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Genom miihendisligi: CRISPR/Cas9 teknolojisi
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CRISPR/Cas, birbirinin tekrar1 olan DNA dizilerinden olusan 6zel bir DNA ai-
lesidir ve prokaryotlarda bir tiir adaptif bagisiklik gorevi gormektedir. Bu diziler
ilk kez 1987'de Ishino ve ark. tarafindan E. coli K12 susunda alkalin fosfatazin
izoenzim déniisiimiinden sorumlu olan (IAP: Apoptoz Inhibitér Proteinin (The
Inhibitory Of Apoptosis Protein) gen dizisi ¢aligilirken tanimlanmugtir. Ishino ve
ark. Escherichia colide iap geninin downstream bolgesinde dizi analizini yap-
tiklar1 sirada, 29 niikleotit uzunlugunda 14 tane tekrar kiimesi ile bu tekrarla-
rin arasinda 32-33 niikleotidlik ara DNA boélgelerinin (“tandem tekrar” aralig1)
oldugunu belirlemislerdir (1,2). CRISPR/ Cas sistemi, RNA (CRISPR: Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats- Diizenli Araliklarla Blinmiis
Kisa Palindromik Tekrar Kiimeleri) ve protein (Cas: CRISPR Associated-CRISPR
Mliskili Genler) bilesenlerinden olusturmaktadir. 2002'de “tandem tekrarlar1”, “kii-
melenmis diizenli aralikli kisa palindromik tekrarlar” (CRISPR) olarak adlandi-
rild1. 2005’te, CRISPR aralayici dizisinin, bakteriyel plazmitlerden ve fajlardan ge-
len eksojen dizilerle yiiksek oranda homolog oldugu bulundu. Konak ve eksojen
maddeler arasindaki bu homolojinin bir sonucu olarak, CRISPR yabanci DNAy1
parcalayabilir. Ozellikle, hayati bélgeye 6zgii gen CRISPR/Cas sistemi adi verilen
diizenleme arac1 2013 yilinda gelistirilmistir. CRISPR/Cas, Watson-Crick baz es-
lesmesine gore hedef lokuslar1 tanimak i¢in yalnizca kisa bir rehber RNA dizisine
ihtiyag duyar; Cas’in endoniikleaz aktivitesi, hedef DNAYy1 pargalayarak ve olustu-
rarak gen modifikasyonuna yol agabilir (1).

Bakteri ve arkealarda adaptif bagigiklik sistemleri olan CRISPR-Cas, karmagik
bir makineye benzemektedir. Ozellikle son on yilda, Cas9, Cas12 ve Cas13 endo-
niikleazlarinin, genom diizenleme araglar: olarak benzeri goriilmemis basarilari
sayesinde, CRISPR-Cas (CRISPR ile iliskili proteinler) sistemlerinin biyokimya-
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sal aktiviteleri, yapilari, karsilagtirmali genomik ve biyolojik fonksiyonlarinin bir
kismu ile Cas proteinleri en ince ayrintilarina kadar incelenmistir. CRISPR-Cas
sistemi, ¢cogunlukla mobil genetik elementlerden (MGE) gelen yabanci niikleik
asit fragmentelerini, mikrobiyal genomlarda gomiilii olan CRISPR dizilerine en-
tegre eder. Eklenen parcalarin (spacerlar) transkriptleri, ayn1 kokenli hedeflerin
taninmasi ve etkisizlestirilmesi i¢in rehber (g)RNAlar olarak CRISPR-Cas sis-
temleri tarafindan kullanilirlar. CRISPR-Cas sistemleri, evrimsel yoriingeleri en
azindan kismen bagimsiz goriinen farkli adaptasyon ve efektér modiillerinden
olusur. Karsilagtirmali genom analizi, adaptasyon modiiliiniin kokenini, transpo-
zaz olarak CRISPR dizilerine aralayic1 dahil edilmesinden sorumlu olan Cas1 pro-
teininin bir homologunu kullanan farkli bir transpozon tiirii olan kaspozonlardan
ortaya cikarir. Efektér modiil (ler)inin kokeni ¢ok daha az agiktir. CRISPR-Cas
sistemleri, coklu alt birim efektorlii sinif 1 ve efektoriin tek, biyiik bir proteinden
olustugu sinif 2 olmak tizere iki sinifa ayrilirlar. Sinif 2 efektérler, farklt MGE ta-
rafindan kodlanan niikleazlardan kaynaklanirken, sinif 1 efektér komplekslerinin
kokeni bilinmemektedir. Fakat, sinif 1’in, tip III sistemlerindeki bir sinyal yolag:
ile ilgili son kesfi sayesinde, bir ipucu sunmaktadir ve tip III efektor modiillerinin,
stres kaynakli programlanmus hiicre 6liimiiyle ilgili bir sinyal iletim sisteminden
evrimlesmis olabilecegini diisiindiirmektedir (3).

