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Genom mühendisliği: CRISPR/Cas9 teknolojisi
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CRISPR/Cas, birbirinin tekrarı olan DNA dizilerinden oluşan özel bir DNA ai-
lesidir ve prokaryotlarda bir tür adaptif bağışıklık görevi görmektedir. Bu diziler 
ilk kez 1987‘de Ishino ve ark. tarafından E. coli K12 suşunda alkalin fosfatazın 
izoenzim dönüşümünden sorumlu olan (IAP: Apoptoz İnhibitör Proteinin (The 
İnhibitory Of Apoptosis Protein) gen dizisi çalışılırken tanımlanmıştır. Ishino ve 
ark. Escherichia coli’de iap geninin downstream bölgesinde dizi analizini yap-
tıkları sırada, 29 nükleotit uzunluğunda 14 tane tekrar kümesi ile bu tekrarla-
rın arasında 32–33 nükleotidlik ara DNA bölgelerinin (“tandem tekrar” aralığı) 
olduğunu belirlemişlerdir (1,2). CRISPR/ Cas sistemi, RNA (CRISPR: Clustered 
Regularly İnterspaced Short Palindromic Repeats- Düzenli Aralıklarla Bölünmüş 
Kısa Palindromik Tekrar Kümeleri) ve protein (Cas: CRISPR Associated-CRISPR 
İlişkili Genler) bileşenlerinden oluşturmaktadır. 2002’de “tandem tekrarları”, “kü-
melenmiş düzenli aralıklı kısa palindromik tekrarlar” (CRISPR) olarak adlandı-
rıldı. 2005’te, CRISPR aralayıcı dizisinin, bakteriyel plazmitlerden ve fajlardan ge-
len eksojen dizilerle yüksek oranda homolog olduğu bulundu. Konak ve eksojen 
maddeler arasındaki bu homolojinin bir sonucu olarak, CRISPR yabancı DNA’yı 
parçalayabilir. Özellikle, hayati bölgeye özgü gen CRISPR/Cas sistemi adı verilen 
düzenleme aracı 2013 yılında geliştirilmiştir. CRISPR/Cas, Watson-Crick baz eş-
leşmesine göre hedef lokusları tanımak için yalnızca kısa bir rehber RNA dizisine 
ihtiyaç duyar; Cas’in endonükleaz aktivitesi, hedef DNA’yı parçalayarak ve oluştu-
rarak gen modifikasyonuna yol açabilir (1).

Bakteri ve arkealarda adaptif bağışıklık sistemleri olan CRISPR-Cas, karmaşık 
bir makineye benzemektedir. Özellikle son on yılda, Cas9, Cas12 ve Cas13 endo-
nükleazlarının, genom düzenleme araçları olarak benzeri görülmemiş başarıları 
sayesinde, CRISPR-Cas (CRISPR ile ilişkili proteinler) sistemlerinin biyokimya-
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sal aktiviteleri, yapıları, karşılaştırmalı genomik ve biyolojik fonksiyonlarının bir 
kısmı ile Cas proteinleri en ince ayrıntılarına kadar incelenmiştir. CRISPR-Cas 
sistemi, çoğunlukla mobil genetik elementlerden (MGE) gelen yabancı nükleik 
asit fragmentelerini, mikrobiyal genomlarda gömülü olan CRISPR dizilerine en-
tegre eder. Eklenen parçaların (spacerlar) transkriptleri, aynı kökenli hedeflerin 
tanınması ve etkisizleştirilmesi için rehber (g)RNA’lar olarak CRISPR-Cas sis-
temleri tarafından kullanılırlar. CRISPR-Cas sistemleri, evrimsel yörüngeleri en 
azından kısmen bağımsız görünen farklı adaptasyon ve efektör modüllerinden 
oluşur. Karşılaştırmalı genom analizi, adaptasyon modülünün kökenini, transpo-
zaz olarak CRISPR dizilerine aralayıcı dahil edilmesinden sorumlu olan Cas1 pro-
teininin bir homologunu kullanan farklı bir transpozon türü olan kaspozonlardan 
ortaya çıkarır. Efektör modül (ler)inin kökeni çok daha az açıktır. CRISPR-Cas 
sistemleri, çoklu alt birim efektörlü sınıf 1 ve efektörün tek, büyük bir proteinden 
oluştuğu sınıf 2 olmak üzere iki sınıfa ayrılırlar. Sınıf 2 efektörler, farklı MGE ta-
rafından kodlanan nükleazlardan kaynaklanırken, sınıf 1 efektör komplekslerinin 
kökeni bilinmemektedir. Fakat, sınıf 1’in, tip III sistemlerindeki bir sinyal yolağı 
ile ilgili son keşfi sayesinde, bir ipucu sunmaktadır ve tip III efektör modüllerinin, 
stres kaynaklı programlanmış hücre ölümüyle ilgili bir sinyal iletim sisteminden 
evrimleşmiş olabileceğini düşündürmektedir (3).

