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DNA Arac Kutusuna Giris

- Son yillarda biyoloji alaninda oldukca dikkat
cekici gelismeler yagsanmaktadir.
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- Mamut, Neandertal ve 700.000 yillik bir ata
ait DNA dizilerinin tamamen belirlenmesi bu
gelismelere 6rnektir.

- Bu basarilarin temelinde, 2003 yilinda
tamamlanan insan genomunun dizilenmesi
yer almaktadir.

- Insan genom projesi, DNA dizileme
teknolojilerinde biytik ilerlemelerin éniint
acmistir.
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Genom Dizilemenin Gelisimi

. Ik insan genomunun dizilenmesi yillar stirmiis ve yaklagik 1 milyar dolara
mal olmustur.
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- Ardindan, genom dizileme siiresi ve maliyeti hizla azalmaya baslamastir.
- Bugilin bu teknolojiler, cok daha hizli ve ekonomik hale gelmistir.

- DNA dizileme biyolojide adeta yeni bir cag baslatmigtir.
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Yeni1 Nesil Dizileme Teknolojisine Bir
Ornek

- Yandaki figlirde anlatilan yontemde tek
1plikli bir DNA, membranda bulunan
cok kiiciik bir gézenekten gecirilir.
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- Her niikleotidin gecisi elektrik
akiminda cok kiiciik degisimlere yol
acar.

- Bu degisimler analiz edilerek niikleotid
dizisi belirlenir.

- Bu teknikle, sadece sakiz paketinden
biraz daha biiyilik bir cihazla yaklasik 6
saatte Insan genomunun
dizilenebilecegi 6ngorilmektedir.
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DNA Dizileme ve Klonlama

- DNA’nin c¢ift sarmal yapisinin anlasilmasi, giinlimiiz biyolojik
arastirmalarinin temelini olusturmustur.
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- Iki ipligin birbirini tamamlamasi, DNA dizileme gibi bircok teknolojinin
geligtirilmesine olanak saglamistir.

- Bu calismalarin merkezinde niikleik asit hibridizasyonu yer alir.
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DNA Dizileme Nedir?

- Tamamlayic1 baz eslesmesi
prensibinden yararlanilarak

DNA’nin niikleotid dizisi
belirlenebilir.
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- Bu isleme DNA dizileme ad1
verilir.

- DNA once kiiclik parcalara
ayrilir ve her bir parca ayri ayri
dizilenir.
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- Elde edilen parcalar
birlestirilerek tim DNA dizisi
ortaya cikarilir.
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Sanger (Dideoks1) Dizileme Yontemai

- Tk otomatik dizileme y6éntemi, dideoksi-niikleotid zincir sonlandirma teknigi
olmustur.
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- DNA’nin tek zinciri, tamamlayici kisa zincirlerin tiretimi icin kalip gérevi
gorur.

- Bu kisa zincirlerin analiziyle niikleotid dizisi belirlenir.

- Bu yontem, kiiciik 6l¢cekli dizileme calismalarinda hala kullanilmaktadir.
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Frederick Sangerin Katkisi

- Dideoksi dizileme yonteminin gelistirilmesini saglayan bilim insani
Frederick Sanger’dir.
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- Bu calismasiyla 1980 yilinda Nobel Odiili kazanmigtir.

- DNA dizileme teknolojilerinin baslangici i¢cin kritik bir adimdir.
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Yeni Nesil (Next- ®
Generation) Dizileme |, *iss

fragments of 300 base pairs are
== / selected.
F

=z
l @) Each fragment is isolated with a
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- Genomik DNA parcalanir ve 300 baz ciftinden

bead in a droplet of aqueous

w=n
— o . .
) olusan parcalar secilir. ” solution.
®
g - Her bir parca, sulu ¢ozeltinin bir damlasinda bir €)Thehfr;:u_zjmenlt| s CF?(?F'f(d over and over k|3ya)
. i technique calle to be descriped later).
E boncukla IZOIe edlhr' All the 5" ends of one strand are specifically
“captured” by the bead. Eventually, 108
. . : : identical copies of the same single strand,
(qe Parca, PCR adi1 verilen bir teknikle tekrar tekrar which will be used a6 & termplate strand, are
= kopyalamr. attached to the bead.
. . . W o .o oo . . .
b - Bir 1phg1n tim 5' uglarl boncuk tarafindan ozel @ The bead is placed into a small well along with
" " DNA polymerases and primers that can hybridize
. olarak yakalamr . to the 3’ end of the single (template) strand.
=]
m S . . DNA Template strand €3
- Sonunda, kalip iplik olarak kullanilacak olan polymerase [\ o DA N -
ayni ipligin 108 6zdes kopyas1 boncuga baglanir. / - s ”
A : | Primer ﬁ
. o o . . )
- Boncuk, tek (kalip) ipligin 3' ucuna hibride =
olabilen DNA polimerazlar ve primerlerle - P r 27 75 111 =
birlikte kiiclik bir kuyuya yerlegtirilir. (o= oooo==oo2 z
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Yeni Nesil (Next- ®
Generation) Dizileme |, *iss

fragments of 300 base pairs are
== / selected.
/

@) Each fragment is isolated with a
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T - Boncuk, tek (kalip) ipligin 3' ucuna hibride l bead in 3 droplet of aqueous
. . . solution.
Q olabilen DNA polimerazlar ve primerlerle Z
o birlikte kiiciik bir kuyuya yerlestirilir. O he fragrent s copied over and over by a
p—
technique called PCR (to be described later).
@ esmeer i
on - Kuyucuk, cok kuyucuklu bir plakadaki 2 milyon l Al t&i r.zde”ng; sgeog:aséraErListrjaslﬁleﬁ|gga||y
S kuyucuktan biridir ve her biri dizilenecek farkl identical copies of the same single strand,
biI‘ DNA parga81 igerir which will be used as a template strand, are
>\ . attached to the bead.
 —
@ « o . . .e o . . .
e - DNA sentezi i¢cin gerekli olan dort niikleotitten © The bead is placed into a small well along with
. 0. . e DNA polymerases and primers that can hybridize
'
. (ANTP'ler) birinin ¢ozeltisi tiim kuyucuklara to the 3’ end of the single (template) strand.
== .
on eklenir ve ardindan yikanir. DNA Template stand -
polymerase |\ s DTA - E
A - Bu islem, dort niikleotidin tamamzi i¢in sirayla / 5/ okl N
yapilir: dATP, dTTP, dGTP ve ardindan dCTP. | 3
. s i &
- Tiim 1slem daha sonra tekrarlanir. LS os=== g
e e e e e e e e = [
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Yeni Nesil (Next-Generation)
Dizileme

- Her bir kuyuda, kalip iplikteki bir sonraki baz (bu
ornekte T) eklenen niikleotide (burada A)
tamamlayici ise, niikleotit bliytiyen iplikle birleserek
PP,'vi serbest birakir ve bu da kaydedilen bir 1s1k
parlamasina neden olur.
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: C  of DNA
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Yeni Nesil (Next-Generation)
Dizileme

- Nikleotid yikanir ve farkl bir niikleotid (burada dTTP)

eklenir.
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- Nikleotid bir sonraki kalip baza (burada G) tamamlayici
degilse, zincire baglanmaz ve parlama olusmaz.
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Yeni Nesil (Next-Generation)
Dizileme

- Dort niikleotidin eklenip yikanmasi
1slemi, her parcada tam bir
tamamlayici zincir olusana kadar
tekrarlanir.
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- Yanip sonme deseni, her kuyudaki
orijinal parcanin dizisini ortaya
cikarir.
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Coklu Paralel Dizileme
(High-Throughput) Teknolojisi

- Ayni1 anda binlerce ya da yiiz
binlerce DNA parcasi
dizilenebilir.
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- Parcalar yaklasik 300 niikleotid
uzunlugundadir.

- Yandaki figlirde bu sistemler1
kullanan makineler
gosterilmektedir.

- Tiim genomlarin hizl
dizilenebilmesini mimkiin kilar.
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Uctincii Nesil Dizileme Teknolojileri

- Baz1 yontemlerde DNA kesilmez ve ¢ogaltilmaz.
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- Cok uzun tek bir DNA molekiilii dogrudan dizilenebilir.

- DNA zinciri, membranda cok kiiciik bir gézenekten gecirilir (nanopor
yontemai).

- Her bazin elektrik akimini farkl: sekilde kesmesi 1le tanimlama yapilir.
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Nanopor Dizileme

Yanda membrana gomiili bir protein
kanali tizerinden gelistirilen model
gosterilmektedir.
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- Her baz, elektrik akimini farkl siireyle
keserek tanimlanabilir.

- 2015’te kiiciik bir USB cihazi seklinde
11k nanopor dizileyici satisa 17 Al Ll
sunulmustur. ' “ | R

- Bu teknoloji, dizilemenin laboratuvar
disina tasinmasini saglar.
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DNA Dizilemenin Bilime Katkilar:

- Gelismis dizileme teknolojileri biyolojide biiylk bir dontisiim yaratmistir.
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- Insan genomunun yayimlanmasindan kisa slire sonra binlerce genom
dizilenmigtir.

- Kanser hiicrelerinin genomu, eski insanlara ait DNA’lar ve bagirsak
bakterileri dizilenmistir.

- Evrim ve genom yapisinin anlasilmasinda biyik ilerlemeler saglanmistir.
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Neden DNA Kopyalamaya Ihtiyac
Duyariz?

- DNA molekiilleri oldukc¢a uzundur ve tek bir molekiil yiizlerce hatta binlerce
geni tasiyabilir.
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- Bir gen ¢ogu zaman kromozomal DNA’nin ¢ok kiiciik bir kismini olusturur.

- Ornegin insanlarda tek bir gen kromozomun yaklasik 1/100.000’lik
bolimuni kaplar.

- Bu nedenle belirli bir genle dogrudan ¢calismak zordur ve 6zel teknikler
gerektirir.
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DNA Klonlamanin Amaci

- Bilim insanlari belli bir DNA parcasinin ¢ok sayida 6zdes kopyasini
Uretmeye ihtiyac duyarlar.
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- Bu isleme DNA klonlama adi verilir.
- DNA klonlama, genleri ayristirip incelemeyi mimkiin kilar.

- Boylece arastirmacilar, hedef genle 1lgili deneyler yapabilir ve detayl
analizler gerceklestirebilir.
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Bacterium Cell containing gene

/;i\\ of interest
S @ Gene inserted

Bakteriler DNA Klonlamada \@JQT
Nasil Kullanilir? CE .

@ Plasmid ("foreign” DNA)
put into
bacterial

~~
]
€3
—
—
>
on
o
—
o
Bl
M
=
0]
=
P——{
g
(]
cell (@]
N

Klonlama calismalarinda en yaygin kullanilan canlilardan
biri E. coli bakterisidir.

Recombinant

bacterium
- E. coli kromozomu blyik ve dairesel bir DNA molekiludiir. °t‘o°?;f$“££ﬁ,“:2;?2:{fs““e
containing the "cloned”
gene of interest
- Ayrica bakterilerde plazmit ad1 verilen kiiciik, dairesel DNA
parcalari bulunur. Gene of

Protein expressed
from gene of interest

[
°

Plazmitler, hiicre icinde kromozomdan bagimsiz olarak
cogalabilir.

%o
° .
Copies of gene ;%i o Protein harvested
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@) Basic research
and various
applications
Gene for pest resistance Human growth hormone
inserted into plants treats stunted growth
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Bacterium Cell containing gene
of interest

@ Gene inserted

Plazmitlerin N

Klonlamadaki Rolu @ y

chromosome
@ Plasmid ("foreign” DNA)
put into
bacterial
cell
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- Plazmitler az sayida gen icerir ve laboratuvarda kolayca
manipiile edilebilir.

Recombinant

bacterium
- Belirli bir ortamda bakteri i¢cin avantaj saglayabilirler ancak © tost el gounin e
yasam icin zorunlu degildirler. B

- Bu 6zel yapilari, onlar1 DNA tasiyicisi olarak ¢ok kullaniglh
hale getirir.

Protein expressed
from gene of interest

L)

-]
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Copies of gene ?gi’ o Protein harvested
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@) Basic research
and various
applications
Gene for pest resistance Human growth hormone
inserted into plants treats stunted growth
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Rekombinant DNA

Olusturulmasi

- Klonlama i¢in 6nce bir plazmit elde edilir ve i¢cine “yabanci1”

DNA parcasi eklenir.

