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NELERİ KONUŞACAĞIZ ?

Genom Düzenleme Teknolojileri 

• Nedir ?

• Ne için kullanabiliriz ?

• Çözüm bekleyen sorunlar neler?

• Kullanımında etik veya yasal düzenlemeler var mı?

• Aklınızdaki sorular ?



• Bir organizmanın genomunda değişiklik yapabilme  

Geçmişten farkı nedir?

• HEDEFLİ DEĞİŞİKLİK 

https://www.davidicke.com/article/424949

NEDİR? 



Genomda hedefte değişikliği 
sağlayan mekanizma:

1. DNA’da hedef bölgede 
çift iplik /tek iplikte kesik

2. Hücrenin kendi tamir 
mekanizmalarının 
kullanılması ve bu kesiğin 
tamiri



Genom Düzenleme Araçları               Nükleazlar

https://en.wikipedia.org/wiki/Genome_editing

Çift Zincir Kırık



DNA Tamir Mekanizmaları

Nature Reviews | Drug Discovery

Nuclease Zinc
fin

g

ers

A

Insertion

Indel disruptions; gene m utated

D eletion

B

A AB X C

A B C+

C

C

Nuclease TALE

sgRN ACas
nuclease

ZFN NHEJ

TALEN

C RISPR–C as

Genome editing DSB repair

H D R 

A B D C

B D

D onor tem plate

Precise gene m odific

a

tion

C

Antisense oligonucleotides

(ASOs). Short single-stranded 

DNA or RNA sequences that 

bind to complementary 

mRNAs, inhibit translation and/

or degrade the targeted mRNA, 

resulting in a decrease in the 

expression of a desired protein.

Episomal

DNA that functions without 

integrating into the genome: 

for example, a delivered  

DNA plasmid.

a subset of organs and tissue types10,12. Other challenges 

include incomplete suppression of disease proteins, 

off-target effects and safety concerns12,13. Stably express-

ing therapeutic genes in replicating cells via integration 

into the genome is associated with the risk of muta-

genesis and oncogenesis14. AAVs facilitate gene transfer 

and episomal expression in non- dividing cells, but suffer 

from the limits associated with the size of encapsulated 

transgenes, pre-existing immunity against AAV vectors 

and CD8+ T cell-mediated adaptive response against the 

AAV capsid11,15. Moreover, although AAVs are stable in 

non-dividing cells, their expression levels may decrease 

over time owing to the turnover of the infected cells16. 

In addition, paediatric patients may experience loss of 

episomal genomes in growing tissues17. Importantly, it 

is difficult to use gene- transfer approaches for condi-

tions requiring precise control of therapeutic genes or 

for gain-of-function genetic diseases18.

A rapidly developing alternative technology to manip-

ulate gene expression is genome editing, which, in contrast 

to gene-transfer approaches, uses programmable DNA 

nucleases19. Four genome-editing platforms currently 

predominate the field: meganucleases, zinc-finger nucle-

ases (ZFNs), transcription activator-like effector nucleases  

(TALENs), and the CRISPR–Cas system (reviewed in 

REFS 19–22). In principle, it is possible to correct many 

genetic diseases with genome-editing technologies. 

However, many hurdles need to be overcome to realize 

this tremendous therapeutic potential. In particular, the 

most substantial challenge to overcome is the safe and 

efficient delivery of genome-editing biomacromolecules.

This Review provides an overview of the different 

programmable nucleases and mechanisms of genome 

editing, focusing on the principles of biomacromolecule 

delivery, relevant delivery methods and associated deliv-

ery challenges. Preclinical studies and the current status 

of clinical trials involving genome-editing technologies 

are also discussed.

