Genleri Degistirmek
Hic¢ Bu Kadar Kolay Olmamusti

Tanil Kocagoz
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Bir zamanlar kaderimizin yildizlarda yazili oldugunu saniyorduk;
simdi ise biiyiik oranda genlerimizde yazili oldugunu biliyoruz...
James Watson




Kaderimizi degistirebilir miyiz?

GEN TEDAVISI

Islevsiz bir genin, hatasiz bir kopyesinin genomun
herhangibir yerine eklenmesi

Hatasiz bir genin islevsiz kopyesi ile homolog
rekombinasyon yolu ile degistirilmesi

Gen diizeltme: Islevsiz genin tersine mutasyon ile
onarilmasi

Bir genin regiilasyonu (aktive edilmesi ya da
susturulmasi).
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Gen Tedavisi
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Gen Duzeltme

(Gene Editing)

Genetik miihendislik ile
tiretilmis ya da dogal
endoniikleazlar kullanilarak
genlerin eklenmesi,
cikartilmasi veya
degistirilmesi

DNA’nin her iKki zinciri
Kesilir sonra hiicrenin DNA
onarim mekanizmasi devreye
girer; homolog
rekombinasyon ile DNA
degistirilir
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Ozgul Endonukleazlar
Cift zincirli DNA'y1 ozgil dizilerden tanryarak
kesen enzimlerdir

Buguine dek 250 kadar farkli diziyi taniyabilen 3600
kadar 6zgul endontikleaz saptanmistir

Bakterilerin %25 kadarinin en az 1 6zgul
endontikleaz yapabildigi distuntilmektedir.

Neisseria gonorrhoeae’da 7 rozgil endontikleaz
bulundugu saptanmistir.
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Faj DNA’s1

Ozgiil endoniikleaz

Parcalanmis
R Faj DNA’s1
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Bakteri ve DNA’s1

Metil gruplar1 bakteri DNA’sinin 6zgil
endontikleaz tarafindan kesilmesini engelliyor

@ 1998 Sinauer Asscciates, Inc.




Ozgiil Endontikleaz Kesimi

DNA'ya gevsek bir sekilde baglanarak 107 ntikleotit
hizla tizerinde kayarak gezer.

Taninan ozgtl diziye rastlayinca DNA'ya sikica
baglanir. 50 kadar su molekilii aradan ¢ikar. Aktif
bolgeye oturttugu seker fosfat baglarini keser







Simiflandirma

Tip I 6zgil endontikleazlar belli bir aralik ile yerlesmis
iki diziyi tantyarak baglanirlar ve baglandiklar
bolgeden en az 400 niikleotit uzaktan DNA'y1 keserler.

Ornek EcoK I:

AAC(N6)GTGC(N>400)/
TTG(N6)CACG(N>400)/



Tip II 6zgil endoniikleazlar molekiiler biyolojik
yontemlerde kullanilan en 6nemli grubu olustur. Tip II
ozgul endontikleazlar ozelliklerine gore alt tiplere
ayrilir.

Tip I1a: Homodimer yapidadirlar. Genelde
palindromik dizileri tanirlar ve tanima bolgelerinin
icerisinden DNAy1 keserler. Kesim ile 3’ veya 5’
cikintili uclar ya da kiint uclar olusturabilirler.

Ornek EcoR I:
G/AATT C
CTTAA/G



»

e

STV,
ger A3TS Y ’




Tip IIb: Heterotrimer yapidadirlar. Aralikh iki diziyi
tan1y1p tanima bolgesinin disindan kesim yaparlar.

Ornek Bceg I:

/10(N)CGA(N)6TCG(N)12/
/12(N)GCT(N)6ACG(N)10/



Tip Ile: Homodimer yapidadirlar. Palindromik dizileri

tanir ve bu dizi icerisinden ya da yakin bir bolgeden
keserler.

Ornek Nae I:

GCC/GGC
CGG/CCG



Tip IIs: Monomerik yapidadirlar. Tanidiklar: dizi
palindromik degildir. Genellikle cikintili uglar

olusturarak en az bir zinciri baglandig1 bolge disindan
keserler.

Ornek Fok I:

GGATG(N)g/
CCTAC(N)13/



Tip III 6zgiil endoniikleazlar palindromik olmayan
dizileri tanirlar ve tanima bolgesinden yaklasik 25
niikleotid uzaktan DNA'y1 keserler.

Ornek EcoP 15 I:

CAGCAG(N)25-26/
GTCGTC(N)25-26/



Intron icerenler: Bunlar genellikle kromozom
veya plazmidde bulunan kendi DNA dizilerini
kesip c¢ikartir ve bu dizileri tasiyan ancak intron
icermeyen baska bir bolgeye aktarirlar. Bu nedenle
bunlara kendini yerlestiren endoniikleazlar
(homing endonucleases) ad1 da Verllmlstlr Kesim
bolgesinde 1 ila 10 bazlik 3’ veya 5 cikintili uclar
birakirlar. Bazilar1 sadece zincirlerden birini
keserler.

