
Canlı organiYmaların �insan, GayUan, bitki ya da bakteri Us.� Gemen Gemen tüm Gücreleri, bir nesilden diğerine geçerken aktarılan bir 

molekül olan #- ŗyı içermektedir. #- , Gücrelerin oluşumu, sayı Ue türlerinin kontrolü, enerIi üretimi, metaboliYmanın düYenlenmesi 

Ue Gastalıklarla mücadele gibi bir çok temel biyoloIik süreçte g±reU almaktadır.

&enom terimi, genel olarak bir organiYmanın #-  diYisinin tamamına atıEta bulunmaktadır. &enom, birçok biyoloIik aktiUitenin 

gerçekleşmesi için gerekli olan proteinlerin üretiminde rolü olan spesiƥk #-  sekansları olan genleri Ue aynı Yamanda gen aktiUitesini 

destekleyen ya da inGibe eden Ue protein üretimini ya da g±reUini etkilemeyen #-  b±lgeleri içermektedir.

&enom düYenleme, geniş spektrumda Gücre tiplerinin Ue organiYmaların GedeƦenlenmiş genomik b±lgelerinin �seçilmiş bir #-  

sekansının� spesiƥk olarak değiştirilmesi prensibine dayanmaktadır. &enom düYenleme teknikleri, bir organiYmanın genomdaki #- ŗsında 

GedeƦenmiş değişikler yapmak üYere moleküler makas olarak tabir edilen restriksiyon enYimleri gibi işleU g±ren řtasarlanmış nükleaYlarŚ 

adı Uerilen enYimlerin kullanıldığı y±ntemlerdir. 3asarlanmış nükleaYlar, seçilmiş bir #-  sekansına y±nlendirilerek GedeƦenen bu 

b±lgede çiEt Yincir kırığı �ing. double�strand breaks �#2Bs�� oluşturmaktadır. .narılmaması Galinde ±lümcül olan #2Bs Gücresel #-  

onarım mekaniYmalarını aktiUasyonu y±nlendirmekte Ue b±lgeye spesiƥk genomik modiƥkasyonların uygulanmasını kolaylaştırmaktadır. 

'omolog olmayan rekombinasyon �nonGomologous end Ioining��-'$)�� Ue GomoloIi y±nlendirmeli tamir �Gomology directed repair�

�'#1�� tasarlanmış nükleaYlar ile oluşturulmuş #B2sŗlerin onarımı için ±karyotik Gücrelerin iYlediği iki onarım mekaniYmasıdır.

.rganiYmaların belirlenmiş genomik b±lgelerinde GedeƦenen mutasyonu oluşturmak için, istenilen #-  diYisinin ilaUesini sağlamak 

Ueya Gatalı olan gen diYilerini düYeltilmek �gen tedaUisi� amacıyla, genom düYenleme teknikleri ile GedeƦenen b±lgede çiEt sarmal 

kırık oluşturulmasını takiben �in Uitro Ue in UiUo� Gücreye dışarıdan g±nderilen 

donor #-  parçası aracılığı ile tamir sürecinde, Gomolog rekombinasyon 

�'1� gerçekleştirilmektedir. 'ücreye dışarıdan Uerilen donor #-  parçasının 

bulunmadığı durumlarda, Gataya çok daGa açık bir çiEt Yincir #-  Gasarı tamiri 

seçeneği olan -'$) mekaniYması iYlenir. -'$), nükleaY aktiUitesi ile kırılan 

EosEodiester bağlarını �kırılan kromoYon sonlarını� tekrar bir araya getirerek kırık 

#-  parçalarını birleştirir �ęekil ��. 

ŝ&5,635, 7A/(1 9e =1) 7eknikleri ñle 
Genom Düzenleme!”

$rdoğan �Ygür, 2inem #inçol �Ygür, $rkut 8ılmaY Ue  dil #eniYli

'acettepe �niUersitesi *imya B±lümü

&enom #üYenleme 
3eknoloIisi
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&enom düYenleme tekniklerinin gelişimi 

ęekil �ŗde kısaca ±Yetlenmiştir. &ünümüYde 

en yaygın kullanılan genom düYenleme 

teknikleri kümelenmiş düYenli aralıklı kısa 

palindromik yinelemeler �ing. clustered 

regularly interspaced sGort palindromic 

repeats �"1(2/1��"1(2/1�associated 

protein � �"as���, transkripsiyon aktiUat±rü 

benYeri eEekt±r nükleaY �ing. transcription 

actiUator�like eƤector nucleases �3 +$-s��, 

çinko parmak nükleaYlar �ing. Yinc�ƥnger 

nucleases �9%-s��, Ue meganükleaYlardan 

�ing. Goming endonucleases or 

meganucleases� �ęekil �� yararlanmaktadır.

