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Genler konusur mu?

Genin konusmasi mRNZ
Uretmesidir=Transkripsiyon=Gen
Ekspresyonu=Gen Ifadesi!



Genleri susturabilir miyiz?

Hangi Durumlarda Genleri susturmak gerekir?

Genin ne dedigini anlamak igin!

Genler ¢cok konusuyorsa da susturmak gerekebilir! Bu durumlar:
« Mutasyonlar

Asirt mRNA ekspresyonu (ifadesi)

Zararl (Hastaliga neden olan) genler

Bazi patojenik etmenlerin gogalmasiyla iliskili genler

Metabolik rahatsizliklar



Gen Konusuyor ama ne diyor?

RNA interferans (RNAI), konusan genin ne dedigini anlamaya
yarayan dolayisiyla fonksiyonel bir genom analiz teknigidir. Diger
bir deyisle genlerin ne ige yaradigini anlamamizi saglar.

RNAI, gene spesifik iki sarmalli RNA’lar (dsRNA'’lar)
kullanilarak, okaryot modellerde ilgili MRNA'nin pargalanmasi
saglanir.

RNAI Bir gen susturma tekniqidir.

RNAI Bir Gen terapi tekniqidir.

RNAI bir genetik yapi deqisikligi Etkisi surekli

RNAI gene spesifiktir.




RNA interferans’in Etki Mekanizmasi

1. Hucre igerisine giren dsRNA, dicer adi verilen bir RNaz Ill enzimi
tarafindan 21-23 nukleotitten olusan siRNA adi verilen kucuk
RNA'lara parcalanir.

2. siRNA'lar “RNA induced silencing complex (RISC)” olarak bilinen
endonukleaz komplekslerine baglanir.

3. siRNAlar, tek sarmalli RNAlara donusur ve RISC komplekslerini,
eslenikleri olan mRNA'ya yonlendirerek bu mRNA'lari parcalar.
Boylece protein sentezi gerceklesmez.



Neden RNAI?

Insanda ve cesitli canlilarda ilgili genlerin fonksiyonlarina
yonelik pek ¢ok calisma yapilmistir. Bunlarda temel olarak
nokta mutasyonlarina dayall ‘Site directed mutagenesis’ ten
yaygin olarak faydalaniimistir. Ancak mutasyona dayali bu
teknik:

- Yayqin olarak mikroorganizmalarda uyqulanmakta olup,
yluksek canlilarda pratik degqildir.

- Mutantlarin tanimlamasi ciddi zaman ve emek
gerektirmektedir.

Bu durum RNAI’yi fonksiyonel genom calismalarinda
onemli bir cekim noktasi haline getirmistir.




Bocekler ve RNAI

RNAI yonteminin entomolojide kullanimi yenidir.

Bu calismalari, tipik olarak tip veya diger alanlardaki RNA|
calismalarindan ayiran onemli fark, hedef genin
susturulmasinin sonucunun sadece fonksiyonel olmasi degil ayni
zamanda bir bitki koruma stratejisi olarak.dapetiansivele
sahip olusudur.

Bocek fizyolojisindeki onemli rollere sahip genlerin
susturulmasinin sonuclari bocek acisindan olumsuz hatta
olumcul olabilir.

RNAI’'nin gene spesifik olusu cevre ve quvenlik acisindan da
onemli bir avantaj] saglamaktadir.

Bu nedenlerle bocek genom calismalariyla dizi bilgileri elde
edilen ve bocek fizyolojisinde onemli rolleri olabilecegi dusunulen
farkli genler RNAI ile hedeflenmis ve bu genlerin \_
fonksiyonlarinin aydinlatiimasinda 6nemli basarilar elde o
edilmistir.




Hangi Geni Susturmaliyim?

«  Onemli gorevleri olan bir doku/organ?

* Disandan ulasilabilir bir doku/organ? Oyle bir yeri
hedeflemeliyiz

ki ulasilabilir
ama onemli

gorevleri de
olmali!




Susturulan Bocek Genleri

Coleopter larva veya erginleri (Arakane et al., 2005; 2008) kitin sentez genlerinin
susturulmasi sonucunda kitin miktari azalmis ve bu durum T. castaneum’da olumle
sonuclanmistir (Arakane et al., 2005).

Tribolium castaneum’da TcCHTS5 kitinaz genine spesifik dsRNA'nin (200 ng) larval
enjeksiyonu olumle sonuglanmistir.

