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Antibiyotik Direncinin Tehditi

Direng Genlerinin Aktarimi y = Tedavi Seceneklerinin
(Bakteriler arasi hizli genetik alisveris) : ' Sinirlandirilmasi

/ £ . (Mevcut ilaglarin etkisiz kalmasi)

Etkili
A antibiyotikler
» olmadan modern
tip coker.
' Daha Yiiksek Doz / |

Genis Spektrum lhtiyaci B , Artmis Hastalik Yiikii
(Segici baskiyi artirarak donguydi : ve ﬁlijm Orani
hizlandirir) '

(Klinik tablonun agirlasmasi)



2016 3

BM Genel Kurulu Onay.

AMR resmen kiiresel bir kriz olarak
kabul edildi.

v

2050 yilina kadar her yil
gerceklesmesi beklenen tahmini

olum sayisl.

2019 il | A

4.95 Milyon oliim (AMR ile iligkili).
1.27 Milyon 6lim (Dogrudan AMR
kaynakl).

4

Kardiyovaskiler hastaliklardan sonra
ucuncii buyik olim nedeni konumunda.

|



DSO Kritik Oncelikli Patojenler (2024)
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Enterobacterales Acinetobacter Mycobacterium
(Karbapenem ve tigtincti baumannii tuberculosis
kugak sefalosporin direncli) (Karbapenem direncli) (Rifampisin direncli)

Bu patojenler, geleneksel antibiyotiklerin yetersiz kaldig1 "Kritik Grup"tir ve yeni nesil tedavilerin birincil
hedefidir.

WHO, Bacterial Priority Pathogenes List 2024



; : B cain . I . Acinetobacter species. Percentage of invasive isolates with resistance to carbapenems
; Klebsiella pneumoniae. Percentage of invasive isolates resistant to carbapeneml (imipenem/meropenem), by country, EU/EEA, 2024

(imipenem/meropenem), by country, EU/EEA, 2024
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Percentage AMR in bloodstream infections: global and regional estimates, 2023
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Geleneksel ilag

gelistirme hizi,
bakterilerin
mutasyon hizina

yenik dusmektedir.

Sadece 5 Ajan
(DSO’niin ‘Kritik Oncelikli’ patojenlerine karsi etkili olan miktar)

WHO releases new reports on new tests and treatments in development for bacteria infections 2025



o of our species, this

read one book on the

utur
—SANJAY GUPTA, MD

AC KING
DA RWIN

GENETIC ENGINEERING
and the FUTURE of HUMAN'TY

“insanlar artik evrim tarafindan sekillendirilen varliklar olmaktan cikip, evrimi

sekillendiren varliklar haline geliyor.”
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Bakteriyel hafizadan molekuler silaha

1987 2007 201

Tesadiifi Kesif Bagisiklik Fonksiyonu Hassas Kesim Klinik Gergeklik
E. coli'de duzenli aralikli CRISPR'in bakterilerde CRISPR-Cas9'un gift sarmalli  CRISPR-Cas9 teknolojisinin
tekrar dizileri bulundu. eksojen DNA'ya karsi adaptif DNA'y1 programlanabilir insan hastaliklarinda ilk klinik
badisiklik sagladigi sekilde kestigi gosterildi. deneyleri bagladi.
kanitlandi.

Ishino et al. 1987; Grissa et al 2007
Jinek et al. 2012; Mancuso et al. 2020



CRISPR-CAS Sistemi Nedir?

e Kimelenmis Duzenli Aralikh Kisa Palindromik Tekrarlar (
ve CRISPR-iliskili
proteinler.

* Prokaryotlarda bilinen tek kalitsal ve adaptif bir bagisiklik sistemidir

* Prokaryotlara saldiran plazmid ve virislerin DNA/RNA’sinI yok ederek
genetik elementlerine karsi bagisiklik saglar

* |stilaci genomlarin " olarak bilinen kisa dizilerini
kendi genomlarina entegre ederek 6nceki enfeksiyonlari hafizaya
almaktadir.

e |ki temel bileseni kilavuz RNA (gRNA) ve Cas9 proteinidir.

