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ENFEKSIYON HASTALIKLARINDA SON GELiSMELER:
CRISPR/CAS9 UYGULAMALARI
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GIRIS

Yillar boyunca, diizenli araliklarla boliinmiis palindromik tekrar kiimeleri
(CRISPR)-iligkili protein 9 (Cas9), ¢inko-parmak niikleazlar1 (ZFN), homing
nitkleazlar (HN) ve transkripsiyon aktivatorii benzeri efektor niikleazlar
(TALEN) dahil olmak tizere gesitli gen diizenleme sistemleri gelistirilmistir (1,2).
Bu tekniklerin kullanimi sayesinde hedef genler mutasyona ugratilarak ya da
genomdan kesilerek susturulabilmekte, ayrica genlerde istenilen niikleotidlerin
degistirilmesi de miimkiin olabilmektedir (3). Bu yeni teknolojiler hizli bir sekilde
bilimsel gelismelere énciilitk etmektedir (4). In vivo ¢aligmalarin bir¢ogunda
cesitli Okaryotlar kullanilirken, son zamanlarda CRISPR/Cas sistemleriyle
bakteriyel genlerin fonksiyonlarinin anlagilmasina dair ¢alismalar hiz kazanmigtir
(5). Ozellikle, ¢oklu ilaca direngli (CID) suslarin sayisindaki artis, enfeksiyonlarin
tan1 ve tedavisine yonelik daha yenilik¢i adimlarin atilmasini zorunlu kilmustir.
Aragtirmacilar CRISPR/Cas sistemlerinin yardimiyla genlerin fonksiyonlarinin
anlagilarak, antimikrobiyaller i¢in yeni potansiyel hedefler bulabileceklerini
disiinmektedir (6).

CRISPR/CAS SISTEMININ TEMEL BiYOLOJIK OZELLIKLERI

[lk olarak 1987 yilinda Ishino ve ark. (7) tarafindan Esherichia coli genomunda
tanimlan CRISPR, orijini ve fonksiyonu bilinmeyen bir DNA tekrar dizisidir.
Prokaryotik organizmalarda bulunan CRISPR/Cas kompleksleri, genetik
elementlere kars: direng saglamaktadir (8). Cas proteinlerinin icerigine ve amino
asit dizilerine gore, CRISPR/Cas sistemleri yapay olarak tip I, tip II ve tip III olmak
lizere ii¢ gruba ayrilmistir (9,10). Yakin zamana kadar, bakteri genomlarinda
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da ti¢ farkli grup CRISPR/Cas sistemi (tip IV-VI) tanimlanmistir; bunlardan
hem tip II hem de tip V CRISPR/Cas sistemleri, yalnizca tek bir alt birim RNA
efektortinden olusan (Cas9 ve Cas12) benzer sistemlerdir (11,12). Yaygin olarak
CRISPR/Cas9 olarak bilinen tip II CRISPR/Cas sistemi, endoniikleaz Cas9, iki
kiigiik rehber RNA (gRNAlar ve CRISPR RNA (crRNA) ve transaktive olabilen
CRISPR RNAdan (tracrRNA) olusan bir komplekstir ve yaygin olarak genom
diizenlenmesi igin kullanilmaktadir (13-16). Hiicre genom diizenlenmesinin
basarili bir sekilde gerceklesebilmesi icin Cas9 ekspresyonunun optimizasyonuna
ve eslesebilen gRNA tasarimina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Dogal CRISPR/Cas9 sistemleri, gesitli yapisal ozelliklere sahiptir (17,18).
Streptococcus pyogenes Cas9 (SpCas9) ve Staphylococcus aureus (SaCas9)
varyantlar1 aragtirma amaciyla yaygin olarak kullanilan iki tiirdiir. Ayrica, farkl
bakteri tiirlerine ait Cas9 niikleazlar, hedef aramak i¢in farkli protospacer-bitisik
motif (PAM) dizilerini tanimaktadir; SpCas9, baglayici hedef olarak “NGG”
PAM’i kullanirken (19) SaCas9, “NNGRRT” PAM1 kullanir (20). Son birkag yilda,
basit tasarimli CRISPR/Cas sistemleri yagam bilimlerindeki uygulama alanlarin
genisleterek hizli bir sekilde gelismeye devam etmektedir.