Genome-edit ing plat forms

Genome-editing nucleases recognize and cut at specific 

sequences in the genome. Double-strand breaks (DSBs) 

can be repaired by one of two cellular endo genous DNA 

repair pathways: non-homologous end joining (NHEJ) 

or homology-directed repair (HDR) with template 

(donor) DNA23 (FIG. 1). NHEJ is efficient but error-prone; 

thus, repeated repair of the same break site results in 

small insertions or deletions (indels) at the desired 

genomic locus24. These indels can disrupt target genes 

by shifting the reading frame, resulting in mRNA deg-

radation or the production of nonfunctional proteins25. 

Programmable nuclease-mediated NHEJ can disrupt 

disease-causing genes permanently. Furthermore, it is 

also possible to use NHEJ to restore the reading frame 

of a dysfunctional gene to treat a disease: for exam-

ple, the gene encoding dystrophin (DMD) to treat 

Duchenne muscular dystrophy26–30. By contrast, HDR 

requires exogenously delivered template DNA contain-

ing a sequence homologous to the DSBs. The different 

sequence in the template DNA can be incorporated into 

the endogenous locus, enabling precise modification  

of the genomic sequences23. Thus, HDR-based gene edit-

ing can be used to repair disease-causing mutations or to 

knock in sequences at specific loci to induce predictable 

expression patterns31–33.

Four major platforms of targeted nucleases are cur-

rently used to introduce DSBs in the genome: meganu-

cleases, ZFNs, TALENs and the CRISPR–Cas system19–22 

(FIG. 1). Meganucleases, ZFNs and TALENs generate 

sequence recognition specificity via protein–DNA 

interactions. Although meganucleases can target vari-

ous sequences, the engineering required to target new 

sequences and unseparated DNA-binding and cleavage 

domains (that is, DNA recognition and cleavage sites 

that are linked closely in a single domain) restrict the 

broad application of these nucleases20. ZFN technology 

creates a chimeric protein via the fusion of a zinc-finger  

domain for DNA binding with the cleavage domain of the 

FokI nuclease21. To target new sequences, ZFNs require 

complicated protein engineering of the zinc-finger  

domain34,35. Recent studies have indicated that ZFNs 

recognize an average of one targeting site in ~4–30 bp in  

the genome36,37.

TALENs are composed of a transcription activator- 

like effector (TALE) for DNA binding and a FokI nucle-

ase22. Although molecular cloning is sti ll required, 

TALENs can be rapidly designed and assembled with 

flexible targeting sequences with potentially high potency 

and specificity22. Distinctly different from these pro-

grammable nucleases, the CRISPR–Cas system uses an 

RNA molecule (guide RNA) to base pair with the target 

DNA as an RNA-guided nuclease19. By simply changing 

Figure 1 | The mechanisms of genome editing and DSB repair. Zinc-finger nuclease 

(ZFN), transcription activator-like effector (TALE) nuclease (TALEN) and CRISPR–Cas 

systems can induce double-strand breaks (DSBs) in DNA. One of two mechanisms 

repairs the DSB to achieve genome editing: non-homologous end joining (NHEJ) or 

homology-directed repair (HDR). NHEJ disrupts the target gene through insertions  

or deletions, whereas HDR inserts donor DNA template into the target genomic 

region to install insertions, deletions or alterations of genomic sequences. sgRNA, 

single guide RNA.
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Nükleazlar Avantajları Dezavantajları

Meganükleazlar

20-40bp/Enzim

Boyutları küçük, 
hücreye aktarımı 
kolay

Diziye özgül tasarım 
yapmak zor

Çinko parmak 
nükleazlar (ZFN)

3bp/Parmak

Klinik kullanımda en 
çok kullanılmış 
platform

Denovo tasarımı zor
Büyüklüğü sebebiyle 
vektörle hücreye 
aktarılması zor

TALEN

1bp/Modül

Tasarımı ve üretimi 
ZFN’ye göre daha 
kolay, CRISPR’a göre 
daha zor

Büyüklüğü sebebiyle 
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CRISPR-Cas9