CRISPR-Cas bagisiklik yanity, ti¢ farkli ve ¢ogunlukla i¢ ice ge¢mis asamay1
kapsamaktadir: (i) adaptasyon, (ii) pre-crRNA (pre-CRISPR RNA) ekspresyonu
ve islenmesi ve (iii) interferans.

Adaptasyon asamasinda, Cas protein kompleksi hedef DNA molekiiliine bag-
lanir ve tipik olarak, PAM (Protospacer-Adjacent Motif) olarak bilinen 2-4 baz
giftinden olusan ayri, kisa bir motifle karsilastiktan sonra, hedef DNA iginde iki
¢ift zincir kirilmasi meydana getirir. Serbest kalan segment, yani protospacer,
daha sonra CRISPR dizisindeki iki tekrar arasina (gogunlukla, lider diziyi hemen
takip eden proksimal tekrar tinitesine) eklenir ve boylece bir spacer haline gelir.
CRISPR dizisi daha sonra hiicresel onarim makinesi tarafindan onarilir, bu da
proksimal tekrarin kopyalanmasiyla sonuglanir (4). Ekspresyon-isleme (expres-
sion-processing) asamasinda ise, CRISPR dizisi tipik olarak uzun tek bir trans-
kripte, yani pre-crRNAya kopyalanir. Bu transkript, olgun crRNAlar iiretmek
i¢in ayr1 bir Cas protein kompleksi tarafindan iglenir. Son olarak interference asa-
masinda, igleme (processing) kompleksine bagli kalan crRNA molekiilii, rehber
(gRNA) olarak kullanilir (5).

CRISPR-Cas sistemleri hem yapisal hem de islevsel seviyelerde, ayr1 bir modii-
ler organizasyona sahiptir (6). CRISPR-Cas sistemlerinin iki temel bileseni, adap-
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tasyon ve efektor modiilleridir. CRISPR-Cas sistemlerinin ¢ogunda, adaptasyon
modiilii Casl ve Cas2 proteinlerinden olusan bir komplekstir. Bu yapida, Casl,
enzimatik olarak aktif alt birimi olustururken; Cas2, kompleksin yapisal iskelesini
olusturmaktadir. Casl ve Cas2 genleri, adaptif bagisiklik yanitin olusumunda go-
revlidirler ve tim CRISPR/Cas sistemlerinde bulunmaktadirlar. Bunun yanisira,
bu iki Cas genin disinda, o tipe 6zgii Cas genleri de bulunabilmektedir. Birgok
CRISPR-Cas sisteminde adaptasyon asamasina Cas4, Cas3, Cas9 veya RT gibi
ek Cas proteinleri de katkida bulunur, bazi durumlarda ise, Casl veya Cas2 ile
tiizyonlar olusturur. Adaptasyon modiiliiniin nispeten basit ve tek tip yapisinin
aksine, efektor modiilleri, CRISPR-Cas sistemleri arasinda oldukga ¢esitlidir ve
bunlarin varyasyonlar1 mevcut CRISPR-Cas siiflandirmasinin temelini olustu-
rur (7).

