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OZET RNA tabanli niikleaz sistemi olan CRISPR (clustered regularly
interspaced short palindromic repeats) temelli genom diizenleme tek-
nolojisi, bakterilerin plazmit veya niikleik asit iceren viral kapsidlere
kars1 gelistirdigi direng mekanizmalarindan biridir. CRISPR/Cas sis-
temi yabanci DNA’ya ait kiiciik DNA parcalarinin prokaryotik hiicre-
nin genomuna katilmasini saglar. Béylece konake1 hiicrenin aynu istilaci
ile yeniden karsilagmas1 durumunda, adaptif bagisik yanit devreye girer.
CRISPR/Cas sistemi ¢esitli viral vektorler ve lipid partikiiller gibi ta-
styic1 sistemler ile biyolojik ortamlara uygulanarak hiicrelerin geno-
munda degisiklik yapilmasini saglar. Bu nedenle CRISPR/Cas sistemi
beta talasemi, orak hiicreli anemi, duchenne kas distrofisi, transtiretin
amiloidosis ve Leber konjenital amorozisi gibi hastaliklarda genomda
mutasyondan etkilenen bolgeyi diizeltmek amaciyla kanser gibi hasta-
liklarda ise terapotik strateji olarak preklinik ve klinik ¢aligmalarda de-
gerlendirilmektedir. Makalede CRISPR/Cas sistemi agiklanarak;
literatiirde bu sistemin biyolojik ortamlara uygulandigi, genetik hasta-
liklar ve kanser gibi ¢esitli klinik durumlarin tedavisinde etkinligi ve
giivenilirliginin degerlendirildigi arastirmalarin sonuglari sistematik se-
kilde derlenerek sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: CRISPR/Cas sistem; tastyici sistemler;
pre-klinik/klinik ¢aligmalar

ABSTRACT CRISPR (clustered regularly interspaced short palin-
dromic repeats)-based genome technology, which is an RNA-based
nuclease system, is one of the resistance mechanisms developed by
bacteria against viral capsids containing plasmid or nucleic acid. The
CRISPR/Cas system provides that small DNA fragments of foreign
DNA to be integrated into the genome of the prokaryotic cell and the
adaptive immune response is activated when the host cell encounters
the same invader again. The CRISPR/Cas system can be applied to bi-
ological systems with various vehicle systems such as viral vectors
and lipid particles, allowing modifications to the genome of cellThus,
in the event that the host cell encounters the same invader again, the
adaptive immune response is activated. Furthermore, in order to cor-
rect the region affected by mutation in the genome in diseases such as
beta thalassemia, sickle cell anemia, duchenne muscular dystrophy,
transthyretin amyloidosis and leber congenital amorosis and also in
cancer, CRISPR system is evaluated in preclinical and clinical stud-
ies as a therapeutic strategy. In this article, by explaining the
CRISPR/Cas system, it was reviewed and presented the results of the
studies in which this system was applied to biological environments
and the effectiveness and safety of the treatment of various clinical
conditions such as genetic diseases and cancer in the literature.

Keywords: CRISPR/Cas systems; vehicle systems;
preclinical and clinical studies

I CRISPR SISTEMININ TARIHCESI

CRISPR (clustered regularly interspaced short pa-
lindromic repeats) sistemi Nakata ve ark. tarafindan

1987 yilinda kesfedilmistir. 2000 yilinda ise kesfedi-
len tekrar dizilerinin prokaryotlarda yaygin oldugu
tespit edilmistir. 2002 yilinda Jansen ve ark. tarafin-
dan yapilan tanimlanmanin ardindan Cas protein gen-
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leri kesfedilmistir. 2005 yilinda bu tekrar dizilerini
ayiran aralayici diziler olarak adlandirilan spacer
larin yabanci orjinli olduklar1 goriilmiistiir. 2007 y1-
linda CRISPR/Cas sisteminin adaptif bagisiklikta
rol oynadigi deneysel olarak kanitlanmistir. 2010 y1-
linda spacer dizileri tarafindan yonlendirilen Cas 9
enziminin hedef DNA’y1 kestigi gortlmistiir.'*
2012 yilinda Doudna, Charpentier ve ark. tarafin-
dan Streptococcus pyogenes ve S. thermophiles’teki
Cas 9’un CRISPR RNA’lar1 (crRNA’lar) tarafindan
yonlendirilerek hedef DNA’da gift zincirli bir kirilma
olusturabilecegi kanitlanmistir. 2013 yilinda Doudna
ve ark. Okaryot hiicrelerde CRISPR/Cas 9 sistemle-
riyle genom diizenleme ¢alismalarint yapmustir.>”’
CRISPR/Cas 9’un akciger kanseri tedavisindeki et-
kinligi 2016 yilinda Cin’de klinik olarak incelen-
mistir.” CRISPR sistemi beta talasemi (BT), orak
hiicre gibi farkli hastaliklarin tedavisi i¢in klinik
arastirmalarda incelenmektedir. CRISPR sistemi-
nin gelisimi zaman ¢izelgesi olarak Sekil 1’de gos-
terilmistir.