BAKTERIYEL GEN FONKSIYONLARININ TANIMLANMASI

CRISPR/Cas9 sistemi, bakterilerin hayatta kalmasi i¢in gereken temel genlerin
tanimlanmasi ve bunlarin viriilans faktorlerinin belirlenmesi icin kullanilmigtir
(21). Peters ve ark. (21) yapmis olduklar1 calismada, Bacillus subtilis'in tiim
genom interaksiyonlarinin CRISPR aracili bir yontem ile ortaya ¢ikarilabilecegi
goriisiini literatiire sunmustur. Bu yaklasim, diger patojenik bakterilerin tanisi
ve tedavisinde yeni stratejilerinin belirlenmesine yardimci olabilecegi fikrini
desteklemektedir (21).

Tao ve ark. (22), Clostridium difficile tizerinde CRISPR/Cas9 aracili genom
¢apinda arastirmalar gergeklestirmis ve toksin B (TcdB) reseptorleri olarak islev
goren Wnt reseptoriiniin kivrilmis ailesinin (FZD»ler) tiyelerini tanimlamislardir.
Toksin B, Clostridium difficile enfeksiyonunun bir¢ok semptomundan sorumlu
olan 6nemli bir viriilans faktoridir.

Rousset ve ark. (23) Esherichia coli izolat1 ve yakindan iligkili tiirler i¢in uygun
olan yeni bir CRISPRi platformu tasarlamiglartir. Bu teknik sayesinde, belirli
bir cinsin bir alt kiimesini hedeflemek i¢in 6zel tek bir rehber RNA (sgRNA)
kiitiiphanesi tasarlamak miimkiin hale gelmistir. Bu tasarimla, dizili izolatlarda
bulunan Esherichia coli genlerinin %90’ 1ndan fazlas1 hedeflenebilir ve taranabilir
hale gelmistir (23).
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Peters ve ark. ise (24) genlerin fenotiplerle iliskisini agiklayabilecek yontemlerin
eksik oldugunu agiklamislar, bunun neticesinde de, konjugasyon yoluyla farkl
bakterilere genomik entegrasyon ve kolay bir sekilde transfer olabilen “Mobile-
CRISPRi” adin1 verdikleri bir yontem gelistirmislerdir. Bu yontem katalitik olarak
inaktif Cas9 proteini (dCas9) ve sgRNA kullanarak gen ekspresyonunu bloke
etmek icin kullanilmaktadir. Aragtirmacilar bu yontemin etkinligini antibiyotik
direnci ile iligkili insan patojenlerinde de gostermislerdir (24).

Zheng ve ark. (25) prokaryotik hiicrelerde sitozinin timine doniisiimiinii
promote etmek i¢in i¢in nikaz Cas9-sitidin deaminaz fiizyon proteini
kullanmislardir. Sonug olarak, Esherichia coli ve Brucella melitensiste yiiksek
oranda mutasyon tespit etmislerdir (25).

CRISPR/Cas9 sistemlerinin mikrobiyolojide kullanilmas: ile enfeksiyon
hastaliklarinin patogenezinde yer alan patojen ve konaga ait faktorlerin
tanimlanmasi hedeflenmektedir. Dolayisiyla, bu sistemlerin yakin zamanda
enfeksiyon hastaliklar i¢in yeni potansiyel terapotikler olarak kullanilabilecegi
distniilmektedir.

CRISPR/CAS SISTEMLERININ TANIDA KULLANIMI

Enfeksiyon hastaliklarinda, erken tani ve dogru tedavi stratejileri bityitk 6nem arz
etmektedir. Ozellikle yapilan birkag calismada tani amagli CRISPR/Cas sistemleri
kullanilmistir. Pardee ve ark. (26) in vitro olarak gerceklestirdikleri caliymada, bir
makak modelinde Zika viriis suslarini ayirt etmek i¢in CRISPR-Cas?9 ile niikleik
asit temelli bir amplifikasyon yonteminin kombinasyonunu kullanmaiglardir (26).