,eganükleaYlar, 9%-s Ue 3 +$-sŗların 

sekans tanıma ±Ygünlükleri protein�

#-  etkileşimleri ile oluşmaktadır. 

,eganükleaYlar çeşitli sekansları GedeE 

alsalarda, yeni sekansları GedeE alan Ue 

ayrılmamış #- �bağlama Ue b±lünme 

alanlarını gerektiren müGendislik, bu 

nükleaYların geniş uygulamalarını 

sınırlamaktadır.

=)1śOHU YH 7A/(1śOHU LOH +HGHI 

�]J»QO»ğ»Q»Q 0»KHQGLsOLğL

%ok( restriksiyon enYiminin #- ŗya 

bağlanan b±lgesinin Ue #-  kesim 

nükleaY b±lgelerinin birbirinden 

ayrımının başarılması akıllarda yeni bir 

sekans spesiƥk nükleaY elde edilebilir mi 

sorusunu canlandırmış Ue %ok( nükleaY 

b±lgesine çinko parmak proteinleri 

bağlanmasıyla oluşturulan 9%-sŗler ile 

GedeE #-  sekansın spesiƥk olarak 

kesimi ���� yılında "Gandrasegaran 

Ue ekibi taraEından başarılmıştır. Bu 

gelişmeler sonrasında oluşturulan 

9%-ŗler #rosoƥla embriyolarına enIekte 

edilmiş Ue b±ylelikle bir canlıda in 

UiUo ortamda genom düYenlenmesi 

başarılmıştır. Bundan sonraki birbirinden 

bağımsıY Earklı çalışmalarda bitki, GayUan 

Ue insanlarda GedeƦenen genlerin 

modiƥkasyonunda 9%-ŗlar kullanılmıştır. 

Başarılı bir genom düYenleme tekniği 

olan 9%-s kullanılarak '(5 Uirüsü taşıyan 

�� Gastada yapılan düYenleme ile 

Gastaların etkin Ue güUenilir bir şekilde 

'(5 Uirüsüne dirençli Gale getirildiği, 

���� yılında 3Ge -eV $ngland )ournal 

oE ,edicineŗda yayınlanan bir makalede 

insanlarda ilk deEa gen düYenleme tekniği 

kullanıldığı rapor edilmiştir.  ncak, Gücre 

düYeyinde in UiUo olarak 9%- aracılı 

başarılı genom düYenlemeleri yapıldıysa 

da 9%-ŗların GedeE ±Ygünlüğü Gakkında 

şüpGelerin giderilememesi Ue ±nceden 

belirlenmiş çinko b±lgeleri kullanılarak 

oluşturulan 9%-sŗler GedeE Gücrelerde 

sekans benYerliği g±steren GedeE dışı 

sekansları kestiğinden dolayı sitotoksik 

bir etki g±stermesi araştırmacıları 

9-%sŗlerin ±Ygünlüğünün Ue aktiUitesinin 

geliştirilmesine y±nlendirmiştir.

-itekim sitotoksisite probleminin ç±Yümü 

Giç beklenmedik bir kaynaktan gelmiştir, 

7antGomonasŗdan �bakteriyel bitki 

patoIeni�. (oVa 2tate �niUersitesiŗnden 

 dam BogdanoUeŗnin y±nettiği Ue 

,artin +utGer �niUersitesiŗnden 4lla 

Bonas and )ens BocGŗun y±nettiği 

birbirinden bağımsıY iki araştırma grubu 

���� yılında 7antGomonas türetilmiş 

transkripsiyon aktiUat±r benYeri eEekt±r 

proteinlerin �3 +$� #-  ile etkileşim 

mekaniYmasını aydınlatmıştırlar.  �inko 

parmak proteinlerinin aksine, 3 +$ 

proteinlerindeki Ger bir tekrarlayan b±lüm 

tek bir baYı ayırt edebilmektedir. #±rt 

Earklı tekrarlayan b±lge, %ok( b±lgesine 

bağlanarak 3 +$-s isimli #- ŗya 

bağlanan yeni bir programlanabilen 

nükleaY protein grubunun oluşturulması 

için birbiriyle eşleştirilmiştir. 3 +$-sŗler  

insan Gücrelerinde minimal sitotoksisite 

g±stermiştir. �eşitli gruplar, 3 +$- 

kodlayan plaYmidlerin birleştirilmesini 

kolaylaştırmak için y±ntemler 

geliştirmeleri, 3 +$-sŗleri genom 

düYenleme teknoloIisinde ±n sıralara 

yerleştirmiştir.  ncak, "1(2/1�"as�ŗun 

gelişimi, Gakimiyetlerinin kısa ±mürlü 

olmasını sağlamıştır. 