1. CRISPR-CAS’IN YAPISI

CRISPR-Cas sistemi, Cas gen ailesi proteinlerini ve CRISPR tekrar dizilerini,
speysirlar ve lider dizisinden olusmaktadir. Lider dizisi, CRISPR dizisinin yukari
akisinda bulunur ve CRISPR transkripsiyonunun baslatilmasindan sorumludur.
Tekrarlar, bir sa¢ halkasi olusturabilen, uzunlugu 21-48 niikleotit olan kisa tekrar-
layan dizilerdir ve tekrar sayist tiirlere gore degisir, genellikle birkag ila birkag ytiz
arasinda degisir. Aralayicilar yaklasik 26-72 niikleotittir ve iki tekrar arasinda yer
alir (8). Cas geninin kodlama dizisi genellikle CRISPR dizisinin yukari akis bolge-
sinde bulunur ve bir niikleaz, helikaz ve nickaz ve diger aktivitelere sahip olan ve
spesifik olarak DNA dizilerini pargalayabilen yiiksek oranda korunmus niikleik
asitle iligkili Cas proteinini kodlayabilir (9).

2. CRISPR-CAS SISTEMLERININ SINIFLANDIRILMASI

CRISPR-Cas sistemleri, prensipte, konag1 herhangi bir MGEden korumak i¢in
uyum saglayabilen evrensel bir bagisiklik mekanizmasidir. Bununla birlikte, Cas
protein dizileri ve CRISPR-cas lokuslarinin genomik organizasyonu 6nemli ¢esit-
lilik gosterir. Tiiam CRISPR-Cas sistemleri, efektor modiillerinin tasarim ilkeleri
temeline bagl olarak iki farkli sinifa ayrilir. Sinif 1 sistemlerde, birkag Cas pro-
teini iceren ¢oklu alt birim efektér kompleksleri bulunurken, sinif 2 sistemlerde,
efektor tek, biyiik, multidomainli bir proteindir. CRISPR-Cas sistemlerinin si-
niflandirilmasi karmasik bir konudur. Filogenetik belirtegler olarak kullanilabile-
cek evrensel Cas proteinleri yoktur ve evrimsel olarak en korunmus protein olan
Casl’in filogenisi bile, farkli modiillerin yar1 bagimsiz evrimi nedeniyle CRISPR-
Cas sistemleri arasindaki iligkileri yeterince temsil edemez. Bu nedenle, CRISPR-

-3-



Biyosistem Miihendisligi IV

Cas sistemlerinin mevcut siniflandirmasinda, imza cas genleri, cas operonlarin
organizasyonu ve korunmus Cas proteinlerinin filogenileri de dahil olmak {izere
bir¢ok kriter kullanilir (3).

casn spacers
cas3 caslQ casll cas7 cass  cas6  casl cas2 cas4 i

Class I E ______ '__:
¥ e R

biiyiik  kiiciik

alt iinite alt iinite CRISPSs
spacers
cas9 casl2 casl3 casl, cas2, casd
costl O B
L
single effektor protein CRISPSs

Sekil 1. Sinif 1 ve sinuf 2 sistemleri ve 13 gekirdek gen ailesi. Sinif 1 (gok proteinli efektor kompleksleri) ve sinif
2 (tek proteinli efektér kompleksleri) CRISPR-Cas sistemlerinin genel mimarileri. Genler oklarla gosterilmis-
tir; homolog genler ayni renkle gosterilir. Gen adlari, mevcut terminolojiyi ve siniflandirmayi takip eder (3).

CRISPR-Cas siniflarinin her biri kendi iginde ti¢ tiire ayrilmistir. Sinif 1>de, tip
L, III ve IV bulunurken; sinif 2>de tip II, V ve VI bulunmaktadir.

CRISPR/Cas, I, II ve III olmak iizere {i¢ ana tipe ayrilabilir. Su anda, ¢ogu
aragtirma, tip II CRISPR/Cas9 prensiplerine ve uygulamalarina, diger iki tiirden
daha fazla odaklanmaktadir. CRISPR/Cas sistemi tiplerinin crRNA isleme me-
kanizmalar1 birbirinden farklilik goéstermektedir. Bu sistemlerden Tip II sistemi
sadece bakterilerde bulunurken, Tip I ve III sistemleri hem bakterilerde hem de
arkealarda bulunmaktadir ve bu iki sistem benzerlik sergilemektedir. CRISPR/
Cas9 sisteminde, hedef genleri diizenlemek i¢in CAS ile iliskili 9 protein, crRNA
(CRISPRRNA), tracrRNA (transaktive edici ctRNA) ve RNaselll (Riboniikleaz
IIT) gereklidir. CRISPR/Cas9 teknolojisi, gen mutasyonu, gen susturma ve trans-
kripsiyonel diizenleme yoluyla metabolik yollar1 degistirmek ve mahsul kalitesini
arttirmak igin hizla gelistirildi ve gliniimiizde basariyla uygulanmaktadir (1,3).
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Sekil 2. CRISPR-Cas sistem tiirlerinin temel yapr taglar1 (3).