Miiller ve ark. (27) da bakterilerdeki antibiyotik direng genlerinin tanimlanmasi
amactyla bir optik DNA haritalamasi ile birlikte CRISPR-Cas9 kombinasyonunu
kullanmiglardir. Bu galismada gRNA-Cas9 kompleksi, direng genlerinin barindiran
plazmitlerin niikleik asitlerinin spesifik bir dizisine baglanir ve bu bolgeden keser.
Daha sonra, bir floresan boya olan YOYO-1 ve bir antimikrobiyal olan netropsin,
DNA iizerinde adenin-timin agisindan zengin bolgeye baglanir ve her bir DNA
fragmaninda benzersiz bir emisyona yol agar. Bu galisma, arastirmacilarin,
genislemis spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL), karbapenemazlar ve Yeni Delhi
metallo-f8 laktamaz (NDM)-1 (27) gibi antimikrobiyallere diren¢ kazandiran

farkli direng enzimleri tireten plazmitlerin tanimlanmasina yardimci olmustur.

Kellner ve ark. (28) “spesifik yiiksek hassasiyetli enzimatik raportor kilit
acicr” (SHERLOCK) olarak adlandirdiklari, istenen DNA veya RNA dizilerinin
taninmasi i¢in CRISPR/Cas enzimolojisi ile niikleik asit 6n amplifikasyonunu
kullanan yeni bir CRISPR tabanli tan1 platformu olusturmuslardir. Bu platform
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DNA veya RNAnin rekombinaz aracili polimeraz 6n amplifikasyonunu
gerceklestirir ve ardindan floresans ve kolorimetrik okumalar araciligiyla Cas13
- veya Casl2 - proteinlerini tespit eder. Caliymanin raporuna, gore bu tespit
yonteminin sensitivitesinin %100e yakin oldugu ve 15 dakikadan daha kisa
stirede sonug verdigi gosterilmistir (28).

TERAPOTIK YAKLASIMLAR

Bakteri direncine karsi miicadele etmek icin CRISPR/Cas
sistemlerinden yararlanilmasi

Antibiyotik direnci, mevcut antibiyotik eksikligi ile daha da kotiiye giden,
zamanimizin en biyiik halk saghigi tehditlerinden biridir. Yeni yaklasimlar
gelistirilmedigi takdirde 2050 yilina kadar antimikrobiyal direncin 10 milyon
6lime yol agacagr ve 100 trilyon dolara mal olacagi tahmin edilmektedir
(29). Antimikrobiyal diren¢ zamanla dogal olarak gelisir. Genellikle genetik
degisimler bu siirece yardimci olur. Antimikrobiyal direncin ortaya g¢ikisini
hizlandiran genellikle antibiyotigin asir1 veya uygunsuz kullanimidir. Hijyen
eksikligi, zayif enfeksiyon ve hastalik 6nleme gibi diger durumlar da antibiyotik
direncine yol a¢abilen cesitli komplikasyonlara neden olur. Antibiyotik disa atim
pompalar: (effluxlar), bir ila¢ hedefinin modifikasyonu, bir ilacin degistirilmesi,
inaktivasyonu ve hatta bir ilacin aliminin sinirlandirilmas: gibi bir¢ok mekanizma
antimikrobiyal dirence neden olabilir (30).

Bakteriler, toksik bilesikleri disar1 pompalayarak ve hiicrenin i¢ ortamini
diizenleyerek bir hiicredeki antibiyotik konsantrasyonunu azaltir (31). Bir ilag
hedef mekanizmasinin modifikasyonuyla, bakteriler hedef bolgelerini degistirir,
boylece ilag zayif baglanir veya hig baglanmaz (32). Cogu zaman, bu degisiklikler
gendeki nokta mutasyonlar1 sonucunda gergeklesir. Diger bir mekanizma ise, ilag
inaktivasyonu veya modifikasyonudur. Bakteriler hiicre zar1 porin kanallarinin
gecirgenligini azaltacak sekilde degistirir. Bu mekanizmada kloramfenikol asetil-
transferazlar, f8-laktamazlar ve aminoglikozit modifiye edici enzimler rol oynar
(33,34).

