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BöLüm 16

ENFEKSİYON HASTALIKLARINDA SON GELİŞmELER: 
CRISPR/CAS9 UYGULAmALARI

Ali üÇKAYABAŞI1

Halil İbrahim öKSüZ2

Hale öKSüZ3

GİRİŞ
Yıllar boyunca, düzenli aralıklarla bölünmüş palindromik tekrar kümeleri 
(CRISPR)-ilişkili protein 9 (Cas9), çinko-parmak nükleazları (ZFN), homing 
nükleazlar (HN) ve transkripsiyon aktivatörü benzeri efektör nükleazlar 
(TALEN) dahil olmak üzere çeşitli gen düzenleme sistemleri geliştirilmiştir (1,2). 
Bu tekniklerin kullanımı sayesinde hedef genler mutasyona uğratılarak ya da 
genomdan kesilerek susturulabilmekte, ayrıca genlerde istenilen nükleotidlerin 
değiştirilmesi de mümkün olabilmektedir (3). Bu yeni teknolojiler hızlı bir şekilde 
bilimsel gelişmelere öncülük etmektedir (4). İn vivo çalışmaların birçoğunda 
çeşitli ökaryotlar kullanılırken, son zamanlarda CRISPR/Cas sistemleriyle 
bakteriyel genlerin fonksiyonlarının anlaşılmasına dair çalışmalar hız kazanmıştır 
(5). Özellikle, çoklu ilaca dirençli (ÇİD) suşların sayısındaki artış, enfeksiyonların 
tanı ve tedavisine yönelik daha yenilikçi adımların atılmasını zorunlu kılmıştır. 
Araştırmacılar CRISPR/Cas sistemlerinin yardımıyla genlerin fonksiyonlarının 
anlaşılarak, antimikrobiyaller için yeni potansiyel hedefler bulabileceklerini 
düşünmektedir (6). 

CRISPR/CAS SİSTEmİNİN TEmEL BİYOLOJİK öZELLİKLERİ
İlk olarak 1987 yılında Ishino ve ark. (7) tarafından Esherichia coli genomunda 
tanımlan CRISPR, orijini ve fonksiyonu bilinmeyen bir DNA tekrar dizisidir. 
Prokaryotik organizmalarda bulunan CRISPR/Cas kompleksleri, genetik 
elementlere karşı direnç sağlamaktadır (8). Cas proteinlerinin içeriğine ve amino 
asit dizilerine göre, CRISPR/Cas sistemleri yapay olarak tip I, tip II ve tip III olmak 
üzere üç gruba ayrılmıştır (9,10). Yakın zamana kadar, bakteri genomlarında 
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da üç farklı grup CRISPR/Cas sistemi (tip IV-VI) tanımlanmıştır; bunlardan 
hem tip II hem de tip V CRISPR/Cas sistemleri, yalnızca tek bir alt birim RNA 
efektöründen oluşan (Cas9 ve Cas12) benzer sistemlerdir (11,12). Yaygın olarak 
CRISPR/Cas9 olarak bilinen tip II CRISPR/Cas sistemi, endonükleaz Cas9, iki 
küçük rehber RNA (gRNA’lar ve CRISPR RNA (crRNA) ve transaktive olabilen 
CRISPR RNA’dan (tracrRNA) oluşan bir komplekstir ve yaygın olarak genom 
düzenlenmesi için kullanılmaktadır (13-16). Hücre genom düzenlenmesinin 
başarılı bir şekilde gerçekleşebilmesi için Cas9 ekspresyonunun optimizasyonuna 
ve eşleşebilen gRNA tasarımına ihtiyaç duyulmaktadır.

Doğal CRISPR/Cas9 sistemleri, çeşitli yapısal özelliklere sahiptir (17,18). 
Streptococcus pyogenes Cas9 (SpCas9) ve Staphylococcus aureus (SaCas9) 
varyantları araştırma amacıyla yaygın olarak kullanılan iki türdür. Ayrıca, farklı 
bakteri türlerine ait Cas9 nükleazlar, hedef aramak için farklı protospacer-bitişik 
motif (PAM) dizilerini tanımaktadır; SpCas9, bağlayıcı hedef olarak “NGG” 
PAM’i kullanırken (19) SaCas9, “NNGRRT” PAM’ı kullanır (20). Son birkaç yılda, 
basit tasarımlı CRISPR/Cas sistemleri yaşam bilimlerindeki uygulama alanlarını 
genişleterek hızlı bir şekilde gelişmeye devam etmektedir.