CRISPR-Cas bağışıklık yanıtı, üç farklı ve çoğunlukla iç içe geçmiş aşamayı 
kapsamaktadır: (i) adaptasyon, (ii) pre-crRNA (pre-CRISPR RNA) ekspresyonu 
ve işlenmesi ve (iii) interferans.

Adaptasyon aşamasında, Cas protein kompleksi hedef DNA molekülüne bağ-
lanır ve tipik olarak, PAM (Protospacer-Adjacent Motif) olarak bilinen 2-4 baz 
çiftinden oluşan ayrı, kısa bir motifle karşılaştıktan sonra, hedef DNA içinde iki 
çift zincir kırılması meydana getirir. Serbest kalan segment, yani protospacer, 
daha sonra CRISPR dizisindeki iki tekrar arasına (çoğunlukla, lider diziyi hemen 
takip eden proksimal tekrar ünitesine) eklenir ve böylece bir spacer haline gelir. 
CRISPR dizisi daha sonra hücresel onarım makinesi tarafından onarılır, bu da 
proksimal tekrarın kopyalanmasıyla sonuçlanır (4). Ekspresyon-işleme (expres-
sion-processing) aşamasında ise, CRISPR dizisi tipik olarak uzun tek bir trans-
kripte, yani pre-crRNA’ya kopyalanır. Bu transkript, olgun crRNA’lar üretmek 
için ayrı bir Cas protein kompleksi tarafından işlenir. Son olarak interference aşa-
masında, işleme (processing) kompleksine bağlı kalan crRNA molekülü, rehber 
(gRNA) olarak kullanılır (5).

CRISPR-Cas sistemleri hem yapısal hem de işlevsel seviyelerde, ayrı bir modü-
ler organizasyona sahiptir (6). CRISPR-Cas sistemlerinin iki temel bileşeni, adap-
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tasyon ve efektör modülleridir. CRISPR-Cas sistemlerinin çoğunda, adaptasyon 
modülü Cas1 ve Cas2 proteinlerinden oluşan bir komplekstir. Bu yapıda, Cas1, 
enzimatik olarak aktif alt birimi oluştururken; Cas2, kompleksin yapısal iskelesini 
oluşturmaktadır. Cas1 ve Cas2 genleri, adaptif bağışıklık yanıtın oluşumunda gö-
revlidirler ve tüm CRISPR/Cas sistemlerinde bulunmaktadırlar. Bunun yanısıra, 
bu iki Cas genin dışında, o tipe özgü Cas genleri de bulunabilmektedir. Birçok 
CRISPR-Cas sisteminde adaptasyon aşamasına Cas4, Cas3, Cas9 veya RT gibi 
ek Cas proteinleri de katkıda bulunur, bazı durumlarda ise, Cas1 veya Cas2 ile 
füzyonlar oluşturur. Adaptasyon modülünün nispeten basit ve tek tip yapısının 
aksine, efektör modülleri, CRISPR-Cas sistemleri arasında oldukça çeşitlidir ve 
bunların varyasyonları mevcut CRISPR-Cas sınıflandırmasının temelini oluştu-
rur (7).