2.1. Sinif 1 efektor modiilleri

Sinirli dogrudan dizi benzerligine ragmen, sinif 1 sistemlerinin biiyiik gogunlu-
gunu birlikte olusturan tip I ve tip III efektor komplekslerinin ortak bir atay1 pay-
lastigina dair neredeyse hig siiphe yoktur (Sekil 3). Bu komplekslerin genel mima-
rileri garpici bi¢cimde benzerdir ve her iki durumda da kompleksin iskeleti, RAMP
(Tekrarla ligkili Gizemli Protein) siiper ailesinin bir {iyesi olan Cas7 proteininin
coklu kopyalarindan olugmaktadir (10). Ek olarak, her iki tiiriin efektor komp-
leksleri, Cas5 proteininin tek bir kopyasini, Cas7 ile uzaktan akraba olan baska
bir RAMP {ist ailesi iiyesini ve biiyiik ve kiiciik alt birimler olarak adlandirilanlar:
igerir (sekil 1 ve 3). Cas genlerinin genel olarak hizli evrimi ve bunun sonuncunda
ortaya ¢ikan diisiik dizilimin korunmasi nedeniyle, tip I ve III arasindaki biiyiik
ve kiictik alt birimlerin homolojisi dizi diizeyinde tespit edilememektedir; bunun-
la birlikte, kiigiik alt birimler, homoloji bakimindan 6nemli yapisal benzerlikler
de gostermektedir. Tip III sistemlerin biiyiik alt birimi olan Cas10, iki RRM (RNA
tanima motifi) alani igeren bir proteindir (11). RRM alani, ¢ok cesitli RNA ve
DNA polimerazlarinin ve niikleotid siklazlarin katalitik alani olan avug i¢i alanina
olduk¢a onemli benzerlik gostermektedir (12). Bu avug i¢i alaninin aktif bir en-
zim oldugu tahmin edilirken, ikinci RRM alani inaktivedir. Tip I biiyiik alt birim,
farkli tip I alt tipler arasinda bile sekans olarak oldukga farkli olan ve saptanabilir
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bir sekans benzerligi gostermeyen ve en iyi ihtimalle Cas10’a sadece zayif yapi-
sal benzerlik gosteren Cas8 proteinidir (6). Bu belirsizlige ragmen, genel yapisal
organizasyonun ve Cas7-Cas5 iskelesinin korunmasi, tip I ve tip III arasindaki
efektor komplekslerinin ortak atalar: i¢in yeterli kanit saglamakatadir (3) (Sekil
3). Ayrica, tip I ve tip III sistemlerin birlikte tespit edilen tiim CRISPR-Cas lokus-
larinin yaklasik %90’1n1 temsil ettigi ve dahasi arkealar arasinda %100%e ulastig
distinildigiinde (13), tip I ve tip III efektor modiilleri de genel olarak CRISPR-
Cas sistemleri i¢in bu modiiliin atasal formu olarak degerlendirilmektedir (6, 14).

Genel organizasyon

tekrar bolgesi (crRNA)

kiigiik alt iinite class 11

;”,—-' 2 kiiciik alt iinite class 11
RAMP |2,
it oo | speysir bolgesi
crRNA
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| T aRNA
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RAMP
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Sekil 3. sinif I CRISPR-Cas sistemlerinin temel 6zellikleri ve genel organizasyonu. $Sekil, sinif 1 efektér komp-
leksinin genel organizasyonunu sematik olarak gostermektedir. $ekillerin renklendirilmesi, sekil 1deki cas
genlerinin renk koduna karsilik gelmektedir.

