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DERLEME / REVIEW

The Role and Development Of CRISPR-CAS13 Systems in Prophylactic Treatment of Coronavirus (COVID19) and Influenza

Mikail YENICERI*

OzZET

influenza, insanlarda influenza A ve influenza B virlslerinin neden
oldugu bulasici bir solunum yolu hastaligidir. Genellikle yillik mev-
simsel salginlarla karakterize edilen sporadik salginlar, zoonotik
kokenli influenza A viriis suslarini igerir. Diinya Saglhk Orgiitii (DSO),
yillik grip salgininin yaklasik 1 milyar enfeksiyon, 3-5 milyon agir
hastalik vakasi ve 300.000-500.000 &limle sonuglanmaktadir. ilk
olarak Wuhan (Cin) eyaletinde bildirilen, daha 6nce tanimlanmamis
yeni bir Koronaviris, orta derecede solunum yolu sendromu (MERS)
ve Siddetli Akut Solunum Yolu Sendromu'na (SARS) neden olanlarin
yani sira hafif enfektif virusleri iceren bir viris ailesidir. Hastalik
Kontrol ve Korunma Merkezi gore, virisiin resmi adi artik SARS-
CoV-2 ve Koronavirls hastaligi 2019 (COVID-19)'dur. Kiimelenmis
Dlzenli Olarak Aralikli Kisa Palindromik Tekrarlar (CRISPR)-
CRISPR ile iligkili (Cas) sistemleri modern molekiil28592086820er
biyolojide devrim yaratmistir. Bugiine kadar bu sistemlerin gok sayi-
da tirh kesfedilmigtir. Simdiye kadarki tim CRISPR yaklasimlari
DNA'y1 hedeflemistir. Ancak arastirma gruplarinca yapilan ¢alisma-
larda, DNA yerine RNA'yI hedefleyen ve yeni karakterize edilmis
CRISPR ile iligkili bir enzim kullanarak, haberci RNA'yi (mRNA)
hedefleyebilen yeni bir diizenleme araci gelistirmislerdir. Bu yakla-
sim ile genomu degistirmeden bir hilcrenin gen ekspresyonunda
degisiklikler yapmak, genom diizenlemesinin hedef disi etkileriyle
iligkili riskleri azaltmak igin kullanilabilecektir. CRISPR-Cas13 siste-
mi, bakterileri virislerden koruyan bakteriyel bagisiklik sistemine
dayanan bir RNA hedefleme ve diizenleme sistemidir. CRISPR-
Casl13 sistemi, CRISPR-Cas9 sistemine benzemektedir. Bununla
birlikte, DNA'yI hedefleyen Cas-9'un aksine, Cas-13 tek sarmall
RNA'yI hedefler ve ayirnr. Cas13, Cas13a ve Cas13b Uyeleri, RNA
seviyesinde terapétik gen dizeltmesi ve viral patojenlerin (yeni
koronavirlis (SARS-CoV-2) gibi bu retroviriislerin RNA bazli genom-
larinda) kullanilabilecegi yoniinde gelistiriimektedir. Bu derlemede
CRISPR-Cas13 sisteminin proflaktik tedavide kullaniimasinin énemi
amaglanmistir.
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ABSTRACT

Influenza is an infectious respiratory disease caused by influenza A
and influenza B viruses in humans. Sporadic outbreaks, often cha-
racterized by annual seasonal outbreaks, include influenza A virus
strains of zoonotic origin. The World Health Organization (WHO)
results in an annual flu epidemic of approximately 1 billion infections,
3-5 million cases of severe illness, and 300,000-500,000 deaths. A
new coronavirus not previously described, first reported in the pro-
vince of Wuhan (China), is a family of viruses that contain mild
infectious viruses, as well as those that cause moderate respiratory
syndrome (MERS) and Severe Acute Respiratory Syndrome
(SARS). According to the Center for Disease Control and Protection,
the official name of the virus is now SARS-CoV-2 and Coronavirus
disease 2019 (COVID-19). Clustered Regularly Intermittent Short
Palindromic Repeats (CRISPR) -CRISPR-related (Cas) systems
have revolutionized modern molecular biology. Many types of these
systems have been discovered to date. All CRISPR approaches so
far have targeted DNA. However, in studies by research groups,
they have developed a new regulatory tool that can target messen-
ger RNA (mRNA), using a newly characterized CRISPR-related
enzyme that targets RNA instead of DNA. With this approach, chan-
ges in a cell's gene expression without altering the genome can be
used to reduce the risks associated with non-target effects of geno-
me editing. The CRISPR-Cas13 system is an RNA targeting and
regulation system based on the bacterial immune system that pro-
tects bacteria from viruses. The CRISPR-Cas13 system is similar to
the CRISPR-Cas9 system. However, unlike Cas-9, which targets
DNA, Cas-13 targets and separates single stranded RNA. Members
of Cas13, Casl13a, and Casl13b are being developed at the level of
RNA that therapeutic gene correction and viral pathogens can be
used (in the RNA-based genomes of these retroviruses, such as
new coronavirus (SARS-CoV-2). In this review, it was aimed to use
the CRISPR-Cas13 system in prophylactic treatment.
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GiRiS