- Boylece 1ki farkli kaynaktan DNA iceren rekombinant bir
plazmit olusturulur.

- Bu plazmit tekrar bakteriye aktarilir ve rekombinant
bakteri elde edilir.

- Bakter1 boliindiikce rekombinant plazmit de kopyalanir ve
cogaltilmis olur.
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Bacterium Cell containing gene

//;, :\\ of interest
/ S @ Gene inserted

{ into plasmid
- —— \a cloning vector)
Bacterial Plasmid f

chromosome /
Gene of
interest
Recombinant

i DNA of
PR pasmd) chromosome
@ Plasmid ("foreign” DNA)
put into
bacterial

cell

Recombinant
bacterium

€ Host cell grown in culture
to form a clone of cells
containing the "cloned”
gene of interest

Gene of
interest
Protein expressed

from gene of interest

°

%o
° .
Copies of gene 3«:{9 o Protein harvested

@) Basic research
and various
applications
Gene for pest resistance Human growth hormone
inserted into plants treats stunted growth

Gene used to alter bacteria Protein dissolves blood clots
for cleaning up toxic waste in heart attack therapy
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Bacterium Cell containing gene
of interest

@ Gene inserted

into plasmid
Gen onilamanin S ) NG
Bacterial Plasmid
chromosome f/
"ll'l :l[. Gene of
R binant interest
ecombinan
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@ Plasmid ("foreign” DNA)
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- Boliinen bakteriler, genetik olarak 6zdes bliytk bir hiicre
popiilasyonu olusturur.

Recombinant
bacterium

- Yabanci DNA ve tasidigi genler de bu stirecle birlikte J T —

to form a clone of cells

klonlanmaisg olur. i

- Tek bir genin ¢cok sayida kopyasi boylece elde edilir.

Protein expressed
from gene of interest

L)

-]
° -
Copies of gene ?gi’ o Protein harvested
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Bacterium Cell containing gene
of interest

@ Gene inserted

Klonlama Vektoru Olarak = \@“/ﬁf
Plazmatler

chromosome
@ Plasmid ("foreign” DNA)
put into
bacterial
cell
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- Yandaki figlirde plazmit, yabanci DNA’y1 tasiyan bir
klonlama vektori gibi davranair.

Recombinant

bacterium
- Plazmitler kolay elde edilir, laboratuvarda test tiiptinde © tost al gownin e
kolayca diizenlenir. st o

- Daha sonra bakterilere kolayca yeniden kazandirilabilirler.

Protein expressed
from gene of interest
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Copies of gene ?gi’ o Protein harvested

—
=
(=
o
o0
(1]
—
( e
|
ra)
A

@) Basic research
and various
applications
Gene for pest resistance Human growth hormone
inserted into plants treats stunted growth
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Gen Klonlamanin
Uygulamalar:

- Bir genin ¢ok sayida kopyasi bilimsel arastirmalar icin izole
edilebilir.

- Yeni bir metabolik 6zellik kazandirmak i¢cin bagka tiirlere
aktarilabilir.

- Ornegin baz bitkilere zararl canlilara kars: direnc
saglayacak genler tasinabilir.

- Bu gekilde elde edilen canlilar genetigi degistirilmis (GM)
organizmalar olarak adlandirilir.
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Bacterium Cell containing gene
of interest

@ Gene inserted

{ into plasmid
N \a cloning vector)
Bacterial Plasmid f

chromosome /
Gene of
interest
Recombinant

i DNA of
PR pasmd) chromosome
@ Plasmid ("foreign” DNA)
put into
bacterial

cell

Recombinant
bacterium

€ Host cell grown in culture
to form a clone of cells
containing the "cloned”
gene of interest

Protein expressed
from gene of interest

L)

-]
° -
Copies of gene ?gi’ o Protein harvested

@) Basic research
and various

applications
Gene for pest resistance Human growth hormone
inserted into plants treats stunted growth
Gene used to alter bacteria Protein dissolves blood clots
for cleaning up toxic waste in heart attack therapy
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T1ibb1 ve Endustriyel Kullanimlar

- Klonlanan genlerden tiretilen proteinler tedavi amacli kullanilabilir.
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- Ornegin insan bityiime hormonu bakterilerde tiretilebilmektedir.

- Hicrelerde toplam DNAnin ¢ok kiiciik bir bolimiini olusturan genlerin
cogaltilmasi bu ylizden kritik 6neme sahiptir.
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Restriksiyon Enzimler: Nedir?

- Gen klonlama ve genetik miihendisligi, DNA’y1 belirli noktalardan kesebilen
enzimlere dayanair.
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- Bu enzimlere restriksiyon endoniikleazlar veya restriksiyon enzimleri denir.

. Tlk kez 1960’11 y1llarda bakteriler tizerinde yapilan calismalarda
kesfedilmigtir.

- Bakteriler, bu enzimleri yabanci DNA’ya kars1 bir savunma araci olarak
kullanir.
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Restriksiyon Enzimlerinin =0

Calisma Mantig: -

‘ t
@ Restriction enzyme cuts
the sugar-phosphate
P
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- Her restriksiyon enzimi belirli ve kisa bir DNA dizisini yani  escbonesatcach arow
restriksiyon bélgesini tanir.

5 ﬂ] Igm 3
- DNA’y1 bu bélgelerde keserek belirli uzunlukta DNA ¥ ?;3 =

end

parcalar: olusturur. .

’
@) DNA fragment from another %
F

- Bakteri DNA’s1, kendi enzimlerinden metil gruplar: o7 stcky nds produces

. 5
ragment from different

Recombinant DNA molecule

. various combinations. DNA molecule cut by the
S&yQSlnde korunur. same restriction enzyme
a
a
v
5 35 35 3
ENGIAATT C G/[AATT Ch
[NC TTAAIG C TTAAG I
3 53 53 5
One possible combination E
€) DNA ligase E
seals the strands.
un
<
5 3 E
N | I O )
[ [ [ aa
¥ 5 .
~
A
(]
]
<
ol
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Restriksiyon Enzimleriile O

Restriction site

Rekombinant DNA o

t
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. 5
(1) Rhestriction inzyrﬁe cuts
. . e . . . . . . . the sugar-phosphate
¢ - Yandaki figiirde bir plazmid iizerindeki tek restriksiyon backbones o cach arrow

bolgesinin kesimi gosterilmektedir. . 5 3}

gt @LF—
- Plazmid ve yabanci DNA ayni1 enzimle kesildiginde uclar ’ Sticky 5
birbirine uyum saglar. s

g S
- Boylece iki farkli kaynaktan DNA birlestirilerek Al ﬂ J

. 5
ragment from different

—
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Recombinant DNA molecule

. . . various combinations. DNA molecul t by th
rekombinant bir plazmid olusur. same resticion enzyme.
“@
g
A J
- Bu birlestirme DNA ligaz enzimi sayesinde kalici hale gelir. R —
Fc TTAA;U? C TTA?J
One possible combination E
© ?eg@ ltlf?:z?rands. 1 EU;
5 3 g
[ W [ O/ o}
[ [ [ M
El 5 5
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Restriksiyon Parcalarinin O

Restriction site

Olusumu -

1
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: :
@ Restriction enzyme cuts
- - Enzimler DNAnin gseker-fosfat omurgasini iki zincirde de backbones o eoch arow \
capraz sekilde kesebilir. . . 3 3}
- Bu kesimler sonucunda tek zincirli kisa cikintilar olusur ve g sty ’
bunlara “yapiskan uclar” denir. s

’
@) DNA fragment from another %
F

Yapiskan uclar, tamamlayici dizilere gecici olarak o stk onds produces

. 5
ragment from different
various combinations.
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Recombinant DNA molecule

baglanabilir. e restclion enoye
“@
g
A J
- Uygun eslesmeler ligaz ile kalic1 baglara dontustr. C
Fc TTAA;U? C TTA?J
One possible combination E
igase 3
© ?eg@ lﬂ?e strands. 1 EU;
5 y 3
O | I =
[ [ [ M
£l 5 5
=
¥
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Mixture of

DNA mol-

Rekombinant Plazmidler: 2.

Power |

source

Kontrol Etmek giiirem\

- Cok sayida kopyalanmis olan rekombinant
plazmidler tekrar ayni1 enzimle kesilerek

kontrol edilir.

- Beklenen gekilde 1iki DNA parcasi ortaya
cikmalidir; biri plazmid, digeri eklenen DNA
boyutundadir.

- Bu parcalari boylarina gore ayirmak icin jel
elektroforezi yapilir.

- Jel, bir karisim icindeki DNA parcalarini
uzunluguna gore ayirmaya yarar.

Restriction fragments
(size standards)
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PCR ve DNA Klonlama Iligkisi

- Yabanci DNA’y1 elde etmenin en yaygin yollarindan biri PCR ile
cogaltmaktir.
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- PCR sayesinde genom i¢cindeki hedef DNA boélgesi, milyonlarca kez
kopyalanabilir.

- Bu DNA daha sonra plazmite aktarilmak icin hazir hale gelir.
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PCR’1in Temel Prensibi

- PCR’da lic asama dongiisel olarak gerceklesir: 1s1l

ayristirma, primer baglanmasi ve uzama.

cikar.

- Bu dongililerde DNA miktar: her seferinde iki katina

- Hedef DNA cok kiiciik miktarda bile bulunsa
cogaltilabilir.

Bektas Tepe
gezimania_tr

Cycle 1
yields
2
molecules

Cycle 2
yields
4
molecules

Cycle 3
2 of the 8
molecules
(in white boxes)
match the target
sequence
and are the
right length

-

Genomic DNA

@ Denaturation:
Heat briefly
to separate
DNA strands.

@ Annealing:
Cool to allow

primers to form
hydrogen bonds
with ends of

target sequence.

€) Extension:
DNA polymerase
adds nuclectides
to the 3" end of
each primer.

3
Target
sequence

e 3

1 ;1
.
[

L

New
nucleo-
tides
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PCR’da Kullanilan Ozel DNA

Polimerazlar

- Isiya dayanikli enzimler sayesinde PCR islemi otomatik hale gelmistir.
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- Taq polimeraz, sicak su kaynaklarinda yasayan bir bakteriden elde
edilmistir.

- Pfu polimeraz ise daha dogru calisan fakat daha pahali bir polimerazdir.
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PCR1n Onemi ve Hizl1 Sonuc Alma

- PCR hem hizl1 hem de son derece spesifiktir.
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- Hedef DNA biitiiniin %0.001’'inden az olsa bile cogaltilabilir.

- Primerler yalnizca hedef bolgeye baglandigi icin dogruluk yiiksektir.
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PCR ile Klonlama Birlikte Bt
Nasil Kullanilir? il F

restriction site Cut with same
matching the one in

~
e
=
—
—
B
on
o
—
o
o
aa)
=
D)
2
P
g
]
@)
N

cells, which are then treated
with antibiotic. Only cells that
take up a plasmid will survive,
due to the antibiotic
resistance gene.

, . . the cloning vector. ;ens;c;i;qt;on
@ - PCR’da kullanilan primerlerin uclarina used on cloning
o . . . . <1 A gene that vector
restriksiyon bolgeleri eklenebilir. makes
E bacterial cells E
. e . . resistant to an
=D - Boylece PCR tirtint ve plazmit ayn1 enzimle antibiotic i
— ey . t t
(=) kesilir. presenplca)?midei Cloning vector
(bacterial plasmid)
CB . . . . . . . Mix and ligate
— - Kesilen DNA ve plazmit ligaz ile birlestirilerek "
klonlama gerceklestirilir.
: = . . . Recombina_nt
- Hatasiz olan rekombinant plazmitler secilerek DNA plasmid
Py — . 1 Recombinant DNA plasmids
m Sure¢ tamamlanir. are added to bacterial host
A
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PCR’1n Uygulamalar:

- Eski fosillerden DNA cogaltilabilir (6r: yiinlii mamut).
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- Adli bilimlerde ¢ok kiicilik biyolojik érneklerden DNA elde edilebilir.
- Genetik hastalik tanisinda tek embriyonik hiicre yeterli olabilir.

- Viris tespitinde viral genler PCR ile cogaltilarak belirlenebilir.
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Klonlanan Genlerin Ifade Edilmesi

- Bir gen, konak hiicrelerde klonlandiktan sonra, bu genin iiriinii olan protein
biytik miktarlarda tiretilebilir.
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- Bu proteinler hem arastirma amacli hem de c¢esitli uygulamalarda
kullanilabilir.

