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Ozet:

Genetik manipiilasyon yontemleri giinlimiizde bir¢ok hastaligin tedavisinde, tarim endiistrisinde ve
bilimsel ¢alismalarda siklikla kullanilmaktadir. Bu yazida gen diizenleme yontemlerinden CRISPR-
Cas9’un nasil ortaya ¢iktig1 ve mekanizmasi anlatilmaktadir.
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Summary:

Today, genetic manipulation methods have used a variety of disease treatments, agricultural industry,
and scientific studies. This article explains the CRISPR-Cas9 gene-editing method including its
working mechanism and origin.
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Biyoteknolojinin son meyvesi; CRISPR

Genetik bilimi giiniimiiz diinyasinin en o6nemli bilim dallarindan biridir. Genetigin
biyoteknolojiyle bulusmasiyla ortaya ¢ikan gen degistirme teknolojileri siiphesiz genetigin
gelecekte de insan sagligini ve evrimini biiylik dl¢iide etki edecegini gostermektedir.

Gen degistirmeyle ilgili bilimsel c¢alismalar 1970'lerde rekombinant DNA teknolojisinin
gelistirilmesiyle basladi. ilk kez, molekiiler biyologlar DNA’y1 manipiile etme o6zelligi
kazandilar, boylece genleri incelemek ve yeni tip ve biyoteknoloji gelistirmek i¢in onlar
kullanmak miimkiin oldu. [1] Rekombinant DNA teknolojisiyle baslayan gen degistirme
teknolojisi 2012’de Jennifer Dougna ve Emmanuelle Charpentier liderligindeki ekip
tarafindan kesfedilen CRISPR ydntemiyle yeni bir doneme girdi. [2] CRISPR-Cas9 diger gen
degistirme yontemlerine kiyasla daha hizli, ucuz ve kullanim alan1 genis bir yontem olmasiyla
fark yaratti. [3]

CRISPR-Cas9 Nedir?

CRISPR aslinda bakterilerin kendilerini viriislerden korumak i¢in gelistirdikleri bir
mekanizmanin biyologlar tarafindan gen manipiile edilme araci olarak kullanilmasidir. Insan
bagisikligi her zaman daha karmasik olarak tanimlanir. Adaptif ve dogal bagisiklik sistemleri
ozellesmis B ve T hiicreleri, patojenleri ve enfekte olmus hiicreleri yok etmek i¢in proteinleri
tanimas1 ve hafiza olusturmasi bagisiklik sistemimizi diger tiirlere kiyasla daha karmagsik
yapmaktaydi. Bu sistemin karmasikligi nedeniyle, prokaryotlardan [4] uyarlanabilir bir
bagisiklik sisteminin kesfedilmesi bilim insanlar1 i¢in sasirtici bir bulguydu.

Bakteriler 3.22 milyar yildir diinyamizda var olan yasam formlaridir. [5] Diinyada sadece
300.000 bin yildir bulunan Homo Sapiens’e gore viriislerle savasmak i¢in daha yaratici
silahlara sahip olmalar1 aslinda ilging degil. [6] Bilim insanlar1 daha dnce de prokaryotlardan
(E.coli) kesfedilen DNA kesme/kisitlama enzimleriyle rekombinant DNA teknolojisini
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gelistirmiglerdi. (Arber & Linn, 1969). Bu protein sayesinde DNA’y1 belli sekanslarindan
kesebilme yetenegi kazanildi. [7] CRISPR yo6ntemi de dogadan esinlenen teknolojinin gen
degistirmede kullanilan ¢ok daha gelismis bir tirliniidiir. CRISPR’1n Tiirkg¢e karsiligi DNA'nin
Kiimelenmis Diizenli Olarak Aralikli Kisa Palindromik Tekrarlari’dir [8]. CRISPR-Cas
sistemi bakterilerde, virlislere ve diger mobil genetik elementlere karst korunmanin bir yolu
olarak istilacinin DNA’sin1 veya RNA’sin1 hedefler [9].