Bulasici bir solunum yolu hastaligi olan influenza; in-
sanlarda, influenza A ve influenza B virislerinden kay-
naklanmaktadir. influenza virlisii enfeksiyonu ile iligkili
semptomlar, ates, bogaz agrisi, burun akintisi, 6ksu-
rik, bas adrisi, siddetli kas agrisi ile kendini goster-
mekle beraber bazi durumlarda 6limcil pnémoni veya
alt solunum vyollarinin sekonder bakteriyel enfeksiyo-
nuna neden olmaktadir. @ influenza viriisii enfeksiyo-
nu ayrica bazi kigilerde solunum yolu disi komplikas-
yonlara da neden olabilmektedir. Vakalar kalbi, merke-
zi sinir sistemini ve diger organ sistemlerini etkilemek-

tedir. Yilllk mevsimsel salginlarla karakterize olmasina
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ragmen, zoonotik kokenli influenza A virls suslarini
iceren sporadik ve 6ngoérilemeyen kiresel pandemik
salginlar da ortaya ¢ikmaktadir. Pandemik influenza
her 10-50 yilda bir olusmakta ve antijenik olarak gok
yeni bir influenza A virls susunun ortaya ¢ikmasi ile
karakterize edilmektedir. Daha 6nce dolasan suslardan
farkli; olarak, enfeksiyonun ciddiyeti ve mortalitesindeki
artis insanlardaki immun sistem eksikligi ile iligkili ol-
maktadir. @ ilk olarak Wuhan (Cin) eyaletinde bildirilen
ve daha oOnce tanimlanmamis ancak daha sonra
(COVID-19) olarak adlandirilan yeni bir koronavirUs,
Coronaviridae familyasina ve Nidovirales sirasina ait
ve insanlar ile diger memelilerde yayilis gésteren, RNA

virUsleri olarak tanimlanmistir.

Lipid envelope

80-120nm

Sekil 1. influenza viriisiiniin yapisi ©

insan koronaviriis enfeksiyonlarinin gogu hafif olmasi-
na ragmen, iki betakoronaviriisiin salgini, (SARS-CoV)
ve (MERS-CoV), son yirmi yilda 10.000'den fazla k-
muilatif vakaya neden olmus ve SARS-CoV igin morta-
lite orani %10 ve MERS-CoV iginde %37 olmustur.
Yeni Koronaviris, MERS ve SARS virUsleri ile ayni
aile igerisinde bulunmaktadir. Koronavirlis bulagsmasi,

enfekte bir kisiden solunum damlaciklarinin solunma-
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siyla gerceklesmekte, ayni aileden gelen virGsler en-
fektiviteleri ve siddetleri agisindan blyuk 6lgtide farkh-
lik gosterebilmektedirler. Bundan dolayi yeni koronavi-
risun halk sagligi i¢in tehlikesini tahmin etmek zorlag-
maktadir. @4 Kiimelenmig Dizenli Olarak Aralikli Kisa
Palindromik Tekrarlar (CRISPR), CRISPR ile iligkili
(Cas) (CRISPR-Cas) sistemler Prokaryotlardan kay-

naklanmakta olup, faj ve plazmidler gibi mobil genetik
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elementlere karsi savunma mekanizmasi olarak hiz-
met etmektedirler. Bu sistemler iki bilesenden olus-
CRISPR adi verilen genomik bir
lokustur. CRISPR-Cas sistemlerinin ikinci bileseni Cas
Bunlar genellikle bir CRISPR dizisinin

yakininda bulunan cas genleri tarafindan kodlanir. Cas

maktadir. Birincisi,

proteinleridir.