1. CRISPR‑CAS’IN YAPISI

CRISPR-Cas sistemi, Cas gen ailesi proteinlerini ve CRISPR tekrar dizilerini, 
speysırlar ve lider dizisinden oluşmaktadır. Lider dizisi, CRISPR dizisinin yukarı 
akışında bulunur ve CRISPR transkripsiyonunun başlatılmasından sorumludur. 
Tekrarlar, bir saç halkası oluşturabilen, uzunluğu 21-48 nükleotit olan kısa tekrar-
layan dizilerdir ve tekrar sayısı türlere göre değişir, genellikle birkaç ila birkaç yüz 
arasında değişir. Aralayıcılar yaklaşık 26-72 nükleotittir ve iki tekrar arasında yer 
alır (8). Cas geninin kodlama dizisi genellikle CRISPR dizisinin yukarı akış bölge-
sinde bulunur ve bir nükleaz, helikaz ve nickaz ve diğer aktivitelere sahip olan ve 
spesifik olarak DNA dizilerini parçalayabilen yüksek oranda korunmuş nükleik 
asitle ilişkili Cas proteinini kodlayabilir (9).

2. CRISPR-CAS SISTEMLERININ SINIFLANDIRILMASI

CRISPR-Cas sistemleri, prensipte, konağı herhangi bir MGE’den korumak için 
uyum sağlayabilen evrensel bir bağışıklık mekanizmasıdır. Bununla birlikte, Cas 
protein dizileri ve CRISPR-cas lokuslarının genomik organizasyonu önemli çeşit-
lilik gösterir. Tüm CRISPR-Cas sistemleri, efektör modüllerinin tasarım ilkeleri 
temeline bağlı olarak iki farklı sınıfa ayrılır. Sınıf 1 sistemlerde, birkaç Cas pro-
teini içeren çoklu alt birim efektör kompleksleri bulunurken, sınıf 2 sistemlerde, 
efektör tek, büyük, multidomainli bir proteindir. CRISPR-Cas sistemlerinin sı-
nıflandırılması karmaşık bir konudur. Filogenetik belirteçler olarak kullanılabile-
cek evrensel Cas proteinleri yoktur ve evrimsel olarak en korunmuş protein olan 
Cas1’in filogenisi bile, farklı modüllerin yarı bağımsız evrimi nedeniyle CRISPR-
Cas sistemleri arasındaki ilişkileri yeterince temsil edemez. Bu nedenle, CRISPR-
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Cas sistemlerinin mevcut sınıflandırmasında, imza cas genleri, cas operonların 
organizasyonu ve korunmuş Cas proteinlerinin filogenileri de dahil olmak üzere 
birçok kriter kullanılır (3).

cas3
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cas9 cas12 cas13 cas1 cas2 cas4

cas10 cas11 cas7 cas5 cas6 cas1 cas2 cas4 spacers
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single effektör protein

büyük 
alt ünite

küçük 
alt ünite

Class II

Class I

CRISPSs

CRISPSs

Şekil 1. Sınıf 1 ve sınıf 2 sistemleri ve 13 çekirdek gen ailesi. Sınıf 1 (çok proteinli efektör kompleksleri) ve sınıf 
2 (tek proteinli efektör kompleksleri) CRISPR-Cas sistemlerinin genel mimarileri. Genler oklarla gösterilmiş-
tir; homolog genler aynı renkle gösterilir. Gen adları, mevcut terminolojiyi ve sınıflandırmayı takip eder (3).

CRISPR-Cas sınıflarının her biri kendi içinde üç türe ayrılmıştır. Sınıf 1›de, tip 
I, III ve IV bulunurken; sınıf 2›de tip II, V ve VI bulunmaktadır.

CRISPR/Cas, I, II ve III olmak üzere üç ana tipe ayrılabilir. Şu anda, çoğu 
araştırma, tip II CRISPR/Cas9 prensiplerine ve uygulamalarına, diğer iki türden 
daha fazla odaklanmaktadır. CRISPR/Cas sistemi tiplerinin crRNA işleme me-
kanizmaları birbirinden farklılık göstermektedir. Bu sistemlerden Tip II sistemi 
sadece bakterilerde bulunurken, Tip I ve III sistemleri hem bakterilerde hem de 
arkealarda bulunmaktadır ve bu iki sistem benzerlik sergilemektedir. CRISPR/
Cas9 sisteminde, hedef genleri düzenlemek için CAS ile ilişkili 9 protein, crRNA 
(CRISPRRNA), tracrRNA (transaktive edici crRNA) ve RNaseIII (Ribonükleaz 
III) gereklidir. CRISPR/Cas9 teknolojisi, gen mutasyonu, gen susturma ve trans-
kripsiyonel düzenleme yoluyla metabolik yolları değiştirmek ve mahsul kalitesini 
arttırmak için hızla geliştirildi ve günümüzde başarıyla uygulanmaktadır (1,3).
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Şekil 2. CRISPR-Cas sistem türlerinin temel yapı taşları (3).