* Monogenik hastaliklardan immunoterapiye kadar hastaliklarin

tedaVISI nd e ku ”a n I |a bl | I r' Hille, F., and Charpentier, E. (2016). Philos Trans. R. Soc. B. Biol. Sci. 371, 20150496.

Aljabali A. (2024) J. Drug Deliv. Sci. Technol. 92, 105338.



2nd phase

Biogenesis
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Crispr-Cas9 Yapisi: Molekuler Makas

@)
gRNA (Rehber)

Hedef DNA dizisini bulmak igin
Cas9'u yonlendiren RNA dizisi. S

(1)
Cas9 Proteini (Makas) &

HNH ve RuvC domainlerine sahip
nukleaz. DNA'nin iki ipligini keser. \

€)

PAM Dizisi (Atesleyici Kilit)

Protospacer Bitisik Motifi (2-5 baz
¢ifti). Cas9 taninmasi igin mutlak

gereklilik. PAM yoksa sistem Kilitli Aksiyon Metrigi:
kalir; bu durum benzersiz bir Kesim iglemi genellikle PAM dizisinden
6zgllliik saglar. tam 3 baz cifti geride gergeklesir.




CrRNA Biogenesis

Interference

Protospacer
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Cas Gene CRISPR locus
Transcription
Pre-crRNA /\/\/-\/\ 3
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Front Cell Infect Microbiol. 2025;15:1588446.
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CRISPR-CAS Nasil Calisir?

* gRNA tarafindan yonlendirilerek dnceden belirlenmis hedef bolgelerde
DNA'yi molekuler bir makas gorevi goren Cas9 ile keser.

* DNA dizilerinde kritik bir tanima elementi olan protospacer bitisik motif
(PAM), Cas9 taninmasi icin gerekli olan hassas hedeflemeyi saglar

* PAM, istilaci genomda protospacer dizisini cevreleyen, 2-5 baz cifti
uzunlugunda kisa, korunmus bir DNA dizisidir.

* PAM yoksa - Cas9 durur
e Kesim yeri genelde PAM’dan 3 baz dnce olur.

* Cas9 HNH domaini (gRNA ile eslesen DNA ipligini keser) ve RuvC domaini
gibi (karsi ipligi keser) iki farkli kesici bolgeye sahiptir.

Kadkhoda H. 2024 Heliyon 10: e34692



CRISPR-Cas Sistemi- Adaptasyon

* Bakteride bulunan Casl ve Cas2
nukleaz enzimleri, bakteri
icerisine giren “protospacer”

enilen virds DNA’sindan kucuk
bir parcalar keser.

* Kesilen bu viral DNA parcasi,
bakterinin genomundaki CRISPR
(genom bolgesi) dizisine eklenir.

Repeat—Spacer—Repeat—Spacer

Adaptasyon Ekspresyon Mudahale e Bakteri virtsun bir “kimlik
kartini” kaydederek bagisiklik
hafizasini olusturmus olur.

Ghazaei. Natural Products and Bioprospecting (2026) 16:14



CRISPR-Cas Sistemi- Ekspresyon

* Transkripsiyon: CRISPR dizisi
RNA'ya cevrilir. Bu pre-crRNA
denilen uzun bir RNA dir.

e Kiicik parcalara bolunir ve
tracrRNA (yardimci RNA) ile
birleserek gRNA’y1 olusturur.

, -
Adaptasyon Ekspresyon Mudahale * Bu R’NA I"III] |§_!nde VIF.US ,
DNA’sina 6zgu kisim ile Cas9’a
baglanacak kisim vardir.

Ghazaei Natural Products and Bioprospecting (2026) 16:14



CRISPR-Cas Sistemi-Mudahale

* Virusle tekrar enfekte
oldugunda, gRNA virus
DNA’sInI tanir;

e Cas9 gRNA’ya baglidir; Cas9
viral DNA'y1 keserek virtsu
etkisiz hale getirir.