CRISPR/Cas sisteminden tarim, hayvancilik,
gida ve saglik gibi bir¢ok alanda yararlanilmasi bu
teknolojinin geligsmesini saglamistir. 2020 Nobel
Kimya Odiilii, CRISPR/Cas 9 genetik makasi ile gen
diizenlemeyi kesfeden Emmanuelle Charpentier ve
Jennifer Doudna’ya layik goriilmistiir,”!°

I CRISPRICAS SISTEMI

CRISPR temelli genom diizenleme teknolojisi, ilk
kez bakteri gibi tek hiicreli prokaryotlarda kesfedil-
mis olan RNA tabanli bir niikleaz sistemidir.

Prokaryotik canlilar, istilact elemanlara kars1 pek
cok savunma mekanizmasi gelistirmektedir. CRISPR
iligkili Cas sistemi de bu diren¢ mekanizmalarindan
biridir. CRISPR/Cas sistemi sayesinde bakteri geno-
munu istila eden yabanci DNAya ait kiiciik DNA par-
calart CRISPR lokusunda yer alan tekrar dizileri
arasina katilir. Tekrar dizileri arasinda bulunan arala-
yici (spacer) dizi ekzojen niikleik asit elementte pro-
tospacer olarak tanimlanmaktadir.” Protospacer adi
verilen dizinin sisteme 0zgli isaretleme saglayan bir
CRISPR motifi ile ¢gevrelenmesi sonucu, protospacer
bitisik motif yani PAM dizisi olusmaktadir.!! PAM di-
zisi sayesinde Cas sistemi bu isaretli bolgeyi keserek
prokaryotik hiicrenin genomuna katilmasina olanak
saglar. Konak¢inin ayni istilaci ile yeniden karsilas-
mas1 durumunda ise adaptif bagisik yaniti devreye
sokar. Prokaryotik canlilarda adaptif bagisikligin dev-
reye girmesinde 6nemli géreve sahip CRISPR dizileri
ve Cas genleri farklilik gosterebilir ancak CRISPR lo-
kusu ile bu lokusun bilesenleri ortaktir.'?

CRISPR lokusu bilesenleri arasinda palindromik
tekrar dizileri, spacer olarak adlandirilan aralayici
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SEKIL 1: CRISPR sisteminin gelisimini gdsteren zaman cizelgesi.
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DNA bdlgeleri, transkripsiyonun baglamasina araci-
lik eden lider dizisi (promoter) ve Cas genleri yer al-
maktadir.

| CRISPR SISTEMININ
SINIFLANDIRILMASI VE MODULASYONU

Cas genlerinin kompozisyonuna, tekrar dizilerine ve
hedef genin kesilmesinden sorumlu crRNA-Cas
protein kompleksine goére yapilan siniflandirmada
CRISPR/Cas sistemi 2 smifa ayrilmaktadir.” Simif 1:
Birden fazla alt birimden olusan Cas efektor protein-
lerinden olusurken; Siif 2: Cas 9, Cas 12, Cas 13
gibi tek alt birime sahip Cas efektor proteinlerinden
olusmaktadir.'

Hedef dis1 etkileri dnlemek, genom diizenleme
etkinligini artirmak i¢in CRISPR/Cas proteinlerinin,
sgRNA’larin ve CRISPR aracili onarim mekaniz-
malarmin modifiye edilmesi gerekmektedir. Siste-
min Ozgilligini artirmak i¢in Cas proteininin
RuvC ve HNH domainlerinde mutasyon olusturarak
katalitik olarak inaktif Cas (dCas) varyantlar (dCas
9 ve dCas 12a) gelistirilmistir.’ Boylece DNA iize-
rinde meydana gelen tek niikleotid polimorfizmleri
kontrollii sekilde diizeltilebilmektedir. Cas 9 mRNA
ve gRNA’larinin her iki terminal ucunda gergeklesti-
rilen 2°-O-metil-3’-fosforotiyoat modifikasyonlari-
nin Cas 9 aracili genom diizenlemenin etkinligini
artirdig1 tespit edilmistir.'* CRISPR/Cas sistemiyle
hedef gen bolgesinde kesim sonrasi gen onarimi
meydana gelmektedir. CRISPR aracili onarim me-
kanizmalar1 homolojiye yonelik onarim [homology
directed repair (HDR)] ve homolog olmayan ug bir-
lestirme es zamanli olmak tizere 2 sekilde gergek-
lesebilmektedir. Fakat kesilen hedef bdlgenin
onarilmasi ile yabanil tipteki gen dizilimini sagla-
mada HDR onarim mekanizmasinin katkisi daha faz-
ladir. Yapilan calismalarda, onarim mekanizmasini
HDR’ye yonlendirmek i¢in CRISPR sistemiyle bir-
likte kesilen gen bolgesi ile homolog DNA dizisi ta-
styic1 sistem ile uygulanmaktadir. Bir dizi biyolojik
molekiilin, CRISPR aracili HDR mekanizmasinin
verimliligini artirdig1 bilinmektedir (beta 3- adrener-
jik reseptor agonisti L755507, ligaz IV inhibitorleri
Scr7, EIB55K ve E4orf6, kinaz inhibitorlerinden VE-
822 ile AZD-7762 gibi)."?
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CRISPR/CAS SISTEMIYLE OLUSAN
ADAPTIF BAGISIKLIK YANITI

Genel olarak CRISPR/Cas sisteminde olusan bagi-
siklik yanitinin adaptasyon, ekspresyon ve interferans
olmak lizere 3 asamada gerceklestigini sOyleyebili-
riz.