1bp/Baz

Tasarımı ve üretimi
kolay
Ucuz

Hedef dışı bağlanma



CRISPR/Cas9

Semınars In Perınatology, 42(2018):487-500 



CRISPR (Düzenli aralıklarla bölünmüş kısa palindromik
tekrar kümeleri)/Cas9 (CRISPR- ilişkili nükleaz-9)

• Prokaryotlarda virüslere karşı savunma sistemi

http://doudnalab.org/research_areas/crispr-systems/



CRISPR/Cas9

• RNA aracılı genom düzenleme aracı

http://doudnalab.org/research_areas/crispr-systems/



CRISPR/Cas9

• Genomda neler yapılabilir? 



CRISPR/Cas9

Güncel limitler: 

• Hedef kapasitesi: PAM dizisi

• Hedef dışı (off-target) etkiler

• Hedefte öngörülemeyen değişiklikler (NHEJ)



CRISPR/Cas9

• Varyant Cas9: Hedef sayısı ↑

Nature. 2015;523:481–485.    



CRISPR/Cas9

• Varyant sistemler: Base-editing

Nature. 2016;533:420–424 
https://www.addgene.org/guides/crispr/



CRISPR/Cas9

• Varyant sistemler:  Prime-editing

Nature. 2019 Dec;576(7785):149-157



Uygulama Alanları

• Temel bilim ve preklinik

araştırmalar

Prog Mol Bio Trans Sci. 2017; 152: 95-114



• Tedavi amaçlı klinik uygulamalar

1. Somatik uygulamalar: 

Ex-vivo/ In-vivo

2. Kalıtımsal, eşey hücrelerini 

etkileyen uygulamalar

Uygulama Alanları

www.moleculartherapy.org vol. 24 no. 3, 430–446 mar. 2016 



• Diğer:

1. Bitki ve hayvanlarda uygulamalar

Prog Mol Bio Trans Sci. 2017; 152: 95-114

Uygulama Alanları



• Diğer:

2. İnsan ırkını iyileştirme ???

https://thecontroversialbabies.wordpress.com/

Uygulama Alanları



Klinik çalışmalar 

• Ex-vivo çalışmalar ön planda

• Hedef somatik hücreler

• FDA ve EMA onaylı klinik faz çalışmalar (Faz 1, Faz2)

• Faz 3 aşamasında ürün ∅

• Çin, ABD ve Avrupa

• Hedef dışı etkiler ve bunların saptanabilirliği



Klinik çalışmalar 

✓Enfeksiyon Hastalıkları

HIV

✓Kanser

En çok çalışma 

✓Nadir genetik hastalıklar

SCA, Beta-talasemi, LCA



Klinik çalışmalar: ZFN

https://www.sangamo.com



Klinik çalışmalar: CRISPR 

https://www.editasmedicine.com



Klinik çalışmalar: CRISPR 

http://www.crisprtx.com



Klinik çalışma sayısının artması için:

1. Hedef dışı etki

2. Hedefte öngörülemeyen etki

3. Etkinlik 

4. Bağışıklık yanıtı

5. Hedef hücrelere taşınma

6. Uzun dönem etkileri görememe

7. Etik ve yasal düzenleme eksiklikleri



Etik ve Yasal Durum 

Farklı düzlemler:

• Temel bilim araştırmaları, preklinik çalışmalar

• İnsanların denek olduğu çalışmalar

• Ekosistemi etkileyecek hayvan, bitki ve diğer canlılar 

üzerinde yapılan çalışmalar

• Kötü niyetli kullanımlar: Biyolojik silah 



Etik ve Yasal Durum 

İnsan çalışmaları:

1. Amaç: Tedavi / iyileştirme

2. Ex-vivo/In-vivo

3. Somatik/Germline



Etik ve Yasal Durum 

Nature. 2019 Feb;566(7745):440-442.