Adaptasyon Ekspresyon Mudahale

Ghazaei Natural Products and Bioprospecting (2026) 16:14
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KUNGL.

NOBELPRISET | KEMI 2020 70 ) VETENSKAPS

THE NOBEL PRIZE IN CHEMISTRY 2020 AKADEMIFN
|
!
.
Emmanuelle Charpentier Jennifer A. Doudna
‘for utveckling av en metod for genomeditering”
: “for the development of a method for genome editing”
#nobelprize



Antibakteriyel Direncte Crispr Teknigi

* CRISPR-Cas ise bakteriyel DNA'yiI hedefleyip degistirebilen hassas bir
genom duzenleme aracidir.

* CRISPR/Cas9, bakteriyel genleri hedefleyerek belirli suslari yok
edebilir veya direnc plazmidlerini hedefleyerek duyarhligi artirabilir.

* Patojen odakli yontemler belirli bakterileri hedeflerken, gen odakli
vaklasimlar plazmidler Gzerindeki direnc genlerini hedefler; etkinlikleri
degisir.




pre-crRNA

chromosome

~

{

Wu et al. Journal of Nanobiotechnology (2021) 19:401




Segici Toksisite: Insanlar Igin Giivenli,

| N . x-_ .
» ; . .

Bakteriler igin Oliimciil

/\
Okaryotik Hiicre (Insan) - Onarim (DZQ" )

f

&

* Mekanizma: Gelismis onarim
yollari mevcuttur.

\s
T, T
* NHEJ (Uc Uca Ekleme): :

Hedeflenen gen bozulur v

veya susturulur. T,

» HDR (Sablonla Onarim): m

Yeni gen eklenebilir veya
!

mutasyon duzeltilebilir.
T

» Sonug: Hicre hayatta kalir,
genetik diizenleme
gerceklesir.

*

Bakteri Hiicresi - Yikim

e

* Mekanizma: NHEJ veya HDR
gibi saglam cift zincir kingi
onarim mekanizmalari
yoktur.

» Sonug: Kromozomal
bozunma ve kesin hiicre
olumdi.

» Mikrobiyota Etkisi: Genis
spektrumlu antibiyotiklerin
aksine, konak

mikrobiyotasina zarar
vermez.

,,,,,,



Direnc Genlerini
Hedefleme

* Bircok direncg

plazmidler gibi mobil
genetik elementler
Uzerinde tasinir.

CRISPR-Cas, bu
direnc elementlerini
taniyip keserek
kaldirabilir veya
islevsel bolgelerini
devre disi birakabilir.

Klinik Basari Ornegi

Karbapenem
direncinden sorumlu

hedeflemek icin
kullanilmis ve klinik
izolatlarda son care
antibiyotiklere
duyarlilik yeniden
saglanmistir.

Secici Antibakteriyel Aja

« Ozgullik, bakteriyel
tlre ve genetik
icerige baglidir
genis spektrumlu

Antibiyotiklerin
aksine konak
mikrobiyotasina
minimum zarar
verir.
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Almufarriji MF. Saudi Pharmaceutical Journal (2026) 34:5