2.1. Sınıf 1 efektör modülleri
Sınırlı doğrudan dizi benzerliğine rağmen, sınıf 1 sistemlerinin büyük çoğunlu-
ğunu birlikte oluşturan tip I ve tip III efektör komplekslerinin ortak bir atayı pay-
laştığına dair neredeyse hiç şüphe yoktur (Şekil 3). Bu komplekslerin genel mima-
rileri çarpıcı biçimde benzerdir ve her iki durumda da kompleksin iskeleti, RAMP 
(Tekrarla İlişkili Gizemli Protein) süper ailesinin bir üyesi olan Cas7 proteininin 
çoklu kopyalarından oluşmaktadır (10). Ek olarak, her iki türün efektör komp-
leksleri, Cas5 proteininin tek bir kopyasını, Cas7 ile uzaktan akraba olan başka 
bir RAMP üst ailesi üyesini ve büyük ve küçük alt birimler olarak adlandırılanları 
içerir (şekil 1 ve 3). Cas genlerinin genel olarak hızlı evrimi ve bunun sonuncunda 
ortaya çıkan düşük dizilimin korunması nedeniyle, tip I ve III arasındaki büyük 
ve küçük alt birimlerin homolojisi dizi düzeyinde tespit edilememektedir; bunun-
la birlikte, küçük alt birimler, homoloji bakımından önemli yapısal benzerlikler 
de göstermektedir. Tip III sistemlerin büyük alt birimi olan Cas10, iki RRM (RNA 
tanıma motifi) alanı içeren bir proteindir (11). RRM alanı, çok çeşitli RNA ve 
DNA polimerazlarının ve nükleotid siklazların katalitik alanı olan avuç içi alanına 
oldukça önemli benzerlik göstermektedir (12). Bu avuç içi alanının aktif bir en-
zim olduğu tahmin edilirken, ikinci RRM alanı inaktivedir. Tip I büyük alt birim, 
farklı tip I alt tipler arasında bile sekans olarak oldukça farklı olan ve saptanabilir 
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bir sekans benzerliği göstermeyen ve en iyi ihtimalle Cas10’a sadece zayıf yapı-
sal benzerlik gösteren Cas8 proteinidir (6). Bu belirsizliğe rağmen, genel yapısal 
organizasyonun ve Cas7-Cas5 iskelesinin korunması, tip I ve tip III arasındaki 
efektör komplekslerinin ortak ataları için yeterli kanıt sağlamakatadır (3) (Şekil 
3). Ayrıca, tip I ve tip III sistemlerin birlikte tespit edilen tüm CRISPR-Cas lokus-
larının yaklaşık %90’ını temsil ettiği ve dahası arkealar arasında %100’e ulaştığı 
düşünüldüğünde (13), tip I ve tip III efektör modülleri de genel olarak CRISPR-
Cas sistemleri için bu modülün atasal formu olarak değerlendirilmektedir (6, 14).

Genel organizasyon
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crRNA

büyük
alt ünite
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küçük alt ünite class 11

Şekil 3. sınıf I CRISPR-Cas sistemlerinin temel özellikleri ve genel organizasyonu. Şekil, sınıf 1 efektör komp-
leksinin genel organizasyonunu şematik olarak göstermektedir. Şekillerin renklendirilmesi, şekil 1’deki cas 
genlerinin renk koduna karşılık gelmektedir.