Her iki zinciri de kesen bir ornek I-Ppo I:
CTCTC TTAA/GGTAGC
GAGAG/AATT CCATCG



Meganukleazlar

Saccharomyces cerevisiae mitokondrisinden izole
edilen megantikleaz, I-Scel enzimi, LAGLIDADG
ailesinden.

Bu aminoasit motifinin baglanip kesim yaptigi
nukleotit dizisi biliniyor.

Bu motifler kullanilarak, herhangi bir DNA dizisini
taniyip kesen yeni enzimlerin hazirlanmasi olanakl:

Meganiikleazlar 12 ila 40 niikleotid uzunlugundaki
DNA dizilerini tanryabiliyor.



Gen Duzeltmenin 4 Araci

Yeni yapilandirilmis
meganiikleazlar ile
(Engineered Meganuclease)

Cinko parmak niikleazlar ile
(Zinc finger nuclease)

TALEN (Transcription
Activator Like Effector
Nuclease)

CRISPRs (clustered regularly
Interspaced short palindromic
repeats) / CAS9 sistemi ile




Megantkleaz ile diizeltme

Hibrit Megantkleaz

5’ mssses AGCA
3’ s TCGTC




Zinc Finger (Cmko Parmagi)

DNA’ya baglanan trankripsiyon faktorleri gibi tiim proteinlerde bulunur.

Ce0
PARG

Cys-His zinc finger







(inko Parmak Nukleaz
Her parmak ti¢ niikleotit tanir. Cinko parmaklara niikleaz kesim
kismi1 eklenmistir

O

Zinc finger domains

/(b) DNA-Cleaving

a) DNA-Binding
Domain




('inko Parmak 1le Duzeltme
(Zin¢ Finger Editing)
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ZFN Pair Delivered in a Gene Deletion

into Cell by Cellular Process Used: Non-
Transfection or Homologous End Joining

tlectroporation

REPAIR TEMPLATE co-
transfected with ZFN Pasr:
1-20% of celdls comain Gene
Inegration in Target Site.
Cellular Process Used:
Homologous Recombination




TALEN

Transcription Activation Like EndoNuclease
DNA Binding Domain Nudease
TCTATTCACTGACC

mm llr\m

WA/ d” PP VD

'’ m/! 000 doane

1

5 s AGCACAGATTCCGA
TALEN 3’ m TCGTGTCTAAGK \

y TALE subunits

active Fokl catalytic subunit heterodimer




Hybrid Meganuclease
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CRISPR ("Clustered Regularly
[nterspaced Short Palindromic Repeats”)

Gruplasmis diizenli araliklarla tekrarlayan kisa
palindromic dizilerdir. (Palindrom, “geriye dogru
tekrarlayan” anlamina gelir; belli bir DNA dizisi i¢in
kullanildiginda bastaki kisim dizinin ortasindan sonra
geriye dogru ters yonde dizi okunacak sekilde ileriye
devam eder)

Bu diziler bakterileri bakteriyofajlardan korumak icin
evrimlesmis dizilerdir ve bakteriyofaj niikleik
asitlerine homoloji gosterirler.



Cas (“Crispr Associated)

Bakteriyofaj DNA’s1 bakteri hiicresinden girdiginden
CRISPR’den sentezlenen kisa RNA’lar “Cas” (“Crispr
Associated) niikleaz denen bir enzime baglanir. Bu
enzim baglanan RNA'y1 rehber olarak kullanarak
bunun homoloji gosterdigi DNA dizisini bir noktadan
keser ve o noktadaki niikleotidi rehber RNA'daki
nukleotide uygun olacak sekilde degistirir.

Bakterilerde virtislere karsi bir koruma sistemi olan
CRISPR/Cas sisteminin 2013'de insan hiicrelerinde de
etkili bir sekilde gen diizeltme yapabildigi
gosterilmistir.



O Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
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Cas9 =
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5 ~AGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTC CGACGGCAACTACAAGACC-3'
SRRRRERARRR AERRRRRRARRRRARERRY
3’ =TCCGATGCAGGTCCTCGCGTGGTAGAAGAAG GCTGCCGTTGATGTTCTGG-5"

EGFP-A AR RN RN
ChiRNA 5’ -GGAGCGCACCAUCUUCUUCAGUUUUAGAGCUA G
CIRNRN LR
3! ~GCCUGAUCGGAAUAAAAUU CGAU A
GAA




Cas9
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Target specific
CrRNA sequence

CRISPR in Action
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Lingling ve Mingming
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Sperm Lab technicians inject a single Genome  The fertilized egg is injected

injection  sperminto an unfertilized egg. editing with “guide” RNAs that target a
specific gene, and a template for
the DMA-cutling enzyme.

Surrogate Researchers transfer healthy- Primate  The twins Mingming and Lingling

mother looking embryos, now dividing into babies are born with multiple genatic
many cells, into female monkeys. changes, the first live primates
Typically, three embryos are created in experiments using
transferred into a surrogate. CRISPR genome aditing.




AT

il s b

mﬁliﬂ}m Eﬁuﬂhﬁ*’“ﬁf}uc‘w‘xotm;w FRe:

¥ ll!‘l-uu--u "




Arastirma Laboratuvarimiz
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