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oir nesilden digerine gecerken aktarilan bir
nerji Gretimi, metabolizmanin diizenlenmesi

biyolojik aktivitenin
manda gen aktivitesini

\ 58

restriksiyon enzimlerigibi islev géren “tasarlanmg nikleazlar”

K secilmis bir \\

Mi . Onarilmamasi halinde 6limcil olan DSBs hicresel DNA
esifik genomik modiﬁ|<a~s‘yonlarm uygulanmasini kolaylagtirmaktadir.

e homoloji yoénlendirmeli tamir (homology directed repair-

dcrelerin izledigi iki onarim mekanizmasidir.

S ak icin, istenilen DNA dizisinin ilavesini saglamak

~duzenleme teknikleri ile hedeflenen bélgede cift sarmal

sekansina yonlendirilerek hedeflenen bu

.t

ve in vivo) hiicreye disaridan gonderilen
ir sirecinde, homolog rekombinasyon
isandan verilen donor DNA parcasinin

acik bir cift zincir DNA hasari tamiri
NHEJ, niikleaz aktivitesi ile kirlan
anini) tekrar bir araya getirerek kirik
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Sekil 1. Genom dizenleme mekanizmalari. homolog olmayan rekombinasyon (NHEJ) ve homoloji yonlendirmeli tamir (HDR).

Genom dizenleme tekniklerinin geligimi
Sekil2'de kisaca 6zetlenmistir. Ginimizde
en yaygin kullanilan genom dizenleme
teknikleri kiimelenmis dizenli aralikl kisa
palindromik yinelemeler (ing. clustered
regularly interspaced short palindromic
repeats (CRISPR)-CRISPR-associated
protein 9 (Cas9)), transkripsiyon aktivatord
benzeri efektor nikleaz (ing. transcription
activator-like effector nucleases (TALENS)),
¢inko parmak ntkleazlar (ing. zinc-finger
nucleases (ZFNs)), ve meganikleazlardan
(ing.  homing
meganucleases) (Sekil 3) yararlanmaktadir.

endonucleases or

Meganulkleazlar, ZFNs ve TALENs'larin
sekans Ozglnlikleri protein-
DNA  etkilesimleri ile olusmaktadir.
Meganikleazlar cesitli sekanslar hedef
alsalarda, yeni sekanslan hedef alan ve
ayrnlmamis DNA-baglama ve bdlinme
gerektiren
nikleazlarin genis

tanima

muihendislik, bu
uygulamalarnni

alanlarim
sinirlamaktadir.

ZFN’ler ve TALEN'ler ile Hedef
Ozgiinliigiiniin Miihendisligi

Fokl  restriksiyon enziminin  DNA'ya
baglanan bdlgesinin ve DNA kesim
nikleaz bélgelerinin birbirinden

aynminin basarilmasi akillarda yeni bir
sekans spesifik nikleaz elde edilebilir mi
sorusunu canlandirmig ve Fokl nikleaz
bélgesine ¢inko parmak proteinleri
baglanmasiyla olusturulan ZFNs'ler ile

hedef DNA sekansin spesifik olarak
1996 yiiinda Chandrasegaran
ve ekibi tarafindan basanlmistir. Bu
gelismeler olusturulan
ZFN’ler Drosofila embriyolarina enjekte
edilmis ve boylelikle bir canlida in
genom
basanlmistir. Bundan sonraki birbirinden
bagimsiz farkli calismalarda bitki, hayvan
ve insanlarda hedeflenen genlerin
modifikasyonunda ZFN'lar kullanilmistir.
Basanli bir genom dizenleme teknigi
olan ZFNs kullanilarak HIV virGsd tagtyan
12 hastada vyapilan duzenleme ile
hastalanin etkin ve givenilir bir sekilde
HIV virGstne direncli hale getirildigi,
2014 yiinda The New England Journal
of Medicine'da yayinlanan bir makalede
insanlarda ilk defa gen diizenleme teknigi

kesimi

sonrasinda

vivo ortamda dizenlenmesi

kullamldigi rapor edilmistir. Ancak, hicre
dizeyinde in vivo olarak ZFN aracil
basarnli genom dizenlemeleri yapildiysa
da ZFN'larin hedef &6zglnligl hakkinda
stphelerin giderilememesi ve &nceden
belirlenmis cinko bdlgeleri kullanilarak
olusturulan ZFNs'ler hedef hucrelerde
sekans benzerligi gOsteren hedef disi
sekanslan kestiginden dolay1 sitotoksik
bir etki gb&stermesi  arastirmacilan
ZNFs'lerin 6zgunliginln ve aktivitesinin
gelistirilmesine yonlendirmistir.

