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* Insan nufusu hizli bir sekilde
artmakta olup, 2050 yilina kadar
bu rakamin 9,1 milyara
ulasacagi tahmin edilmektedir

[1].

e Tarimsal tretkenligin nafus
artisina paralel olarak
artmamasindan dolayi, gida
yetersizliklerinin ileride bluyuk
bir problem olacagi
dustunulmektedir [2].
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Geleneksel bitki islahi tekniklerinin basarisi,

bitki stres dayaniklilik mekanizmalarinin karmasikligi
nedeniyle strdurilebilir tarim Grdnlerinin
gelistirilmesinde sinirli kalmaktadir [3].
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Bu nedenle, diinyada artan gida talebini karsilamak
icin yeni ve gucla yaklasimlar gelistirilmelidir. >‘< YDA

Son zamanlarda popduler bir arastirma alani haline
gelen GENOM DUZELTME TEKNOLOJISI; 6zgin
genlerde mutasyon olusturma, epigenetik markorlerin
veniden programlanmasi ve diziye 6zgl degisiklikler
yapilmasi gibi bircok isleve sahiptir [4].
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Genom duzeltme, diziye 6zgli endonukleazlar kullanilarak,
onceden olusturulan bir gen boélgesinde hedeflenen cift zincirli
DNA’nin kirilmasi ile baslar [5].

Bu nukleazlar arasinda;

e Cinko-parmak nukleazlar (ZFN),

* Transkripsiyon aktivatoru benzeri niikleazlar (TALEN),

 Kumelenmis, duzenli olarak aralikli kisa palindromik tekrarla iliskili endontikleazlar (CRISPR)
yver almaktadir.

Son zamanlarda kesfedilen CRISPR; kolay tasarimi, yliksek etkinligi ve esnekligi sayesinde bitki
genom duzeltme alaninda yaygin olarak kullaniimaya baslamistir.



Ayrica bu yaklasimla Uretilen bitkiler klasik
1slah ve mutagenez teknikleriyle Gretilen
bitkilerden ayirt edilememektedir.

Bununla birlikte, 2018 yilinda Avrupa
Birligi Adalet Divani, genom
dizeltmesinin de GDO olarak
siniflandirilmasina ve ayni siki
dizenlemelere tabi olmasina
hikmetmistir [6].

Ancak, 2018 Agustos ayinda Japonya
Hukimeti bunun tersi yonunde karar
alarak, genom dizeltme tekniklerinin
GDO sayilamayacagini beyan etmis ve bu
nedenle genetigi degistirilmis organizma
uretenlerin hikimetten onay almasina
gerek olmadigini belirtmistir [7].
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Genom Duzeltme
Araclari

Restriksiyon Enzim Kesimi

EcoRI

Recognition Sequence
ZFN’ler, TALEN’ler ve CRISPR teknolojilerinin /

temelinde genom duzeltme araci olarak

kullanilan diziye 6zgu niikleazlar yer

! AATT 3
almaktadir. > 6 c| l
. , : . 3’| | CTTAAG l | 5
Bu nukleazlar tipta, molekuler biyoloji ve
bitki 1slahi alanlarinda son 10 yildir genis bir Cleavage
kullanim alani bulmustur.
Bu niikleazlar, restriksiyon enzimlerine E“’R/
benzer bir sekilde, genomun duzeltilecegi Sticky Ends
bolgede cift zincir kiriklari olusturarak DNA'yi
keserler [8].
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Nukleazlarin kesimi neticesinde DNA'da meydana gelen kirilmalar
Homolog Rekombinasyon (HR) ve Homolog Olmayan Ucglarin
Birlestirilmesi (NHEJ) olarak adlandirilan iki DNA tamir mekanizmasi

tarafindan onarilir [9].

Hlcre tarafindan kullanilan tamir mekanizmasina bagli olarak genomda
farkli modifikasyonlar meydana gelir.

Ornegin;

HR mekanizmasinda, ekleme veya silme olaylarinin indiklenmesi
sonucunda genin nakavt (knock out) susturulmasi saglanabilir.



Cift zincir kiriklarina homoloji gosteren tamir sablonlarinin bulundugu
durumda, gen degistirme veya gen ekleme gibi HR tamir
mekanizmalarini iceren homolog oryantasyon onarimi (HDR), hatasiz
ve gene 0zgl modifikasyonlar olusturmak icin kullanilir.