proteinleri CRISPR -Cas sistemlerinde efektor rol oy-

namaktadir. ©
influenza Viriisiniin Yapisi

Tum influenza virusleri, segmentlere ayrilmis bir ge-
nomu olan negatif-negatif tek-sarmalli RNA virGsleridir.
influenza A ve influenza B viriisleri, RNA polimeraz alt

birimlerini, viral glikoproteinleri (hemaglutinin (HA),
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viral girisi kolaylastiran yapilar) ve néraminidazi (NA),
(viral salinimi kolaylastiran) kodlayan sekiz RNA seg-
menti icermektedir. Ayrica viral nikleoprotein (NP),
matris proteini (M1) ve membran proteini (M2), yapisal
olmayan protein NS1 ve nukleer tagiyici proteini (NEP)
de icermektedir (Sekil 1). ® HA ve NA viral proteinleri
antijenik olarak degiskendir ve antijenik olarak cesitli
alt tiplere siniflandiriimaktadir. Her influenza virtsu
izolatl, tipine veya cinsine, konakgiya ve izolasyon
yerine, izole sayisi ve izolasyon yilina gére adlandiril-
maktadir. influenza C ve influenza D virlisleri sadece
yedi RNA segmentleri igermekte ve insanlarda énemli

hastaliga neden olmamaktadirlar.
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Sekil 2. Farkli koronavirislerin genomlari, genleri ve proteinleri ©

Bununla birlikte, influenza C virls enfeksiyonlari, 6zel-
likle g¢ocuklarda, bazi durumlarda influenza benzeri
hastaliklara ve hastaneye yatiglara neden olabilmekte-
dir. A ve B tipi influenza virisu enfeksiyonlari, diinya
capinda yaklasik yarim milyon 6lime yol acan yillik

mevsimsel salginlardan sorumlu olan virislerdir. )
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Koronaviriis’lin Yapisi

Koronavirtsler, Koronaviridae ailesindeki Koronaviri-
nae alt ailesinin ve Nidovirales (Uluslararasi Virls
Taksonomisi Komitesi) takiminin Gyeleridir. Bu alt aile,
filogenetik iligkileri ve genomik yapilari temelinde Alp-
hacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus
ve Deltacoronavirus olmak Uzere dort cinsten olusur.

Yeni kesfedilen SARS-CoV-2'de dahil bitlin koronavi-

71 |



risler (CoV), virion ylizeyinden cikinti yapan basak
proteinleri ile karakterize edilen kiiresel pozitif tek iplikli
RNA virtsleridir. Kuresel viral partikilin sivri ¢ikintilar-
la birlikte morfolojisi, virisun altinda kraliyet taci olarak
gérunmesi nedeniyle, korona anlamina gelen ta¢ keli-
mesinden koronavirlis isminin verilmesine yol agmistir.
Elektron mikroskobu goriintiisiinde CoV'ler, esas ola-
rak sivri ug (S) gibi yapisal proteinlerden olusan viral
yapiya sahip zarfl virlslerdir (zarf, konakgi hiicre za-
rindan tiretilen bir lipit ¢ift tabakasidir) (Sekil 2). ®
Bazi betakoronaviruslerde S proteini, membran (M),
zarf (E) ve nukleokapsid (N) proteinleri ve hemagluti-
nin-esteraz (HE) proteinlerinin hepsi viral zarfa gémulu
olarak bulunabilmektedir. N proteini viral partikilin
cekirdeginde bulunur ve viral RNA ile etkileserek nik-
leokapsidi olusturmaktadir. S proteini, homotrimerik
sivri uglar olusturan agir glikozile edilmis bir proteindir.
Viral partiklilin yizeyinde bulunmakta ve konakgi huc-
relere viral giris icin aracilik etmektedir. Bazi CoV'ler-
de, homotimerik S proteini iki alt birim (S1 ve S2) ola-
rak bulunmaktadir. S proteini viral replikasyon sirasin-
da konakgida bulunan furin-benzeri proteazlar tarafin-
dan bozulmaktadir. Bununla birlikte, SARS-CoV dahil
diger CoV'lerde, S proteini S1 ve S2 bdlgelerini olug-
turmakta, viral partiklller Uzerinde bozulmadan kal-
makta ve viral girig sirasinda sadece endositik vezikuil-
lerin iginde bolinmektedir. M proteini, virion yapisinda-
ki en 6nemli proteinlerden biridir. Olgun viral zarflarin
olusturulmasinda E proteini, diger fonksiyonlara ek
olarak konakgi hicrelerden viral partikillerin salinma-
sinda da iglev gérmektedir. ©® HE bazi betakoronavi-
rislerin yiizeyinde bulunmaktadir. influenza viriisi
hemaglutininine benzer olarak konak hicre yuzeyi
glikoproteinlerine siyalik asidi baglamakta ve asetil-
esteraz aktivitesine sahiptir. Viral yapida bulunan HE
proteini koronavirislerde konak hicreye girisi ve pato-