BAKTERİYEL GEN FONKSİYONLARININ TANImLANmASI

CRISPR/Cas9 sistemi, bakterilerin hayatta kalması için gereken temel genlerin 
tanımlanması ve bunların virülans faktörlerinin belirlenmesi için kullanılmıştır 
(21). Peters ve ark. (21) yapmış oldukları çalışmada, Bacillus subtilis’in tüm 
genom interaksiyonlarının CRISPR aracılı bir yöntem ile ortaya çıkarılabileceği 
görüşünü literatüre sunmuştur. Bu yaklaşım, diğer patojenik bakterilerin tanısı 
ve tedavisinde yeni stratejilerinin belirlenmesine yardımcı olabileceği fikrini 
desteklemektedir (21). 

Tao ve ark. (22), Clostridium difficile üzerinde CRISPR/Cas9 aracılı genom 
çapında araştırmalar gerçekleştirmiş ve toksin B (TcdB) reseptörleri olarak işlev 
gören Wnt reseptörünün kıvrılmış ailesinin (FZD›ler) üyelerini tanımlamışlardır. 
Toksin B, Clostridium difficile enfeksiyonunun birçok semptomundan sorumlu 
olan önemli bir virülans faktörüdür. 

Rousset ve ark. (23) Esherichia coli izolatı ve yakından ilişkili türler için uygun 
olan yeni bir CRISPRi platformu tasarlamışlartır. Bu teknik sayesinde, belirli 
bir cinsin bir alt kümesini hedeflemek için özel tek bir rehber RNA (sgRNA) 
kütüphanesi tasarlamak mümkün hale gelmiştir. Bu tasarımla, dizili izolatlarda 
bulunan Esherichia coli genlerinin %90’ından fazlası hedeflenebilir ve taranabilir 
hale gelmiştir (23).
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Peters ve ark. ise (24) genlerin fenotiplerle ilişkisini açıklayabilecek yöntemlerin 
eksik olduğunu açıklamışlar, bunun neticesinde de, konjugasyon yoluyla farklı 
bakterilere genomik entegrasyon ve kolay bir şekilde transfer olabilen “Mobile-
CRISPRi” adını verdikleri bir yöntem geliştirmişlerdir. Bu yöntem katalitik olarak 
inaktif Cas9 proteini (dCas9) ve sgRNA kullanarak gen ekspresyonunu bloke 
etmek için kullanılmaktadır. Araştırmacılar bu yöntemin etkinliğini antibiyotik 
direnci ile ilişkili insan patojenlerinde de göstermişlerdir (24).

Zheng ve ark. (25) prokaryotik hücrelerde sitozinin timine dönüşümünü 
promote etmek için için nikaz Cas9-sitidin deaminaz füzyon proteini 
kullanmışlardır. Sonuç olarak, Esherichia coli ve Brucella melitensis’te yüksek 
oranda mutasyon tespit etmişlerdir (25).

CRISPR/Cas9 sistemlerinin mikrobiyolojide kullanılması ile enfeksiyon 
hastalıklarının patogenezinde yer alan patojen ve konağa ait faktörlerin 
tanımlanması hedeflenmektedir. Dolayısıyla, bu sistemlerin yakın zamanda 
enfeksiyon hastalıkları için yeni potansiyel terapötikler olarak kullanılabileceği 
düşünülmektedir.

CRISPR/CAS SİSTEmLERİNİN TANIDA KULLANImI

Enfeksiyon hastalıklarında, erken tanı ve doğru tedavi stratejileri büyük önem arz 
etmektedir. Özellikle yapılan birkaç çalışmada tanı amaçlı CRISPR/Cas sistemleri 
kullanılmıştır. Pardee ve ark. (26) in vitro olarak gerçekleştirdikleri çalışmada, bir 
makak modelinde Zika virüs suşlarını ayırt etmek için CRISPR-Cas9 ile nükleik 
asit temelli bir amplifikasyon yönteminin kombinasyonunu kullanmışlardır (26).