Etik ve Yasal Durum 

• First International Summit on Human Gene Editing 
(Aralık, 2015)

The National Academic of Sciences, Engineering and
Medicine (NASEM), Chinese Academy of Sciences, UK 
Royal Academy of Science

• WHO 2018’de tavsiye kararları yayınlıyor

• Second International Summit on Human Gene 
Editing (2019, Londra)

Raporu bu sene içinde bekleniyor 



Etik ve Yasal Durum 

Temel bilim araştırmaları için genom düzenleme

Ciddi hastalıkların tedavisi için somatik genom düzenleme

Alternatif söz konusu olmadığında ciddi bir genetik 
hastalığın tedavisi için germline genom düzenleme

İyileştirme amaçlı somatik ya da germline genom düzenleme



Etik ve Yasal Durum 

• Yarar/Zarar oranı kabul edilebilir

• Bilgilendirilmiş onam mevcut

• Tanınan otoritelerce konulan düzenlemelere uygun 

ve gerekli izinler alınmış (FDA, EMA,…)

• Bu koşullar altında somatik hücrelerde genom 

düzenleme çalışmaları kliniğe taşınabilir.



Etik ve Yasal Durum 

Somatik hücrelerde genom düzenleme sırasında 
germ hücre hattında istenmeyen  genom düzenleme 
söz konusu olabilir mi?

• In-vivo genom düzenleme sonucu

• Şu ana kadarki çalışmalarda ya da preklinik çalışmalarda ∅

• Embriyoların ex-vivo her türlü manipülasyonu bile spontan

olarak  germ hücrelerinde değişikliklere sebep olabilir

• Kemoterapotikler ve bazı ilaçlar da benzer riske sahip



Etik ve Yasal Durum 



Etik ve Yasal Durum 

İnsan embriyolarındaki ilk genom düzenleme girişimi

• Çinli araştırmacılar

• β-talasemi, triploid yumurtalar, CRISPR/Cas9

• Düşük etkinlik

• Çok sayıda hedef dışı etki

• Çok tartışmalı

• Bu tarz bir çalışma için erken !!!

Protein and Cell, 2015 6(5): 363–372



Etik ve Yasal Durum 

İnsan embriyolarındaki genom düzenleme çalışmaları

• Yaşama şansı olan zigotlarda çalışmalarda mevcut

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz eksikliği

Hipertrofik kardiyomiyopati

• Hedefte hatalı sonuç, düşük etkinlik, mozaiklik, hedef dışı 

etkiler

• Potansiyel var ama yolun başında



Etik ve Yasal Durum 

• CRISPR Bebekleri: Dr. He, 2018, Çin 

Nature. 2019 Feb;566(7745):440-442.



Etik ve Yasal Durum 

CRISPR Bebekleri

• Mevcut ve planlanan çalışmalarda fonlama ve etik 

onay alma sorunları

• Kamuoyunda olumsuz tepkilerin oluşması

• Uluslararası etik ve yasal düzenleme ihtiyacına 

yönelik çalışmalarda hızlanma



Etik ve Yasal Durum 

Preimplantasyon genetik tanı vs Genom Düzenleme
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Typically, one amplified fragment contains 

the mutation that is associated with the 

disorder and one or more fragments contain 

polymorphic markers that are closely linked 

to that mutation. Microsequencing of these 

PGD is now offered mainly to couples 

carrying autosomal dominant, recessive or 

X-linked Mendelian disorders, chromosomal 

rearrangements or mitochondrial disorders. 

In addition, PGD has been used to ‘create’ 

fragments allows the identification of the 

inherited parental allele and indicates cases 

in which allele drop out (ADO) is likely to 

have taken place, thereby increasing the 

PGD accuracy by 1,000-fold.