Biyomiihendislik iiriinii sentetik peptitler, tasarlanmis bakteriyofajlar ve
nano-antibiyotikler (nanopartikiiller gibi sentezlenmis viriis) gibi, biiyiime
destekleyicileri olarak kullanilan bilesiklerin, antibiyotige direngli bakterilerle
savagmak icin kullanilabilecegi oOne siiriilmiistiir, ancak bu ydntemlerin
gelistirilmesi zaman alacaktir. CRISPR/Cas9 sistemlerinin de bu amagla
kullanilabilecegi ~disiiniilmektedir. Bu yontemin digerlerine istiinligi
hassasiyetinin oldukea yiiksek olmasidir. CRISPR/Cas sisteminde spesifik bir
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hedef genle eslesen bir sgRNAnin programlanmasiyla, bakteriler segici olarak
ortadan kaldirilir (35).

CRISPR/Cas9 sistemi, ilk kez 2014 yilinda antibiyotige direngli suslara kars:
kullanilmistir. Bu ¢aligmanin sonucunda miihendislik driinii olan CRISPR/
Cas9 sisteminin hiicre 6liimiinii veya plazmit kaybini indiikledigi gosterilmis,
antibiyotik direnci veya viriilansla iliskili genetik sekanslar tespit edilmistir
(36,37). Citorik ve ark. (37) Streptococcus pyogenes’'de tanimlamis oldugu tip II
CRISPR/Cas sistemini bilim diinyasiyla bulusturmustur. Arastirmalar ise, tip I
CRISPR/Cas sistemlerinin, tip II CRISPR/Cas sistemlerine gore ekzoniikleaz
aktivitesinin bir sonucu olarak DNA hasarini ve hiicre 6limiinii indiikleme de
daha verimli oldugunu gostermistir. Pek ¢cok bakteri tiirii i¢in tip II CRISPR/Cas
sistemleri kullanilabilir durumdadir. Ancak, bu yontem bakteri popiilasyonunu
tamamen ortadan kaldirmamaktadir (4).

Bikard ve ark. (36) viriilan Staphylococcus aureus suglarinda direnci tespit
etmek i¢cin CRISPR-Cas9 ile kodlanmis FNM1 fajin1 kullanmiglardir. Calismanin
sonucunda, karisik kiiltiirlerde mecA genini tastyan Staphylococcus aureus
suslarinin sayisinda bir azalma tespit etmislerdir. Deri enfeksiyonu olan bir fare
modeliyle gerceklestirilen bagka bir ¢alismada, faj kodlu bir CRISPR/Cas9 sistemi
ile tedaviden 6nce ve sonra bakteri kolonizasyonu karsilastirilmistir. Tedavi
sonrasinda bakteri kolonizasyonunda 6nemli bir azalma tespit edilmistir (36).

Bakteriyel gen ekspresyonunun diizenlenmesinde dCas9 enziminin
kullanimi

Gen transkripsiyonunun diizenlenmesi, CRISPR/Cas sisteminin diger bir
uygulamasidir. Hedef DNA dizisine baglanip onun tanimlanmasina yardimci olan
deaktive Cas9 enzimi (dCas9) sayesinde bilim adamlar1 gen transkripsiyonunu
agag1 veya yukar1 yonde diizenleyebilmektedirler. dCas9 gen baskilanmasi i¢in
kullanildiginda buna CRISPR interferans: (CRISPRi) denir, genlerin aktivasyonu
i¢in kullanildiginda ise CRISPR aktivasyonu (CRISPRa) adin1 almaktadir (4,38).
Bu uygulamada, tipik DNA boliinmesi yerine, dCas9 enzimi hedef DNA sekansina
baglanir ve RNA polimeraz veya transkripsiyon faktoriiniin baglanmasin
engelleyebilir (39,40). Gilbert ve ark. (41) bir kolera-difteri toksinin duyarlilig
arastirmak i¢in bu yontemi kullanmigtir.