NHEJ ise 6zellikle insanlar ve bitkiler gibi gelismis dkaryotlarda baskin
olan bir tamir mekanizmasidir. Genellikle cevresel mutasyonlarin
genoma zarar vermis oldugu zararlarin dizeltilmesinde kullanilir. Bu
volla genomik bir bolgeye nukleotitler eklenip cikarilabilir ve sonucta
genomda cerceve kaymasi mutasyonlari gozlenebilir [9].
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Baglanma prensibi

Metilasyon duyarlilig

Maliyet
Hedeflenen etki

Temel bilesenler

Tasarlanma siiresi

Coklu gen mutasyonlari

Hedef disi etki

Hedef dizi uzunlugu

Orijin

Sitotoksisite

Tasarlanma durumu

Kullanilan niikleaz
Basari orani

Mutasyon orani

RNA-DNA
Duyarh Degil

Yiksek
Sinirh

Cinko parmak proteini
Fok | Flizyon Proteini

Uzun (7-15 giin)

Sinirli

Yiuksek

18-24 baz cifti
4-7 aralayici

Dogada yaygin olarak bulunan
cinko parmak proteinlerinden

Degisken/Yuksek
Cok kompleks

Fok |
Diisiik (%24)
Disuk/Degisken (%10)

Protein-DNA
Duyarli

Orta
Ortalama
TALE ve FOK | Fuizyon Proteini

Uzun (5-7 giin)

Sinirli

Distk

30-60 baz cifti
13-33 aralayici

Bitki patojenlerinde TAL efektor
proteinlerinden

Distk

Kompleks

Fok |
Yiksek (>%99)
Yiksek(>%20)

Protein-DNA
Duyarl

Dusuik

lyi

Rehber RNA
Cas proteini
Kisa (1-3 giin)

Sinirsiz

Diisuk
20 baz gifti

S. pyogenes bakteriyal bagisikhk
sisteminden

Dusuik
Basit

Cas A
Yiiksek (>%90) L )
Diisiik (<%10)



CRISPR/Cas Teknolojisi

Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats




CRISPR/Cas Sisteminin Kesfi

* ilk olarak 1987 yilinda Ishino vd. (1987) tarafindan E. coli
genomunda Apoptoz inhibitér Protein (IAP) gen dizisi
incelirken sans eseri 29 nt’lik tekrar kiimeleri ve bu
tekrarlarin arasinda 32 nt’lik aralayici (spacer) DNA bélgeleri
kesfedilmistir. Ancak bu bélgelere herhangi bir isim
verilememis ve fonksiyonlari tanimlanmamustir.

* ilerleyen yillarda yapilan calismalar bu dizilerin viriis ve
okaryotlar haricinde pek cok organizmada bulundugunu
gostermistir.

e isim karmasasinin ortadan kalkmasi icin bu dizilere 2016
yilinda CRISPR denilmesine karar verilmistir.

e GUnUmuzde bu sistemin arkelerin %90’ Inda ve bakterilerin
ise yaklasik %45’inde bulundugu bildirilmektedir [11]. -




Streptococcus thermophilus

CRISPR bolgelerini saran DNA dizilerinin farkli canhlarda
incelenmesinin ardindan CRISPR bolgelerinden 6nce veya sonra
Cas proteinlerini kodlayan genlerin varligi ve CRISPR bolgelerinin 4
adet Cas geni ile iliskili oldugu gosterilmistir.

Cas genlerinin cogunun nukleaz ve helikaz gen ailelerine dizi
benzerligi gosterdiginin kesfinden sonra CRISPR/Cas sisteminin
prokaryotlarin virtslere karsi gelistirmis olduklari RNA-aracili bir
savunma sistemi olabilecegi dusunulmustur.

Prokaryotlarda kazanilmis bagisiklik sisteminin CRISPR/Cas
mekanizmasi ilk kez 2007 yilinda Barrangou vd. tarafindan
gosterilmistir. Bu calismada, Streptococcus thermophilus adli
bakterinin, kendisine saldiran virlisiin genomunun bir parcasini
kendi CRISPR lokusuna ekleyerek virlise karsi diren¢ sagladigi
kesfedilmistir.