Peki CRISPR-Cas9 sistemi nasil ¢alisir?

Bakteriler bakteriyofaj yani bakteri viriisleri tarafindan enfekte edildiklerinde, yabanci viriis
DNA’sin1 fark edip yok etmek i¢in iki farkli RNA sekansi olusturur. Bakterinin olusturdugu
ilk RNA sekansi viris DNA’s1yla eslesir. Rehber RNA diye tanimladigimiz bu RNA, Cas9
enzimiyle birlesip viris DNA’sin1 tarar. Bu tarama isleminin amaci bakterinin viriis
DNA’sma baglanabilecegi yeri bulup, bu noktadan yabanci DNA’y1 kesip islevsiz hale
getirmektedir. [10] Insanlarda da bu sekilde kullanilmaktadir. CRISPR aktivitesi, genellikle
CRISPR'a bitisik olarak bulunan ve bagisiklik tepkisi i¢in gerekli proteinleri kodlayan bir dizi
CRISPR ile iliskili (Cas) genin varligin1 gerektirir. CRISPR-Cas9 genom diizenleme iki
farkli kisimdan olusur. “Rehber” RNA (gRNA) ve CRISPR ile iligkili endoniikleazi yani Cas9
enzimi. Cas9 enzimi, DNA hedef dizileri ile baz giftleri olusturmak i¢in rehber RNA'y1
kullanan bir endoniikleazdir, bu da Cas9'un DNA'ya bolgeye 6zgii ¢ift sarmalli bir kopma
vermesini saglar. Bu teknolojinin giizel tarafi istenilen bolgede olusturulan delesyon ve
eklemelerden veya mutasyonlu bolgenin diizeltilmesi i¢in hiicre onarim mekanizmalarini
kullanir. RNA'ya yonelik Cas9 molekiiler makaslar1 sayesinde CRISPR-Cas9 sistemi, DNA'y1
daha 6nceden kullanilan TALEN ve ZFN gibi gen manipiilasyon teknolojilerden daha hassas
bir sekilde modifiye edebilir. [11]

Cas9'un degistirilmis versiyonlarini kullanarak, arastirmacilar DNA'y1 kesmek yerine gen
ifadesini aktive edebilirler. Bu teknikler arastirmacilarin genin islevini incelemesine izin verir.
CRISPR konusunda arastirmalarin biiylik bir ivmeyle devam etmesi, bu teknigin ¢esitli
kabiliyetlerinden ve uygulama menzilinin genisliginden kaynaklanir. Kanser ve genetik
hastaliklarinin tedavisinde uygulanabilirligi, tarimda bitkilerde tirtin gelistirme firsatlar1 ve
belirli patojenleri yeryiiziinden silme olanagi CRISPR yontemini gen manipiilasyonunun
gozdesi haline getirdi. Bunun yaninda diigiik maliyeti ve kullanim kolayligi da CRISPR™1
birgok laboratuvarda ¢alismasina imkan verdi. [12] CRISPR-Cas’in birgok avantaji oldugu
gibi optimize edilmesi gereken istenmeyen hedef dis1 mutasyonlara sebep olmasi da bilim
insanlart i¢in asilacak bir engel olusturmaktadir. Gen degistirmeyle ilgili ¢aligmalar bilim
diinyasinda son siirat devam etmektedir. DNA ve RNA hedefli gen degistirme teknolojileri
insanlara genetik hastaliklar1 6nleme gibi hakli gerekgelerin yaninda etik olmayan bagka
uygulamalara da yol acabilir. Tasarim bebekler, sadece asker giicii olarak kullanilacak
GDO’lu insanlar ya da insan wrkinin yeni bir versiyonu yakin ya da uzak gelecekte
karsilasacagimiz CRISPR sonuglar1 olabilir. Umuyoruz ki, bilim ve teknoloji hayatimizi
kolaylastirmaya devam ederken etik 15181n1n uzaginda kalmaz.
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