Adaptasyon Siireci

[k asamada istilact DNA’sinda yer alan protospacer
sekanst CRISPR lokusuna eklenerek, yabanci
DNA’nm ayirt edilmesi ve dogal bagisik yanitin mo-
diilasyonu saglanmaktadir.

Ekspresyon Sireci

Ekspresyon siirecinde ilk olarak spacer-repeat-spacer
dizisinden crRNA’nimn transkript formu olan pre-
crRNA (6nciil crRNA) elde edilir. Pre-crRNA sente-
zinden sonra Cas genlerinin aktivasyonuyla crRNA
olusumu baglar. Boylece olgunlasan crRNA’lar
crRNA-efektor protein kompleksini olusturur.'® Cas
9 proteini, crRNA-tracrRNA kompleksini tanima lobu
ile algilayarak bu komplekse baglanmaktadir. Bu si-
rada bir endoniikleaz olan RNaz III (Ribontikleaz III),
kompleksi tekrar-antitekrar bolgesinden keserek, bi-
reysel crRNA-tractRNA birimlerini yani gRNA adi
verilen rehber RNA’y1 olusturur. Cas 9 proteini,
crRNA-tracrRNA birimine (gRNA) baglanir.'®

interferans Siireci

Ekspresyon asamasinda olusturulan crRNA’lar tara-
findan homolog dizilerin spesifik bdliinmesi i¢in Cas
niikleazlar yonlendirilir. ctRNA Cas proteini ile
CRISPR riboniikleoproteini (crRNP) olusturur.
crRNP yapis1 da hedef niikleik asitte PAM’1 taniya-
rak,istilaci niikleik asidin hedef bolgeden kesilmesini
saglar.'”!®* Hedef DNA iizerinde kesim iglemi endo-
niikleaz aktivitesi gosteren Cas 9 proteini tarafindan
gerceklestirilir. Hedeflenen DNA’nin tamamlayici ip-
ligini Cas 9’un HNH domaini keserken, tamamlayici
olmayan DNA ipligini RuvC domaini kesmekle go-
revlidir."”

CRISPR SISTEMININ BiYOLOJIK ORTAMLARA
UYGULANMASINI SAGLAYAN TASIYICI SISTEMLER

CRISPR sistemlerinin biyolojik ortamlara uygulama
yontemleri viral tastyici sistemler, viral olmayan ta-
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0,5-5 mikrometrelik igne yardimiyla
hiicre zarim delerek, uygulamanin

gelismekte olan birka¢ yontem bu-
yapildig1 mikroenjeksiyon yontemi;

lunmaktadir (Tablo 1).
TASIYICI SISTEMLER

FiZIKSEL ETKILI

hiicre zarinda nanometre capinda
gegici agiklik olusturarak, CRISPR
sisteminin hiicrelere uygulandigi

yliksek voltajli elektrik akimi ile

elektroporasyon yontemi; CRISPR
bilesenlerini i¢eren ¢ozeltilerin fare-
lerin kuyruk venine uygulanmasiyla
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elde edilen hidrodinamik basingtan faydalanilarak
hiicre gecirgenliginin artirildig1 hidrostatik dagitim
yontemi fiziksel etkili tagiyici sistemler igerisinde yer
almaktadir (Tablo 1).

CRISPR/CAS SISTEMININ PREKLINIK VE
KLINIK CALISMALARDAKI UYGULAMALARI

BT ve Orak Huicreli Anemi

BT ve orak hiicreli anemi (OHA) diinyada yaygin go-
riilen ve 6limciil semptomlarla seyreden monogenik
(tek gen lizerinde meydana gelen) hastaliklardir. Her
yil yaklasik olarak 60.000 hastaya BT; 300.000 has-
taya OHA tanis1 konuldugu bilinmektedir.!”-*° Bu has-
taliklar, hemoglobinin f alt birim (HBB) genindeki
mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Insanlarda hemoglobin (Hb) iiretimi gelisimsel
olarak diizenlenmektedir. Prenatal donemde fetal
HbF ekspresyonu baskindir ancak postnatal donemde
zamanla HbF ekspresyonu azalmaya ve erigkin HbA
ekspresyonu artmaya baslamaktadir.

HDUF iki a ve iki y globin zincirinden olusurken,
HbA iki a ve iki B globin zincirinden olugmaktadir.
Bu da postnatal donemde 3 globin seviyesinin art-
masi ve y globin seviyesinin azalmasi anlamina gel-
mektedir. BCL11A, bu diizenlemeden sorumlu olan,
v globin ekspresyonunu ve HbF’yi baskilayan bir
transkripsiyon faktoriidiir. Genom diizeyinde yiiriitii-
len ¢alismalarda, baz1 tek niikleotid polimorfizmleri
(TNP) eriskinlerde HbF ekspresyonunun artmasiyla
iligkilendirilmistir. Bu TNP’ler BCL11A ekspresyo-
nunu azaltip, HbF ekspresyonunu ve dolayisiyla y
globin sentezini artirarak BT ve OHA’da hastaligin
belirtilerinin hafiflemesini saglamaktadir.'8?!