Tip III’te, küçük alt birim hariç, tüm efektör kompleksleri aynı RRM yapısal 
kıvrıma sahip alanlardan oluşmaktadır (15). RRM, Cas10’da olduğu gibi, RAMP 
süper ailesinin ortak atasına polimeraz-siklaz aktivitesi sağlar; bu, RAMP’lerin 
üç grubunun hepsinde, glisin açısından zengin döngüde tanımlanabilen ortak bir 
yapısal özellik edinmesini sağlamaktadır. Ayrıca, yapısal karşılaştırmalar hem tip 
I hem de tip III sistemlerden küçük alt birimlerin homolog olduğunu ve Cas10›un 
C-terminal dört sarmal demet alanına benzer olduğunu göstermektedir (16). Bu 
nedenle, bir çoğaltmayı takiben, atalardan kalma Cas10 benzeri bir proteinin 
bölünmesinin hem RAMP’lerin hem de küçük alt birimlerin atalarına yol açmış 
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olabileceği akla yatkın görünmektedir. Üç ana ailenin, Cas5, Cas7 ve Cas6’nın ka-
talitik olarak aktif RAMP’lerinin bilindiği göz önüne alındığında, atalardan kal-
ma bir RAMP de bir RNase olabilmektedir. Bununla birlikte, özellikle farklı Cas6 
proteininin katalize katılan farklı kalıntılara sahip olduğu göz önüne alındığında, 
RNAse aktivitesinin bağımsız kökenleri göz ardı edilememesi gerekir (6, 17).

Son keşifler, CRISPR-Cas efektör modülünün varsayılan bağımsız atasının or-
ganizasyonu ve olası işlevleri hakkında da ipuçları vermektedir. Tip III CRISPR-
Cas sistemlerinin çoğu, bir veya her iki karakteristik alanı içeren proteinleri 
kodlar: CARF (CRISPR-Associated Rossmann Fold), (öngörülen) bir nükleotid 
bağlama alanı (18) ve HEPN (Yüksek Ökaryot ve Prokaryot Nükleotid bağlama 
alanı), hem prokaryotlarda hem de ökaryotlarda temel olarak çeşitli savunma iş-
levlerinde yer alan bir RNaz. Tip III sistemlerde CARF-HEPN füzyonunun yaygın 
örnekleri arasında Csm6 ve Csx1; bunun yerine bazı tip III sistemler, ilişkisiz bir 
nükleaza veya bir DNA-bağlayıcı HTH alanına kaynaşmış bir CARF alanından 
oluşan proteinleri içerir (18). Cas10 ve HEPN alanlarının enzimatik aktiviteleri-
nin yanı sıra, HEPN (veya diğer nükleazların) aktivitesinin allosterik düzenlen-
mesi anlamına gelen CARF alanlarının nükleotid bağlama kapasitesi, hesaplama 
yöntemleri ile tahmin edildikten sonra (15,18), işlevleri CRISPR-Cas’ta bu pro-
teinlerin Cas10 tarafından sentezlenen oligonükleotidler aracılığıyla bağlandığı 
tahmin edilmesine rağmen, bu durum belirsizliğini korumaktadır.

Son birkaç yılda CRISPR alanındaki en dikkate değer bulgulardan biri, bu hi-
potezin deneysel olarak doğrulanması olmuştur. Yapılan çalışmalar, özel bir sinyal 
yolunun tip III CRISPR-Cas sistemlerinin bağışıklık fonksiyonunun merkezinde 
olduğunu göstermektedir. Spesifik olarak, crRNA efektör kompleksinin hedefe 
bağlanması, siklik oligoA (cOA) sentezini katalize eden Cas10’un polimeraz akti-
vitesini allosterik olarak aktive eder. Üretilen cOA molekülleri, Csm6 proteininin 
CARF alanı (ve çıkarım yoluyla, diğer CARF alanı içeren proteinler) tarafından 
bağlanır, bu da Csm6’nın HEPN RNaz alanının rastgele RNaz aktivitesinin al-
losterik aktivasyonuyla ve hem hedef RNA’nın hem de diğer RNA molekülleri-
nin bozulmasıyla sonuçlanır (19). cOA-Cas10 sinyal yolunun keşfi, CRISPR-Cas 
efektörlerinin atasının bir stres-tepki sistemi olduğu yönünde makul bir olasılığı 
ortaya koymaktadır.