'(5 taşıyan Gastalar üYerinde yapılan 

ilk genom düYenleme çalışmasının 

liderlerinden immünoterapi uYmanı "arl 

)une ���� yılının başlarında Earklı kanser 

türlerinde genom düYenleme tekniği ile 

 B#ŗde klinik denemelere başlayacaklarını 

iEade etmektedir.

ĝHNLO 1� &enom düYenleme mekaniYmaları. Gomolog olmayan rekombinasyon �-'$)� Ue GomoloIi y±nlendirmeli tamir �'#1�.
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Buna paralel olarak ���� yılının ,art 

ayında �inŗin /ekin �niUersitesinde genom 

düYenleme tekniği ile mesane, prostat 

Ue renal�Gücreli kanserlere y±nelik klinik 

uygulamalara geçileceği bildirilmiştir.

&5,635Ř&Ds� LOH 51A 7HPHOOL *HQoP 

'»]HQOHPH

&eçtiğimiY günlerde, Earelerdeki '(5 

Uirüsünün yok edilmesi Ue yine kanser 

tedaUisi çalışmalarında kullanılarak 

adından s±Y ettiren "1(2/1, mümkün bir 

tedaUi y±ntemi olarak nitelemek çok şu an 

için çok erken olsa da, pek çok bilim insanı 

için son Yamanlarda gerçekleştirilen en 

±nemli buluşlardan biridir.

'aYiran ����ŗde "1(2/1�"as�ŗun in 

Uitro olarak yeniden oluşturulması Ue 

.cak ����ŗte insan Gücrelerinde "as�ŗun 

aracılık ettiği genom düYenlemelerinin 

elde edilen Ueriler, genom  düYenlemede 

yeni bir başlangıcı işaret etmiştir. 9-%s Ue 

3 +$-sŗlerin aksine, yeni  tasarlanmış 1-  

güdümlü endonükleaYlar �1&$-s� ayrıntılı 

protein müGendisliğine olan gereksinimi 

ortadan kaldırmıştır. B±ylelikle, 1&$-s 

GıYlıca en terciG edilen genom düYenleme 

aracı olmuştur, 9-%s Ue 3 +$-sŗleri geride 

bırakarak. "1(2/1 tekniği� genomun 

çeşitli kısımlarına ekleme, çıkarma ya da 

#-  diYiliminde değişim yapmaya imk�n 

sağlayan ±Ygün bir tekniktir. 

1ocGester 3ıp ,erkeYi �niUersitesiŗnden 

bir grup araştırmacı, "1(2/1 genom 

düYenleme tekniğini kullanarak, kanser 

Gücrelerinin kontrolsüY bir şekilde 

yayılmasında anaGtar rol oynayan bir 

proteinin etkisini bertaraE etmek için 

kullandılar. �alışma kendi türünde bir ilk 

olsa da araştırmacılar, Gastalığı tedaUi 

etmek için kullanılacak terapilere entegre 

edilebilebilir.

*anser oluşumunu pek çok Earklı etken 

�genellikle çeUresel Ue genetik etkenlerin 

kombinasyonu� tetiklese de bütün 

kanser çeşitleri kontrol edilemeY Gücre 

büyümesiyle yayılırlar. Bunun ±nüne 

geçmek için araştırmacılar, bu b±lünme 

işleminde ±nemli rol oynayan 3udor�2- adı 

Uerilen bir proteini Gücreden çıkartmayı 

başardılar. ëşlem sonucunda, Gücrelerin 

artık daGa ±nceki GıYlarında b±lünmeyi 

başaramadıkları g±rüldü.  raştırmacılar 

çalışma sonuçlarını 2cience dergisinde 

yayınlanan bir makale ile açıkladılar.