Nitekim sitotoksisite probleminin ¢6zimu
hi¢ beklenmedik bir kaynaktan gelmistir,

Xanthomonas'dan (bakteriyel bitki

patojeni). lowa State Universitesi'nden

Adam  Bogdanove'nin  yoOnettigi ve
Martin  Luther Universitesi'nden  Ulla
Bonas and Jens Boch'un yonettigi

birbirinden bagimsiz iki arastirma grubu
2009 yilinda Xanthomonas tiretilmis
transkripsiyon aktivatér benzeri efektor

proteinlerin (TALE) DNA ile etkilesim
mekanizmasim aydinlatmigtirlar.  Cinko
parmak  proteinlerinin  aksine, TALE

proteinlerindeki her bir tekrarlayan bélim
tek bir bazi ayirt edebilmektedir. Dort
farkli tekrarlayan bolge, Fokl bolgesine
baglanarak  TALENs DNAya
baglanan yeni bir programlanabilen
nikleaz protein grubunun olusturulmasi
icin birbiriyle eslestirilmistir. TALENs'ler
insan hicrelerinde minimal sitotoksisite
gostermistir.  Cesitli  gruplar,  TALEN
kodlayan plazmidlerin birlestirilmesini
kolaylastirmak igin yontemler
gelistirmeleri, TALENS'leri genom
dizenleme teknolojisinde oOn siralara
yerlestirmistir.  Ancak, CRISPR-Cas9'un
gelisimi, hakimiyetlerinin
olmasin saglamistir.

isimli

kisa omurll

HIV tasiyan hastalar Gzerinde yapilan
ilk genom calismasinin
liderlerinden imminoterapi uzmani Carl
June 2017 yilinin baslarinda farkli kanser
tdrlerinde genom dizenleme teknigi ile
ABD'de klinik denemelere baslayacaklarin

dizenleme

ifade etmektedir.
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Sekil 2. Genom diizenleme tekniklerinin gelisimin zaman tineli.
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Sekil 3. Genom dizenleme teknolojileri, ¢cinko parmak nikleazlar (ZFNs) (i), transkripsiyon aktivatori benzeri efektor ntikleaz (TALENS) (ii), kimelenmis dizenli

aralikli kisa palindromik yinelemeler (CRISPR-Cas 9) (iii).

Buna paralel olarak 2017 yiimin Mart
ayinda Cin‘in Pekin Universitesinde genom
dizenleme teknigi ile mesane, prostat
ve renal-hicreli kanserlere ydnelik klinik
uygulamalara gecilecegi bildirilmistir.

CRISPR-Cas9 ile RNA Temelli Genom
Diizenleme

Gectigimiz glnlerde, farelerdeki HIV
virisinin yok edilmesi ve yine kanser
calismalarinda
adindan soz ettiren CRISPR, mimkin bir
tedavi yontemi olarak nitelemek ¢ok su an

tedavisi kullanilarak

icin colk erken olsa da, pek cok bilim insan
icin son zamanlarda gerceklestirilen en
onemli buluslardan biridir.

Haziran 2012'de CRISPR-Cas9'un in
vitro olarak yeniden olusturulmas ve
Ocak 2013'te insan hicrelerinde Cas9'un
aracilik ettigi genom dizenlemelerinin
elde edilen veriler, genom dizenlemede

yeni bir baslangici isaret etmistir. ZNFs ve
TALENSs'lerin aksine, yeni tasarlanmig RNA
glidimli endonlkleazlar (RGENs) ayrintili
protein mihendisligine olan gereksinimi
ortadan kaldirmistir. Boylelikle, RGENs
hizlica en tercih edilen genom diizenleme
araci olmustur, ZNFs ve TALENS'leri geride
birakarak.  CRISPR
cesitli kissmlarina ekleme, ¢ikarma ya da
DNA diziliminde degisim yapmaya imkan
saglayan 6zgln bir tekniktir.