Tasiyici vektor Hedef bakteri A Hedef gen
. . Cas13 E. coli blaIMP-1 Bakteriyel populasyonda 2— | (Kiga ve
Faj M13 kapsidi 3 log azalma ark., 2020)
Faj 80a kapsidi Cas13 S. aureus mecA Blylimenin inhibisyonu (Kiga ve
ark., 2020)
Temperat fajlar (vB_365) Cas9 E. coli Plazmidler (blaNDM-1) | Bakteriyel poplilasyonda 5— | (Liu ve ark.,
6 log azalma pA0p10))
Plazmid (pGLO-cas3) Cas3 E. coli mcr-1, blaNDM-1, Antibiyotik diren¢ (Fang ve
Tet(X) genlerinin (ARG) ark., 2024)
transferinin kisitlanmasi
Plazmid (pCas9, pCas9-oriT, | Cas9 E. coli Plazmidler (blaNDM-5) | MIK’de (meropenem) 8 kat | (Li ve ark.,
pBAD-Cas9-oriT) azalma 2022)
Plazmid Cas9 E. coli mcr-1 Kolistine duyarhligin geri (Wan ve
kazanilmasi; plazmid ark., 2020)
transferinin inhibisyonu
Plazmid Cas9 E.coli fosA3 Fosfomisine duyarhlik (Wang et al.
%100’e geri kazandirildi 2022)
Plazmid Cas9 E.coli luxS, fimH, bolA Biyofilm olusumunda (Alshammar
azalma i et al.2023)

Yang S. World Journal of Microbiology and Biotechnology (2025) 41:388




Tasiyici vektor | Cas Hedef bakteri

Hedef gen

Cas9 E. coli AcrA, AcrB, TolC Antibiyotik duyarhhigi geri (Wan et al. 2022)
Plazmid kazandirildi ve biyofilm
olusumu !
Plazmid dCas9 | K. pneumoniae blaNDM-1 Meropenem MiK’inde >1000 | (Yao et al. 2022)
kat |
dCas9 | K. pneumoniae blaNDM-1, blaSHV-12 | Meropenem ve aztreonam
MiK’lerinde sirasiyla 16 kat
ve 8 kat azalma
Meropenem MiK’i 8'den
E.coli blakPC-2 0.125 pg/ml’ye disti
Plazmid Cas9 Karbapenem direngli | blaKPC, blaNDM, Karbapenem MiK’lerinde >8 | (Hao et al. 2020)
(pCasCure) Enterobacteriaceae | blaOXA-48 kat azalma
CRISPR- Cas9 MRSA mecA MRSA bliyimesinde anlamli | (Kang et al. 2017)
nanokompleks inhibisyon
Plazmid dCas9 | P. aeruginosa PA0715 Antimikrobiyal direng, (Zhou et al. 2022)
(pPHERD20T) piyosiyanin ve biyofilm

olusumunda azalma

Yang S. World Journal of Microbiology and Biotechnology (2025) 41:388




Safety, pharmacokinetics, and pharmacodynamics of @-:—'t @
LBP-ECO1, a CRISPR-Cas3-enhanced bacteriophage cocktail, o

in uncomplicated urinary tract infections due to Escherichia
coli (ELIMINATE): the randomised, open-label, first part ofa
two-part phase 2 trial

 LBP-ECO1, CRISPR-Cas3 ile guclendirilmis, E. coli’ye 6zgl, genom hedefli bakterisidal etki
gosteren deneysel bir faj terapisidir.

* Daha ¢ok doz secimi, glvenlik, PK ve PD calismadir.

* Tamaminda semptomlarinda diizelme gorulmas

e 16 hastanin 14'Ginde mikrobiyolojik iyilesme

* 10. giin yapilan degerlendirmede idrarda 1x10° CFU/mL'nin altina disme gozlemlenmistir.

Kim P et al. The Lancet Infectious Diseases, 2024; 24, 1319-1332



H.CA.d. Souza, P. Panzenhagen, A.M.P. dos Santos et al.

Delivery strategies
PLASMID vPHAGE for CRISPR-Cas
& 2 A 5 antimicrobials
&) O\
N Cas9

- @ Plasmid
Qs\:% () Phage-CRISPR-Cas

(3) Nanocomplex

BACTERIAL
DNA

(4) Electroporation

@ Thermal shock

THERMAL SHOCK
NANOCOMPLEX

@ ELECTROPORATION

Journal of Global Antimicrobial Resistance 42 (2025) 51-60



Delivery strategies efficiency
for CRISPR-Cas9 targeting

multidrug- A
resistance bacteria

46.42% antimicrobial resistance
Cas9 Q\O‘-"‘“ i 14.28%
CRISPR-Cas9 %
edition caso [
SGRNA ==t | P . )
HHHE J —— resistance gene region EQ “ o
_ﬁAM 5° 3.67% S
D@M sequence % Delivery strategies m
N\, for CRISPR-Cas
}o i bt % antimicrobials Q‘?
&
% ©
&
Cas9 %s lew, o©F 28.57%
resistance gene on the Byy
chromosome S
SESMIRGS gune 3.57%