2.2. Sınıf 2 efektör modülleri
Sınıf 2 efektörleri, tüm efektör fonksiyonlarının tek bir proteinde yoğunlaşma-
sı bakımından, sınıf 1’deki efektörlerden tamamen farklıdır. Sınıf 2 efektörlerin 
protein dizilerinin derinlemesine analizi, çarpıcı bir özelliği ortaya çıkarmıştır: 
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bunların tümü, farklı MGE sınıfları tarafından kodlanan nükleazlara homologtur 
(20). Tüm tip II ve tip V efektörler (sırasıyla Cas9 ve Cas12 proteinleri), çok çeşitli 
nükleazlarda ve diğer bazı proteinlerde ortak olan RNase H katına ait olan RuvC 
benzeri endonükleaz ailesine ait bir alanı paylaşır (Şekil 4). Bununla birlikte, Cas9 
ve Cas12’nin RuvC benzeri alanları arasındaki ve hatta her tip içindeki farklı alt 
tipler arasındaki sekans benzerliği düşüktür, öyle ki bu proteinler homologlar ola-
rak sadece oldukça hassas sekans profili aramaları veya yapısal karşılaştırmalar ile 
tanınabilir (20, 21).

RuvC-benzeri alan dışında, Cas9 ve Cas12 dizileri birbirine hiçbir benzerlik 
göstermemekte ve homolog görünmemektedir. Birkaç Cas9 proteininin, Cas12a 
(Cpf1) ve Cas12b (C2c1) yapıları kılavuz RNA, hedef DNA ve Cas9 ve Cas12b 
durumlarında tracrRNA ile kompleks oluşturduğu bilinmektedir (3, 20, 21). Tüm 
bu efektör proteinler, hedef DNA’yı barındıran iki loblu, “çene benzeri” bir yapı 
olan benzer boyut ve genel şekli paylaşır. Ancak, RuvC benzeri alanların ötesinde 
yapılar üst üste bindirilemez. Cas9, Cas12a ve Cas12b’nin RuvC benzeri alanları, 
sırasıyla homolog olmayan alanları temsil eden benzer fakat aynı olmayan pozis-
yonlarda, Cas9’daki HNH ailesi nükleaz domaninde ve Cas12 proteinlerinde he-
def bölünmeyi kolaylaştıran benzersiz, enzimatik olmayan domainlerde insertler 
içermektedir (22).

Genel organizasyon

Tip I

crRNA crRNA

crRNA

HEPN HEPN

RuvC RuvC RuvC RuvC

DNADNA

RNA

bridge helix

linker

bridge helix

H
N

H
 n

ic
ki

ng
 

nu
cl

ea
se

ni
ck

in
g 

nu
cl

ea
se

?

tracrRNA tracrRNA*

Tip VI pre-crRNA
katalitik bölge

RECognition
lobe

NUClease
lobe

Tip V

Şekil 4. Sınıf 2 sistemlerin temel özellikleri, genel organizasyonu ve etki alanı tasarımı. Hedef DNA veya RNA 
ile efektör proteinlerin komplekslerinin şeması, RNA ve (tip II için) tracrRNA’nın gösterimi.
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Cas9 ve Cas12’nin evrimsel kökenine dair önemli bir ipucu, aynı Cas protein 
ailesinin üyeleri dışında, her ikisi de IS605’in RuvC alanı içeren TnpB proteinle-
rine ve diğer ilgili transpozon ailelerine yüksek derecede dizi benzerliği göster-
mesidir (21). tnpB genleri, bakteri ve arke genomlarında en bol bulunan genler 
arasındadır ve ya ek olarak bir transpozazı (TnpA) kodlayan otonom transpozon-
lar tarafından ya da daha sık olarak TnpB’nin tek protein ürünü olduğu ökaryotik 
Fanzor elementleri dahil olmak üzere otonom olmayan transpozonlar tarafından 
kodlanır. TnpB’nin transpozonlardaki rolü, bu proteinin transpozisyon için ge-
rekli olmadığı ve aslında onu aşağı regüle ettiği düşünüldüğünde belirsizliğini 
korumaktadır, ancak çoğu TnpB dizisinde RuvC benzeri endonükleaz katalitik 
bölgelerin iyi korunmuş olması, bu proteinlerin aktif nükleazlar olduğunu gös-
termektedir (23).