Tip III'te, kiigtik alt birim harig, tiim efektér kompleksleri ayn1 RRM yapisal
kivrima sahip alanlardan olusmaktadir (15). RRM, Cas10da oldugu gibi, RAMP
stiper ailesinin ortak atasina polimeraz-siklaz aktivitesi saglar; bu, RAMP’lerin
ti¢ grubunun hepsinde, glisin agisindan zengin dongiide tanimlanabilen ortak bir
yapisal ozellik edinmesini saglamaktadir. Ayrica, yapisal karsilastirmalar hem tip
I hem de tip III sistemlerden kiigiik alt birimlerin homolog oldugunu ve Cas10>un
C-terminal doért sarmal demet alanina benzer oldugunu gostermektedir (16). Bu
nedenle, bir ¢ogaltmayi takiben, atalardan kalma Casl0 benzeri bir proteinin
bolinmesinin hem RAMP’lerin hem de kiigiik alt birimlerin atalarina yol agmis
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olabilecegi akla yatkin gériinmektedir. Ug ana ailenin, Cas5, Cas7 ve Cas6’nin ka-
talitik olarak aktif RAMP’lerinin bilindigi goz 6niine alindiginda, atalardan kal-
ma bir RAMP de bir RNase olabilmektedir. Bununla birlikte, 6zellikle farkli Cas6
proteininin katalize katilan farkli kalintilara sahip oldugu goz 6niine alindiginda,
RNAse aktivitesinin bagimsiz kokenleri goz ardi edilememesi gerekir (6, 17).

Son kesifler, CRISPR-Cas efektér modiiliiniin varsayilan bagimsiz atasinin or-
ganizasyonu ve olasi islevleri hakkinda da ipuglar1 vermektedir. Tip III CRISPR-
Cas sistemlerinin gogu, bir veya her iki karakteristik alani igeren proteinleri
kodlar: CARF (CRISPR-Associated Rossmann Fold), (6ngoriilen) bir niikleotid
baglama alani (18) ve HEPN (Yiiksek Okaryot ve Prokaryot Niikleotid baglama
alani), hem prokaryotlarda hem de okaryotlarda temel olarak gesitli savunma is-
levlerinde yer alan bir RNaz. Tip III sistemlerde CARF-HEPN fiizyonunun yaygin
ornekleri arasinda Csmé6 ve Csx1; bunun yerine bazi tip III sistemler, iliskisiz bir
niikleaza veya bir DNA-baglayici HTH alanina kaynagmis bir CARF alanindan
olusan proteinleri igerir (18). Cas10 ve HEPN alanlarinin enzimatik aktiviteleri-
nin yani sira, HEPN (veya diger niikleazlarin) aktivitesinin allosterik diizenlen-
mesi anlamina gelen CARF alanlarinin niikleotid baglama kapasitesi, hesaplama
yontemleri ile tahmin edildikten sonra (15,18), islevleri CRISPR-Cas’ta bu pro-
teinlerin Casl10 tarafindan sentezlenen oligoniikleotidler araciligiyla baglandig:
tahmin edilmesine ragmen, bu durum belirsizligini korumaktadir.

Son birkag yilda CRISPR alanindaki en dikkate deger bulgulardan biri, bu hi-
potezin deneysel olarak dogrulanmasi olmustur. Yapilan ¢alismalar, 6zel bir sinyal
yolunun tip IIT CRISPR-Cas sistemlerinin bagisiklik fonksiyonunun merkezinde
oldugunu gostermektedir. Spesifik olarak, crRNA efektor kompleksinin hedefe
baglanmasi, siklik oligoA (cOA) sentezini katalize eden Cas10’un polimeraz akti-
vitesini allosterik olarak aktive eder. Uretilen cOA molekiilleri, Csm6 proteininin
CAREF alani (ve ¢ikarim yoluyla, diger CARF alani igeren proteinler) tarafindan
baglanir, bu da Csm6'nin HEPN RNaz alaninin rastgele RNaz aktivitesinin al-
losterik aktivasyonuyla ve hem hedef RNAnin hem de diger RNA molekiilleri-
nin bozulmasiyla sonuglanir (19). cOA-Casl10 sinyal yolunun kesfi, CRISPR-Cas
efektorlerinin atasinin bir stres-tepki sistemi oldugu yoniinde makul bir olasilig
ortaya koymaktadir.