Figure 3 | Preimplantation genetic diagnosis and screening. a | The 

developm ental stages (for exam ple, em bryonic day 1.5 (E1.5)) of an in vitro 

fert ilizat ion (IVF)derived embryo and the type of cells used for pre 

implantation genetic diagnosis (PGD) and preimplantation genetic screen

ing (PGS). The samples can be polar bodies (PBs), a single or pair of 

blastomeres or a small aggregate of cells from the trophectoderm. b | The 

methods routinely applied in diagnostic services are fluorescence in situ 

hybridization (FIS H ; for aneuploidy screening and/or diagnosis), m ultiplex 

quantitative PC R (qPC R; for m utation detection and/or genotyping), array 

comparative genomic hybridizat ion (aCGH; for aneuploidy screening 

and/or diagnosis) and low -coverage next-generation sequencing (N G S; for 

aneuploidy screening). c | Embryos are prioritized for transfer to the uterus 

based on their genotypes (PGD) or their chromosome content (PGS). 

C hr, chrom osom e, F, fluorophore; Q , quencher. Part b, farleft  panel, 

adapted from  REF. 160 , Nature Publishing Group. Part  b, middleright 

panel, adapted from  REF. 161, Nature Publishing Group.
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Typically, one amplified fragment contains 

the mutation that is associated with the 

disorder and one or more fragments contain 

polymorphic markers that are closely linked 

to that mutation. Microsequencing of these 

PGD is now offered mainly to couples 

carrying autosomal dominant, recessive or 

X-linked Mendelian disorders, chromosomal 

rearrangements or mitochondrial disorders. 

In addition, PGD has been used to ‘create’ 

fragments allows the identification of the 

inherited parental allele and indicates cases 

in which allele drop out (ADO) is likely to 

have taken place, thereby increasing the 

PGD accuracy by 1,000-fold.

Figure 3 | Preimplantation genetic diagnosis and screening. a | The 

developm ental stages (for exam ple, em bryonic day 1.5 (E1.5)) of an in vitro 

fert ilization (IVF)derived embryo and the type of cells used for pre 

implantation genetic diagnosis (PGD) and preimplantation genetic screen

ing (PGS). The samples can be polar bodies (PBs), a single or pair of 

blastomeres or a small aggregate of cells from the trophectoderm. b | The 

methods routinely applied in diagnostic services are fluorescence in situ 

hybridization (FIS H ; for aneuploidy screening and/or diagnosis), m ultiplex 

quantitative PC R (qPC R; for m utation detection and/or genotyping), array 

comparative genomic hybridization (aCGH; for aneuploidy screening 

and/or diagnosis) and low -coverage next-generation sequencing (N G S; for 

aneuploidy screening). c | Embryos are prioritized for transfer to the uterus 

based on their genotypes (PGD) or their chromosome content (PGS). 

C hr, chrom osom e, F, fluorophore; Q , quencher. Part b, farleft  panel, 

adapted from  REF. 160 , Nature Publishing Group. Part  b, middleright 

panel, adapted from  REF. 161, Nature Publishing Group.
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PGD’nin yetersiz kaldığı koşullar neler?

• Her iki ebeveyn AR hastalık açısından homozigot ve 

hasta

• Tek ebeveyn AD hastalık açısından homozigot

• Bu ebeveynler genetik açıdan ilişkili çocuk konusunda 

ısrarcı

• PGD için yeterli embriyo elde edilemiyor 



Çözülmesi Beklenen Sorunlar

• Ne kadar hedef dışı etki tolere edilebilir?

• Hedefte değişiklik ama ne kadar hatasız?

• Hangi tip genom düzenleme güvenilir?

• Mozaiklik kabul edilebilir mi? 

• Uygulama sonuçları ne kadar takip gerektirecek?

• Dünya etik ve sosyal açıdan buna hazır mı?
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Nadir hastalık modelleri oluşturulması amacıyla 

hücre hatlarında ve zebra balıklarında TALEN ve daha 

sıklıkla CRISPR/Cas9 sistemleri ile çalışıyoruz.

• Kas distrofileri

• Kornea Distrofileri
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