/Cas9 uygulamaları için farklı gRNA’lar
(kimyasal olarak sentezlenmiş, in vitro transkribe
veya eksprese edilmiş) ve Cas9 formları (protein,
mRNAi eksprese edilmiş) kullanılabildiğinden bu
sistem birçok genetik mühendisliği çalışması için
uygundur. Kimyasal sentez yöntemi kullanılarak
hızlı ve kolay bir şekilde elde edilen crRNA ve
tracrRNA’lar hücrelere direkt olarak transfer edi-
lebilmektedir. CRISPR/Cas9 gen düzenleme sistemi
olarak keşfedildikten kısa bir süre sonra vektör
bazlı gRNA havuzları oluşturularak genom düze-
yinde fonksiyon kaybı taramalarında kullanıl-
mıştır.45

CRISPR/Cas9 teknolojisi ilk bakışta gen çı-
karılması/gen eklenmesi gibi düzenlemelere
odaklanmış olarak görülmekle birlikte aslında kro
mozom yeniden düzenlenmeleri (EML4-ALK in-
versiyonu, BCR-ABL translokasyonu), transkrip-
siyonun aktivasyonu/baskılanması ve epigenetik
düzenleme gibi amaçlarla da kullanılabilmekte-
dir.70 Cas9 sisteminin terapötik olarak kullanıla-
bilmesi potansiyeli de bulunmaktadır. Antimik-
robiyal ajan olarak geliştirilen Cas9, bakterilerde
antibiyotik dirençli ya da yüksek suşların viru-
lansını hedeflemede kullanılmaktadır.71 Gen te-
davisi uygulamalarında ise kistik fibrozlu bir
hastanın kültüre edilen hücrelerinde CFTR geni-
nin tamir edilebildiği gösterilmiştir.72 Fare germ-
line hücrelerinde dominant katarakt ve
Duchenne kas distrofisinin tedavi edilmesi için
DNA dizi değişikliği yapılmıştır.73,74 CRISPR/Cas9
sisteminin maymunlardaki ilk uygulamasında,

Cas9 mRNA ve sgRNA’lar kullanılarak tek hüc-
reli aşamada olan embriyolarda gen tedavisi ya-
pılmıştır.75 Bu çalışmada tek uygulamada 2 gen
(Ppar-g ve Rag1) hedeflenmiş, hedef dışı mutas-
yon belirlenmemiştir. 

CRISPR/Cas9 sisteminin yoğun olarak kulla-
nıldığı uygulamalardan birisi de gen ifadesinin
düzenlenmesidir. Cas9 proteininin her iki nük-
leaz domaininde meydana getirilen mutasyonlar
ile nükleaz aktivitesi tamamen inhibe edilebil-
mektedir. Bu şekilde mutant dCas9 ile oluşturu-
lan Cas9/gRNA kompleksi genomda hedeflenen
bölgeye bağlanmakta, ancak endonükleaz aktivi-
tesini gösterememektedir. Bu özellik hedef gen
bölgesinde RNA polimerazın bağlanmasını veya
uzamanın engellenmesi ile gen susturmada
(knock-down) kullanılmaktadır.9 dCas9 ile bir-
likte transkripsiyonal bir aktivatör domain veya
repressör’ün genomda belirli bir bölgeye taşın-
ması yoluyla gen ifadesinin arttırılması veya bas-
kılanması sağlanabilmektedir.70

KANSERDE CRISPR UYGULAMALARI

Kanser genetik ve epigenetik değişikliklerin neden
olduğu transformasyon, tümör büyümesi, invazyon
ve metastaz gibi hücresel olaylar ile karakterize
kompleks bir hastalıktır. Farklı kanser tiplerinde
nokta mutasyonları, kopya sayısı değişiklikleri,
kromozomal yeniden düzenlemeler gibi çok sayıda
genomik değişiklik belirlenmiştir. DNA metilas-
yonu ve histon modifikasyonları gibi değişiklikler,
kanseri daha karmaşık bir hastalık haline getir-
mektedir. Değişikliğe uğrayan genler fonksiyonları
aşırı derecede artarak fonksiyonel hale gelmekte ya
da fonksiyonlarını kaybederek sessizleşmektedir. 