2.2. Sinif 2 efektor modiilleri

Sinif 2 efektorleri, tiim efektor fonksiyonlarinin tek bir proteinde yogunlasma-
s1 bakimindan, sinif 1deki efektorlerden tamamen farklidir. Sinif 2 efektorlerin

protein dizilerinin derinlemesine analizi, ¢arpic1 bir 6zelligi ortaya ¢ikarmuistir:
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bunlarin tiimi, farklt MGE siniflar1 tarafindan kodlanan niikleazlara homologtur
(20). Tum tip IT ve tip V efektorler (sirastyla Cas9 ve Cas12 proteinleri), cok gesitli
niikleazlarda ve diger baz1 proteinlerde ortak olan RNase H katina ait olan RuvC
benzeri endoniikleaz ailesine ait bir alan1 paylasir ($ekil 4). Bununla birlikte, Cas9
ve Cas12’nin RuvC benzeri alanlar1 arasindaki ve hatta her tip icindeki farkl: alt
tipler arasindaki sekans benzerligi diisiiktiir, dyle ki bu proteinler homologlar ola-
rak sadece oldukga hassas sekans profili aramalar1 veya yapisal karsilastirmalar ile
taninabilir (20, 21).

RuvC-benzeri alan disinda, Cas9 ve Casl2 dizileri birbirine hi¢bir benzerlik
gostermemekte ve homolog goriinmemektedir. Birka¢ Cas9 proteininin, Casl2a
(Cpfl) ve Casl2b (C2cl) yapilar: kilavuz RNA, hedef DNA ve Cas9 ve Cas12b
durumlarinda tracrRNA ile kompleks olusturdugu bilinmektedir (3, 20, 21). Tim
bu efektor proteinler, hedef DNAYy1 barindiran iki loblu, “gene benzeri” bir yap1
olan benzer boyut ve genel sekli paylasir. Ancak, RuvC benzeri alanlarin 6tesinde
yapilar st tiste bindirilemez. Cas9, Cas12a ve Cas12bnin RuvC benzeri alanlari,
sirastyla homolog olmayan alanlar1 temsil eden benzer fakat ayni olmayan pozis-
yonlarda, Cas9daki HNH ailesi niikleaz domaninde ve Cas12 proteinlerinde he-
def bolitnmeyi kolaylastiran benzersiz, enzimatik olmayan domainlerde insertler
icermektedir (22).

Genel organizasyon

TipI TipV

RECognition ‘ RtrachNA*
lobe

NUClease
lobe

nicki
nuclease?

Tip VI pre-crRNA
.+ katalitik bolge

Sekil 4. Siuf 2 sistemlerin temel 6zellikleri, genel organizasyonu ve etki alani tasarimi. Hedef DNA veya RNA
ile efektor proteinlerin komplekslerinin semasi, RNA ve (tip II i¢in) tracrRNAnin gosterimi.
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Cas9 ve Cas12’nin evrimsel kokenine dair 6nemli bir ipucu, ayn1 Cas protein
ailesinin tiyeleri disinda, her ikisi de IS605’in RuvC alani iceren TnpB proteinle-
rine ve diger ilgili transpozon ailelerine yiiksek derecede dizi benzerligi goster-
mesidir (21). tnpB genleri, bakteri ve arke genomlarinda en bol bulunan genler
arasindadir ve ya ek olarak bir transpozazi (TnpA) kodlayan otonom transpozon-
lar tarafindan ya da daha sik olarak TnpB'nin tek protein tirtinii oldugu dkaryotik
Fanzor elementleri dahil olmak {izere otonom olmayan transpozonlar tarafindan
kodlanir. TnpB'nin transpozonlardaki rolii, bu proteinin transpozisyon igin ge-
rekli olmadig1 ve aslinda onu asag: regiile ettigi diisiintildiigiinde belirsizligini
korumaktadir, ancak ¢ogu TnpB dizisinde RuvC benzeri endoniikleaz katalitik
bolgelerin iyi korunmus olmasi, bu proteinlerin aktif niikleazlar oldugunu gos-
termektedir (23).