- Klonlanmis genler hem bakteriyel hem de 6karyotik hiicrelerde ifade
edilebilir ve her yontemin kendine has avantajlari ve sinirlamalari vardir.
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Bakteriyel Ifade Sistemleri

. Okaryotik genlerin bakterilerde dogru sekilde ifade edilmesi baz farkliliklar
nedeniyle zor olabilir.
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- Promotoérler ve DNA kontrol dizilerindeki uyumsuzluklar bu zorluklarin
basinda gelir.

- Bu uyumsuzluklari asmak icin siklikla ekspresyon vektorleri kullanilir.
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Ekspresyon Vektorlerinin Roli

- Ekspresyon vektorleri, gliclii bir bakteriyel promotore sahip olacak sekilde
tasarlanir.
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- Bu promotoriin hemen ardinda, 6karyotik genin dogru okuma cercevesinde
yerlestirilebilecegi bir restriksiyon bolgesi bulunur.

- Boylece bakteri, yabanci geni tanir ve yliiksek seviyede protein sentezler.
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Intron Sorunu ve cDNA Kullanimi

- Cogu okaryotik gen intron icerir; bu durum bakteriler icin ifade stirecini
bozar ¢iinkii bakterilerde RNA isleme (6zellikle intron ¢cikarilmasi)
gerceklesmez.
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- Intronlar geni hem gereksiz yere uzatir hem de bakterinin proteini dogru
Uretmesini engeller.

- Bu problem, sadece ekzonlari iceren cDNA kullanilarak ¢oziliir.

=)
(=)
e
(= -]
(1" ]
—
(o
—_
e
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Okaryotik Ifade Sistemleri

- Uyum sorunlarini asmak icin 6karyotik genler, 6karyot hiicrelerde (6rnegin
mayalarda) de ifade ettirilebilir.
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- Mayalar, bakteri kadar kolay kiiltiire edilir ve plazmid tasirlar.

- Boylece hem klonlama hem de dogru protein liretimi saglanabilir.
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Post-Translasyonel Moditikasyon
Gereksinimi

- Bircok ckaryotik protein, fonksiyon kazanmak i¢cin sentez sonrasi
modifikasyonlara ihtiyac¢ duyar.
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. Ornegin glikozilasyon (karbonhidrat eklenmesi) veya lipid eklenmesi gibi
1slemler bakterilerde gerceklesmez.

- Hatta bazi1 memeli proteinleri, mayalarda bile dogru sekilde modifiye
edilemeyebilir.
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Ileri Okaryotik Konaklar

- Bu nedenle baz1 memeli hiicre hatlari ve bocek hiicreleri (rekombinant DNA
tasiyan bakuloviriis ile enfekte edilebilen) konak olarak kullanilir.
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- Bu hiicreler memeli proteinlerinin modifikasyonlarini daha dogru yapabilir.
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Rekombinant DNAin Okaryot
Hucrelere Alinmasi

- DNA, elektroporasyon adi verilen kisa elektrik darbesi ile hiicre i¢ine
gecirilebilir.
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- Alternatif olarak, DNA mikro ignelerle dogrudan hiicre icine enjekte
edilebilir.

- Bitki hiicrelerinde ise Agrobacterium tumefaciens kullanilarak DNA
aktarimi yapilabilir.
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DNAnin Ekspresyonu ve
Fonksiyonel Analiz

- Eger hiicreye giren DNA, rekombinasyon yoluyla genomun bir parcasi olursa
ifade edilir.
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- Farkli gen versiyonlarinin hiicrede ifade edilmesi, arastirmacilara protein
fonksiyonlarini inceleme imkani saglar.
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Tirler Aras: Gen Ifadest:
Evrimsel Kanitlar

- Bir tiiriin geni, cogu zaman ¢ok farkli bir tiirde de caligabilir.

~
e
=
—
—
B
on
o
—
o
-
aa)
=
D)
2
P
g
]
@)
N

- Bu durum, canlilarin ortak evrimsel kokene sahip olduklarini gosterir.

- Tutin bitkisine aktarilan atesbocegi geni veya fare geninin sinekte ifade
edilmesi buna o6rnektir.
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Pax-6: Kvrimsel Korunumun Carpici
Bir Ornegi

- Pax-6 genl hem omurgalilarda hem de meyve sineklerinde g6z gelisiminden
sorumludur.
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- Fare Pax-6 geni, meyve sinegi embriyosunda bile bilesik g6z olusumunu
tetiklemigtir.

- Ayni1 sekilde sinek Pax-6 geni, omurgali embriyosunda g6z gelisimini
baslatabilmistir.
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Sonugc:
Gen Ifadesinde Evrensel Mekanizmalar
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- Farkl tiirlerdeki hiicreler benzer genetik ifade mekanizmasini kullanir.

- Bu ortaklik, rekombinant DNA teknolojilerinin temel dayanagidar.

- Tim canlilarin ¢ok eski bir ortak ataya sahip oldugunun gticli bir
gostergesidir.
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Gen Ifadesi ve Fonksiyonunun
Arastirilmasi

- DNA teknolojisi, genlerin nasil ¢calistigini anlamak icin énemli bir aractir.
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- Bir genin ne zaman ve nerede ifade edildigini incelemek, o genin hiicre
1icindeki roliine dair ipuclari verir.

- Boylece, biyolojik bir sistemin isleyisi daha iyi anlagilir.
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Gen Ifadesi Analizi: Neden Onem]li?

- Farkli hiicre tiplerinin hangi genleri ifade ettigi belirlenerek islevsel
farklhiliklar ortaya konabilir.
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- Kanser hiicreleri ya da embriyonik dokular gibi 6zel hiicrelerde ifade edilen
genler 6zellikle arastirilir.

- Bu analizlerde, hiicrelerin hangi mRNA’lar1 tirettigine bakmak en temel
yontemdir.
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Tekil Gen Ifadesinin Incelenmesi

- Gelisimde rol oynadig: diigtiniilen bir genin, embriyonun hangi hiicrelerinde
aktif oldugu belirlenmek istenir.
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- Bunun i¢in, o gene ait mRNA’nin nerede bulundugu arastirilir.

- Bu yaklasim, genin islevsel olarak hangi hiicrelerde goérev yaptigini gésterir.
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Niukleik Asit Problar: ve
Hibridizasyon

- mRNA’y1 tespit etmek 1¢cin tamamlayici diziye sahip niikleik asit problar:
kullanilir.
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- Klonlanan gen, prob sentezi i¢cin kalip gibi kullanilir.

- Prob molekiilleri floresan etiketlidir ve hedef mRNA ile eslestiginde sinyal
Verir.
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In Situ Hibridizasyon Yontemi

- Prob iceren ¢ozelti, blitiin haldeki embriyolara uygulanir ve prob, ilgili
mRNA 1ile hiicre icinde baglanir.
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- Bu nedenle yontem “yerinde inceleme” anlamina gelen in situ hibridizasyon
olarak adlandirilir.

- Farkli problarin farkli renklerde etiketlenmesiyle g6z alic1 gortintiiler elde
edilir.
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In Situ Hibridizasyon
Yontemi

- Yanda, Drosophila embriyosunda ifade edilen bir
genin ifadesini tespit etmek i¢cin uygulanan in situ
hibridizasyon 6rnegi gortilmektedir.

- Sar1 DNA probu, salgilanan bir sinyal proteinini

kodlayan kanatsiz (wg) genini ifade eden hiicrelerdeki
mRNA'larla hibritlegir.

- Mavi DNA probu, transkripsiyon faktoriini kodlayan
engrailed (en) genini ifade eden hiicrelerdeki
mRNA'larla hibritlegir.

- Her bir hibritin olusturdugu bant deseni, 1lgili genin
embriyoda tam olarak nerelerde yogunlastigini
gosterir.

Bektas Tepe
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The yellow DNA probe hybrid- The blue DNA probe hybrid-

izes with mRNAs in cells that izes with mRNAs in cells that
are expressing the wingless are expressing the engrailed
(wg) gene, which encodes a (en) gene, which encodes a
secreted signaling protein. transcription factor.

3’ 5/
[TAACGGTTCCAG] TCAAGTTGCTCT

5

wg mRNA

Cells
expressing
the wg ge

Segment
boundary

TAUUGCCAAGGUC

AGUUCAACGAGA:--
3¢ 5t 3
en mMRNA

‘ Cells
expressing
ne the en gene

: |
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Thorax Abdomen
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RT-PCR 1le mRNA Karsilastirilmasi

- Ayn1 anda birden fazla 6rnekteki mRNA miktarlarini karsilastirmak
gerektiginde RT-PCR (revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu)
tercih edilir.
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- Bu yontem ile belirli bir genin farkli dokularda veya gelisim evrelerinde
ifade diizeyi incelenebilir.

- RT-PCR, tek gen ekspresyon analizi icin yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir.
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RT-PCR: cDNA

Olusturulmasi

- Hiicre 6rneginden izole edilen mRNA'y1
1ceren bir test tliipiine revers transkriptaz
eklenir.

- Revers transkriptaz, mRNA'y1 kalip
olarak ve kisa bir poli-dT'yi DNA primeri

olarak kullanarak ilk DNA zincirini
olusturur.

- mRNA bagka bir enzim tarafindan
parcalanir.

- DNA polimeraz, reaksiyon karisimindaki
bir primeri kullanarak ikinci DNA
zincirini sentezler.

- Sonucta genin tiim kodlama dizisini
tasiyan ancak intron icermeyen cDNA
ortaya cikar.

€@ Reverse transcrip-
tase is added to a
test tube containing
MRNA isolated from
a sample of cells.

@) Reverse transcrip-
tase makes the first
DNA strand using

the mRNA as a tem-
plate and a short
poly-dT as a DNA primer.

€) MRNA is degraded
by another enzyme.

@ DNA polymerase
synthesizes the
second DNA strand,
using a primer in the
reaction mixture.
(Several options
exist for primers.)

© The result is cDNA,
which carries the
complete coding
sequence of the

gene but no introns.
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. c¢DNA synthesis is carried out N Lj
. . (1] y MRNAS —
Gen Ifadesinin Dogrulanmasa: by incubating the mRNAs with "~ .
PCR A 1 reverse transcriptase and other ‘ &
samasi 11e necessary components. 2
Amplifikasyon A -
cDNAs —~=
. ~— — o]
gmm - Ornegin; Drosophila embriyolarinin — = = =
Q farkh gelisim agamalarindan alinan @ PCR amplification of the ‘
mRNA’lar cDNA’ya déntstirilir sample is performed using ~
g Y v primers specific to the - = ~=
o m— Bivl . oind kad Drosophila gene of =~ —
o0 + Boylece genin zaman i¢inde ne kadar I terest Specific ~ | s
3 ifade edildigi analiz edilebilir. gene -
=
g - Daha sonra cDNA, PCR ile ¢cogaltilir ‘
2 o . Embryonic stages
- PCR trinleri jel tizerinde bantlar 1 2 3 4 5 6
E olusturur; bu bantlar genin ifade ©) Gel electrophoresiswil s o 0 = =
edildigi 6rnekleri gésterir. reveal amplified DNA
products only in samples
A - Bantlarin varligi, ilgili mRNA’nin o that contained mRNA — == = = -
transcribed from the

ornekte bulundugunu kanitlar. specific Drosophila gene.
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Kantitatif RT-PCR (qRT-PCR)

- Gelismis bir yontem olan qRT-PCR, floresan boyalar ile eszamanli 6l¢iim
yapar.
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- Boylece elektroforeze gerek kalmaz ve nicel veri elde edilir.

- Farkli dokular arasindaki mRNA diizeyleri sayisal olarak karsilastirilabilir.
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Genlerin Birlikte Calismasim
Anlamak

- Genler, bir organizmanin yapi ve islevini birlikte olusturan etkilesimli bir
sistemdir.
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- Biyologlar, genlerin beraber nasil ¢alistigini anlamaya biiyiik 6nem verir.

- Tim genom dizilerinin elde edilmesi, bu arastirmalarin kapsamini
genigletmigstir.

=)
(=)
e
(= -]
(1" ]
—
(o
—_
e
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Sistem Yaklasimi ile Gen Ifadesi
Analizi

- Bir tlirtin tim genomu bilindiginde, farkli dokularda hangi genlerin aktif
oldugu arastirilabilir.
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- Amac, tim genom boyunca ifade edilen gen aglarini ortaya cikarmaktir.