Biri transfiizyona bagimli talasemi (TBT) i¢in
yiirtitiilen (NCT03655678) digeri ise OHA i¢in yii-
ritlilen (NCT03745287) Faz I/l klinik ¢aligmala-
rinda, birer hastaya, BCL11A eritroide 06zgii
enhancer’t hedefleyen CRISPR ile diizenlenmis
CD34+ hiicre inflizyonu (CTXO001 infiizyonu) uygu-
lanmustir (Tablo 1). Iki hastaya uygulanan CTX001
inflizyonunun da yiiksek bir genetik diizenleme sik-
l1igina sahip oldugu goriilmiistiir ve hedef dis1 diizen-
leme kanit1 yoktur.

Her iki hasta klinik olarak incelendiginde HbF
seviyelerinde anlamli bir artis gbzlenmistir. Bu rapo-
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run yaymlanmasindan sonra caligmaya ek olarak §
hastaya daha (6’s1 TBT’li, 2’si OHA’l1) CTX001 uy-
gulanmistir ve 3 aydan fazla takip verisi elde edil-
mistir. Elde edilen ilk etkinlik verilerinin, daha
onceki iki hastanin bulgularryla biiyiik dlgiide tutarls
oldugu goriilmiistiir.>?> Bu ¢alismalar kirk beser
katilimciya genisletilmis Faz 2/3 caligmalari
(NCT03655678 ve NCT03745287) olarak siirmekte-
dir.>*** Yapilmakta olan bir klinik ¢alismada
(NCT04819841), CRISPR ile orak mutasyonu dii-
zeltilmis bir insan otolog Hematopoietik kok ve pre-
kiirsor hiicre (HKPH) firiinii olan GPHI101 ilag
tirlinliniin, agir OHA hastalarinda etkinligi ve giiven-
ligi degerlendirilmektedir.'

B talasemi major olan deneklerde y globin geni
CRISPR araciligiyla yeniden aktive edilmis otolog
HKH’ler ile tedavinin giivenligini ve etkinligini de-
gerlendirmeyi amaglayan bir baska klinik calisma
(NCT04211480) ise devam etmektedir.”> Daha kap-
saml1 ¢aligmalar yapildik¢a CRISPR teknolojisinin B
talasemi ve OHA tedavisindeki etkinligi daha iyi an-
lasilacaktir.

Duchenne Muskiiler Distrofi

Duchenne muskiiler distrofi (DMD), X kromozo-
munda distrofin genindeki mutasyonlara bagl olarak
meydana gelen néromuskiiler sistemi tutan resesif bir
hastaliktir. DMD’li hastalarin distrofin geninde bu
proteinin iiretimini engelleyen binlerce ¢esit mutas-
yon tespit edilmistir.

Distrofin genindeki mutasyonlar bir ekson de-
lesyonuna neden olarak erken durdurma kodonu
meydana getirmektedir. Bu durum da genin okuma
gergevesinin bozulmasina neden olmaktadir. DMD
ile iligkili genetik mutasyonlarin diizeltilmesinde
CRISPR sistemiyle saglanabilecek genetik modifi-
kasyonlar, hastaligin kiiratif tedavisi i¢in umut va-
detmektedir.’ DMD’de distrofin geninin okuma
cercevesindeki eksonlarda delesyon seklinde mey-
dana gelen mutasyonlar1 diizeltmek iizere 2 yontem

tamimlanmistir.?°

Bu yontemlerden birincisi olusan erken dur-
durma kodonunun, diger eksonlarla baglant1 kuran
akseptor veya dondr bolgelerinin delesyonu yoluyla
okunmadan atlanmasi; ikincisi {i¢li kodonlarin
okuma cergevesi icinde dogru siralanmasini sagla-
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mak i¢in uygun sayida niikleotidin delesyonu veya
insersiyonu ile okuma ¢ergevesinin diizeltilmesidir.
Yapilan ¢aligmalarda da niikleotit insersiyonu ger-
ceklestirilmeye ¢aligilmistir.

DMD tedavisi i¢in CRISPR/Cas 9 sistemi ile
yiirtitiildiigi bilinen bir klinik ¢aligma bulunmamak-
tadir. CRISPR/Cas 9 sisteminin DMD iizerindeki et-
kileri preklinik ¢aligmalarda incelenmistir. DMD’li
hastalarda en yaygin goriilen mutasyonlardan biri
ekson 50’nin delesyonudur. Distrofin geninde mey-
dana gelen bu delesyon sonucu ekson 51’in okuma
gergevesi digina yerlesmektedir.?? Bu mutasyonun
diizeltilmesi adina CRISPR/Cas 9 uygulamalari
ardindan yapilan analizlerde distrofin proteininin
ekspresyonunun arttig1 ayrica kas fonksiyonunu ko-
runarak kas liflerindeki dejenerasyonun dnlendigi
gosterilmistir.”’