genez arttirmaktadir. 9
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influenza ve Koronaviriisiin Benzer Ozellikleri
Virolojik ve epidemiyolojik benzerlikleri

Hem koronaviris hem de influenza, tek sarmall, zarfl
RNA virUsleridir. Her iki virtsun farkhliklari genomlar
acisindan degerlendiriimekte ve influenza virisu, 8 tek
sarmalli negatif anlamli viral RNA segmentinden olu-
surken, SARS-CoV-2, tek sarmalli, segmentsiz, pozitif
anlamda bir viral RNA'dan olusmaktadir. SARS-CoV-2
60 ila 140 nm arasinda bir gapa sahiptir. 1) SARS-
CoV-2, S proteinleri ve insan anjiyotensin donustirtcu
enzim 2 (ACE2) reseptor kompleksi arasindaki etkile-
simler yoluyla insan solunum epitel hicrelerini enfekte
edebildigi i¢in, bu virisin insanlari enfekte etme konu-
sunda glgli bir yetenegi vardir.12 SARS-CoV-2'ye
benzer sekilde influenza, yiksek enfektivite ozellikleri-
ne, ylksek insidansa, ve kolay mutasyona sahiptir.
SARS-CoV-2'ye benzer sekilde, insan influenza viris-
leri esas olarak solunum yolu epitelinde gogalarak viral
proteinlerin Uretimini baslatmaktadir. Viral replikasyon
etkinligi hicre tipine bagh olarak degisirken, insanlarda
hemaglutinin (HA) molekullerinin etkili bir sekilde bo-
[indUgl ve bulasici virts partikulleri Urettigi tek bdlge
solunum epitelidir.(3 COVID-19'un kulugka siresi 24
gline kadar degismektedir.1*) Fakat genellikle 4 ila 6
gln arasindadir. Yapilan c¢alismalarda COVID-19 igin
ortalama kulugka stiresinin 4 giin oldugu bildirilmig, @
diger bir galismada ortalama kulugka siresi 5,2 gun
olarak tahmin edilmistir. 6 influenzanin kulugka siresi
1 ile 7 gin arasinda degisme beraber, genellikle 2 gin

oldugu bildirilmigtir."
Klinik benzerlikler

COVID-19 ile enfekte kisiler genellikle erken evrelerde
soguk alginligina benzer hafif st solunum yolu enfek-
siyonu semptomlari gostermektedir. 18 Vakalarin %60
ila %70'inde kuru Oksturlk, yorgunluk ve nefes darligi
gibi semptomlar goérilmektedir. Kas agrisi, deliryum,
bas agrisi, bogaz agrisi, tikaniklik, gégis agrisi, ishal,

mide bulantisi ve kusma gibi semptomlar nispeten
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nadirdir ve vakalarin yaklasik %1 ila %11'inde géruldr.
(19 nfluenza yiiksek ates, titreme, bas agrisi, kas agri-
si, rahatsizlik ve istahsizlik gibi gesitli sistemik semp-
tomlar ve ayrica 6ksurik, tikaniklik ve bodaz agrisi gibi
solunum semptomlari ile karakterize edilmektedir. En
yaygin semptomlar, vakalarin %60-80'inde goérilen
yiiksek ates ve oksiiriiktiir. ishal nispeten nadirdir ve

vakalarin yaklasik %2,8'inde meydana gelmektedir.