Tip II efektörleri ve tip V’nin farklı alt tipleri (sırasıyla Cas9 ve Cas12a, 12b, 
12c), farklı TnpB protein gruplarına en yüksek benzerliği göstererek, aynı atasal 
protein ailesinden bağımsız kökenler olduğunu düşündürmektedir (21). Tnp-
B’den V tipi efektörlere olası evrim yolu sayesinde, V-U alt tipi, CRISPR-Cas 
sistemlerinin tanımlanmasıyla daha izlenebilir hale geldi. Alt tip V-U lokusları, 
adaptasyon modüllerinden yoksundur ve tipik olarak yalnızca CRISPR dizile-
rinin yanında kodlanmış TnpB homologlarından oluşmaktadır (20). Varsayılan 
V-U efektörleri, Cas9 veya Cas12’den çok daha küçüktür, ancak boyut olarak ben-
zerlik göstermektedir, diğer taraftan transpozon kodlu TnpB proteinlerinden ise 
daha büyüktür. Cas9 ve Cas12’nin aksine, V-U lokuslarında kodlanan TnpB ho-
mologları, transpozonla kodlanmış TnpB’ye byük oranda benzerlik göstermekte-
dir. Buna göre, V-U proteinleri, farklı TnpB alt ailelerinden olan beş farklı V-U2 
efektör grubuna ait olabileceğini destekleyen filogenetik ağaçlara dahil edilebilir 
(20). Bununla birlikte, çeşitli bakterilerde V-U alt tipinin beş farklı varyantının 
evrimsel olarak korunması, aralayıcı dizilerin yakından ilişkili V-U lokuslarında 
bile tamamen farklı olduğunun bulunması ve faja özgü birden fazla aralayıcının 
birlikte bulunması, en azından bazı V-U varyantlarının, fonksiyonel CRISPR-Cas 
sistemleri olduğunu göstermektedir (20).

3. CRISPR/CAS9 MEKANIZMASI

CRISPR/Cas9, yabancı DNA’yı Cas9 ve sgRNA olmak üzere iki bileşen aracılığıyla 
parçalar. Cas9, Brevibacillus laterosporus, Staphylococcus aureus, Streptococcus 
pyogenes ve Streptococcus thermophilus gibi farklı bakterilerden türetilebilen bir 
DNA endonükleazıdır ve Cas9 izolasyonu için en yaygın olarak kullanılan bak-
teri Streptococcus pyogenes’dir. CRISPR-Cas sisteminin çalışma mekanizması üç 
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adımdan oluşur: acquisition, ekspresyon ve interferens. İlk aşama, temel olarak, 
bilinen tüm CRISPR-Cas sistemleri tarafından paylaşılan ve bazen ek Cas pro-
teinleri içeren Cas1 ve Cas2 proteinlerinin kompleksi tarafından gerçekleştirilir 
(24). Protein kompleksi, yönlendirilmiş olarak yakalanan ve tekrar dizileriyle ay-
rılmış bir CRISPR dizisine yeni CRISPR aralayıcıları olarak entegre edilen ya-
bancı nükleik asitlerdeki protospacer ve protospacer bitişik motifini (PAM) tanır, 
böylece istilacı genetik elementlerin “bağışıklık belleğini” oluşturmaktadır (25). 
Aynı ekzojen gen yeniden istila edildiğinde, CRISPR lokusu bir öncü CRISPR 
RNA transkriptine (pre-crRNA) kopyalanır ve daha sonra Ribonükleaz III (RNa-
se III) yardımıyla küçük bir olgun crRNA’ya işlenir. crRNA, kısmi CRISPR tek-
rarına birleştirilmiş kısmi CRISPR aralayıcı dizileri içerir. CRISPR lokusu ayrıca, 
crRNA’nın tekrar bölgelerine tamamlayıcılığı olan trans-aktive edici bir crRNA’yı 
(tracrRNA) kodlar. CRISPR dizisine ek olarak, tek veya çoklu Cas nükleazları, 
CRISPR lokusu tarafından kodlanır. Örneğin, bir tip II CRISPR-Cas9 sisteminde 
en önemli özellik, crRNA’nın olgunlaşmasına katılan ve istilacı ekzojen nükleik 
asitleri bozan büyük moleküllü Cas9 proteinidir. crRNA’yı tracrRNA ile birleştir-
mek, Cas9’u karmaşıklaştıran tek kılavuzlu RNA’yı (sgRNA) üretir. Daha sonra, 
sgRNA, gerekli bir 5’-NGG-3’ PAM dizisinden uygun şekilde ayrılmış olan istilacı 
nükleik asitlerin yok edilmesinden sorumlu bir efektör ribonükleoprotein komp-
leksi oluşturmak için Cas9’a bağlanır (26). PAM tanıma, bölünme ve ayrım için 
esastır.