CRISPR/Cas Sisteminin Kesfi

CRISPR araliklar1 yabanct DNA
olarak tanimlandi.

CRISPR araliklari farkla
organizmalarda kesfedildi.

CRISPR elementleri ve iligkili

genler tanimlandi.
CRISPR/Cas sisteminin bakteri ve
arkelerin immiin sisteminin bir
parcasi oldugu kesfedildi.
CRISPR/Cas sisteminin
spesifik fajlara kars1 direng
mekanizmasi oldugu
kesfedildi. Cas proteinlerinin bakteriyofaj
ve plazmid DNA’s1m1 belirli
bolgelerden agip kesebildikleri
kesfedildi.
CRISPR/Cas9 gen
diizenleme araci olarak
gelistirildi.
CRISPR/Cas9 bitkilerde
genom diizenleme araci olarak
CRISPR yéntemi ile kullanildi:
tasarlanan hedeflenmis
mutasyonlara sahip
maymunlar dogdu.
CRISPR/Cas9 domateste
viriis direncliligini saglamak
igin kullanild.

CRISPR gen diizenlemesi ile
yapilacak ilk insan denemesi

NIH aldu.
onay1 alds, ABD Patent Ofisi, Broad

Enstitiisi'ne CRISPR
Cas9 patenti verdi.




CRISPR/Cas Sisteminin Genel Yapisal Ozellikleri

Mikroorganizmalardaki orijinal CRISPR lokus
sisteminde;

* Cas9 proteinine rehberlik eden CRISPR RNA
(crRNA) olarak adlandirilan kodlamayan RNA

unsurlari, A CRISPR Locus
* Kicik trans-kodlanmis trans-aktive edici | Spacers |
crRNA (tracrRNA) dizileri olmak Gzere iki RNA ; ‘ - / 1 \
bulunmaktadir. A -
CAS Genes Leader \ \ / /
I Repeats I

* *CRISPR dizisinin transksripsiyonunun A CRISPR Array

ardindan, endonikleolitik boliinme yoluyla
Oncu-CRISPR transkriptlerinin enzimatik
islenmesi, crRNA’lari vermektedir [14].
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CRISPR/Cas Sisteminin Genel Yapisal Ozellikleri

crRNA'nin 5’ ucunda, yabanci genetik materyalden
gelen bir diziyi tamamlayan kisa bir RNA pargasi, 3’
ucunda ise, CRISPR tekrar dizisinin (palindromik dizi)
bir parcasini bulunduran aralayici ~ (spacer) olarak
adlandirilan bolgeler bulunmaktadir.

Organizma faj veya plazmit istilasina maruz kaldiktan
sonra, bagisiklik kazanma sirecinde bu bolgeler,
yabanci DNA'nin kisa pargalarinin entegre edilerek
enfeksiyonun genetik bir kaydinin olusturulmasini ve
boylece ayni istilacinin Lir sonraki saldirisinin
onlenmesini saglamak amaciyla Cas nukleazlar ile
istilacc  DNA veya RNA'nin diziye-6zgii yikimini
tetiklemektedir.

Ayrica CRISPR lokusunun baglangic bdlgesinde
bulunan ve protoaraliga komsu motif (PAM) olarak
adlandirilan, istilaci virus veya faja ait olan korunmusg
dizjler, transksrgpsiyonun yonunin belirlenmesini
saglamaktadir [15].

THE CRISPR
MECHANISM

The term CRISPR stands for clustered regularly interspaced sheet
palindsmmic repeats, which indicates thatitis a portion of DNA that has
om«mmw(dmwmlmmcdbymue .
sequences (spicers) , Dering fuluee imvasions the bactesium utiizes *
the codes from this Bbrary to ientify any attacking viruses and thwart
future infactions.

Incorporation
Foreign viral DNA is incoporated
into bacterial DNA vi‘(asl and (2
in the CRISPR region.

Expression




1. DNA Invasion
Foreign DNA from a virus or plasmid
invades the cell.

2.Invading DNA is Incorporated Into CRISPR
Array

DNA fragments from the invading DNA are
incorporated into the CRISPR locus as

spacers. The exact mechanism of

incorporation remains unkonwn.