Yirmi yıl kadar önce başlayan genom mühen-
disliği çalışmalarında homolog rekombinasyon nok-
talarının kullanılmasının gen hedeflemenin etkin-
liğini arttırdığı belirlenmiştir. Araştırıcılar ilk çalış-
malarda çift zincir kırıkları oluşturmak amacıyla
Çinko Parmak Nükleazları (Zinc finger nucleases,
ZFNs) ve Transkripsiyon Aktivatör Benzeri Efektör
Nükleazlar (transcription-activator-like effector nuc-
leases, TALENs) gibi programlanabilir nükleazları
kullanmışlardır.76,77 Bu nükleazlar bazı çalışmalarda
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başarılı bir şekilde kullanılmış olmakla birlikte ma-
liyeti yüksek, uygulanması zor ve etkinliği düşük
kalmaktadır. Gen susturma çalışmalarında RNA in-
terferans kullanılarak çok sayıda önemli keşif yapıl-
mıştır. Ancak bu yöntemde mRNA’lar belli bir
seviyeye kadar yıkılabilmekte ve bir miktar mRNA
hala fonksiyonel olarak çalışabilmektedir. CRISPR/
Cas9 teknolojisi kullanılarak yapılan genetik deği-
şiklikler ise kalıcı olarak etki etmektedir.

CRISPR teknolojisinin kanserdeki potansiyel
uygulamaları tümör baskılayıcı genlerin ve onko-
genlerin fonksiyon kazandıran (GOF: Gain of Func-
tion) & kaybettiren (LOF: Loss of Function) mutas-
yonlarının düzeltilmesini hedeflemektedir. Matano
ve ark., kolorektal kanser modeli hazırlamak ama-
cıyla transforme olmamış intestinal organoid hüc-
relerinde üçü LOF, ikisi GOF olmak üzere 5 farklı
mutasyon oluşturmuşlardır.78 Ancak bu mutasyon-
ların oluşturulması ile kolorektal kanser modeli tam
olarak tümorijenik ve metastatik özellikleri göster-
mediğinden ikincil genetik & epigenetik değişiklik-
lerin gerekli olduğunu bildirmişlerdir. Multipleks
CRISPR/Cas9 uygulamaları ile oluşturulan kanser
modelleri, kanser hücrelerinin oluşum mekanizma-
sında yer alan mutasyonların kombine edilerek ça-
lışılabilmesine fırsat vermektedir.79

İlk kez Platt ve ark. tarafından Cas9 geninin
Cre-bağımlı alelinin oluşturulmasıyla Cas9’un ge-
çici olarak dokuya özgül ekspresyonu sağlanmış-
tır.80 Adeno ilişkili virüs kullanılarak transfekte
edilen gRNA’lar ile yapılan bu çalışmada, p53 ve
Lkb1 genlerinde heterozigotluk kaybı oluşturul-
muştur. İlk başarılı gen düzenleme çalışması Jacks
ve grubu tarafından Cas9/gRNA plazmitlerinin
transfeksiyonu ile karaciğer hücrelerinde Pten ve
p53 genleri hedeflenerek yapılmış ve hepatoselü-
ler kanser oluşumu sağlanmıştır.51 Pten, Nkx2.1,
Apc gibi tümör baskılayıcı genlerde LOH oluşturu-
larak tümörlerin farklılaşma ve çoğalma kapasite-

lerinde çarpıcı değişiklikler ortaya çıktığı gösteril-
miştir.81 CRISPR/Cas sisteminin insan üzerinde ya-
pılan ilk uygulaması birkaç ay önce Çin’li bir grup
tarafından bildirilmiştir.82 Bu grubun çalışmasında
metastatik akciğer kanserli bir hastanın kanından
elde edilen lenfositlerde PD-1 (Programmed cell
death protein-1) geni çıkartıldıktan sonra kültür
ortamında çoğaltılan hücreler enjeksiyonla hastaya
geri verilmiştir 

Hematolojik kanserlerde yapılan farklı çalış-
malarda Arf-/-Eµ-Myc lenfoma farelerde tümör
baskılayıcı p53 geninde mutasyonlar oluşturul-
duğu ve mixed-lineage leukemia 3 (MLL3) tümör
baskılayıcı geninin CRISPR aracılığıyla bozulduğu
bildirilmiştir.83,84 Heckl ve ark., fare hematopoetik
kök progenitör hücrelerde yaptıkları CRISPR te-
melli genom düzenleme çalışmaları ile hızlı bir şe-
kilde akut miyeloid lösemi geliştirebildiklerini
göstermiştir.85 Prostat kanseri hücre serisinde
(DU145) NANOG ve NANOGP8 genlerinin
CRISPR/Cas9 ile çıkartılması, hücrelerin tümöri-
jenik potansiyellerini önemli ölçüde zayıflatmış,
ayrıca küre formasyonu, göç yeteneği, ilaç direnci
gibi malignite ile ilişkili in vitro fenotipik özellik-
lerin azalmasını sağlamıştır.86 CRISPR/Cas9 sistemi
ile aynı veya farklı kromozom bölgelerinde iki
kırık bölgesi oluşturularak inversiyon, delesyon,
translokasyon gibi kromozom anomalileri in vitro
ya da in vivo olarak meydanda getirilebilmekte-
dir.87,88