8ine de, "1(2/1�"as�ŗun yüksek 

±karyotik Gücrelerdeki ±Ygünlüğü, 

insan Gücrelerinde ciddi GedeE dışı 

etkilerin bulunmadığını destekleyen ilk 

kanıtlara rağmen tartışmalıdır. 9%-s Ue 

3 +$-sŗlerdeki %ok( nükleaY b±lgeleri 

yalnıYca bu dimeriYe olduğunda GedeE 

#- ŗyı kesmesi artan GedeE ±Ygünlüğü 

ĝHNLO 2� &enom düYenleme tekniklerinin gelişimin Yaman tüneli.

ĝHNLO �� &enom düYenleme teknoloIileri, çinko parmak nükleaYlar �9%-s� �i�, transkripsiyon aktiUat±rü benYeri eEekt±r nükleaY �3 +$-s� �ii�, kümelenmiş düYenli 

aralıklı kısa palindromik yinelemeler �"1(2/1�"as �� �iii�.
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ile sonuçlanmaktayken, "as� monomerik 

Eormda işleU g±rmektedir.  yrıca, "1(2/1Ŕ

"as� prokaryot oriIinli olup, EaIlar gibi 

Giper değişken istilacı genetik elementlere 

karşı uyarlanabilir bir bağışıklık sistemi 

olarak işleU g±rmektedir. 9%-s Ue 

3 +$-sŗların aksine "as� proteininin 

yüksek ±kary±tik Gücrelerde bilinen 

Eonksiyonlarının olmaması Ue ±kary±tik 

Gücrelerin genomun deUasa büyüklüğü 

"as� nükleaYların düşük sekans 

±Ygünlüğünün bu Gücrelerde GedeE dışı 

diYileri kesebilme iGtimali, araştırmacıları 

"as� proteininin genom üYerindeki 

GedeE b±lgeleri belirlerken ±Ygünlüğünü 

arttıracak y±ntemlere y±neltmiştir.

&5,635Ř&Ds� 7HNQLğLQGH +HGHI 'ðĞð 

(tNLOHUOH 0»FDGHOH

�iEt Yincirli #-  kırıkları oluşturan 

nükleaYların yerine tek Yincirli #-  kırıkları 

oluşturan �22Bs� nikaYların ile GedeE dışı 

#-  b±lünmeleri ±nlenebilmektedir. 

Bir çinko parmak nikaYı �9%-ickase� biri 

UaGşi tip %ok( b±lgesi Ue diğeri kataklitik 

olarak inaktiE olan %ok( mutant b±lgesi 

içeren iki alt birimden  oluşmaktadır. 

BenYer şekilde, Ger biri ya 6atson ya da 

"rick #-  Yincirini parçalayan iki aktiE 

b±lge içeren "as�, aktiE b±lgesindeki 

anaGtar aminoasit kalıntısının alanin 

kalıntısı ile yer değiştirilmesi ile bir nikaYa 

d±nüştürülebilir. 22Bsŗler, Gata yapmaya 

açık -'$) taraEından tamir edilemeY, ancak 

'1ŗler taraEından tamir edilebilir olması  

Gassas genom modiƥkasyonlarına olanak 

Uermektedir. Bununla birlikte, 22B tamir 

etkinliği #2B onarımından daGa düşük 

bir oranda olması genom düYenleme 

teknoloIisinde nikaYların kullanımını 

sınırlamaktadır. Bu kısıtlamanın 

üstesinden gelmek için Ger biri iki #-  

Yincirinden birini iki bitişik yerde kesen 

bir çiEt nikaY genom düYenleme etkinliğini 

Ue ±Ygünlüğünü artırmak için birleşik 

#2B üretebilir. 'edeE dışı 22Bŗler endoIen 

22B tamir enYimleri taraEından Uerimli Ue 

başaralı bir şekilde onarılmasıyla, "as� 

nükleaYlar taraEından indüklenen GedeE 

dışı mutasyonları "as� nikaYlar taraEından 

oluşturulmaYlar. �nemli olan, GedeE dışı 

etkilerin aYaltılması için geliştirilen bu 

y±ntem programlanabilir nükleaYların gen 

tedaUisinde kullanımını ±nünü açmıştır.