teknigi; genomun

Rochester Tip Merkezi Universitesi'nden
bir grup CRISPR  genom
dizenleme teknigini kullanarak, kanser
bir  sekilde
yayilmasinda anahtar rol oynayan bir
proteinin etkisini bertaraf etmek igin
kullandilar. Calisma kendi tirtinde bir ilk
olsa da arastirmacilar, hastalig1 tedavi
etmek icin kullanilacak terapilere entegre
edilebilebilir.

arastirmaci,

hicrelerinin ~ kontrolsiz

Kanser olusumunu pek ok farkli etken
(genellikle cevresel ve genetik etkenlerin
kombinasyonu) de
kanser cesitleri kontrol edilemez hicre
blylmesiyle yayilirlar.
gecmek icin arastirmacilar, bu bélinme
isleminde 6nemlirol oynayan Tudor-SN ad
verilen bir proteini hiicreden ¢ikartmay:
basardilar. islem sonucunda, hiicrelerin
artik daha onceki hizlarinda bélinmeyi
basaramadiklan
calisma sonuglarint Science dergisinde

tetiklese bitin

Bunun 6nline

gorildyd. Arastirmacilar

yayinlanan bir makale ile agikladilar.

Yine de, CRISPR-Cas9'un yiksek
Okaryotik hicrelerdeki 6zglnlugu,
insan hicrelerinde ciddi hedef disi

etkilerin bulunmadigini destekleyen ilk
kamtlara ragmen tartismalidir. ZFNs ve
TALENSs'lerdeki nikleaz bolgeleri
yalnmzca bu dimerize oldugunda hedef
DNAy1 kesmesi artan hedef 06zginligi

Fokl
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ile sonuclanmaktayken, Cas9 monomerik
formda islev gérmektedir. Ayrica, CRISPR-
Cas9 prokaryot orijinli olup, fajlar gibi
hiper degisken istilaci genetik elementlere
kars1 uyarlanabilir bir bagisiklik sistemi
olarak islev gdérmektedir. ZFNs ve
TALENs'lann  aksine Cas9 proteininin
yiksek hicrelerde bilinen
fonksiyonlarimin  olmamasi ve dkaryétik
hicrelerin genomun devasa buyukligu
Cas9 disik
6zglnliginin bu hicrelerde hedef disi
dizileri kesebilme ihtimali, arastirmacilan
Cas9 proteininin  genom
hedef bolgeleri belirlerken 6zglnligind
arttiracak yéntemlere yoneltmistir.

Okaryotik

nikleazlarin sekans

Gzerindeki

CRISPR-Cas9 Tekniginde Hedef Dis1
Etkilerle Miicadele
Cift zincirli DNA
nikleazlarin yerine tek zincirli DNA kiriklar
olusturan (SSBs) nikazlarin ile hedef disi
DNA  bolinmeleri
Bir ¢inko parmak nikazi (ZFNickase) biri
vahsi tip Fokl bolgesi ve digeri kataklitik
olarak inaktif olan Fokl mutant bélgesi
iceren iki alt birimden
Benzer sekilde, her biri ya Watson ya da
Crick DNA zincirini parcalayan iki aktif
bolge iceren Cas9, aktif bolgesindeki
anahtar

lanklan  olusturan

onlenebilmektedir.

olusmaktadir.

aminoasit kalintisimin  alanin
kalintist ile yer degistirilmesi ile bir nikaza
donustdrilebilir. SSBs'ler, hata yapmaya
acik NHEJ tarafindan tamir edilemez, ancak
HR'ler tarafindan tamir edilebilir olmasi
hassas genom modifikasyonlarina olanak
vermektedir. Bununla birlikte, SSB tamir
etkinligi DSB onanmindan daha diglk
bir oranda olmasi genom dizenleme
teknolojisinde
sinirlamaktadir. Bu
Ustesinden gelmek icin her biri iki DNA
zincirinden birini iki bitisik yerde kesen
bir ¢ift nikaz genom dizenleme etkinligini
ve 0Ozgunliginl artirmak igin birlegik
DSB Uretebilir. Hedef dis1 SSB’ler endojen
SSB tamir enzimleri tarafindan verimli ve
basarali bir sekilde onarilmasiyla, Cas9
nikleazlar tarafindan indiklenen hedef
dis1 mutasyonlan Cas9 nikazlar tarafindan
olusturulmazlar. Onemli olan, hedef disi
etkilerin azaltilmas1 icin gelistirilen bu

nikazlarnn  kullanimin

lisitlamanin

yontem programlanabilir nikleazlarnin gen
tedavisinde kullanimini 6niind agmigtir.