Tip II efektorleri ve tip V'nin farkl: alt tipleri (sirasiyla Cas9 ve Casl2a, 12b,
12¢), farkli TnpB protein gruplarina en yiiksek benzerligi gostererek, ayni atasal
protein ailesinden bagimsiz kokenler oldugunu disiindiirmektedir (21). Tnp-
Bden V tipi efektorlere olasi evrim yolu sayesinde, V-U alt tipi, CRISPR-Cas
sistemlerinin tanimlanmasiyla daha izlenebilir hale geldi. Alt tip V-U lokuslari,
adaptasyon modiillerinden yoksundur ve tipik olarak yalnizca CRISPR dizile-
rinin yaninda kodlanmis TnpB homologlarindan olusmaktadir (20). Varsayilan
V-U efektorleri, Cas9 veya Cas12'den ¢ok daha kiigiiktiir, ancak boyut olarak ben-
zerlik gostermektedir, diger taraftan transpozon kodlu TnpB proteinlerinden ise
daha biiyiiktiir. Cas9 ve Cas12’nin aksine, V-U lokuslarinda kodlanan TnpB ho-
mologlari, transpozonla kodlanmis TnpB’ye byiik oranda benzerlik gostermekte-
dir. Buna gore, V-U proteinleri, farkli TnpB alt ailelerinden olan bes farkli V-U2
efektor grubuna ait olabilecegini destekleyen filogenetik agaclara dahil edilebilir
(20). Bununla birlikte, ¢esitli bakterilerde V-U alt tipinin bes farkli varyantinin
evrimsel olarak korunmasi, aralayici dizilerin yakindan iliskili V-U lokuslarinda
bile tamamen farkli oldugunun bulunmas: ve faja 6zgii birden fazla aralayicinin
birlikte bulunmasi, en azindan bazi V-U varyantlarinin, fonksiyonel CRISPR-Cas
sistemleri oldugunu gostermektedir (20).

3. CRISPR/CAS9 MEKANIZMASI

CRISPR/Cas9, yabancit DNAYy1 Cas9 ve sgRNA olmak {izere iki bilesen araciligiyla
pargalar. Cas9, Brevibacillus laterosporus, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes ve Streptococcus thermophilus gibi farkli bakterilerden tiiretilebilen bir
DNA endoniikleazidir ve Cas9 izolasyonu i¢in en yaygin olarak kullanilan bak-
teri Streptococcus pyogenesdir. CRISPR-Cas sisteminin ¢aligma mekanizmast ti¢
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adimdan olusur: acquisition, ekspresyon ve interferens. [k asama, temel olarak,
bilinen tiim CRISPR-Cas sistemleri tarafindan paylasilan ve bazen ek Cas pro-
teinleri igeren Casl ve Cas2 proteinlerinin kompleksi tarafindan gerceklestirilir
(24). Protein kompleksi, yonlendirilmis olarak yakalanan ve tekrar dizileriyle ay-
rilmis bir CRISPR dizisine yeni CRISPR aralayicilar1 olarak entegre edilen ya-
banci niikleik asitlerdeki protospacer ve protospacer bitisik motifini (PAM) tanur,
boylece istilac1 genetik elementlerin “bagisiklik bellegini” olusturmaktadir (25).
Ayni ekzojen gen yeniden istila edildiginde, CRISPR lokusu bir éncii CRISPR
RNA transkriptine (pre-crRNA) kopyalanir ve daha sonra Ribontikleaz III (RNa-
se III) yardimiyla kiigiik bir olgun crRNAYa islenir. crRNA, kismi CRISPR tek-
rarina birlestirilmis kismi CRISPR aralayici dizileri igerir. CRISPR lokusu ayrica,
crRNAnin tekrar bolgelerine tamamlayiciligi olan trans-aktive edici bir crRNAy1
(tracrRNA) kodlar. CRISPR dizisine ek olarak, tek veya ¢oklu Cas niikleazlari,
CRISPR lokusu tarafindan kodlanir. Ornegin, bir tip I CRISPR-Cas9 sisteminde
en onemli ozellik, crRNAnin olgunlagsmasina katilan ve istilac1 ekzojen niikleik
asitleri bozan biiyiik molekiillii Cas9 proteinidir. crRNAy1 tracrRNA ile birlestir-
mek, Cas9’u karmasiklastiran tek kilavuzlu RNAy1 (sgRNA) tiretir. Daha sonra,
sgRNA, gerekli bir 5-NGG-3’ PAM dizisinden uygun sekilde ayrilmis olan istilac1
niikleik asitlerin yok edilmesinden sorumlu bir efektor ribontikleoprotein komp-
leksi olusturmak i¢in Cas9’a baglanir (26). PAM tanima, boliinme ve ayrim i¢in
esastir.