Müller ve ark. (27) da bakterilerdeki antibiyotik direnç genlerinin tanımlanması 
amacıyla bir optik DNA haritalaması ile birlikte CRISPR-Cas9 kombinasyonunu 
kullanmışlardır. Bu çalışmada gRNA-Cas9 kompleksi, direnç genlerinin barındıran 
plazmitlerin nükleik asitlerinin spesifik bir dizisine bağlanır ve bu bölgeden keser. 
Daha sonra, bir floresan boya olan YOYO-1 ve bir antimikrobiyal olan netropsin, 
DNA üzerinde adenin-timin açısından zengin bölgeye bağlanır ve her bir DNA 
fragmanında benzersiz bir emisyona yol açar. Bu çalışma, araştırmacıların, 
genişlemiş spektrumlu beta-laktamazlar (GSBL), karbapenemazlar ve Yeni Delhi 
metallo-ß laktamaz (NDM)-1 (27) gibi antimikrobiyallere direnç kazandıran 
farklı direnç enzimleri üreten plazmitlerin tanımlanmasına yardımcı olmuştur.

Kellner ve ark. (28) “spesifik yüksek hassasiyetli enzimatik raportör kilit 
açıcı” (SHERLOCK) olarak adlandırdıkları, istenen DNA veya RNA dizilerinin 
tanınması için CRISPR/Cas enzimolojisi ile nükleik asit ön amplifikasyonunu 
kullanan yeni bir CRISPR tabanlı tanı platformu oluşturmuşlardır. Bu platform 
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DNA veya RNA’nın rekombinaz aracılı polimeraz ön amplifikasyonunu 
gerçekleştirir ve ardından floresans ve kolorimetrik okumalar aracılığıyla Cas13 
– veya Cas12 – proteinlerini tespit eder. Çalışmanın raporuna, göre bu tespit 
yönteminin sensitivitesinin %100’e yakın olduğu ve 15 dakikadan daha kısa 
sürede sonuç verdiği gösterilmiştir (28).

TERAPöTİK YAKLAŞImLAR

Bakteri direncine karşı mücadele etmek için CRISPR/Cas 
sistemlerinden yararlanılması
Antibiyotik direnci, mevcut antibiyotik eksikliği ile daha da kötüye giden, 
zamanımızın en büyük halk sağlığı tehditlerinden biridir. Yeni yaklaşımlar 
geliştirilmediği takdirde 2050 yılına kadar antimikrobiyal direncin 10 milyon 
ölüme yol açacağı ve 100 trilyon dolara mal olacağı tahmin edilmektedir 
(29). Antimikrobiyal direnç zamanla doğal olarak gelişir. Genellikle genetik 
değişimler bu sürece yardımcı olur. Antimikrobiyal direncin ortaya çıkışını 
hızlandıran genellikle antibiyotiğin aşırı veya uygunsuz kullanımıdır. Hijyen 
eksikliği, zayıf enfeksiyon ve hastalık önleme gibi diğer durumlar da antibiyotik 
direncine yol açabilen çeşitli komplikasyonlara neden olur. Antibiyotik dışa atım 
pompaları (effluxlar), bir ilaç hedefinin modifikasyonu, bir ilacın değiştirilmesi, 
inaktivasyonu ve hatta bir ilacın alımının sınırlandırılması gibi birçok mekanizma 
antimikrobiyal dirence neden olabilir (30).

Bakteriler, toksik bileşikleri dışarı pompalayarak ve hücrenin iç ortamını 
düzenleyerek bir hücredeki antibiyotik konsantrasyonunu azaltır (31). Bir ilaç 
hedef mekanizmasının modifikasyonuyla, bakteriler hedef bölgelerini değiştirir, 
böylece ilaç zayıf bağlanır veya hiç bağlanmaz (32). Çoğu zaman, bu değişiklikler 
gendeki nokta mutasyonları sonucunda gerçekleşir. Diğer bir mekanizma ise, ilaç 
inaktivasyonu veya modifikasyonudur. Bakteriler hücre zarı porin kanallarının 
geçirgenliğini azaltacak şekilde değiştirir. Bu mekanizmada kloramfenikol asetil-
transferazlar, ß-laktamazlar ve aminoglikozit modifiye edici enzimler rol oynar 
(33,34).