CRISPR/Cas sisteminin antimikrobiyal etkinligi

CRISPR-Cas sistemini antimikrobiyallere uygulamanin en biiyiik zorluklarindan
biri, eksojen DNAy1 belirli bakterilere aktarabilen vektorlerin gelistirilmesidir.
CRISPR/Cas sisteminin uygulanmasi ¢esitli tekniklerle gerceklesebilir.
Polimerden tiiretilmis CRISPR nanopargaciklari, konjugatif plazmitler ve fajlar bu
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tekniklerden bazilaridir (42). Fajlar bakteri yiizeyindeki reseptorlere baglanir ve
genomlarini sitoplazmaya enjekte eder. CRISPR/Cas sisteminin antimikrobiyaller
icin uygulamasinda gesitli faj vektorleri kullanilmistir. Yapilan c¢alismalarda
CRISPR/Cas9 sistemi, fajmitler kullanilarak Esherichia coli veya Staphylococcus
aureus gibi farkli bakteri modellerine uygulanmistir (36,37). Bununla birlikte,
fajmidlerin kullanilmasindaki problem, viral vektoriin olusturulmasinda
yardimci fajlara ihtiyag duyulmasidir Viriilan veya iliman fajlar ise, diger fajlara
kiyasla gelistirilmis bakterisit 6zellikleri nedeniyle bu ¢aligmalarda kullanilmistir
(43,44). CRISPR/Cas sistemlerinin in vitro ¢aliymalarda antimikrobiyaller olarak
etkili olabilecegi diisiiniilse de, daha fazla klinik deneye ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bununla birlikte fajlar ile memeli organizmalar arasindaki etkilesimler (6rn.
bagisiklik sistemi) veya faj tedavisinin etkinligi gibi ¢esitli sorunlar hala devam
etmektedir (45).

CRISPR/Cas sisteminin parazitoloji alaninda kullanilmasi

Diinya saglik orgiitiiniin (WHO) raporuna gore, parazit enfeksiyonlar: global
olarak morbiditenin en 6nemli nedenlerinden biri olmaya devam etmektedir
(46). As1 eksikligi, ilaglarin etkinliginin diisiik olmasi ve antimikrobiyal direng
parazitoloji alanindaki en biilyilk problemlerdir. Arastirmacilar, CRISPR gibi
yeni sistemlerin parazitoloji alaninda gesitli tedavi secenekleri sunabilecegini
distinmektedir (47,48).

Gegtigimiz yillarda, 150den fazla parazitin genomunun dizilenmesi igin
olaganiistii ugraslar verilmistir (49). Genom dizileme, genomu parcalara ayirmaya
vefonksiyonunu tanimlamayayardimciolurken, CRISPRin tanimlanmasiile, bilim
adamlar1 artik genleri manipiile edebilmekte, yeni diziler olusturabilmektedir.
Ozellikle de son zamanlarda CRISPR/Cas sistemleri yardimiyla sistozom genomu
tizerinde yapilan ¢alismalar oldukea ilgi ¢cekicidir (50,51). Arastirmacilar CRISPR/
Cas sistemlerinin, paraziter hastaliklarin tedavisinde kullanilmas: igin ¢esitli
caligmalar yiiriitmektedir. Bu tedavi yaklasiminda, parazitin ihtiya¢ duydugu
konaga ait genler degistirilebilmekte veya replikasyon i¢in gerekli olan parazitik
genler hedef alinabilmektedir (52-54). Genomda segilen bir lokusta bir ¢ift zincir
kirilmast (CZK) olusturmak igin Cas9 endoniikleaz kullanilmaktadir. Cas9
spesifik olarak bir sgRNAya baglanir. CZK’nin onarilmasi i¢in {i¢ yol mevcuttur:
1. dogrulanmig bir kalip kullanilarak homolog rekombinasyonel onarim, 2.
homolog olmayan ug birlestirme, 3. mikro homolog aracili u¢ birlestirmedir.
CRISPR/Cas9, ¢ok az veya hi¢ genetik iz birakmadan DNAnin delesyonunu,
insersiyonunu veya mutasyonunu kolaylastirir (54).