Type lll CRISPR-Cas operon Cas1-Cas2
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Ates vucut sicakhdinin ilk 24 saat icinde potansiyel
olarak 41°C'ye ulastigi influenzada en 6nemli ve yay-
gin semptomdur. @ influenza, hipertermiye (sicak
carpmasi) neden olma egiliminde olup, ayrica fotofobi
(1s1k hassasiyeti), konjonktivit, yirtiima ve géz hareket-
lerinde agri gibi g6z semptomlari olarak kendini goste-
rebilmektedir. 2

Type V1 CRISPR-Cas operon
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CRISPR-Cas sistemleri

CRISPR-Cas sisteminde, CRISPR; duzenli araliklarla
bélinmus palindromik tekrar kimelerini, Cas ise; iligkili
genleri ifade etmekte olup, bu sistem prokaryotlarda ve
arkelerde nikleik asit tabanli bagisiklik sisteminin te-
mel bilesenleridir. ¢ CRISPR adi verilen genomik bir
lokus daha dnce karsilasilan genetik elemanlarin ta-
ninmasini saglayan ve bir dizi yabanci kaynakl kisa
diziler icermektedir. Cas proteinleri genellikle bir
CRISPR dizisinin yakininda bulunan cas genleri tara-
findan kodlanmaktadir. Cas proteinleri CRISPR-Cas
sistemlerinde 6nemli bir rol oynamaktadir. @3 CRISPR-
Cas sistemlerinin mekanizmasi; adaptasyon, ekpres-

yon ve interferans olmak Uzere U¢ agsamadan olugmak-
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tadir. Adaptasyon agsamasinda, konakgiya ait nukleik
asitlerden yeni aralayici DNA boélgelerinin CRISPR
lokusuna kazandirilmasi asamasi olup, bu asamada
adaptasyonunun gergeklesmesi igin; birer nikleaz olan
Cas1 ve Cas2 proteinlerine gerek duyulmaktadir.
Adaptasyon asamasinda, PAM (Protospacer Adjacent
Motif=Protoaralik Bitisik motif) dizileri 5Gnemli ve gerek-
lidir. Ekspresyon asamasinda ise; CRISPR bdlge-
sinden sentezlenen pre-crRNA, Cas genlerinin akti-
vasyonuyla pre-crRNA'dan olgun ve fonksiyonel
crRNA olusturulmasi asamasidir. Ayrica bu asamada
enzim mekanizmalari ile gerekli olan proteinler agisin-
dan farkliliklar olabilmektedir. interferans asamasi,

ekspresyon asamasinda meydana gelen olgun
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crRNA'nin Cas proteinleri ile olusturdugu ribonikleop-
rotein yapisi crRNP’nin, hedef DNA’da bulunan PAM
dizisi ile aralayict DNA’nin 5’ucundaki ¢ekirdek dizisini
((seed sequence)7-8 bg.lik bir bdlge) tanimasiyla,

hedef dizinin pargalandagi basamaktir. @4
CRISPR Lokusunun Bilesenleri
a) Palindromik tekrar dizileri

CRISPR lokusunda palindromik tekrar dizilerinin dizi
uzunlugu ve dizi igerigi blyidk oranda korunmasina

ragmen; turler arasinda farklilik gérilmektedir. Bu dizi-
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Sekil 4. Cas13 kompleksi ve tamamlayici etkinligi ¢4

b) Aralayici (Spacer) DNA boélgeleri

Tekrar dizileri “Aralayici DNA” olarak isimlendirilen
spesifik benzersiz dizilerce birbirinden ayriimaktadir.
CRISPR lokusunun hiper degisken elemanlari olan bu
dizilerin uzunlugu 26-72 bg¢ arasinda degismektedir.
Aralayici DNA’larin kaynagi plazmitlerin veya virtslerin
nikleik asitleridir14—16; bu proto-araliklar tipik olarak,
korunmus kisa 2-5 nt'lik PAM dizilerine bitisiktir. Bir
genomda bulunan aralayici DNA lokusu, tek veya da-
ha fazla sayida olabilmektedir. 2 Bu aralayici DNA'lar

prokaryotlardaki adaptif bagisiklik sisteminin merkezi
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lerin uzunluklari 24-47 baz cifti (b¢) arasinda degis-
mekte ve iceriginde genellikle kisa 5-7 nt. (nikleotit)
lik palindromik tekrar dizileri bulunmaktadir. Palindro-
mik diziler, RNA stemloop (sap ilmik) ikincil yapisinin
(hairpin) olusumuna katkida bulunan duragan, yuksek
oranda korunmus diziler iken; CRISPR bdlgesindeki
tekrar bolgeleri birkag tane veya ylizlerce olabilmekte-
dir. @9