CRISPR/nCas9 ve CRISPR/dCas9
Cas9 proteini, bölünme işlevlerini yerine getiren iki nükleaz alanı olan HNH 
ve RucV domainlerinden oluşmaktadır. HNH domaini, crRNA’nın tamamlayı-
cı zincirini keserken, RucV domaini ise çift sarmallı DNA’nın zıt zincirini keser. 
Alanlardan birine tek bir baz mutasyonu (D10A veya H840A) eklenirse, Cas9, 
hedef DNA dizisinde yalnızca tek bir ipliği parçalayabilen nickaz Cas9 (nCas9) 
olur. İki alan aynı anda mutasyona uğrarsa, Cas9, endonükleaz aktivitesini tama-
men kaybeden nükleaz eksikliği olan Cas9 (dCas9) haline gelir. nCas9 ve dCas9, 
transkripsiyonel modülasyon, epigenetik modifikasyon ve genomik görüntüleme 
alanlarına önemli avantajlar sağlamıştır. nCas9, istenen bir genin iki tek dizisinin 
aynı anda hedeflenmesi için genellikle iki farklı sgRNA ile kombinasyon halinde 
kullanılır. Bu yaklaşım, CRISPR-Cas9 sistemlerinin hedef dışı etkilerini önemli 
ölçüde azaltabilir ve gen düzenlemenin özgüllüğünü büyük ölçüde iyileştirebilir. 
nCas9, büyük gen parçalarının değiştirilmesi ve homolog rekombinasyon onarı-
mı olasılığının iyileştirilmesi için kullanılabilir (27). dCas9 nükleaz aktivitesini 
kaybetmesine rağmen, hala DNA bağlama aktivitesini korur ve hala gRNA prog-
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ramlanabilir bir şekilde DNA dizilerini hedefleyebilir ve bunlara bağlanabilir. 
dCas9, transkripsiyonel aktivatörleri veya baskılayıcıları birleştirerek ve bir ge-
noma geri dönüşü olmayan mutasyonlar sokmadan gen ekspresyonunu modüle 
ederek transkripsiyonu düzenler (28, 29).

SgRNA, sentetik bir RNA’dır ve yaklaşık 100 nükleotid uzunluğundadır. 
5’-ucunda, genellikle konsensus NGG (N, herhangi bir nükleotit; G, guanin) olan 
bir protospacer bitişik motif (PAM) dizisinin eşlik ettiği hedef diziyi tanımlamak 
için bir kılavuz dizisi görevi gören bir 20 nükleotid dizisi bulunmaktadır. SgR-
NA’nın 3’-ucundaki ilmek yapısı, hedef diziyi kılavuz dizi ile tutturabilir ve Cas9 
ile bir kompleks oluşturabilir, bu da çift sarmallı DNA’yı böler ve bu bölgede bir 
çift sarmal kopması (DSB) oluşturur. Bir DSB oluştuğunda, homolog olmayan uç 
birleştirme (NHEJ, Nonhomologous End-Joining) veya homolojiye yönelik ona-
rım (HDR, Homology-Directed Repair) DNA onarım mekanizmaları başlatılır. 
Bir DSB, çoğu durumda genellikle NHEJ tarafından onarılır ve uyumsuzluklar 
ve gen ekleme/silmeleri oluşturmanın basit bir yoludur, bu da gen nakavtlarına 
yol açar. Bir oligo şablonu mevcut olduğunda, HDR spesifik gen değişimine veya 
yabancı DNA knock-in oluşumuna neden olur. Bu süreçler, her zaman CRISPR/
Cas9’un insan, hayvan ve bitkiler dahil olmak üzere çeşitli organizmaların geno-
munu verimli bir şekilde düzenleyebildiğidir (30).
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