Biyomühendislik ürünü sentetik peptitler, tasarlanmış bakteriyofajlar ve 
nano-antibiyotikler (nanopartiküller gibi sentezlenmiş virüs) gibi, büyüme 
destekleyicileri olarak kullanılan bileşiklerin, antibiyotiğe dirençli bakterilerle 
savaşmak için kullanılabileceği öne sürülmüştür, ancak bu yöntemlerin 
geliştirilmesi zaman alacaktır. CRISPR/Cas9 sistemlerinin de bu amaçla 
kullanılabileceği düşünülmektedir. Bu yöntemin diğerlerine üstünlüğü 
hassasiyetinin oldukça yüksek olmasıdır. CRISPR/Cas sisteminde spesifik bir 
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hedef genle eşleşen bir sgRNA’nın programlanmasıyla, bakteriler seçici olarak 
ortadan kaldırılır (35).

CRISPR/Cas9 sistemi, ilk kez 2014 yılında antibiyotiğe dirençli suşlara karşı 
kullanılmıştır. Bu çalışmanın sonucunda mühendislik ürünü olan CRISPR/
Cas9 sisteminin hücre ölümünü veya plazmit kaybını indüklediği gösterilmiş, 
antibiyotik direnci veya virülansla ilişkili genetik sekanslar tespit edilmiştir 
(36,37). Citorik ve ark. (37) Streptococcus pyogenes’de tanımlamış olduğu tip II 
CRISPR/Cas sistemini bilim dünyasıyla buluşturmuştur. Araştırmalar ise, tip I 
CRISPR/Cas sistemlerinin, tip II CRISPR/Cas sistemlerine göre ekzonükleaz 
aktivitesinin bir sonucu olarak DNA hasarını ve hücre ölümünü indükleme de 
daha verimli olduğunu göstermiştir. Pek çok bakteri türü için tip II CRISPR/Cas 
sistemleri kullanılabilir durumdadır. Ancak, bu yöntem bakteri popülasyonunu 
tamamen ortadan kaldırmamaktadır (4).

Bikard ve ark. (36) virülan Staphylococcus aureus suşlarında direnci tespit 
etmek için CRISPR-Cas9 ile kodlanmış FNM1 fajını kullanmışlardır. Çalışmanın 
sonucunda, karışık kültürlerde mecA genini taşıyan Staphylococcus aureus 
suşlarının sayısında bir azalma tespit etmişlerdir. Deri enfeksiyonu olan bir fare 
modeliyle gerçekleştirilen başka bir çalışmada, faj kodlu bir CRISPR/Cas9 sistemi 
ile tedaviden önce ve sonra bakteri kolonizasyonu karşılaştırılmıştır. Tedavi 
sonrasında bakteri kolonizasyonunda önemli bir azalma tespit edilmiştir (36).

Bakteriyel gen ekspresyonunun düzenlenmesinde dCas9 enziminin 
kullanımı
Gen transkripsiyonunun düzenlenmesi, CRISPR/Cas sisteminin diğer bir 
uygulamasıdır. Hedef DNA dizisine bağlanıp onun tanımlanmasına yardımcı olan 
deaktive Cas9 enzimi (dCas9) sayesinde bilim adamları gen transkripsiyonunu 
aşağı veya yukarı yönde düzenleyebilmektedirler. dCas9 gen baskılanması için 
kullanıldığında buna CRISPR interferansı (CRISPRi) denir, genlerin aktivasyonu 
için kullanıldığında ise CRISPR aktivasyonu (CRISPRa) adını almaktadır (4,38). 
Bu uygulamada, tipik DNA bölünmesi yerine, dCas9 enzimi hedef DNA sekansına 
bağlanır ve RNA polimeraz veya transkripsiyon faktörünün bağlanmasını 
engelleyebilir (39,40). Gilbert ve ark. (41) bir kolera-difteri toksinin duyarlılığı 
araştırmak için bu yöntemi kullanmıştır.