RNA sensor
|

Collateral

RNase activity _,_@

— /
Cleaved
RNA sensor

Collateral cleavage of

Cas13a detection reporter release signal
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E oo 0@
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bilesenidir; 6zgul DNA dizilerinden olusurlar ve kaza-
nilmig bagisiklik mekanizmasinin bellegini olustururlar.
Ozellesmig bir genetik bellek olarak iglev yapan arala-
yict DNA dizileri, tanima dizisi bulunan virUslerin, ko-

nakgly! enfekte etmesini engellemekle ylkimlidir. 279
c) Lider dizisi

Lider dizisi, kodlanmayan, yaklagik 500 nt iceren
CRISPR lokusunun 5’'ucunda bulunan Adenin ve Timin
nukleotidlerince zengin bir dizidir; dolayisiyla transkrip-
siyonun baslama noktasidir. @8 Lider dizisinin agik

okuma cergevesi yoktur ve tlrler arasinda korunmaz.
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CRISPR lokusuna yeni eklenecek olan Aralayici
DNA'lar, lider dizisinin bulundugu proksimal ugtan ek-

lenmektedir. @9
d) Cas genleri

Bu genler genellikle CRISPR dizilerinin yakininda bu-
lunmakta olup, Cas proteinlerini kodlamaktadirlar. Cas
proteinleri gesitli nikleaz (endonikleaz, ekzonikleaz,
helikaz gibi) 6zellikleri ve nikleik asitler icin baglanma
bélgeleri (domainleri) tagimalari nedeniyle, DNA dizile-
rini agip kesebilirler. 39 Ayrica Cas genleri, aralayici
DNA'larin  CRISPR Ilokusuna entregre olmasini,
crRNA’larin transkripyonu ve islenmesi, crRNA’larin
hedef DNA’ya vyonlendiriimesiyle konak¢l hedef
DNA’nin pargalanmasi gibi CRISPR aracili immunite-

nin gesitli asamalarinda gorev almaktadirlar.D

CRISPR-Cas sistemlerinin kesfi modern molekiler
biyolojide devrim yaratmistir. Benzersiz mekanizmala-
rinin yaninda en 6nemlisi taninan sekans agisindan
oldukga spesifiktirler. ©2 Ayrica, bu 6zgullikleri sebe-
biyle, crRNA'y1 kodlayan dizinin modifiye edilmesiyle
kolayca degistirilebilmektedirler. CRISPR'In modiuiler
yapisi bu degisiklikleri daha da kolaylastirmaktadir.
CRISPR-Cas sistemleri icin uygulama arahgi, Cas
proteinlerinin degistiriimesi ile daha da genigletilebil-
mektedir. @3 Bugiline kadar agiklanan CRISPR-Cas
sistemlerinin cogu DNA dizilerini hedefleyen sistemler
olup, bunlar arasinda, CRISPR-Cas9'un arastirma ve
biyoteknoloji igin gelistiriimesi en uygun omurga oldugu
kanitlanmistir. Bunun en énemli nedenlerinden biri,
Cas9'un faaliyeti icin sadece bir Cas proteini gerektir-
mesidir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda RNA'yi he-

defleyen birkag yeni CRISPR-Cas sistemi kesfedilmig-
tir. 34

RNA Hedefli CRISPR-Cas Sistemlerine Genel Bakig
Tip Il (Cmr/Csm) Sistemleri

Tip Ill sistemleri sinif 1 CRISPR-Cas sistemleridir. Bu
sistemde pre-crRNA’dan olgun crRNA’larin elde edil-
mesinde, endonikleaz 6zelligine sahip olan Cas6 pro-
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teini kullaniimaktadir. 3% CRISPR/Cas Tip Il sistemi;
Tip IlI-A ve Tip llI-B olmak Uzere iki alt tipe ayrilmakta-
dir.G® Tip 11I-A DNA molekdillerini pargalarken, Tip 11I-B
ise RNA molekilini pargalamaktadir. Her iki durumda
da hedefleme, RAMP super ailesi uUyesi (Repeat-
Associated Mysterious Proteins Super Family), 6zel bir
Cas gen grubuna dahil olan Csm-Cmr proteinleriyle
gerceklesmekte; Tip llI-A’da Cas10-Csm kompleksi
gorev alirken, Tip 1lI-B’de Cas RAMP (Cmr) kompleksi
gorev yapmaktadir. G7