DMD’de en yaygin goriilen mutasyonlardan biri
de ekson 44 delesyonlaridir. Ekson 44 delesyonu;
ekson 43°{in ekson 45’¢ eklenmesine ve erken dur-
durma kodonu olusmasina neden olmaktadir. Ekson
43 ve 45’in ekson-intron baglantisini saglayan ak-
septor veya dondr bolgelerinin delesyonunu saglayan
sgRNA’lar olusturularak ¢ergeve i¢i distrofinin yeni-
den olusturulmasi saglanmaktadir.

Bu yontemle yiiriitillen preklinik ¢aligmalar,
DMD modelinde kas hiicrelerine CRISPR sisteminin
uygulanmasi ile hiicrelerdeki distrofin ekspresyonu-
nun arttigini ve kas fonksiyonunun etkin bir sekilde
geri dondirildiigini gostermektedir.?

CRISPR sistemi ile fare kas hiicreleri iizerinde
gerceklestirilen gen diizenlemenin, insan kas hiicre-
lerinde gdzlenip gbzlenmeyecegi merak edilmekte-
dir. Bu konudaki ¢aligmalar devam etmektedir.

Transtiretin Amiloidozis

Transtiretin amiloidozu [transthyretin amyloidosis
(ATTR)], yanlis katlanmig transtiretin [transthyretin
(TTR)] proteinleriyle olusan amiloid fibrillerinin do-
kularda birikmesiyle meydana gelen progresif bir
hastaliktir. ATTR siklikla epigenetik degisikliklere
bagl olarak meydana gelen kalitsal bir hastaliktir.
Diinya ¢apinda yaklasik 50.000 kiside mevcut oldugu
diisiiniilen bu hastalik otozomal dominant gegis gos-
termektedir. Hastaligin klinik tablosunda yaygin ola-
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rak amiloid polindropati ve kardiyomiyopati goriil-
mektedir.”’

Gilinlimiizde uygulanan tedavi yontemleri diflu-
nisal ve tafamidis ile TTR proteininin stabilizasyonu;
inotersen, patisiran gibi ajanlarla ise TTR protein sen-
tezi inhibisyonu seklinde olmaktadir.?’

Bu tedavi stratejileri semptomlarin hafifletilme-
sini ve fonksiyonel iyilesmeyi saglayarak sagkalimi
uzatir, ancak uzun siire siirekli uygulama gerektir-
mekte ve ciddi yan etkilere neden olmaktadir.
ATTR’nin, monogenik bir hastalik olmasi1 nedeniyle
CRISPR/Cas 9 sistemiyle in vivo gen diizenlemesi
mevcut tedavi yontemlerine alternatif, kiiratif teda-
viyi saglayacak ideal bir terapotik strateji olarak de-
gerlendirilmektedir.* CRISPR/Cas 9 sistemini igeren
NTLA-2001 lipid nanopartikiilii tasarlanmistir. Hedef
gen bolgesinde kesim sonucu DNA onarim mekaniz-
malar1 ile mRNA sentezini azaltabilecek indeller
meydana getirilerek, TTR protein seviyelerinin azal-
mast hedeflenmektedir.*

NTLA-2001’in gen diizenleme etkinligi prekli-
nik calismalar ile degerlendirilmistir. TTR mRNA
ekspresyonunun (>%91) ve TTR protein diizeyinin
(>%95) anlamli sekilde azaldigi gosterilmistir.
NTLA-2001 lipid nanopartikiiliiniin gen diizenleme
etkinligini in vivo tespit etmek iizere yliriitiilen prek-
linik ¢aligmalarda gesitli dozlarda (1,5-6 mg/kg) uy-
gulanan NTLA-2001’in, fare ve maymunlarda TTR
mRNA ekspresyon seviyelerini anlamli bir sekilde
azalttig1 bilinmektedir. NTLA-2001’in gen diizen-
leme verimliligi ve in vitro etkin dozlar1 preklinik ¢a-
ligmalarla karakterize edildikten sonra etkinligi ve
glivenilirligi klinik ¢aligmalarda degerlendirilmistir.*!

Polindropati teshisi koyulan ve mevcut ATTR
tedavilerinden herhangi birinin uygulanmadigi, 18-
80 yas araliginda, 50-90 kg viicut agirligina sahip 6
hATTR amiloidozlu (3’1 0,1 mg/kg dozunda; 3’1 0,3
mg/kg dozunda) hasta iizerinden degerlendirilen ¢a-
lismada (ClinicalTrial.gov numarasi: NCT04601051)
tedavinin ilk giiniinden itibaren serum TTR seviye-
lerinin azalmaya basladigi tespit edilmistir (Tablo 1).
Yiiksek doz uygulanan grupta serum TTR diizeyle-
rinde %87 oraninda azalma tespit edilmistir ve etki-
nin doza bagimli oldugu bildirilmistir. Calismanin
devaminda dahil edilen 15 hastaya NTLA-2001 4
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farkli dozda (0,1-1 mg/ kg) uygulanarak hastalardan
alian serum Orneklerinde TTR diizeyleri 6l¢iilmiis-
tiir. Serum TTR seviyelerinde doza bagimli olarak
onemli oranlarda diisiis gerceklesmistir.