ÇÇııkkaarr  ÇÇaattıışşmmaassıı

Yazarlar herhangi bir çıkar çatışması veya finansal destek
bildirmemiştir.

YYaazzaarr  KKaattkkııllaarrıı
DDeerrlleemmeenniinn  GGeenneell  TTaassaarrıımmıı  vvee  YYaazzıımmıı::  Vildan Bozok Çetintaş,
TTrraannssffeekkssiiyyoonn  vvee  TTaaşşıınnmmaa  SSttrraatteejjiilleerriinniinn  AArraaşşttıırrııllmmaassıı::  Mus-
tafa Kotmakçı, CCRRIISSPPRR//CCaass99  UUyygguullaammaallaarrıı::  Burçin Tezcanlı
Kaymaz.
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Kısaltma Orijinal Açılımı Açıklama

Cas CRISPR associated Nükleik asitlerle etkileşim kurarak helikaz ve nükleaz

aktiviteleri gösterebilen protein ailesi

CRISPR Clustered Regularly Interspaced “düzenli aralıklarla bölünmüş kısa palindromik tekrar kümeleri”

Short Palendromic Repeat Prokaryotik canlıların bağışıklık sisteminin temelini oluşturan DNA bölgeleri 

CRISPRa CRISPR activation dCas9 veya dCas9-aktivatör kullanılarak hedef bir genin

transkripsiyonun arttırılması

CRISPRi CRISPR interference dCas9 veya dCas9-repressör kullanılarak hedef bir genin

transkripsiyonun azaltılması veya baskılanması

DSB Double Strand Break Cas9 veya iki Cas9-nikaz kullanılarak DNA çift zincirinde kırık oluşturulması

dCas9 defected Cas9 Nükleaz domainlerinde mutasyon oluşturularak nükleaz

aktivitesi inhibe edilmiş Cas9.

gRNA, sgRNA guide RNA single guide RNA crRNA ve tracrRNA’nın birleştirilmesi ile oluşturulmuş sentetik 

kimerik RNA’lar. Cas9 nükleaz enzimini hedef genomik bölgeye yönlendirir 

crRNA crispr RNA pre-crRNA’dan işlenen olgun cripsr-RNA molekülü

HR homologous recombination Homolog rekombinasyon,

HDR homology-directed repair Kalıp bir dizi kullanılarak DNA tamirinin yapıldığı mekanizma 

InDel Insertion/Deletion Okuma çerçevesini kaydırarak ya da erken stop kodonu oluşturarak

bir genin bozulmasına neden olan mutasyon 

NHEJ nonhomologous end-joining Homolog olmayan uç birleştirme, 

Genellikle InDel mutasyonların oluşmasına neden olan DNA tamir mekanizması 

Nick DNA’nın sadece tek bir zincirinin kesilmesi, 

DNA ipliğinin çentiklenmesi

Nikaz Nickase İki nükleaz domaininden herhangi birinin inaktive edilmesiyle oluşturulan

ve DNA’nın sadece tek bir zincirinin kesilmesini sağlayan Cas9

Hedef dışı etkiler Off-target effects Hedeflenen genomik bölgenin dışında, istenmeyen bir bölgede

DNA molekülünün kesilmesi

Hedef aktivitesi On-target activity gRNA hedefleme dizisinin, Cas9’u istenen genomik bölgeye yönlendirmesi

ile DNA kesimi oluşturulması

PAM Protospacer Adjacent Motif Cas9’un hedef DNA’ya bağlanabilmesi için gerekli motif

pre-crRNA pre-crispr RNA CRISPR array’den transkribe edilen, uzun, işlenmemiş primer transkript RNA

tracrRNA trans-activating crRNA Tip II CRISPR-Cas sisteminde RNase III ile birlikte crRNA’nın

işlenmesini sağlayan RNA

CRISPR Sözlüğü.
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