CRISPR/Cas, Plasmodium spp., Toxoplasma gondii ve Cryptosporidium spp.
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gibi yiiksek mortaliteyle iliskili parazitlerin genomlarinin diizenlenmesinde
kullanilmistir. ZFN, Plasmodium falciparumda gen diizenlemede yaygin olarak
kullanilsa da, hedefleme yeteneginin sinirlt olmasi, maliyetinin yiiksek olmasi,
tasarim ve uygulamasinin zor olmasi, bu teknolojinin yaygin olarak kullanilmasini
engellemistir (55). 2014 yilinda Ghorbal ve Wagner (56,57), sgRNA ekspresyonu
i¢in farkli bir yaklasim uygulayarak Plasmodium falciparum genomunun manipiile
edilmesinisaglayan CRISPR/Cas9 tekniginin uyarlamasiniliteratiire sunmuslardir.
Benzer sekilde arastirmacilar, CRISPR/Cas9’u kullanarak, Toxoplasma suslarinda
etkili bir sekilde gen nakavtlar1 olusturmuslardir (58-60). Yiiksek mortalite ile
iliskili diger bir parazit olan Cryptosporidium spp., enfekte bireylerde monitorize
edilememektedir. Dolayisiyla, arastirmacilar mikroorganizmanin biyolojisini
anlayamamis ve yeni tedavi modelleri gelistirememislerdir. Ayrica molekiiler
genetik yontemlerin eksikligi, mikroorganizmanin kiiltiiriiniin yapilamamasi
ve in vivo olarak ¢alisilabilecek hayvan modellerinin uygun olmamas: diger
problemlerdir (61). Ilk kez, Vinayak ve ark. (62) Cryptosporidium parvum
sporozoitlerini transfekte ederek genetik olarak kararl parazitleri izole etmek i¢in
yeni bir yontem gelistirmislerdir. Bu basari, parazitlerin biyolojisinin anlagilmast,
kiiltiir ve yeni tedavi yontemlerini kesfedilmesi konusundaki gelismelere 6nciiliik
etmektedir.

Yapilan bagka bir calismada, Strongyloides stercoralis ve motilite geni SS-
unc-22, CRISPR/Cas9 sisteminin yardimiyla devre dis1 birakilmistir (63). Janssen
ve ark. (64) CRISPR/Cas9 teknolojisi kullanilarak diinya ¢apinda 250 milyondan
fazla insani etkileyen en yaygin cinsel yolla bulasan enfeksiyonlardan biri olan
Trichomonas vaginalis'in, ilaca direngli gen kasetini degistirerek iki endojen
genini devre dig1 birakmiglardir (64).

CRISPR Cas9 sistemindeki ilerlemeler ve kullaniminin hizhi bir sekilde
artmasi ile, daha dogru gen diizenlemeleri olusturmak miimkiin hale gelmistir.
Bununla birlikte, bir¢ok parazitte homolog olmayan ug birlestirme gibi bazi
yolaklarin eksik olmasi, CRISPRin genom ¢apinda kullanimini sinirlamaktadir.
Ote yandan, parazitlerde DNA cift zincir kirtk onarimi gibi mekanizmalarin daha
iyi anlagilmasi, genom ¢alismalari i¢in alternatif yollarin kullanilmasina yardimei
olabilir.

SONUC

CRISPR/Cas sisteminin gelistirilmesi her alanda yeni denemelere ve
uygulamalara olanak saglamaktadir. Ozellikle patojen mikroorganizmalarin aktif
ve gliclii bagisiklik sistemi elemanlarinin yapisal bilesenlerinin tanimlanmasini,
derinlemesine analizlerinin yapilmasini miimkiin hale getirmistir. Sonug
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olarak mikrobiyoloji alaninda da, hedeflenen bakteri suglarinin segici olarak
cikarabilmesi, antibiyotik diren¢ ve viriilans genlerini hedeflemesi ile CRISPR-
Cas uygulamalari, gelecekte patojenlerle miicadelede kullanilacak yeni yollar:
kesfetmek i¢in anahtar rol oynayabilir.
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