NTLA-2001’in etkinligini degerlendiren daha
fazla sayida katilimcinin dahil edildigi klinik calis-
malar devam etmektedir.*? Elde edilen veriler NTLA-
2001 ile uygulanan CRISPR/Cas 9 sisteminin ATTR
tedavisinde mevcut tedavilere etkinlik ve giivenirlilik
yoniinden {istiin yeni bir terapdtik alternatif olarak de-
gerlendirilebilecegini gostermistir.

Kanser

Kanserin patogenezi tam anlasilamamakla birlikte
karsinojenezisin, onkogenlerde ve tiimor baskilayici
genlerde mutasyona sebep olan kiimiilatif DNA ha-
sart ile iligkili oldugu dsiintilmektedir.**

CRISPR/Cas 9 sistemi ile immiin kontrol nok-
tas1 genlerinde diizenlemeler yaparak T hiicre teda-
visinin etkinligi artiritlmaya c¢alisilmaktadir.** PD-1
bu immiin kontrol noktalarindan (T lenfosit yiize-
yinde bulunan) biridir. T lenfositler timdr hiicrele-
riyle karsilastiginda tiimor hiicreleri {izerinde yer alan
PD-L1, PD-1 reseptoriinii aktive ederek T lenfosit ak-
tivasyonunu inhibe eder; T-lenfosit timdr hiicresini
yok edemez.*>*¢ Bu nedenle T lenfositlerinin PD-1
geni, ex vivo olarak CRISPR/Cas 9 ile diizenlenip et-
kisiz héle getirilirse bu reseptor-ligand etkilesiminin
gerceklesmeyecegi ve T lenfositlerinin islevini yerine
getirip tiimor hiicrelerini yok edebilecegi varsayil-
migtir.

Preklinik ¢alismalarda, CRISPR/Cas 9 RNP’nin
elektroporasyonu ile PD-1 geninin ekson 1’i he-
deflenerek primer insan T hiicrelerinde PD-1 eks-
presyonu azaltilmistir. Bu yontemin etkinligini
degerlendiren 2 farkli klinik ¢alismanin sonuglari
2020 yilinda yayimlanmistir. Caligsmalardan birinde
(NCT03399448) hastalardan T hiicreleri izole edile-
rek CRISPR/Cas 9 sistemi uygulanmig TCR a ve 3
zinciri geni (TRAC ve TRBC) ile PD-1"1 kodlayan
PDCDI1 geni silinebilmistir. Tkinci asamada ise T
hiicrelere NY-ESO-1 antijenine 6zgii TCR proteinini
kodlayan bir genetik sekans yliklenmis lentiviriis ile
transdiiksiyon uygulanmistir. Periferik kan mono-
niikleer hiicrelerinde hedef genlerde %5-10 arasinda
degisiklik saptanmistir. Bu ¢alisma ile CRISPR/Cas9
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ile genetik olarak diizenlenmis T hiicresi tedavisinin
giivenli ve uygulanabilir oldugu gosterilmigtir.?”
Diger ¢alismada, (NCT02793856) refrakter kiiclik
hiicreli olmayan akciger kanserli hastalardan alinan
T lenfositlerinin PD-1 geni, ex vivo olarak
CRISPR/Cas9 ile diizenlenip etkisiz hale getirilerek
hastalara yeniden infiize edilmistir (Tablo 1). On yedi
hasta ile baglayip 12’si ile devam eden caligmada gen
diizenleme etkinligini 6l¢mek i¢in yapilan akim sito-
metrik analizi PD-1 ekspresyonunun azaldigini gos-
termektedir. Yeni nesil dizileme yontemiyle yapilan
hedef dig1 bolge analizinde, tiim hedef dis1 bolgelerin
medyan mutasyon sikliginin %0,05 (aralik, %0-0,25)
oldugu goriilmiistiir; bu, hedef bolgeninkinden ¢ok
daha diisiiktiir.

Bu calismada, genetik olarak diizenlenmis T
hiicrelerinin 6mriiniin kisa oldugu gosterilmistir ve
bu da kalic1 genomik degisiklik ihtimalinin sinirli ol-
dugunu diisiindiirmektedir. Calisma ayrica klinikte
CRISPR/Cas 9 teknolojisi ile genetik olarak diizen-
lenmis T hiicre tedavisinin giivenligini ve uygula-
nabilirligini desteklemektedir.’® Simdiye kadar
yiiriitiilen preklinik ve klinik ¢aligmalarda, CRISPR
sisteminin kanser tedavisindeki potansiyel etkinligi
gosterilmistir.