Tip VI (Cas13) Sistemleri

Tip VI CRISPR-Cas sistemleri, aktivite icin sadece bir
Cas13 proteini ve crRNA molekiline ihtiya¢ duydukla-
rindan nispeten basit bir yapidadirlar. Bugline kadar
dort alt tipi ayirt edilmigtir: VI-A (Cas13a varyantini
kullanan, alternatif olarak C2c2 olarak bilinir), VI-B
(Cas13b/C2c6), VI-C (Casl3c/C2c7) ve VI-D (Casl13d)
(Sekil 3). @8 Bu alt tiplerin Cas13'leri boyut ve sekans
bakimindan farkhlik gosterse de, hepsi iki HEPN (yuk-
sek Okaryotlar ve prokaryotlar nukleotid baglayici)
alaninin varligi olan ortak bir 6zelligi paylasmaktadir.
Bu alanlar RNA hedefli nikleolitik aktiviteden sorumlu-
dur. HEPN alanlari genellikle Cas13 proteininin farkli
terminal uglarina yakin yerlestiriimektedir. Genel ola-
rak, pre-crRNA'nin crRNA'ya islenmesi, Cas13 tarafin-
dan, diger konakg faktorlerin yardimi olmadan bagim-

siz bir sekilde (tip VI-D harig) gerceklestiriimektedir. 9

Bazi arastirmacilar, spesifik olmayan RNA klevajinin
nedeni olarak, tim RNA'nin temizlenmesi ve bdylece
faj replikasyonunun engellenmesi veya komsu hicrele-
ri korumak igin hiicre 6limuni indUkleyerek bakteriyo-
faj enfeksiyonu ile basa ¢ikmak oldugunu ileri sirmuis-
lerdir. “9 Diger CRISPR-Cas tiplerine benzer sekilde,
VI tipi sistemler, bir emniyet kilidi mekanizmasi kullan-
maktadir. Bazi Cas13 varyantlarinin nukleolitik aktivi-
tesi, diger proteinler tarafindan modiile edilebilmekte-
dir. Ornegin, iki proteinin Csx27 (baskilayicl) ve
Csx28'in (stimllatér) Cas13b aktivitesini dizenledigi

calismalarda gosterilmistir. 4D
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Tip VI (Cas13) Bazli Uygulamalar

Casl3 sistemi birden fazla uygulama igin bir temel
haline gelmigtir. Bakterilerde, bitki hucrelerinde ve
cesitli memeli hicrelerinde RNA'nin yikilmasi igin kul-

laniimistir. “2 Cas13'lin kollateral RNaz aktivitesi bak-
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teriyel calismalarda go6zlenirken, okaryotik hucreler
kullanan arastirmacilar bdyle bir aktivite rapor etme-
mistir. Cas13 ile iligkili tamamlayici RNA klevaji bazi
arastirmacilar tarafindan bir dezavantaj olarak dusu-
nilmektedir. “3 Bununla birlikte, bazi uygulamalarda
da faydali olabilmektedir.

A collateral cleavage C 8x10% Cas13a
J— Casi3a of reporter B o000 o ®, ©SHERLOCK
- il i (%)
dsDNA - = detection releases signal g 8 4x10° .
= \ -2 .® ] é
transcr|pt|on = B¢ 1xi0° .
- — 3 — 9 ® S S sxi02
Y 5
£
A RPA — X @ g axio?
RNA 0 P
10 10® 10° 10* 10> 10° 107
—e cleavage reporter —)) Cas13a-crRNA .~ target sequence ssRNA 1 (~~) concentration (aM)
1 41 targetsite 72 176 D 6x10°
ssRNA 1 5' |—| 3 g
. T~ - g @
e Seeal £ 2 4x10°
’ ~ - =]
I ~ - 7] 8
target site -~ © 8
ssRNA1 5'- .. UCUAGAAAUAUGGAUUACUUGGUAGAACAGCAAUCUACUCGACCUGCAGGCAUGCAA. .—3' 3 5 2%10°
HH\IIH\HHHII\HHHHI 57
3'— UACCUAAUGAACCAUCUUGUCGUUAGAUCAAAAUCAGGGGAAGC S
CcrRNA 1 Y - o
5'— GAUUUAG CCCCAAAA