CRISPR/nCas9 ve CRISPR/dCas9

Cas9 proteini, boliinme iglevlerini yerine getiren iki niikleaz alani olan HNH
ve RucV domainlerinden olusmaktadir. HNH domaini, crRNAnin tamamlay-
c1 zincirini keserken, RucV domaini ise ¢ift sarmalli DNAnin zit zincirini keser.
Alanlardan birine tek bir baz mutasyonu (D10A veya H840A) eklenirse, Cas9,
hedef DNA dizisinde yalnizca tek bir ipligi parcalayabilen nickaz Cas9 (nCas9)
olur. Iki alan ayn1 anda mutasyona ugrarsa, Cas9, endoniikleaz aktivitesini tama-
men kaybeden niikleaz eksikligi olan Cas9 (dCas9) haline gelir. nCas9 ve dCas9,
transkripsiyonel modiilasyon, epigenetik modifikasyon ve genomik goriintiileme
alanlarina 6nemli avantajlar saglamistir. nCas9, istenen bir genin iki tek dizisinin
ayn1 anda hedeflenmesi i¢in genellikle iki farkli sgRNA ile kombinasyon halinde
kullanilir. Bu yaklagim, CRISPR-Cas9 sistemlerinin hedef dis1 etkilerini 6nemli
olgtide azaltabilir ve gen diizenlemenin 6zgilligiinti biiytik dl¢iide iyilestirebilir.
nCas9, bityiik gen pargalarinin degistirilmesi ve homolog rekombinasyon onari-
mi1 olasiliginin iyilestirilmesi icin kullanilabilir (27). dCas9 niikleaz aktivitesini
kaybetmesine ragmen, hala DNA baglama aktivitesini korur ve hala gRNA prog-
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ramlanabilir bir sekilde DNA dizilerini hedefleyebilir ve bunlara baglanabilir.
dCas9, transkripsiyonel aktivatorleri veya baskilayicilar: birlestirerek ve bir ge-
noma geri doniisii olmayan mutasyonlar sokmadan gen ekspresyonunu modiile
ederek transkripsiyonu diizenler (28, 29).

SgRNA, sentetik bir RNAdir ve yaklasik 100 niikleotid uzunlugundadir.
5’-ucunda, genellikle konsensus NGG (N, herhangi bir niikleotit; G, guanin) olan
bir protospacer bitisik motif (PAM) dizisinin eslik ettigi hedef diziyi tanimlamak
i¢in bir kilavuz dizisi gérevi goren bir 20 niikleotid dizisi bulunmaktadir. SgR-
NAnin 3’-ucundaki ilmek yapisi, hedef diziyi kilavuz dizi ile tutturabilir ve Cas9
ile bir kompleks olusturabilir, bu da ¢ift sarmalli DNAYy1 boler ve bu bolgede bir
¢ift sarmal kopmasi (DSB) olusturur. Bir DSB olustugunda, homolog olmayan ug
birlestirme (NHE], Nonhomologous End-Joining) veya homolojiye yonelik ona-
rim (HDR, Homology-Directed Repair) DNA onarim mekanizmalar1 baglatilir.
Bir DSB, ¢ogu durumda genellikle NHE] tarafindan onarilir ve uyumsuzluklar
ve gen ekleme/silmeleri olusturmanin basit bir yoludur, bu da gen nakavtlarina
yol agar. Bir oligo sablonu mevcut oldugunda, HDR spesifik gen degisimine veya
yabanct DNA knock-in olusumuna neden olur. Bu siiregler, her zaman CRISPR/
Cas9’un insan, hayvan ve bitkiler dahil olmak iizere ¢esitli organizmalarin geno-
munu verimli bir gekilde diizenleyebildigidir (30).
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