Leber Konjenital Amorozisi

Leber konjenital amorozisi [leber congenital amau-
rosis (LCA)], siklikla, CEP290, GUCY2D, CRBI ve
RPEG6S5 genlerindeki otozomal resesif mutasyonlar
sonucu retinada yer alan fotoreseptdrlerin fonksiyo-
nunu kaybettigi kalitsal dejeneratif bir hastaliktir.
LCA vakalariin %6’sinin Rpe 65 genindeki mu-
tasyona baglh gelistigi tespit edilmistir.’* Rpe 65 ge-
ninin 3. eksonunda sitozin niikleotidinin (C) yerini
timin niikleotidi (T) almasiyla erken durdurma ko-
donunu olusturan nonsense (anlamsiz) mutasyonu
meydana gelmektedir. Bu mutasyon sonucunda
fonksiyonel RPE 65 proteini sentezlenememektedir.
Rpe 65 mutasyonuyla olusan LCA’nin tedavisinde
CRISPR sistemi ile mutasyonlu bdlgenin kesilmesi
ve HDR onarim mekanizmasiyla homolog DNA di-
zisinin yerlestirilmesi hedeflenmektedir.*® Yapilan
calismalarda, HDR onarim mekanizmasi ile gen dii-
zenleme i¢in homolog DNA dondrii de beraberinde
uygulanmigtir. Farelere yapilan diisiik ve yiiksek doz
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subretinal uygulamalarda Rpe 65 gen diizenlemesini
indiiklemek i¢in etkili bir yontem oldugunu, ancak
Cas 9: sgRNA oraninin optimal gen diizenleme i¢in
kritik oldugunu gostermistir.

Rpe 65 geninde mutasyonun diizeltilmesinin ve
HDR onarim mekanizmalarinin aktivasyonunun re-
tina fonksiyonu iizerine etkilerini gdzlemlemek ama-
ciyla subretinal uygulama ardindan elektroretinografi
yapilmistir. Rpe 65 gen ekspresyonunun artmasiyla
birlikte farelerin parlak uyaranlara kars1 tepki ver-
meye basgladigi gézlemlenmistir.*! LCA, genellikle
CEP290 genindeki mutasyonlarla iligkili olarak mey-
dana gelmektedir. CEP290 geninin 26. intronunda
meydana gelen ¢.2991+16554 G mutasyonu (IVS26
mutasyonu) erken durdurma kodonu (p. C998X) olus-
turmaktadir.*? TVS26 mutasyonunu tasiyan hastalarin
tedavisi i¢in CRISPR/Cas 9 sistemi ile Faz 1/2 asa-
masinda bir klinik calisma (Clinical trials.gov:
NCT03872479) Allergan ve Editas Medicine (ingil-
tere) sirketleri tarafindan yiiriitiilmektedir (Tablo 1).#
CEP 290 geninin 26. intronunda meydana gelen
¢.2991+16554> G splice mutasyonunu ortadan kal-
dirmak tizere EDIT-101 isimli ilag molekiilii tasar-
lanmistir. CEP290 geninde splice mutasyonu
tagityan 18 hastaya ila¢ molekiilii uygulanmistir. Bu
klinik ¢alismanin 3 farkli dozda 5 kohort tizerinden
yuriitiilmesi hedeflenmistir. Orta doz kohortundaki
hastalarda iyilesmeye dair belirtilerin goriilmesine
ragmen diger kohort gruplarindan elde edilecek ve-
rilerle tedavi etkinligi daha iyi yorumlanabilecektir.*

I TARTISMA

[1k kez bakteri gibi prokaryotlarda viriislere kars1 sa-
vunma mekanizmasi olarak kesfedilen CRISPR te-
melli genom diizenleme teknolojileri arasinda yerini
alarak, etkinligi ve giivenilirligi klinik ¢aligmalarla
degerlendirilmeye baslamistir.

CRISPR sisteminin birgok avantaja sahiptir. On-
celikle CRISPR/Cas9’un hedefe 6zgiilliigli cok daha
iyidir. CRISPR/Cas 9 sisteminde yeniden yapilandi-
rilmaya gerek duyulmaz, hedef bolgelerle eslesen
sgRNA dizileri yeni bolgeleri tanimak i¢in uygun se-
kilde tasarlamak yeterlidir. CRISPR/Cas 9’un es za-
manli ¢oklu lokus diizenleme potansiyeline sahip
olmasi ve maliyet acisindan uygun olmasi énemli
avantajdir.'’> CRISPR’1n bazi dezavantajlar1 da bu-
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lunmaktadir. Ornegin modifiye edilmis sgRNA’larin
hedef dis1 etkilere yol agabilecegi bilinmektedir.>
CRISPR/Cas 9, bir sgRNA ile ayn1 anda yalnizca bir
geni diizenleyebildiginden multiplex gen diizenleme
icin birden fazla sgRNA gerekmekte ve bu da uygu-
lama zorlugunu beraberinde getirmektedir. Cas ge-
nine ve Cas proteinine karsi konak¢i bagisiklik
tepkisi, CRISPR/Cas sisteminin klinik ¢aligmalarinda
en 6nemli zorluklardan biri olarak kabul edilmekte-
dir.* Aragtirmacilar Cas 9 proteinini modifiye ede-
rek veya Cas 9 homologlarimi kullanarak bu sorunu
¢ozmeye ¢alismaktadir.** CRISPR sisteminin kulla-
nildig1 preklinik ve klinik ¢caligmalar, bu teknolojinin
terapotik potansiyelini degerlendirmesi yoniinden
onemlidir. CRISPR sistemi, OHA, B-talasemi, DMD,
kanser, transtiretin amiloidozis, LCA gibi bir¢ok has-
talik i¢in ¢ok sayida preklinik ve klinik ¢alisma yii-
rutilmiistiir.