- Bu calismalar, hiicresel isleyisin biitiinciil sekilde yorumlanmasini saglar.
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DNA Mikroarray Teknolojisine Giris

- DNA mikroarray, ylizlerce—binlerce gen parcasini iceren, cam bir ylizey
tizerine yerlestirilmis DNA noktalarindan olusur.
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- Bu teknoloji, ayni1 anda ¢ok sayida genin ifade durumunu incelemeyi saglar.

- Mikroarray, bilgisayar cipine benzedigi icin DNA c¢ipi olarak da adlandirilir.
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Mikroarray’in Isleyisi

- Incelenen hiicrelerden elde edilen vV DNA mchozrray actuzﬂl CDNéeneS FA—
R 5 e o e size). Each dot is a we
mRNA’lar CDNA ya.donusturulerek containing identical expressed in tissue #1
floresanla etiketlenir. copies of DNA bind to red cONAs
fragments that carry made from mRNAs in
a specific gene.

that tissue.

- Farkli ornekler farkli renkte etiketlenir

ve ayn1 deneyde test edilebilir. Genes that were
expressed in tissue #2
- Cip tizerinde ise ilgilenilen canlinin tam bind to green cDNAS.

gen setl bulunur.
Genes that were

[\:\ expressed in both tissues
— bind both red and green
( (/ cDNAs; these wells

appear yellow.

- ¢cDNA karisima ¢ip lizerine
uygulandiginda cipteki genlerden
komplementer olan ile renkli

hibridizasyon noktalari olusur. L Were hot
expressed in either tissue

/\8 Genes that were not

- Cip tizerindeki renkli noktalar, hangi
genlerin ifade edildigini gosterir.
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these wells appear black.

7o
{\ ) do not bind either cDNA;
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Mikroarray Teknolojisinin Yeri ve
Gelisimi

- Mikroarray kullanimi1 1995 sonrasi hizla artmistir.
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- Zamanla daha gelismis uygulamalar ortaya ¢ikmis ve aktif olarak
kullanilmaktadair.

- Ancak yeni teknolojiler nedeniyle mikroarray kullanimi giiniimiizde
azalmaktadir.
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RNA-Seq: Yeni
Nesil Yaklasim

- mRNA'lar benzer biiytukliikteki kiiciik
parcalara kesilir.

- mRNA'lar revers transkriptaz enzimi
kullanilarak ayni boyuttaki cDNA'lara
donustirilir.

- ¢cDNA’lar dizilenir.

- Kisa diziler bilgisayar tarafindan genom
dizisine eslenir.

- Elde edilen veriler, bir dizinin kac kez
mevcut oldugu da dahil olmak tizere,
belirli bir dokuda hangi genlerin hangi
diizeyde ifade edildigini gosterir.

Calisilan dokudan mRNA'lar 1zole edilir.

mRNAs are N T —— 7 e ——
isolated from B
the tissue ~——— e ~——_—
being studied. ‘
@ MRNAs are ——~\"=—" ./\/_/:\;—
cut into similar- — — \:\_"://.f\ ——
sized, small ~ T\ )“"‘,_/ e =~
fragments. — - S
€) MRNAs are K/ﬁ% \\ f____\ \:‘\N__//‘-“ —

reverse-transcribed =
into cDNAs of the —= - = =

same size. = \’:— ~ = = =

0 DNAs are GGAGAAGTCT CCGTTACTGC

sequenced.

© The short sequences ‘

are mapped by mm

computer onto the | m

genome sequence. The WCAGAAGTCTG | |

resulting data, including H WCCGTTACTGE |

the number of times a | ] X |

sequence is present, I ﬂﬁm : | :
N |

indicate which genes
B A Ne [l GGAGAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGC

tissue and at what level. Genome sequence

Bektas Tepe
gezimania_tr

~
e
=
—
—
B
on
o
—
o
o
aa)
=
D)
2
P
g
]
@)
N

Prof. Dr. Bektags TEPE




RNA-Seq’'in Avantajlar:

- Hibridizasyona bagli olmadigi i¢cin gen dizileri énceden bilinmese de
kullanilabilir.
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- Cok diisiik ya da cok yliksek ifade diizeyleri bile dogru 6l¢iilebilir.

- Alternatif splicing gibi mRNA varyasyonlar1 ayrintili bicimde analiz
edilebilir.
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Onay ve Karsilastirmali Analizler

- RNA-seq sonuclarinin cogu, tek gen diizeyinde RT-PCR ile dogrulanir.
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- Boylece hem genis 6lcekli tarama hem de giivenilir dogrulama bir arada
saglanir.
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Hastalik Incelemelerinde Kullanimi

- DNA teknolojileri, binlerce genin ayni anda 6l¢tilmesini mimkiin kilmistir.
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. Ornegin, meme kanseri dokular ile saglikli dokularin ifade profilleri
karsilagtirilabilir

- Bu analizler daha dogru teshis ve daha etkili tedavi yaklasimlarina katki
saglar.
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Buylik Resim: Gen Aglarimin Kesfi

- Gen etkilesim aglari, hiicre ve organizma diizeyindeki isleyisi anlamamiza
yardimeci olur.
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- Mikroarray ve RNA-seq, canlilarin hayati sistemlerini olusturan gen
topluluklarini ortaya cikarir.

- Bu yontemler, genlerin koordineli calismasini anlamada gticli bir bilimsel
temel sunar.
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Bir Genin Ne Ise Yaradig1 Nasil
Anlasilir?

- Bir genin DNA dizisi, diger tirlerdeki benzer dizilerle karsilastirilarak olas:
1slevi tahmin edilir.
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- Bagka bir tiirde benzer genin gérevi biliniyorsa, 1lgili genin de benzer bir
role sahip oldugu diistintilebilir.

- Genin ne zaman ve nerede ifade edildigine dair veriler, islevle 1lgili
cikarimlar: giiclendirir.

- Daha net kanit i¢in, gen devre dis1 birakilarak hiicre veya organizmada
olusan degisiklikler gozlenir.
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Genleri Devre Dig1 Birakarak Islev
Ogrenme

- Bilim insanlari uzun siiredir genetik materyali belirli bir sekilde degistirme
yontemleri gelistirmektedir.
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- In vitro mutagenez yontemiyle, klonlanmis bir gene kasitli mutasyonlar
eklenir ve hiicreye yeniden verilerek genin normal kopyalar: etkisiz hale
getirilir.

- Ortaya cikan hiicresel ya da organizma fenotipi, gen liriiniintin normal iglevi
hakkinda ipuclari saglar.

- Bu teknik 1980’lerde gelistirilmis ve arastirmacilar farelerde istenen genleri
devre dis1 birakmay1 basarmaistir.
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Biyiik Basari: Nobel Odiili

- Fare genlerini hedefli sekilde devre disi birakmaya yonelik bu teknik,
gelisim ve yetigkin fizyolojisi calismalarinda devrim yaratmistir.
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- Mario Capecchi, Martin Evans ve Oliver Smithies bu ¢alismalar: sayesinde
2007 Nobel Oduli'ni almigtir.
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CRISPR-Cas9:
Yeni Nesil Gen Diuzenleme

- Son 10 yilda gelistirilen CRISPR-Cas9, gen diizenleme alaninda biiyik bir
devrim yaratmaistir.
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- Cas9, bakterilerin viriislere (bakteriyofajlara) kars1 savunma sisteminde
gorev yapan bir proteindir.

- Cas9, “kilavuz RNA” ile birlikte calisarak hedef DNA dizisini tanir ve ¢ift
zincirli kesim yapar.

- Bu sistem Jennifer Doudna ve Emmanuelle Charpentier’in arastirmalariyla
acikliga kavusmustur.
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CRISPR Nasil Hedef Seciyor?
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. - Cas9 farkli dizileri kesebilen bir endoniikleazdir; Cas9 protein Guide RNA engineered to
. . . . . - “guide” the Cas9 tei
yonlendirme islemini kilavuz RNA saglar. s e
- Cas9 proteini ve rehber RNA'nin birbirine »
o . e . .. 3
baglanmasina izin verilir ve daha sonra hiicreye
. Complementary
sokulan bir kompleks olusturulur. sequence that can
Active sites that bind to a target gene

can cut DNA

Cas9-guide RNA complex
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@ Cas9 protein
and guide RNA
are allowed to
bind to each other,
forming a complex
that is then introduced
into a cell.

CYTOPLASM
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CRISPR Nasil Hedef Seciyor?

Cekirdekte, kilavuz RNA'nin tamamlayici dizisi — -

. . - Cas9 active sites
hedef genin bir kismina baglanir. s

complementary

Cas9 proteininin aktif bolgeleri, DNA'y1 her 1ki sedueies
1p11k(;1kten de keser. @ In the nucleus, the >’

complementary 37
sequence of the

guide RNA binds to part
of the target gene. The
active sites of the Cas9 Part of the
protein cut the DNA target gene
on both strands.
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Resultlng cut
|n target gene

€) The broken strands
of DNA are “repaired” Normal
by the cell in one (functional)
of two ways: gene for use
as a template
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CRISPR Nasil Hedef Seciyor?

- DNA'nin kirik zincirleri hiicre tarafindan iki
sekilde "onarilir":

- 1) Bilim insanlari, hedef geni normal igslevini
incelemek icin devre dis1 birakabilir.
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Scientists can disable

(“knock out”) the target gene
- Herhangi bir kalip saglanmaz ve onarim to StUdy its normal function.

enzimleri rastgele niikleotidler ekleyerek NoO templ ate is pI‘OVid ad and
ve/veya silerek geni iglevsiz hale getirir. ) : !
repair enzymes insert and/or
delete random nucleotides,
making the gene nonfunctional.
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CRISPR Nasil Hedef Seciyor?

- 2) Hedef gende bir mutasyon varsa, genin
normal bir kopyasi saglanarak onarilabilir.
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- Onarim enzimleri, normal geni kalip olarak
kullanir ve dogru gen dizisini sentezler.
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Genler1 Etkisizlestirme (Knock-Out)

- Kesilen DNA, bazen hatali onarildig: icin gen artik calisamaz.
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- Bu yontemle genler devre dis1 birakilarak o genin islevi anlasilabilir.

- CRISPR, bakteri, balik, fare, bocek, insan hiicreleri ve bitkiler dahil bircok
organizmada basariyla kullanilmaktadir.

- Teknoloji, gen islevi arastirmalarinda son derece etkili bir aractir.

=)
(=)
e
(= -]
(1" ]
—
(o
—_
e
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Mutant Genlerin Onarilmasi

- Arastirmacilar CRISPR1 yalnizca gen bozmak i¢in degil, hatali genleri
diizeltmek icin de kullanmistir.
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- Normal gen parcasi da hiicreye verilir; kesilen bolgede onarim bu kalip
kullanilarak yapilir.

- Bu uygulama, gen tedavisinde buiylik potansiyel tasir.

=)
(=)
e
(= -]
(1" ]
—
(o
—_
e
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



CRISPR ve Kiiresel Saglik:
Gen Surikleme (Gene Drive)

- Bazi1 calismalarda, hastalik tasiyan boceklerin genleri degistirilerek hastalik
yaymalari engellenmeye calisilir.

D
=]
=
—
—
B
on
o
—
o
-
aa)
=
D)
2
P
g
]
@)
N

- Yeni eklenen allel, kalitimda avantajli hale getirilerek popiilasyona hizla
yayilabilir.

- Bu duruma “gen stliriikleme” (gene drive) ad1 verilir; popiilasyonun genetik
yapisini kisa siirede degistirebilir.

- Bu yaklasim, ozellikle sivrisineklerle tagsinan bulasici hastaliklara ¢oziim
arayislarinda degerlendirilmektedir.
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RNA Interferans (RNAi):
Gen Susturma Yaklasimi

- RNA interferans (RNA1), belirli genlerin ifadesini sessizlestirmek icin
kullanilan bir tekniktir.
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- Bu yontemde, hedef gen dizisine uygun sentetik cift sarmalli RNA
molekiiller: kullanilir.

- Hedef genin mRNA’s1inin parcalanmasi veya translasyonunun engellenmesi
saglanir.

- RNA1, genomda kalic1 bir degisiklik olusturmaz; gecici bir ifade azalmasina
yol acar.
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RNA1nin Uygulama Alanlar

. Ozellikle nematodlar ve meyve sinegi gibi model organizmalarda yaygin
uygulanir.
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- Cok sayidaki genin fonksiyonunun hizli ve genis 6lcekli analizine olanak
saglar.