Programlanabilir Niikleazlar ve Gensiz
Gen Tedavisi

2012 yilinda Barbas grubu, saflastinlmisg
rekombinant ZFN proteinlerinin intrinsik
hicre penetrasyon
sahip oldugunu ve ZFN proteinlerinin
dogrudan hicrelere verilmesinin hedef
dis1 etkileri ZFN proteinlerinin  hicre
icerisinde sahip olduklan kisa yan
Omre sahip olmasindan dolayr azalttig
saptanmisti. Bu ¢alismadan esinlenen
arastirmacilar, rekombinant Cas9 rehber-
RNA ribonlkleoproteinleri (RNP) oldugu
gibi hayvan embriyolaring, bitkilere ve
memeli hicrelerine aktarmislardir. Cas9
RNPlerin hicrelerde cabucak parcalanmig
ve bu hedef disi etkilerinin azalmasim
saglamistir.

yeteneklerine

Genom dizenleme
Gogu
arastirmak  gibi
kapsamakla birlikte, bu teknigin potansiyel
uygulamalan
cok ileridir. Bakteri, bitki, hayvan ya da
insanda olsun, genom dizenlemesi
herhangi bir DNA sekansini degistirme
potansiyeline sahip oldugu gbéz ©nine
alindiginda, canlilarda neredeyse sinirsiz
olas1 uygulama alanlan vardir. Cesitli
tdrlerin genomlarinda hedefli ve 6&zel
degisiklikler yapabilme kabiliyeti, daha
kesin biyolojik sorular sormaya uygun
hale getirmistir ve "Genom Dizenleme”
Nature Methods dergisi tarafindan 2011
yiinin  teknigi secilmistir. Belki de bir
genin veya proteinin fonksiyonu hakkinda
bilgi edinmenin en glvenilir yolu, spesifik
olarak

uygulamalarinin
insan hastaliklarinin  modellerini
bilimsel arastirmalan

sadece bir arastirmadan

yapilarim  bozmak ve olanlan

izlemek olabilecegi ifade edilmistir.

Genom dizenleme tekniklerinin arastirma
alanlan ve muhtemel uygulamalar;

-Bitki ve hayvancilik (verimi arttirmak,
hastaliklara ve zararlilara kars1t direng
gelistirmek,  farkl
tolerans saglamak)
-Endustriyel biyoteknoloji (*tU¢lncd kusak”

biyoyalkitlar gelistirmek ve kimyasallar,

cevre  kosullarina

malzemeler ve ilaglar Gretmek)

-Biyotip (farmasotik gelisme,
xenotransplantasyon, gen ve hicre bazl
tedaviler, kaynakli
kontrold)

-Reprodiksiyon (hastalik 6zelliklerinin
kalitsalligin1 6nleme)

Birkag yil 6ncesine kadar sadece sinirl
sayida uygulanan ve
gelistirilen genom dizenleme calismalar,
glnimizde  biyomedikal
arastirmalarda rutin bir ydntem halini
almistir. Tip ve biyoteknoloji alanindaki
arastirmalarda  blylk vaatler
genom dizenleme teknolojisi toplumda
buytk ilgi uyandirmasinin yaninda bazi
endiseleri de beraberinde getirmektedir.
Gelecekte bitkiler, hayvanlar ve insanlar da
dahil olmak Gzere bir¢ok canli genomunda
dizenlemeler ile hastaliklara yatkinlik gibi
istenmeyen giderilebildigi
ayncaistenilen 6zelliklerin ise gelistirildigi
bir diinyaya dogru ilerlememiz kaginilmaz
gorinmektedir. Akademik arastirmalarda
CRISPR-Cas9 teknigi daha fazla tercih
edilecegi 6n gorilse de, ZFNs ve TALENs
de gelecek uygulama ve yeniliklerde rol

bocek hastaliklarin

laboratuvarda

alanindaki

sunan

ozelliklerin

alacaktir. Bugline kadar, ZFNs ve TALENs
uygulamalarinda basanli
bir sekilde uygulanmistir. Cas9 temelli
deaminazlar veya Cpfl nikleazlan gibi
gelistirilmesi ile genom
teknolojisinin  daha ileri

insan  klinik

yeni araglar
dizenleme
boyutlara tasinmasi saglanabilecektir.
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