Cell death

o o gene. e resistance Most studies report:
J g::‘:m C::; the re-7 ization to antibiotics . | Efficiency rates: 90 to 100%

re-sensitization to antibiotics Souza HCA. Glob Antimicrob Resist. 2025;42:51-60.



Bakteriyel Enfeksiyonlar ve Nanoteknoloiji

\"3 " Penetration into biofilm

|

Bacterial gene destruction

&

Crispr Cas9

+ gRNA

Endocytosis ™

&
"4

Endosomal release

N

Target receptor

_ b

Lipid

Sufactant
Layer

ligand

Lipid nanoparticle

Gold nanoparticle

Iron nanoparticle

Polymeric
nanoparticle

Antimikrobiyallerin iletilmesi
nanoteknolojinin dnemli
fonksiyonlarindan biridir

* Altin, polimerik, lipit
yapisindadir

* Boyutlari 1-100 nm
arasinda degisir

* Yuksek ylzey-hacim
oranina sahiptirler.

Almufarriji MF. Saudi Pharmaceutical Journal (2026)) 34:5




Plasmud

sgRNA

CRISPR-Cas9

Lipid

nanocarmer

genome/plasmid

Antibiotic resistant bacteria

Loading

Polymeric Gold
nanocarrief nanocarmer

Nanocamers

Intracellular delivery

CRISPR, plazmid DNA ve
MRNA nanotasliyicilarla
kapsullenebilir

e Hiicre zarlarini
gecmesini kolaylastirir

e Koruma saglar




Nanotasiyicilarin Avantajlari

Hedefli iletim Biyofilmden Korunma
Yiizey liganlari ile enfeksiyon bolgesine 6zgii Biyofilm igerisine ilerleme ve biyofilm
iletim saglanir; yan etkiler azalir. yapisini bozma

Kontrollii Salim

Hidrofobik ozelligi ile artan dolasim siresi,
uzayan yari 6mdr, azalan uygulanma sikhgi
ve sistemik yan etkiler

Hucre

Beta-laktamaz aracili bozunma ve
efluks pompasi gibi antibiyotik
diren¢c mekanizmalarini asabilir.

\. Crispr stabilitesi ve iletimi

RNazlar yoluyla bozulmadan, daha az immunojenik,
Gelismis biyouyumluluk, daha hizli ve basit iletim saglar.

Almufarriji MF. Saudi Pharmaceutical Journal (2026)) 34:5



Lipid

Cas13a/gRNA

In vitro + in vivo

Polimiksin B ile
kombinasyonda E. coli
enfeksiyonu kontrol edildi

Altin kapli manyetik dCas9/sgRNA In vitro + in vivo CiD bakterilerin hizli ve hassas
tespiti

Polimer turevli SpCas9/sgRNA In vitro mecA geni hedeflenerek
MRSA'ya etkili iletim

pH duyarli manyetit/gimus CRISPR-Cas9 plazmid In vitro Bakteriyel hiicreleri

donustirerek direng yayilimini
kontrol etti

Azot ile modifiye edilmis
karbon nanopartikuller

Cas9/coklu sgRNA

In vitro + in vivo

E. coli’de direng genlerinin
kalici eliminasyonu

Almufarriji MF. Saudi Pharmaceutical Journal (2026) 34:5
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* CRISPR sadece bakterileri degil,
biyolojiyi sekillendirme glici sunuyor.
Bu gucun sinirini “etik’” belirleyecektir.




Tesekkurler
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