- CRISPR-Cas9a gore daha hizlidir, ancak kalici gen knockout’u olusturmaz.
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Insanlarda Gen Fonksiyonu
Calismalar

- Etik nedenlerle insanlarda genlerin dogrudan knockout edilmesi uygun
degildir.
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- Bunun yerine belirli hastaliklara sahip biiytik insan gruplarinin genomlari
incelenir.

- Bu kisilerde ortak genetik farkliliklarin bulunmasi hedeflenir.

- Bu farkliliklarin, hastalikla iligkili bozuk genlerden kaynakli olabilecegi
digtnitlir.
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Genome-Wide Association Studies

(GWAS)

- Bu genis olcekli calismalar, popiilasyonda degiskenlik gosteren genetik
belirtecleri arastirir.
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- Genlerdeki dizilim farklhiliklari farkli allellerin olusmasina neden olur.
- Kodlamayan DNA bolgelerinde de kiiciik niikleotid farkliliklari gérilebilir.

- Bu DNA dizisi farkliliklar: genel olarak polimorfizm olarak adlandirilir.
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Tek Nukleotid Polimortizmler:
(SNP’ler)

- Insan genomunda tek bazlik farkliliklar oldukca yaygindir.
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- Popiillasyonun en az %1’inde gorilen bu farkliliklar SNP olarak adlandirilir.

. Insan genomunda milyonlarca SNP bulunur ve bunlar kodlayan ya da
kodlamayan bolgelerde yer alabilir.

- SNP tespiti icin tiim genomun dizilenmesine gerek yoktur; mikrodizi, RNA-
seq veya PCR kullanilabilir.
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SNP’lerin Hastalik
Arastirmalarindaki Rolu
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L - Hastalikli bireylerin tamaminda goriilen bir SNP belirlenirse, o bolge
O ayrintili dizilenir.
(o=
=D - Genellikle 1lgili SNP hastalik nedenini direkt olusturmaz, ¢linkii cogu
o0 kodlamayan bolgelerde yer alir.
g - Ancak SNP ile hastalikla i1ligkili allel birbirine ¢cok yakinsa, bagli kalitim
°§ nedeniyle birlikte aktarilir.
- Bu sayede arastirmacilar hedef geni dar bir bolgede arayabilir.
s SNP linked to normal allele  SNP linked to disease-associated allele g
A A c| m— £
ona{ ST e — G| I .
Normal allele Disease-associated ;
o

allele
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Hastaliklarla Hiskilendirilmis SNP
Ornekler1

- Simdiye dek SNP’ler ile diyabet, kalp hastaliklari ve bazi kanser tiirleri
arasinda baglantilar bulunmustur.
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- Arastirmalar, bu hastaliklarda etkili olabilecek genlerin belirlenmesi
yoniinde devam etmektedir.
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Molekiiler Yaklasimlardan
Organizma Diizeyine

- Bu kisimdaki yontemler, agirlikli olarak DNA ve protein diizeyinde
calismalara odaklanmaktadir.
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- Ancak biyologlar, cok hiicreli canlilarin klonlanmasi gibi daha ileri
organizma diizeyi teknikler de gelistirmektedir.

- Bu calismalarin 6nemli bir amaci, tiim doku tiplerini olusturabilen kok
hiicreleri elde edebilmektir.

- Kok hticrelerin genetik olarak yonlendirilmesi, hastalik tedavilerinde yeni
1mkanlar sunabilir.
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Organizma Klonlama Kavramai

- Bilim insanlari, tek bir hiicreden cok hiicreli canlilar klonlama yontemlerini
gelistirmektedir.
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- Bu stirecte ortaya cikan bireyler, hiicreyi veren canliya genetik olarak
birebir benzer olur.

- Buna organizma klonlama denir ve gen klonlama veya hiicre klonlamadan
ayrilir.

- Tlgi, 6zellikle kok hiicre liretme potansiyeli nedeniyle artmaktadar.
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Kok Hucre Nedir?

- Kok htiicreler, uzmanlagmamis hiicrelerdir ve sliresiz boltiinebilir.
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- Uygun kogullarda farkli uzmanlagsmis hiicre tiplerine déniisebilirler.

- Bu 6zellikleriyle hasarl dokularin yenilenmesinde biiylik umut vaat ederler.
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Klonlama Arastirmalarinin
Baslangici

. Ik klonlama ¢aligmalar: 50 yil 6nce, temel biyolojik sorulara yanit aramak
1cin yapilmistir.
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- Amaclardan biri, tiim hiicrelerin ayni genlere sahip olup olmadigini
anlamakti.

- Temel soru sudur: Bir farklilagsmis hiicre, yeniden tiim canliy1 olusturabilir
mi?

- Yanit icin bitki ve hayvanlar tizerinde deneyler yapilmistir.
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Bitkilerde Klonlama ve Totipotensi

- 1950’lerde, F. C. Steward ve ekibi havuc bitkisi ile 6nemli bir basari elde
ettl.
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- Kokten alinan farklilagmis hiicreler, kiiltiirde yeni bitkiler olusturdu.
- Bu deneyler, bitkilerde DNA’nin kalici sekilde degismedigini gésterdi.

- Bu potansiyeli tasiyan hiicrelere totipotent hiicre denir.
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Bitkil Klonlamanin Uygulamalar:

- Tarimda bitki klonlama yaygin olarak uygulanair.
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- Ozellikle orkide gibi tiirlerde ticari cogaltmanin tek yolu olabilir.
- Hastaliklara dayanikli bitkilerin ayni 6zellikleriyle cogaltilmasi saglanir.

- Evde dal kesip koklendirmek de bir klonlama 6rnegidir.
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Hayvanlarda Klonlama:
Nikleer Transplantasyon

(Campbell Biology, 11. Ed.)

X - Hayvan hiicreleri kiltiirde boliinmez, bu Frog embryo Q%gog L L
Q yuzden farkli bir yontem gerekmistir. b ==
ey
- Cq e : Fully diff
— - Cekirdegi cikarilmis bir yumurtaya, \ LU S
[rpee—— = . _. entiated
o0 farklilagsmis hiicre cekirdegi aktarilir. (intestinal) cell
m . . . . . Donor ; A Donor
— - Bu yonteme somatik hiicre niikleer transferi udeus </Enudeated\> ) e
. Y X
: denlr. trans- egg cell trans-
° lanted lanted
e o ) g Eqg vv_ith donor nu;leus plante
(@ - Bu deneyler, Rana pipiens ve Xenopus laevis actégteelgg% Eﬁg'n
E‘ tird kurbagalarda yapilmistir. .
=
g
A ¥ f
<
&
, .
Most develop Most stop developing Q%
into tadpoles. before tadpole stage.
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Hayvanlarda Klonlama:
Nikleer Transplantasyon
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S - Nakledilen cekirdekler, hiicreleri nispeten Frog embryo Q%gog L L
Q farklilagsmamis erken bir embriyodan ol —=
o alindiginda (A), alici yumurtalarin cogu 2P
v ve e vo e ully differ-
= kurbaga yavrusuna doniismustir. \ entiated
m (intestinal) cell
] - Ancak cekirdekler bir kurbaga yavrusunun Do -
- . . ! \ onor
= tamamen farklilasmigs bagirsak hiicrelerinden nucleus (' Enucleated X nucleus
°§ alindiginda (B), yumurtalarin %2'sinden az1 Dlanted g =l Dlanted
3 1 kurbas dont '3 Egg with donor nucleus
' normal kurbaga yavrusuna donismiis ve  ated 10 baain
W embriyolarin ¢cogu ¢cok daha erken bir agsamada development
(aa) gelismeyi durdurmustur. 5
g
2
A ! ke
=
| 2
Most develop Most stop developing Q%
into tadpoles. before tadpole stage.
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Nikleer Potansiyelin Yasa Bagh
Degisimi

(Campbell Biology, 11. Ed.)

S - John Gurdon, cekirdegin gelisim potansiyelinin = fe9embne Q%gog e e
pd uv :
Q yasla azaldigini ortaya koydu.
- 1 C 1w Fully diff
= - Donor hiicre cekirdegi ne kadar yasliysa, basar: A \ it
s S
o0 orani o kadar diistiyordu. entiated cell | . (intestinal) cell
S ) Donor p \ Donor
— - Bu bglg}l, farklilagma swasmdg cekirdekte nucles 4/Enudeated\> g oonor
— degisiklikler oldugunu gosterda. trans- egg cell trans-
H planted ' planted
Egg vv_|th donor nu;leus
- Gurdon, bu calismalarla 2012 Nobel Tip activated to begin
o — N development
e Odulint alda. )
Ay
€3
g
A } 2
<
=
| .
Most develop Most stop developing Q%
into tadpoles. before tadpole stage.
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Memelilerde Ureme Amach
Klonlama

Kurbagalardan sonra, memelilerde de erken
embriyo cekirdekleri kullanilarak klonlama
basarildi.
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Ancak uzun siire, tam farkhilagmis hiicrelerden
klonlamanin miimkiin olup olmadig: bilinmiyordu.

1997de Dolly adli koyun, eriskin meme hiicresi
cekirdeginden klonlanda.

Yiizlerce embriyodan sadece biri basariyla dogdu.
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Epigenetik Yeniden Programlama
Sorunlari

- Dolly, 6 yasinda akciger enfeksiyonu nedeniyle 6ldii.
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- Basgka bir klon koyunda olagandis1 akciger hastaligi goriildii.

- Bu durum, cekirdegin tam yeniden programlanamamasiyla (re-
programming) iligkili olabilir.

- Yeniden programlama, kromatin yapisini degistiren epigenetik siirecler
1cerir.
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Klonlanmis Hayvanlarda
Farkhliklar

- Ayni1 hiicre hattindan klonlanan
inekler bile davranissal farkliliklar
gosterebilir.
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. Tlk klon kedi CC (Carbon Copy),
ebeveynine gore farkli renk
desenine sahiptir.

- Bu farklilik, X kromozomu
inaktivasyonu gibi rastlantisal
olaylardan kaynaklanir.
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- Dogal “klonlar” olan tek yumurta
ikizleri bile tamamen ayni degildir. |
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Klonlama Verimliliginde Sorunlar

- Nikleer transplantasyon calismalarinda, klon embriyolarin yalnizca cok az
bir kismi1 doguma kadar normal gelisim gosterebilir.
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- Dolly 6rneginde oldugu gibi, bircok klon hayvanda gelisimsel kusurlar
ortaya cikabilir.

- Klonlanmisg farelerde obezite, zatiirre, karaciger yetmezligi ve erken 6liim
o1bi ciddi sorunlar gozlenmistir.

- Normal goriinen klonlar bile gizli kusurlar tasiyabilir.
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Epigenetik Dizen Bozukluklari

- Tam farklilagsmigs hiicre cekirdeklerinde cok az gen aktiftir, digerleri
baskilanmastir.
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- Bu durum, histon asetilasyonu veya DNA metilasyonu gibi kromatin
yapisindaki epigenetik degisikliklerden kaynaklanir.

- Klonlama sirasinda bu degisikliklerin uygun sekilde geriye dondirilmesi
gerekir.

- Ancak bu silire¢c tam basarilamadigi i¢cin gen diizenlenmesi cogu kez hatal
olur.
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DNA Metilasyonunun Roli

- Klon embriyolarinin DNA’sinda, normal embriyolara gore daha fazla metil
grubu bulunmustur.
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- Fazladan metil gruplari, normal gen ifadesi diizenini bozarak gelisim
hatalarina neden olur.

- Basari, donor cekirdegin dollenmis yumurta kromatini gibi yeniden
yapilandirilabilmesine baghdair.

- Bu nedenle daha kesin ve tam bir epigenetik yeniden programlama
gereklidir.
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Insan Embriyolarinda Kok Hiicre

Hedef1

- Insanlarda klonlama denemeleri, cok
erken embriyo asamalarini
gecememistir.

- Amac tireme degil, tedavi amacli kok
hiicreler uretmektir.

- Kok hiicreler, hem siirekli bolinebilir
hem de uygun kosullarda cesitli
uzmanlasmig hiicrelere donitisebilir.

- Boylece hem kendilerini yeniler hem de
farkli doku hiicreleri olusturabilirler.

@ A stem cell can divide into another
stem cell and a progenitor cell (or into

two stem cells or two progenitor cells).