Sekil 5. Tipik bir tip Il CRISPR-Cas kompleksinin yapisal diizenlemesi “®

DNA ve RNA'nin in vitro tespit yontemi icin yuksek
hassasiyetli enzimatik raportér kilidini agma (SHER-
LOCK) ad1 verilen bir sistem bu duruma bir érnektir. Bu
yéntemde, nlkleik asit numunesi, RNA o6rnekleri icin
ters transkripsiyon ile birlegtirilen rekombinaz polime-
raz amplifikasyonu kullanilarak dsDNA'ya amplifiye
(cogaltma) edilir. Elde edilen dsDNA, ssRNA transk-
riptleri T7 polimeraz igin bir sablon gérevi géormektedir.
Daha sonra bu transkriptler Cas13 taramasi ve tanin-
madan sonra, Casl13 aktif hale gelmekte ve kollateral
RNaz aktivitesi yoluyla ayirilma meydana gelmektedir
(Sekil 4). “9 SHERLOCK yontemi oldukga spesifik ve
hassas olup, Zika ve Dang virtslerinin genomik frag-
manlarinin tespitinde basariyla uygulanmistir (Sekil
5).45 SHERLOCK yontemi, multipleks algilamaya izin
vermek i¢cin daha da gelistiriimistir (SHERLOCKv2).
Bu, Cas13'Un ¢oklu varyantlar birlestirilerek elde edil-
migtir. Her varyant RNA yarilirken farkh bir motifi (AU,
AC, UC veya GA gibi) tercih etmektedir Sinyal glictni
artirmak icin SHERLOCKv2, Cas13 tarafindan alloste-
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rik olarak aktive edilen bir Csm6 proteini kullanir. RNA
yikimina ek olarak, Cas13, RNA izleme ve RNA du-
zenlemesinde de basariyla kullaniimistir. Katalitik ola-
rak inaktif bir Cas13 (dCas13a) gelistiriimis ve RNA
imminopresipitasyonunda (immun-gdktiirme) ve RNA
goruntilemede kullaniimistir. crRNA ile ilgili arastirma-
larda baska bir inaktive edilmis Cas13 (dCas13d) kul-
laniimistir. mMRNA birlestirme isleminin crRNA gidimli
regllasyonu ile ilgili bir arastirmada bagka bir inaktive
Cas13 (dCas13d) kullaniimigtir. “® Etkin olmayan
Cas13 kullanan teknolojinin bir baska 6rnegi program-
lanabilir A-to-1 Degisimi icin RNA Dizenleme'dir (RE-
PAIRv1). Bu sistemde, pasif tip VI Cas13 (dCas13b),
RNA (ADAR) enzimlerine, yani ADAR1 ve ADAR2'ye
etki eden insan adenosin deaminaz ile birlikte kaynas-
tinlmigtir. Bu durum, tamamlayici baz eslestirmesi
sirasinda bir guanin olarak kabul edilen adenosinin
inosin ile programlanabilir sekilde degistiriimesini sag-
lamigtir. Dolayisiyla, fonksiyonel perspektiften bu, seci-

len bir mMRNA bdlgesi icinde A'dan G'ye bir nokta mu-
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tasyonu olarak dastnulebilir. A-to-l degistirme, segilen
bir genin translasyonunun gegici olarak degistiriimesi-
ne izin vermektedir. Bu sistemin 6zgulligu, ADAR2
dizisi (REPAIRvV2) igine bir mutasyon eklenerek daha
da geligtiriimigtir. 7

SONUG VE ONERILER

CRISPR-Cas sistemlerinin tip Il (Cas9), Ill (Cmr/Csm)
ve VI'nin (Cas13) RNA hedefleme aktivitesinin tanim-
lanmasi, bu sistemler i¢in potansiyel uygulama araligi-
ni 6nemli élgclide genisletmistir. Belirli RNA'larin izlen-
mesi, hedeflenmesi veya dlizenlenmesi, yeni tedavile-
rin hem arastirilmasini hem de gelistiriimesini kolaylas-
tirmaktadir. RNA hedefleyen CRISPR-Cas sistemleri
potansiyel klinik uygulamalari icermektedir, ancak bun-
larla sinirli olmayip; gesitli nikleik asitlerin hizli tespiti,
G-A mutasyonlari ile iligkili hastaliklarin RNA dizenle-
mesi ile tedavisi, RNA yikma islemi kullanilarak yanlis
MRNA ekleme ile ilgili genetik hastaliklarin tedavisinde

yuksek verimli ila¢ kesfi agisindan énemlidir.
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