CRISPR/Cas sisteminin antimikrobiyal etkinliği
CRISPR-Cas sistemini antimikrobiyallere uygulamanın en büyük zorluklarından 
biri, eksojen DNA’yı belirli bakterilere aktarabilen vektörlerin geliştirilmesidir. 
CRISPR/Cas sisteminin uygulanması çeşitli tekniklerle gerçekleşebilir. 
Polimerden türetilmiş CRISPR nanoparçacıkları, konjugatif plazmitler ve fajlar bu 



Mikrobiyolojide Güncel Konular III

- 178 -

tekniklerden bazılarıdır (42). Fajlar bakteri yüzeyindeki reseptörlere bağlanır ve 
genomlarını sitoplazmaya enjekte eder. CRISPR/Cas sisteminin antimikrobiyaller 
için uygulamasında çeşitli faj vektörleri kullanılmıştır. Yapılan çalışmalarda 
CRISPR/Cas9 sistemi, fajmitler kullanılarak Esherichia coli veya Staphylococcus 
aureus gibi farklı bakteri modellerine uygulanmıştır (36,37). Bununla birlikte, 
fajmidlerin kullanılmasındaki problem, viral vektörün oluşturulmasında 
yardımcı fajlara ihtiyaç duyulmasıdır Virülan veya ılıman fajlar ise, diğer fajlara 
kıyasla geliştirilmiş bakterisit özellikleri nedeniyle bu çalışmalarda kullanılmıştır 
(43,44). CRISPR/Cas sistemlerinin in vitro çalışmalarda antimikrobiyaller olarak 
etkili olabileceği düşünülse de, daha fazla klinik deneye ihtiyaç duyulmaktadır. 
Bununla birlikte fajlar ile memeli organizmalar arasındaki etkileşimler (örn. 
bağışıklık sistemi) veya faj tedavisinin etkinliği gibi çeşitli sorunlar hala devam 
etmektedir (45).

CRISPR/Cas sisteminin parazitoloji alanında kullanılması
Dünya sağlık örgütünün (WHO) raporuna göre, parazit enfeksiyonları global 
olarak morbiditenin en önemli nedenlerinden biri olmaya devam etmektedir 
(46). Aşı eksikliği, ilaçların etkinliğinin düşük olması ve antimikrobiyal direnç 
parazitoloji alanındaki en büyük problemlerdir. Araştırmacılar, CRISPR gibi 
yeni sistemlerin parazitoloji alanında çeşitli tedavi seçenekleri sunabileceğini 
düşünmektedir (47,48).

Geçtiğimiz yıllarda, 150’den fazla parazitin genomunun dizilenmesi için 
olağanüstü uğraşlar verilmiştir (49). Genom dizileme, genomu parçalara ayırmaya 
ve fonksiyonunu tanımlamaya yardımcı olurken, CRISPR’ın tanımlanması ile, bilim 
adamları artık genleri manipüle edebilmekte, yeni diziler oluşturabilmektedir. 
Özellikle de son zamanlarda CRISPR/Cas sistemleri yardımıyla şistozom genomu 
üzerinde yapılan çalışmalar oldukça ilgi çekicidir (50,51). Araştırmacılar CRISPR/
Cas sistemlerinin, paraziter hastalıkların tedavisinde kullanılması için çeşitli 
çalışmalar yürütmektedir. Bu tedavi yaklaşımında, parazitin ihtiyaç duyduğu 
konağa ait genler değiştirilebilmekte veya replikasyon için gerekli olan parazitik 
genler hedef alınabilmektedir (52-54). Genomda seçilen bir lokusta bir çift zincir 
kırılması (ÇZK) oluşturmak için Cas9 endonükleaz kullanılmaktadır. Cas9 
spesifik olarak bir sgRNA’ya bağlanır. ÇZK’nın onarılması için üç yol mevcuttur: 
1. doğrulanmış bir kalıp kullanılarak homolog rekombinasyonel onarım, 2. 
homolog olmayan uç birleştirme, 3. mikro homolog aracılı uç birleştirmedir. 
CRISPR/Cas9, çok az veya hiç genetik iz bırakmadan DNA’nın delesyonunu, 
insersiyonunu veya mutasyonunu kolaylaştırır (54).