3. Pre-crRNA Transcription

The cell constitutively transcribes a
repeat/spacer group into pre-crRNA. Black
boxes represent repeats. Grey boxes represent
spacers. The red box represents the spacer
corresponding to the invading DNA.

4. Guide RNA Formation

Constitutively expressed transactivating RNA
(tracrRNA) base pairs with the CRISPR repeat
sequences on the pre-crRNA. RNase Ill, Csn 1,
and other unidentified CRISPR-associated pro-
tiens modify the pre-crRNA/tracrRNA duplex to
form a guide RNA. (Deltcheva et al. 2011)

5. Cas9 Activation
Inactive Cas9 protien binds to the guide RNA
and becomes activated.

6. Target Binding

The activated guide RNA/Cas9 complex binds
with the target DNA. The localization occurs
stochastically (Sternberg et al. 2014).

7.Target Cleavage
The Cas9 protein cleaves the invading DNA and
inactivates it.

Natural CRISPR Pathway

Prokaryotic Cell

Inactivated
Invading DNA

&%

@ III"AIIP??!

el | 110240000 |

Guide RNA/Cas 9 Complex
Boundto Invading DNA

T

Invading DNA

1i

Invadm DNA Bacterial
J 2\1 Chromosome
/ \
¢ E— 5"
P ~ _ — — 7 locus
3l
pre-crRNA
4
tracrRNA
Guide RNA

S e

Guide RNA/Cas9 Complex (Active) Cas9 Complex (Inactive)




sgRNA: single guide RNA

Genomik duzeltme icin yeniden programlanmis
CRISPR sisteminde, tracrRNA'nin 5" ucunu
crRNA'nin 3’ bolgesi ile birlestirerek olusturulmus
tek rehber RNA adi verilen tek bir RNA bulunur.

sgRNA, orijinal crRNA-tracrRNA ciftini taklit edebilir. '
Bu sekilde, CRISPR/Cas9 sistemi blyiik oranda Genomic DNA PAM

degisime ugrar. ' Cas9 Nuclease
Cas nukleaz kompleksi, Cas9 proteini ve sgRNA'nin \ ,—720 /
I
RS

kombinasyonundan olusur.
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Bir NGG dizisinin hedef bolgenin 3" ucundaki
PAM bolgesi, hedef bdlgenin tanimlanmasi ve DNA'nin tracrRNA
kesilmesi icin Cas9/sgRNA kompleksi icin tek gerekliliktir [17].



CRISPR/Cas
Sisteminin Turevleri

* Tip 1 sistemi
* Tip 2 sistemi
* Tip 3 sistemi
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ilk defa E. coli'de kesfedilen Tip 1 sistemi
icerisinde 6zellikle Cas3 6nemlidir. Kompleks
icerisinde anti viral immunitede etkin Csel,
Cse2, Cas7, Cas5 ve Casbe proteinleri yer
alr.

Ote yandan, Tip2 sistemleri ayni amac icin
tek bir biyik Cas proteini kullanir. ilk olarak
Streptococcus thermophilus’da kesfedilen
Tip2 sisteminde Casl, Cas2, Cas9 ve bazi
durumlarda Csn2 veya Cas4 proteinleri is
gorur. Bu sistemde bulunan kodlamayan
trans-aktive edici crRNA (tracrRNA), crRNA
ile hibridize olarak iskele yapisi olusturur ve
bu sekilde Cas9un rehberlik etmesini
kolaylastirir. Cas9 adaptasyon asamasina
yardim eder, crRNA'nin islenmesine katilr,
crRNA ve tracrRNA'nin yardimiyla hedef
DNA’nin kesilmesini saglar.
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Tipl ve Tip2 sistemlerine ek olarak
yakin zaman once Casl0 proteininin
islev gordligu ve icerisinde baska Cas
proteinlerinin de vyer aldigi bir
komplekse sahip olan vyeni bir
CRISPR/Cas sistemi belirlenmis ve
Tip3 olarak tanimlanmistir.

Tipl ve Tip2 sistemleri DNA'y1 hedef
alirken, Tip3 CRISPR/Cas sistemi DNA
ile  birlikte RNA'yi da hedef
alabilmektedir.
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