BT ve OHA’nin monogenik hastaliklar olmasi
CRISPR sisteminin bu hastaliklarda kullanim1 ko-
nusunda avantaj saglamaktadir. CRISPR sistemi ile
tedavide siklikla BCL11A geninin silinmesi amag-
lanmigtir.* Caligmalarin sonuglart umut vadetmekte-
dir.

Kanser lizerinde yiiriitiilen ¢alismalar, klinikte
CRISPR/Cas 9 ile genetik olarak diizenlenmis T
hiicre tedavisinin giivenligini ve uygulanabilirligini
desteklemektedir.***” Belirli kanser tiirlerinde kemo-
terapoOtiklerin etkinliginin sinirli olmasi ve ciddi yan
etkilere sahip olduklar1 digiiniildiigiinde CRISPR
gibi gen diizenleme teknolojileriyle yeni tedavilerin
gelistirilmesi 6nemlidir.

DMD tedavisinde CRISPR uygulamasi ile dis-
trofin ekspresyon seviyesinde ve kas fonksiyonunda
Oonemli oranda iyilesme saglanmistir. Buna ragmen
bu etkinin ne kadar siire ile kalic1 oldugu heniiz bi-
linmemektedir.*

ATTR tedavisinde CRISPR/Cas 9 sistemi uygu-
lamastyla TTR protein sentezi azaltilarak, yanls kat-
lanmig TTR proteinlerinin olusturdugu amiloid
fibrillerinin dokularda birikmesi 6nlenecektir. Uygu-
lamanin yapildig1 hastalarda ciddi advers etkilerle
karsilasilmamis olmasi bu sistemin tedavideki etkin-
lik ve giivenirliligini desteklemektedir.?!-

CRISPR sisteminin uygulandigi LCA modeli fa-
relerde HDR onarim mekanizmasinin gérme fonksi-
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yonundaki etkileri incelendiginde, olumlu gelismeler
elde edilmistir. Buna ragmen Digenome-seq gibi ana-
lizlerde hedef dis1 bolgelerin tespiti endiseye neden
olmaktadir. Fakat bu hedef dis1 bolgelerin intronik ki-
simda yer aldigi ileri siiriilmiistiir. Ancak Faz 1/2 aga-
masinda yiiriitiilen klinik ¢alismadan elde edilen
veriler, CRISPR sisteminin tedavi etkinligini yorum-
lamada yeterli degildir.*!*

[l SONUC VE ONERILER

CRISPR/Cas sistemlerinin diger genom diizenleme
teknolojilerine kiyasla daha verimli ve uygulanabilir
olmasi, preklinik ve klinik ¢aligmalar i¢in dikkatleri
iizerine ¢ekmistir. Son yillarda CRISPR/Cas sistem-
leri iizerine yapilan ¢aligmalarda dnemli 6lgiide bir
artig gozlenmektedir. Sagladig1 avantajlara ragmen
hedef dis1 etkiler, biyolojik ortamlara uygulamadaki
baz1 zorluklar, potansiyel kanser riski gibi anlagiimasi
ve ¢oziilmesi gereken 6nemli sinirlamalara da sahip-
tir. Bu smirlamalarin ne derece {istesinden gelinebi-
lecegi, artan sayida caligmalarla ilerleyen yillarda
goriilebilecektir.

CRISPR sistemi klinik agidan biiylik umut va-
detmektedir. BT, OHA, DMD, kanser, transtiretin
amiloidozis, LCA gibi bircok hastalik {izerine prekli-
nik ve klinik ¢aligmalar yiiriitiilmektedir.

Gelecekte daha fazla sayida katilimce1 ile yapi-
lacak calismalar 6nem arz etmektedir. Uzun siireli
etkinlik ve giivenlik verileri degerlendirildikge
CRISPR temelli gen diizenleme teknolojilerinin kli-
nik dnemi daha iyi anlasilacaktir.

Finansal Kaynak

Bu ¢alisma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dogru-
dan baglantisi bulunan herhangi bir ilag firmasindan, tibbi alet,
gere¢ ve malzeme saglayan ve/veya iireten bir firma veya herhangi
bir ticari firmadan, ¢alismanin degerlendirme siirecinde, ¢alisma
ile ilgili verilecek karari olumsuz etkileyebilecek maddi ve/veya

manevi herhangi bir destek alinmamigtir.

Cikar Catismast

Bu ¢alisma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin
¢tkar ¢atismasi potansiyeli olabilecek bilimsel ve tibbi komite iiye-
ligi veya tiyeleri ile iligkisi, danismanlik, bilirkisilik, herhangi bir

firmada ¢alisma durumu, hissedarlik ve benzer durumlart yoktur.
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