Stem cell

@) A progenitor cell can

differentiate into one
cell division of several cell types,
depending on external
factors. This example is
: from a stem cell
Stem cell and Progemitorcell j.red from boms

/ 1 marrow.

Fat cells or Bone cells or White blood cells
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Embriyonik Kok Hiicreler

(EXS Hucreler)

- Erken embriyolardan, blastula / blastosist
asamasinda kok hiicreler izole edilebilir.

- ES hucreler: kulturde stiresiz boliinebilir ve
uygun kosullarda pek cok hiicre tipine

dontiisebilir.

- Hatta deneysel olarak yumurta ve sperm

hiicrelerine bile doniismeleri
saglanabilmektedir.

- Bu 6zellikleri nedeniyle tibbi uygulamalarda

bliyik potansiyel tasirlar.
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Embryonic stem cells

Early human From bone
embryo £A0DeS marrow in
(blastocyst) - oo this example

Cells that can Cells that generate

generate all a limited number
embryonic cell of cell types
types
Cultured >0, C 0 #
stem cels \
Different <> <> <
culture
conditions
Diffarartt Liver cells Nerve cells Blood cells
types of o, {
differentiated N :( ¥ f
cells U
= AN
7 ./ /‘\\\
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Embryonic stem cells Adult stem cells

Yetigkin Kok Sl i
Hiucrelerin Ozellikler: |

(Campbell Biology, 11. Ed.)

Cells that generate

: : o - Cells that can
—N - Yetigkin dokulgrda da.smlrh saylda kok hiicre generate Al ol s
= bulunur ve ihtiyac¢ halinde doku embryonic cel of cell types
ey . .. o ypes
o yenilenmesini saglar.
Cultured 50 S =
.— oe . oo oo p @ ' =
o0 - ES hiicrelerinden farkl olarak, tiim hiicre stem cells
S tiplerine doniisemezler; belirli tiplerle / \\ ‘
= siirhdirlar.
| Different <2 s ;
- 1. o . . ey v . . [t
D - Ornegin kemik iliginde bulunan kok hiicreler, o ogiions
tim kan hicrelerini olusturabilir.
&5 ' ' '
L4 oo . oo . m
- Deri, sac, goz ve dis pulpasinda da kok Different Liver cells Nerve cells Blood cells E
. . . _ types of . ( o
A hiicreler tespit edilmigtir. e Ny E
cells 2\ g 3
S aa
m,,/" LN &
YR =
e S | )
7 — A
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Yetiskin Kok Hiicrelerin
Laboratuvar Kullanimai

- Yetiskin kok hiicreler doku kiltiirtinde buyttiilebilir.
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- Belirli buyiume faktorleri eklenirse, ¢cesitli uzmanlagsmig hiicre tiplerine
dontisebilirler.

- Ancak hicbiri, ES hiicreler: kadar genis bir donilisiim potansiyeline sahip
degildir.

- Bilim insanlari bu hiicreleri tanimlama, ayirma ve cogaltma yontemlerini
gelistirmektedir.
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T1ibb1 Uygulama Potansiyel

- Hem embriyonik hem yetiskin kok hiicreleri, doku yenilenmesine yonelik
arastirmalarda degerlidir.
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- Amagc; ornegin tip 1 diyabet i¢in insiilin lireten hiicreler veya Parkinson
hastalig1 icin beyin hiicreleri elde etmektir.

- Kemik 1lig1 nakilleri, yetiskin kok hiicrelerin klinik kullanimi i¢cin mevcut
bir 6rnektir.

- Bu calismalar, hastalik tedavilerinde devrim yaratma potansiyeline
sahiptir.
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Pluripotensi ve Etik Tartismalar

- ES hiicreleri pluripotenttir; yani ¢cok sayida farkl hiicre tipine
dontisebilirler.
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- 2013’te insan blastosistlerinden niikleer transfer yoluyla ES hiicreleri
uretildigi bildirilmistir.

- Daha once bu hiicreler, bagislanmis embriyolardan ya da eski kiltiirlerden
elde ediliyordu.

- Bu durum, etik ve politik tartismalari da beraberinde getirmistir.
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Tedavi Amacli Klonlama
(Therapeutic Cloning)

- Belirli bir hastaligi olan bireylerden cekirdek alinip klon embriyo
olusturulabilir.
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- Boylece hasta ile genetik olarak uyumlu ES hiicreleri elde edilebilir.
- Amagc, bu hiicreleri kullanarak bagisiklik reddi olmadan tedavi saglamaktir.

- Insanlarin iireme amach klonlanmas: genis 6l¢iide etik dis1 kabul edilirken,
tedavi amach klonlama konusunda farkli gériisler bulunmaktadir.
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Hicresel Yeniden Programlama:
Geriye Donts!

- Arastirmacilar, farklilagsmis hiicreleri yeniden kok hiicresi benzeri
ozelliklere dondiirebilmektedir.
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- 2007 yilinda 1lk kez fare deri hiicreleri, ardindan insan deri ve diger organ
hiicreleri basariyla yeniden programlanmistir.

- Bu 1slem sirasinda dort temel “k6k hiicre” diizenleyici gen, retroviris
araciligiyla hiicreye aktarilmistir.

- Bu gekilde olusturulan hiicreler, 1PS hiicreler: (indiiklenmis pluripotent kok
hicreler) olarak adlandirilir.
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1PS Hiicrelerinin

Ozellikler |
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T - 1PS hiicreleri, farklilagsmis hiicrelerin Progenitor cell
O yeniden pluripotent hale getirilmesiyle elde

o edilmektedir. ‘
oa . —3J
o - Japonya'daki Kyoto Universitesi'nden S ‘,

3 Shinya Yamanaka ve ekibi, tamamen Skin

— farklilasmis insan deri fibroblast = _s fibroblast
°§ hiicrelerine dort gen yerlestirmek i¢in Four “stem cell” master
p retroviral bir vektor kullandilar. (ﬁﬁgﬁﬁ‘zg‘ggﬁﬁ;ﬁ%

retroviral cloning vector.
o0 - Hiicreler daha sonra kék hiicre bliytimesini
destekleyecek bir ortamda kiiltiire alindai. S
. -
—=

. Tki hafta sonra, hiicreler embriyonik kok
hiicrelere benziyordu ve aktif olarak induced pluripotent
boliintiyorlarda. stem (iPs) cell

Bektas Tepe
gezimania_tr

Prof. Dr. Bektags TEPE




1PS Hiicrelerinin

Ozellikler |
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. - Gen ifade ortntiileri, gen metilasyon Progenitor cell
ortntileri ve diger 6zellikleri de embriyonik
kok hiicrelerinkiyle uyumluydu. "
- 1PS hiicreleri, kalp kas1 hiicrelerinin yam ‘,
sira diger hiicre tiplerine de farklilagabilda. @D Skin
& 4 fibroblast
- Shinya Yamanaka, bu ¢aligma sayesinde Four “stern cell” master el
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2012 Nobel Tip Odili'nt John Gurdon ile regulatory genes were

introduced, using a
paylasmlstlr. retroviral cloning vector. \
—3)
- Yontem, laboratuvar acisindan nispeten = )
basit fakat biyolojik olarak biiyik bir .
—=

basaridir.

Induced pluripotent
stem (iPS) cell
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1PS vs. ES Hucreler:

- 1PS hiicreleri, bircok acidan embriyonik kok hiicrelerin (ES) islevlerine
benzer 6zellik gosterir.
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- Yine de gen ifadesi ve hiicre boliinmesi gibi baz1 fonksiyonlarda farklar
vardir.

- Bu nedenle ES hiicreleri, kok hiicre tedavilerinin gelisiminde hala 6nemli
bir arastirma konusudur.

- Bu farklar tamamen anlasilana kadar, her iki hiicre tipi tizerinde calismalar
devam edecektir.
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1PS Hucrelerinin Birinci Kullanim
Alani: Hastalik Modelleri

- Hastalikli bireylerden alinan hiicreler, 1iPS hiicrelerine donistirilerek
hastaligin laboratuvar ortaminda modellenmesi saglanir.
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- Tip 1 diyabet, Parkinson, Huntington, Down sendromu gibi bir¢cok hastalik
1cin 1PS hiicre hatlari olusturulmustur.

- Bu sayede hastalik mekanizmalari ve yeni tedavi yaklagsimlari daha 1y1
anlasilabilmektedir.

- Tedavi gelistirme siireclerine onemli katkilar sunmaktadir.
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Tkinci Kullanim Alani:
Rejeneratit Tip

- Hastanin kendi hiicreleri 1PS hiicrelerine dontuistiuiriilerek islev kaybina
ugramis dokularin yerine kullanilabilir.
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- Ornegin, pankreasta insilin iireten hiicreler bu yolla iiretilebilir.

- 2014’te 1ki arastirma grubu, hem 1PS hem ES hiicrelerinden instiilin tireten
hiicre gelistirmeyi basarmistir.

- Ancak bagisiklik sisteminin bu hiicreleri yok etmesini engelleyecek glivenli
yontemler hentliz gelistirilme agsamasindadair.
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Pluripotent Asama Olmadan
Dogrudan Yeniden Programlama

- Farklilasmigs hiicreler, dogrudan baska bir hiicre tipine dontstirtlebilir.
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. Tk 6rnekte, pankreastaki bir hiicre tiirti dogrudan bagka bir hiicre tiirtine
yeniden programlanmistir.

- Benzer sekilde, deri fibroblastlar: sinir hiicrelerine dontstirilebilmistir.

- Bu yaklasim, cok cesitli kisiye 6zel tedavi imkanlar: sunarak arastirmalarda
biiylik ilgi gormektedir.
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Etik Tartismalar Acisindan 1PS
Hiicreler:

- 1PS hiicrelerinin Giretiminde insan yumurtasi veya embriyosu kullanilmaz.
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- Bu nedenle etik kaygilari onemli 6l¢iide ortadan kaldirir.

- Gelecekte, hastalara 6zel “tam uyumlu” hiicrelerin gelistirilmesini miimkiin
kilabilir.

- Rejeneratif tip icin biiylik bir umut kaynagidir.
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DNA Teknolojis1 Hayatimizda

- DNA teknolojisi, tip basta olmak tizere bircok alanda etkili bir sekilde
kullanilmaktadair.
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- Bu teknolojinin en yaygin yansimalar: giinliik haberlerde karsimiza cikar.

- Genetik miihendislik ile birlegserek modern yasamin bir¢cok yonint
sekillendirmektedir.
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Tipta DNA Teknolojisinin Onemi

- Genetik hastaliklarda rol oynayan mutasyonlara sahip insan genleri DNA
teknolojisiyle belirlenebilmektedir.
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- Bu gelismeler, hastaliklarin tani, tedavi ve hatta 6nlenmesi i¢in yeni yollar
acmaktadir.

- Genler ayn1 zamanda kisinin “genetik olmayan” hastaliklara yatkinligini da
etkileyebilir.
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Hastaliklarin Gen Ifadesi ile
Incelenmesi

- Hastaliklar, hiicrelerde gen ifadesinin degismesiyle iligkilidir.
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- Arastirmacilar, saglikli ve hastalikli dokular arasindaki gen ifadesini
karsilastirarak hastaliga 6zgli genleri belirlemektedir.

- Bu calismalarda RNA-seq ve DNA mikroarray yontemleri kullanilmaktadir.

- Belirlenen genler ve proteinler, tedavi ve koruma 1¢in potansiyel hedefler
olusturur.
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Enfeksiyonlarin Tanisinda DNA
Teknolojisi

- PCR ve 1saretli niikleik asit problari, bulasici hastaliklarin belirlenmesinde
yeni bir donem baslatmastir.
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- HIV RNA’sinin bilinen dizilimi sayesinde, kan veya doku 6rneklerinde RT-
PCR 1ile viris tespiti yapilabilir.

- Bu teknik, goriinmesi zor patojenleri tespit etmede en etkili yontemlerden
biridir.
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Genetik Bozukluklarin Tanisi

- PCR sayesinde ylizlerce genetik hastalik i¢cin tani miimkiindir.
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- Hastaliga neden olan mutasyonlar, PCR liriinii DNAnin dizilenmesi sonucu
ortaya cikarilir.

- Orak hiicre hastaligl, hemofili, kistik fibrozis, Huntington ve Duchenne kas
distrofisi bu sekilde teshis edilebilen hastaliklardandar.