3UoJUDPODQDELOLU 1»NOHD]ODU YH *HQsL] 

*HQ 7HGDYLsL

���� yılında Barbas grubu, saƦaştırılmış 

rekombinant 9%- proteinlerinin intrinsik 

Gücre penetrasyon yeteneklerine 

saGip olduğunu Ue 9%- proteinlerinin 

doğrudan Gücrelere Uerilmesinin GedeE 

dışı etkileri 9%- proteinlerinin Gücre 

içerisinde saGip oldukları kısa yarı 

±mre saGip olmasından dolayı  aYalttığı 

saptanmıştır. Bu çalışmadan esinlenen 

araştırmacılar, rekombinant "as� reGber�

1-  ribonükleoproteinleri �1-/� olduğu 

gibi GayUan embriyolarına, bitkilere Ue 

memeli Gücrelerine aktarmışlardır. "as� 

1-/lerin Gücrelerde çabucak parçalanmış 

Ue bu GedeE dışı etkilerinin aYalmasını 

sağlamıştır.

&enom düYenleme uygulamalarının 

çoğu insan Gastalıklarının modellerini 

araştırmak gibi bilimsel araştırmaları 

kapsamakla birlikte, bu tekniğin potansiyel 

uygulamaları sadece bir araştırmadan 

çok ileridir. Bakteri, bitki, GayUan ya da 

insanda olsun, genom düYenlemesi 

GerGangi bir #-  sekansını değiştirme 

potansiyeline saGip olduğu g±Y ±nüne 

alındığında, canlılarda neredeyse sınırsıY 

olası uygulama alanları Uardır. �eşitli 

türlerin genomlarında GedeƦi Ue ±Yel 

değişiklikler yapabilme kabiliyeti, daGa 

kesin biyoloIik sorular sormaya uygun 

Gale getirmiştir Ue ř&enom #üYenlemeŚ 

-ature ,etGods dergisi taraEından ���� 

yılının tekniği seçilmiştir. Belki de bir 

genin Ueya proteinin Eonksiyonu Gakkında 

bilgi edinmenin en güUenilir yolu, spesiƥk 

olarak yapılarını boYmak Ue olanları 

iYlemek olabileceği iEade edilmiştir.

&enom düYenleme tekniklerinin araştırma 

alanları Ue muGtemel uygulamaları�

�Bitki Ue GayUancılık �Uerimi arttırmak, 

Gastalıklara Ue Yararlılara karşı direnç 

geliştirmek, Earklı çeUre koşullarına 

tolerans sağlamak�

�$ndüstriyel biyoteknoloIi �řüçüncü kuşakŚ 

biyoyakıtlar geliştirmek Ue kimyasallar, 

malYemeler Ue ilaçlar üretmek�

�B i y o t ı p  � E a r m a s ± t i k  g e l i ş m e , 

Wenotransplantasyon, gen Ue Gücre baYlı 

tedaUiler, b±cek kaynaklı Gastalıkların 

kontrolü�

�1eprodüksiyon �Gastalık ±Yelliklerinin 

kalıtsallığını ±nleme�

Birkaç yıl ±ncesine kadar sadece sınırlı 

sayıda laboratuUarda uygulanan Ue 

geliştirilen genom düYenleme çalışmaları, 

günümüYde biyomedikal alanındaki 

araştırmalarda rutin bir y±ntem Galini 

almıştır. 3ıp Ue biyoteknoloIi alanındaki 

araştırmalarda büyük Uaatler sunan 

genom düYenleme teknoloIisi toplumda 

büyük ilgi uyandırmasının yanında baYı 

endişeleri de beraberinde getirmektedir.  

&elecekte bitkiler, GayUanlar Ue insanlar da 

daGil olmak üYere birçok canlı genomunda 

düYenlemeler ile Gastalıklara yatkınlık gibi 

istenmeyen ±Yelliklerin giderilebildiği 

ayrıca istenilen ±Yelliklerin ise geliştirildiği 

bir dünyaya doğru ilerlememiY kaçınılmaY 

g±rünmektedir.  kademik araştırmalarda 

"1(2/1�"as� tekniği daGa EaYla terciG 

edileceği ±n g±rülse de, 9%-s Ue 3 +$-s 

de gelecek uygulama Ue yeniliklerde rol 

alacaktır. Bugüne kadar, 9%-s Ue 3 +$-s 

insan klinik uygulamalarında başarılı 

bir şekilde uygulanmıştır. "as� temelli 

deaminaYlar Ueya "pE� nükleaYları gibi 

yeni araçlar geliştirilmesi ile genom 

düYenleme teknoloIisinin daGa ileri 

boyutlara taşınması sağlanabilecektir. 
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