CRISPR/Cas, Plasmodium spp., Toxoplasma gondii ve Cryptosporidium spp. 
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gibi yüksek mortaliteyle ilişkili parazitlerin genomlarının düzenlenmesinde 
kullanılmıştır. ZFN, Plasmodium falciparum’da gen düzenlemede yaygın olarak 
kullanılsa da, hedefleme yeteneğinin sınırlı olması, maliyetinin yüksek olması, 
tasarım ve uygulamasının zor olması, bu teknolojinin yaygın olarak kullanılmasını 
engellemiştir (55). 2014 yılında Ghorbal ve Wagner (56,57), sgRNA ekspresyonu 
için farklı bir yaklaşım uygulayarak Plasmodium falciparum genomunun manipüle 
edilmesini sağlayan CRISPR/Cas9 tekniğinin uyarlamasını literatüre sunmuşlardır. 
Benzer şekilde araştırmacılar, CRISPR/Cas9’u kullanarak, Toxoplasma suşlarında 
etkili bir şekilde gen nakavtları oluşturmuşlardır (58-60). Yüksek mortalite ile 
ilişkili diğer bir parazit olan Cryptosporidium spp., enfekte bireylerde monitörize 
edilememektedir. Dolayısıyla, araştırmacılar mikroorganizmanın biyolojisini 
anlayamamış ve yeni tedavi modelleri geliştirememişlerdir. Ayrıca moleküler 
genetik yöntemlerin eksikliği, mikroorganizmanın kültürünün yapılamaması 
ve in vivo olarak çalışılabilecek hayvan modellerinin uygun olmaması diğer 
problemlerdir (61). İlk kez, Vinayak ve ark. (62) Cryptosporidium parvum 
sporozoitlerini transfekte ederek genetik olarak kararlı parazitleri izole etmek için 
yeni bir yöntem geliştirmişlerdir. Bu başarı, parazitlerin biyolojisinin anlaşılması, 
kültür ve yeni tedavi yöntemlerini keşfedilmesi konusundaki gelişmelere öncülük 
etmektedir.

Yapılan başka bir çalışmada, Strongyloides stercoralis ve motilite geni SS-
unc-22, CRISPR/Cas9 sisteminin yardımıyla devre dışı bırakılmıştır (63). Janssen 
ve ark. (64) CRISPR/Cas9 teknolojisi kullanılarak dünya çapında 250 milyondan 
fazla insanı etkileyen en yaygın cinsel yolla bulaşan enfeksiyonlardan biri olan 
Trichomonas vaginalis’in, ilaca dirençli gen kasetini değiştirerek iki endojen 
genini devre dışı bırakmışlardır (64).

CRISPR Cas9 sistemindeki ilerlemeler ve kullanımının hızlı bir şekilde 
artması ile, daha doğru gen düzenlemeleri oluşturmak mümkün hale gelmiştir. 
Bununla birlikte, birçok parazitte homolog olmayan uç birleştirme gibi bazı 
yolakların eksik olması, CRISPR’ın genom çapında kullanımını sınırlamaktadır. 
Öte yandan, parazitlerde DNA çift zincir kırık onarımı gibi mekanizmaların daha 
iyi anlaşılması, genom çalışmaları için alternatif yolların kullanılmasına yardımcı 
olabilir.

SONUÇ

CRISPR/Cas sisteminin geliştirilmesi her alanda yeni denemelere ve 
uygulamalara olanak sağlamaktadır. Özellikle patojen mikroorganizmaların aktif 
ve güçlü bağışıklık sistemi elemanlarının yapısal bileşenlerinin tanımlanmasını, 
derinlemesine analizlerinin yapılmasını mümkün hale getirmiştir. Sonuç 
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olarak mikrobiyoloji alanında da, hedeflenen bakteri suşlarının seçici olarak 
çıkarabilmesi, antibiyotik direnç ve virülans genlerini hedeflemesi ile CRISPR-
Cas uygulamaları, gelecekte patojenlerle mücadelede kullanılacak yeni yolları 
keşfetmek için anahtar rol oynayabilir.
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