- Hastalik belirti vermeden, hatta dogumdan 6nce bile tespit yapilabilir.
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Tasiyicilik ve Risk Analizi

- PCR, zararlh resesif allelleri tasiyan ancak saglikli kigilerde de tasiyiciligi
gosterebilir.
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- SNP analizleriyle hastalik iligkili gen varyantlari belirlenebilir.

- Belirli SNP’lerin varligi, bazi kanserler, kalp hastaligi ve Alzheimer gibi
durumlara yatkinhkla iligkilidir.

- Bu testler risk degerlendirmesi yapar ancak kesin hastalik tahmini sunmaz.
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Hastalik Tedavisinde DNA
Teknolojisi

- Gen i1fadesi analizi, 6zellikle kanser tedavilerinin planlanmasinda énemli bir
rol oynar.
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- Meme kanseri hastalarinda gen ekspresyon farkliliklar: belirlenerek alt
tipler daha dogru siniflandirilmistir.

- Gen seviyelerinin bilinmesi, hastaligin tekrarlama riskini tahmin ederek
uygun tedavileri secmeye yardimecei olur.

- Duigtik riskli hastalarda tedavi uygulanmadan yliksek sagkalim oranlari
goriilebilir.
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Kisisellestirilmis Tip Vizyonu

- Gelecekte herkesin genetik profili dogrultusunda bireysel tedavi stratejileri
geligtirilebilecektir.
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- Gliniumiizde bu profil daha cok SNP belirteclerine dayansa da, hedef, bireyin
tim genom dizisinin elde edilmesidir.

- Genom dizileme teknolojileri hizla gelisse de tedavi secenekleri ayni hizda
1lerlememektedir.

- Yine de hastaliga yonelik genlerin belirlenmesi, yeni tedaviler i¢cin gticli
hedefler sunmaktadir.
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(en Tedavisi Nedir?

- Gen tedavisi, hastaliga neden olan hatali bir geni tasiyan bireylere dogru
genin eklenmesi ile tedavi etmeyi amaclayan bir yaklasimdir.
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- Bu yontemin hedefi, hastalikli dokuda normal allelin islev gérmesini
saglamaktir.

- Ozellikle tek bir gendeki genetik kusurlardan kaynaklanan hastaliklar icin
biiytik bir potansiyel tasir.
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Somatik Hucrelerde Gen Tedavisi

- Tedavinin kalici olabilmesi i¢in, normal geni alan hiicrelerin yagsam boyu
boliinebilen hiicreler olmasi gerekir.
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- Kemik 1lig1 hiicreleri (kan ve bagisiklik sistemi hiicrelerini olusturan kok
hiicreler) bu nedenle 1ideal adaylardir.

. Siddetli Kombine Immiin Yetmezlik (SCID) gibi durumlarda bu yaklagim
uygulanabilir.
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Retroviral Vektor
Kullanilarak Gen Tedavisi

- Normal allelin RNA versiyonu retroviriise
veya diger viral vektore yerlestirilir.

- Bu viriisiin, hastadan alinan ve kiltiire
edilen kemik 1ligi hiicrelerini enfekte etmesi
saglanir.

- Normal alleli tasiyan viral DNA kromozoma
girer.

- Bu sekilde tasarlanmig hiicreler hastaya
enjekte edilir.
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SCID Hastalarinda Ik Klinik
Basarilar

- 2000 yilinda Fransa’da SCID hastalarinda bir énceki slaytta verilen
prosediir denenmistir.
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- 10 cocugun 9unda iki yil sonunda belirgin ve kalici iyilesme
gozlemlenmigtir.

- Bu, gen tedavisinin ilk kesin klinik basarisi olarak kabul edilmistir.
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Gen Tedavisinde Yan Etki Riski

- Ayni tedaviyl goren 3 hastada daha sonra losemi (kan kanseri) gelismigtir ve
bir hasta hayatini kaybetmistir.
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- Bunun, retroviral vektoriin, kan hiicrelerinin cogalmasini tetikleyen bir
genin yakinina eklenmesinden kaynaklanmais olabilecegi diistiniilmektedir.

- Bu nedenle, retroviriis kaynakli olmayan viral vektorler izerinde calismalar
yapilmaktadir.
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Gen Tedavisinin Teknik Zorluklar:

- Yenl genin ne zaman ve ne kadar calisacaginin kontroli énemli bir
sorundur.
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- Gen eklenirken hiicrenin diger islevlerine zarar verme riski vardir.

- DNA kontrol bolgeleri ve gen etkilesimleri daha iy1 anlasildikca ¢oziimler
geligtirilecektir.
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Gen Dizenleme:

CRISPR-Cas9 Yaklasimi

- Gen tedavisinin zorluklarina alternatif olarak gen diizenleme (gene editing)
kullanilabilir.
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- CRISPR-Cas9 sistemi, hatali gen bolgesinin diizeltilmesine olanak saglar.
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Farelerde CRISPR Basarisi

- 2014’te yapilan bir calismada, karaciger enziminde mutasyon tasiyan fareler
CRISPR ile tedavi edilmisgtir.
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- Farelere, mutant gen bolgesine kilavuz RNA, Cas9 proteini ve normal DNA
kalib1 verilmistir.

- Yeterli sayida karaciger hiicresinde gen diizeltildigi icin, hastaliga ait
belirtiler hafiflemistir.

- Insan klinik denemeleri i¢in baz1 asamalarin hala gelistirilmesi
gerekmektedir.
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Etik Sorular Devreye Giriyor!

- Insan genlerine her tiirlii miiddahale baz kigilerce ahlaki acidan sakincali
gorulmektedir.
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- Ancak bazilari, bunun organ naklinden farksiz oldugunu savunur.

- Insan tireme hiicreleri tizerinde diizenleme yapilmasi, gelecek nesillerin
genlerini etkileyebilecegi icin ayr1 bir tartisma konusudur.
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CRISPR ve Etik Tartismalarin Artisi

- 2015 yilinda bilim insanlari, insan embriyolarinda CRISPR c¢alismalarinin
siddetle sinirlandirilmasi i¢in ¢agri yapmistir.
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- Ancak ayni yil, Cin’deki arastirmacilar insan embriyolarinda B-talassemi
geni lizerinde diizenleme yapmaya calismislardir.

- 86 zigotun yalnizca 4iinde 1stenen dogru diizenleme gerceklesmistir.

- Diger bircok embriyoda hedef dis1 genlere zarar verildigi gorilmuistiir.
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Gelecege Yonelik Kaygilar

. “Insan genomu hangi durumlarda degistirilmelidir?” sorusu giderek énem
kazanmaktadir.
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- Bu tir midahaleler 6jenik uygulamalara (toplumun genetik yapisinin
yonlendirilmesi) yol acabilir mi?

- Bu konularin ertelenmeden tartisilmasi, gelecekte karsilagilabilecek
kararlar i¢cin gereklidir.

=)
(=)
e
(= -]
(1" ]
—
(o
—_
e
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



[la¢ Endiistrisi ve Genetik
Arastirmalar

- DNA teknolojisi ve genetik arastirmalar, ila¢ endiistrisine yeni tedavi
secenekleri gelistirme konusunda énemli katkilar saglar.

~
e
=
—
—
B
on
o
—
o
-
aa)
=
D)
2
P
g
]
@)
N

- Hastaliklarin tedavisinde kullanilan kimyasal ya da biyoteknolojik kokenli
1laclar bu calismalarin bir Grinudiir.

- Uriin gelistirme siirecinde, ilacin yapisina gore organik kimya yontemleri
ve/veya biyoteknoloji teknikleri tercih edilir.
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Kanser Tedavisinde Kiiciik
Molekiillerin Rolu

- Timor hiicrelerinin yasami icin kritik proteinlerin yapilar: ¢oziildiikce, bu
proteinleri hedefleyen kiiciik molekiillii 1laclar gelistirilmektedir.
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- Imatinib (Gleevec), belirli bir tirozin kinaz enzimini inhibe ederek kronik
miyelojenik 16semi (CML) tedavisinde biiyiik basari1 gostermistir.

- Bu tirozin kinazin asir1 liretimi, kromozomal translokasyon sonucu ortaya
cikar.

- Benzer i1laclar bazi akciger ve meme kanserlerinde de etkili olmustur.
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Tedavi Direnci ve Kanser
Hiucrelerinde Evrim

- Tla¢ uygulanan baz: timérlerde zamanla ilag direnci tasiyan hiicreler ortaya
cikar.
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- Direnc kazanan hiicrelerin genomlari incelendiginde, 1lacin hedefledigi yolu
devre dis1 birakacak yeni mutasyonlar saptanmastir.

- Bu durum, kanser hiicrelerinin dogal secilim prensipleriyle evrimlestigini
gosterir.
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Hiicre Kultiirlerinde Protein Uretimi

- Protein yapisindaki ilaclar genellikle hiicre kiiltiirlerinde biiylik 6lcekli
olarak turetilir.
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- DNA klonlama ve gen ekspresyon sistemleri, nadir iretilen proteinlerin bol
miktarda elde edilmesine olanak verir.

- Bu sistemlerde tiretilen proteinler hiicre disina salgilanabilir, boylece
saflastirma islemi kolaylasir.

. Tlk 6rnekler arasinda insan insiilini ve biiyiime hormonu (HGH) yer alir.
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Protein Tabanl Ilaclarin Insan
Sagligindaki Yer:

- Insiilin, milyonlarca diyabet hastasinin yasam standardini belirgin sekilde
yukseltir.
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- Insan biiytime hormonu, biiyiime geriligi yasayan cocuklarda ve AIDS
hastalarinda kilo kazanimini destekler.

- TPA (Tissue Plasminogen Activator), kalp krizinin hemen ardindan
uygulandiginda pihtilari ¢ozer ve tekrarlama riskini azaltir.
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“Pharm” Hayvanlar:
Biyoteknolojik Protein Fabrikalari

- Protein tiretiminde bazi durumlarda tiim hayvanlar bir tiretim sistemi
olarak kullanilabilir.
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- Bir tiiriin geninin baska bir tiire aktarilmasiyla transgenik hayvanlar
olusturulur.

- Bu islemde, yumurtalar in vitro dollenir ve klonlanan DNA embriyonun
cekirdegine enjekte edilir.

- Gelisen embriyo tasiyici anneye yerlestirilir ve yeni geni eksprese eden bir
hayvan elde edilir.
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Sutiinden Tedavi Gelen Hayvanlar

- Eger eklenen gen, cok miktarda
uretilmesi istenen bir insan proteinini
kodluyorsa, hayvan adeta bir
biyoteknolojik fabrika haline gelir.
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- Ornegin, antitrombin kodlayan bir
transgen, keci genomuna
yerlestirilebilir.

- Bu durumda insan proteini, ke¢inin
stitiine salgilanir ve oradan saflastirilir.
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- Ancak Uriinler mutlaka giivenlik
testlerinden gecmeli; alerji ya da diger
olumsuz etkiler gozlenmemelidir.

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Suc Mahallinde Birakilan Biyolojik
Kanitlar

- Siddet iceren suclarda magdur ya da saldirgana ait kan, doku veya viicut
sivilari olay yerinde bulunabilir.
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- Bu 6rnekler, kan grubu veya doku tipi belirlemek icin kullanilabilir.
- Bu tiir testler yeterli miktarda ve taze 6rneklere ihtiyac¢ duyar.

- Ayni1 kan veya doku tipine bircok kisi sahip olabilecegi icin bu yontem
yalnizca stipheliy1l dislamak i¢in kullanilabilir.
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DNA Analizinin Gucu

- DNA testi, her bireyin DNA dizisi benzersiz oldugu i¢in sucluyu yiiksek
dogrulukla belirleyebilir.

~
e
=
—
—
B
on
o
—
o
-
aa)
=
D)
2
P
g
]
@)
N

- DNA tlizerinde varyasyon gosteren genetik belirtecler incelenerek kisiye 6zgu
genetik profil olusturulur.

- “DNA fingerprint” yerine genetik profil terimi tercih edilir, ¢clinki kalitsal
ozellikleri vurgular.

- Bu yaklasim daha giicli kanit saglar.
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DNA Teknolojisinin Adli Tipta
Kullanimai

- FBI, 1988'de DNA teknolojisini rutin olarak kullanmaya baslada.
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- O donemde kullanilan yontem: Jel elektroforezi ve niikleik asit
hibridizasyonu temelliydi.

- Sadece yaklagik 1.000 hiicre iceren 6rnekler yeterli olabiliyordu.

- Bu, onceki yontemlere gore cok daha az érnek gerektiriyordu.
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STR Markerlariyla DNA Analizi

- Glniimuzde Short Tandem Repeat (STR) adl1 genetik isaretleyiciler
kullanilmaktadair.
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- STR’ler genomda tekrar eden 2—5 niikleotidlik dizilerden olusur.
- Tek bir bireyin 1ki alleli arasinda bile tekrar sayisi farkl olabilir.

- Bu degiskenlik, kisiye 6zel profil olusturmayir mimkiin kilar.
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STR Analizinde PCR Kullanima

- STR bolgeleri PCR ile cogaltilir, boylece cok az miktardaki DNA analiz
edilebilir.
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- PCR ile yipranmis veya cok az sayida hiicre iceren oérnekler bile
incelenebilir.

- Yaklagik 20 hiicre iceren bir 6rnek bile yeterlidir.

- Elektroferez sayesinde tekrar sayisi olctiliir ve profil belirlenir.
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STR Analizinin Adli Uygulamalari

- Suc¢c mahallinden alinan 6rnekler, stipheli ve magdur DNA’si1yla
karsilagtirilir.
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- Genellikle 13 STR markeri incelenir.
- Tki kisinin aym1 STR profiline sahip olma olasilig1 son derece diisiiktiir.

- Bu nedenle STR analizi adli bilimlerde buiyiik giiven saglar.
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Masumiyet Projesi ve Kski
Dosyalarin Yeniden Incelenmesi

- Innocence Project gecmis davalardaki ornekleri yeniden analiz etmektedir.
- STR testleriyle haksiz yere hiikiim giymis kisiler beraat edebilmektedir.

- 2016'ya kadar 340’tan fazla masum kisi serbest birakilmigtir.
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Earl Washington Vakasi

- 1984 yilinda Earl Washington, Rebecca Williams’in tecaviiz ve cinayetinden
suclu bulunarak idama mahk(m edildi.
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- Ancak delillerdeki stipheler nedeniyle cezas1 1993’te miiebbete cevrildi.
- STR analiziyle 2000 y1linda masum oldugu bilimsel olarak ortaya kondu.

- 17 y1l haksi1z yere hapiste kalan Washington, 2001’de serbest birakildi.
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Kanit Olarak STR Profila

Vakada, magdurdaki semen 6rnegi ile
stuphelilere ait DNA STR profilleri
karsilastirilda.

Washington’in STR tekrar sayilar: semen
ornegiyle uyusmada.

Buna karsin Kenneth Tinsley’e ait 6rnek, STR
profilinde semen 1ile eslesti.

Elde edilen bu sonuclar Washington’1 aklada,
Tinsley 1se sucu kabul etti.
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Source of
sample

KURBANDAN ALINAN
SPERM ORNEGI

Earl Washington

Kenneth Tinsley

STR STR STR
marker 1 marker 2 marker 3
1719 13,16 12,12
16,18 14,15 1112
15719 13,16 11212
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Genetik Profilin Diger Kullanim
Alanlar:

- Babalik testlerinde kesin sonuca ulasilabilir.

D
=]
=
—
—
B
on
o
—
o
-
an)
=
D)
~Q
on
g
<
@)
N

- Tarihsel olaylarda da kullanilabilir (6r. Thomas
Jefferson 6rnegi).

- ABD’nin 3. Bagkani1 Thomas Jefferson’in, kolesi
Sally Hemings’ten cocuk sahibi olup olmadigi uzun
yillar tartisilmis bir konuydu.

- Y kromozomunun analizi, Jefferson’in Sally
Hemings’ten bir oglunun olduguna gticlii bilimsel
kanit olusturdu.
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Genetik Profilin Diger Kullanim
Alanlar:

- Toplu kayiplarin kimliklendirilmesinde kritik rol
oynar.
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- 2001’deki Diinya Ticaret Merkezi saldirisinda
yaklasik 3.000 kurbanin kimligi bu yontemle
belirlenmigtir.
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Genetik Profil Ne Kadar Guvenilir?

. Incelenen marker sayis1 arttikca profilin tekilligi artar.
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- 13 STR markeri kullanilan adli vakalarda, iki kisinin ayni profile sahip
olma ihtimali 10 milyarda 1 ile trilyonda 1 arasindadir.

- Markerlarin toplumdaki goriilme siklig: istatistiksel hesaplamalarda
onemlidir.

- Insan hatas1 veya 6rnek sorunlar1 disinda bilimsel olarak giiclii kanit kabul
edilir.
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Cevresel Temizlemede
Mikroorganizmalar

- Bazi1 mikroorganizmalar, kimyasal maddeleri doniistiirme yetenegine
sahiptir.
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- Bu ozellikleri ¢cevresel kirliligin giderilmesinde kullanilabilir.
- Uygun olmayan tiirlerin genleri uygun mikroorganizmalara aktarilabilir.

- Boylece cevre sorunlarinin ¢éziimiinde kullanilabilecek yeni organizmalar
geligtirilir.
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Agir Metal Giderimi

- Bircok bakteri, cevreden bakir, kursun, nikel gibi agir metalleri cekebilir.
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- Bu metalleri geri kazanilabilir bilesiklere dontiistiirebilirler.

- Bu yontem madencilikte ve toksik atiklarin temizlenmesinde 6nem
kazanmaktadir.

- Ozellikle azalan dogal maden rezervleri nedeniyle gelecekte daha da degerli
olabilir.
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Zehirlh Kimyasallarin Parcalanmasi

- Bilim insanlar1 klorlu hidrokarbonlar ve diger zararli bilesikleri
parcalayabilen mikroorganizmalar gelistirmeye calismaktadir.
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- Bu mikroorganizmalar atik su aritma silireclerine entegre edilebilir.

- Boylece cevreye zarar veren maddeler daha kaynaginda yok edilebilir.
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Tarimda Genetik Biliminin Rold

- Bilim insanlari, tarimsal acidan énemli olan bitki ve hayvanlarin
genomlarini anlamaya calisiyor.
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- DNA teknolojisi, tarimsal verimliligi artirmak amaciyla uzun stiredir
kullaniliyor.

- Geleneksel 1slah, binlerce yildir mutasyonlar ve rekombinasyonlar
kullanarak yapilmaktadir.

- Glinlimuzde bu siireg, genetik miithendisligi ile ¢cok daha hizli hale gelmistir.
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Transgenik Hayvanlar

- DNA teknolojisi, istenen 6zellikleri daha hizl elde etmek i¢cin transgenik
hayvanlar olusturmayi saglar.
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- Amac; daha kaliteli ylin, daha az yaglh et veya daha hizli biiyliyen hayvanlar
elde etmektir.

- Bir tiirden alinan verimli kas gelisim geni baska bir tiir hayvana
aktarilabilir.

- Ancak saglik sorunlar: sik gorildigi icin, CRISPR-Cas9 ile dogrudan
hayvan genomunun diizenlenmesi daha uygun bir secenek haline
gelmektedir.
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Hayvan Refahi ve Etik

- Genetik degisiklik yapilan ciftlik hayvanlarinda saglik sorunlar: ortaya
cikabilmektedir.
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- Bu nedenle hayvanlarin refahi ve etik sinirlar her zaman dikkate
alinmalidir.

- Tarim teknolojilerinde gelisme hizlanirken bu konular ihmal edilmemelidir.
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Genetigl Degistirilmis Bitkiler
- Tarimda bircok bitkiye, gec olgunlasma, bozulmaya direnc, hastalik veya
kuraklik toleransi gibi 6zellikler kazandirilmistir.
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- Genetik degisiklikler, bitkilerin besin degerini ve raf 6mrini artirabilir.

- Bitkilerde bir somatik hiicreden tiim bitkinin gelisebilmesi, genetik
miihendisligini kolaylagtirir.
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(Geleneksel Islahin Yerini Alan
Teknolojiler

- Tek veya birkac gen tarafindan kontrol edilen 6zellikler i¢cin gen
miithendisligi, hizla klasik 1slahin yerini almaktadir.
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- Herbisite direncli bitkiler, yabanci otlar 6liirken biliyiimeye devam edebilir.

- Zararli boceklere dayanikli bitkiler, tarimda kullanilan pestisit miktarim
azaltir.
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Tuzluluga Dayanikl Pirin¢ Ornegi

- Hindistan’da bir mangrov tiiriinden alinan tuzluluk direnci geni pirince
aktarilmigstir.
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- Bu piring tiirleri, deniz suyundan 3 kat daha tuzlu suda bile
geligsebilmektedir.

- Diinya genelinde, asir1 sulama ve kimyasal giibreler nedeniyle sulanan
alanlarin ticte biri yiksek tuzluluga sahiptir.

- Bu teknoloji, kiiresel gida glivenligi icin biliytik bir potansiyel tasimaktadar.
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Rekombinant DNA Calismalarinda
Guvenlik

- Tlk endigeler, tehlikeli yeni patojenlerin olugturulma ihtimali tizerine
yogunlagmigti.
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- Bu nedenle siki laboratuvar giivenlik kurallar: gelistirilmis ve bazi deneyler
tamamen yasaklanmigtir.

- Kullanilan mikroorganizmalar genetik olarak zayiflatilarak laboratuvar
disina kagmalar: 6nlenmistir.
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Gida Amach GDO’lara Yonelik
Kaygilar

- Glinimiuzde kamuoyundaki kaygilar daha cok GDO’lu gidalar tizerinedir.

~
e
=
—
—
B
on
o
—
o
-
aa)
=
D)
2
P
g
]
@)
N

- GDO; baska bir tiirden yapay yollarla gen aktarilmis organizma anlamina
gelir.

- Gida tretimine katki saglayan GDO’larin cogu bitkidir; hayvansal GDO’lar
daha simirhdir.

=)
(=)
e
(= -]
(1" ]
—
(o
—_
e
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



GM Bitkilerin Kuresel Kullanimai ve
Tartismalar

- ABD, Arjantin ve Brezilya; GM ekim alanlarinin %80’inden fazlasini
olusturur.
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- ABD’de misir, soya ve kanolanin biiyiik bolimi GM’dir ve lirlin etiketlemesi
zorunludur.

- Avrupa’da tiiketici giiveni diisiik oldugu icin tartismalar stirmekte ve bircok
ulkede GM bitkiler yasaklanabilmektedir.

- Avrupa’da GM itrinlerin acik ve net bir sekilde etiketlenmesi zorunludur.
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Olas1 Cevresel Riskler

- GM bitkilerin genleri, polen yoluyla yakin akraba yabani tiirlere tasinabilir.

~
e
=
—
—
B
on
o
—
o
-
aa)
=
D)
2
P
g
]
@)
N

- Bu durum, kontrol edilmesi ¢cok zor “siiper yabani otlar” olusmasina neden
olabilir.

- Ayrica bazi transgen proteinlerin alerjik reaksiyon riski olabilecegi
distinilmektedir.

- Bu nedenle, transgen tiriinlerin insan saglig1 tizerindeki etkileri dikkatle
test edilmelidir.
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Yasalar ve Denetleyici Kurumlar

- Diinyada bircok tilke, biyoteknolojik uygulamalar i¢cin diizenleyici cerceveler
gelistirmistir.
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- ABD’de FDA, EPA, NIH ve Tarim Bakanlig1 biyoteknolojinin giivenligini
degerlendirmektedir.

- Hem cevresel hem de etik etkiler goz onlinde bulundurulmalidir.
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Genom Bilgisi ve Etik Sorumluluklar

- Insan ve diger tiirlerin genom dizileri tamamlanmig ve biiyiik bilgi
kaynaklari olusmustur.
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- Bireylerin genom verisinin kimler tarafindan, nasil kullanilacag: biiylik
tartisma konusudur.

- Genetik bilginin igse alinma veya sigorta gibi stireclerde kullanimi ciddi etik
riskler tasir.
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Glcin Dengesi: Bilim ve Sorumluluk

- CRISPR gibi teknolojilerle tiirlerin binlerce yillik evrim stirecleri hizla
degistirilebilir.

~
e
=
—
—
B
on
o
—
o
-
aa)
=
D)
2
P
g
]
@)
N

- Ornegin; gen stiriikleme (gene drive) ile hastalik tagiyan sivrisinek tiirleri
yok edilebilir.

- Bu, kisa vadede saghk avantajlar1 saglayabilir fakat beklenmeyen sonuclar
olusabilir.

- DNA teknolojisinin gilicii karsisinda temkinli, sorumlu ve etik bir yaklasim
kacinilmazdir.
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