Tribolium castaneum’da TcIDGF4 (Imajinal disk biiytime faktérii
(200 ng) larvalara enjeksiyonu ergin olamama ve o6lumle so

TcCHT10 genine spesifik 200 ng dsRNA'nin sondan bir onceki
donemi Pupalara yapilan enjeksiyon olumle sonuglanmistir.



Tribolium castaneum erginlerinde Hox geninin susturulmasi iki
cift elytra kanadinin olugsmasina neden olmustur. (Fotograflar:

Yoshi Tomoyasu and Rob Denell).

Tribolium castaneum larvalarinda bir fenoloksidaz enzi
geninin susturulmasu ‘tanning’ olarak adlandirilan kahve
engellenmesine neden olmusturthe right :
Fotograflar: Yas Arakane)




Hemipter Oncopeltus fasciatus embryolarinda Hox geninin
susturulmasi ergin bireylerde ilk abdominal segmentte bir cift
bacak benzeri yapinin olusumuna neden olmustur.

Tribolium pupalarinin Te’DIl genine spesifik ds
F1 dolunun larvalarinda bacak agrazlarina nede
(Bucher et al., Current Biology Vol 12 No 3).



Larva doneminde TcASH dsRNA enjekte
edilen T. castaneum bireylerinin ergin
donemde gostermis oldugu agrazlar:

a, b: Bas ve ilk toraks segmenti
c, d: Dorsal- pro ve mezonotum

Kontrol boceklerinde kutikula kiguk algisal
yetenege sahip duyu noktalariyla kapli iken
(a,c), dsRNA enjekte edilmis bireylerde bu

duyu noktalari kaybolmustur (b,d).

Kontrol larvalarinda bulunan antenin ug
segmentinde (e) yer alan duyu organlari
yine dsRNA enjekte edilen bireylerde yok
olmustur (f).

Kontrol larvalarinin 3. bacaklarinda tibia ve
tarsus duyu organlari ile kapli iken (e, g),
dsRNA enjekte edilmig bireylerde bu duyu
noktalari kaybolmustur (f, h).

Tomoyasu and Denell, 2004, Dev Genes
Evol 214: 575-578)



GFP dsRNA'sI enjekte edilen larvalar normal deri degistirme
faaliyeti gosterirken, CDA dsRNA'sI enjekte edilen '

degistirememistir
(Quan et al., 2013, Insect Biochemistry and Molecular Biology 43:683-691).




dsRNA Kodlayan Yeni Nesil GDO’lar

RNAI'nin bir bitki koruma stratesi olarak kullanimindaki en basarili
saha uygulamalarindan biri ise dsRNA ureten trans
bitkilerden elde edilmistir.




Susturulan Bocek Genleri

Buqgune kadar yapilan RNAI calismalarinda aqgirlhikl
olarak: §

- Mide

- Integiiment A
- Sinir sistemi /

- Ureme sistemi (kisir bocekler)
genlerinin hedeflendigi dikkati cek

Bununla birlikte RNAI teknolojisi:
Coleoptera-Cok etkili
Diptera-Etkili

Hemiptera: Orta etkili
_epidoptera-Dusuk/Orta etkili




Nasil dsRNA Yaparim?

Total RNA izolasyonu

(ilgili o$andan)
RT-PCR \
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dsRNA Sentezinin Dogrulanmasi

% 1'lik Agaroz Jel



Bocege Hangi Dozu Verecegim?
Coleoptera: 5-50 ng/ul

Diptera: 50 ng/ul
Hemiptera:
Lepidoptera: 1-10 ug/ul

Bocege Dozu Nasil Verecegim?

1. Enjeksiyon (Coleopter-Dipter modeller, ve sokucu-emici
agiz yapisina sahip butun bocekler)

2. Yedirme (Lepidoptera-Coleoptera-Diptera)

3. DeriYoluyla (Topikal aplikasyon) (Hemiptera ve sokucu-
emici agiz yapisina sahip butun bocekler)

4. Transgenik bitkiler-rekombinant organizmalar, virus,
bakteri(sokucu-emici agiz yapisina sahip butun bocekler)




Gen Sustu mu Susmadi mi?

dsRNAlarin bocek tarafindan alinimini takiben gegm
metotlarla genin susturulup susturulmadigi belirlenebilir.

metotlar:
- Revers-Transkriptaz Polimeraz Zin
- Real time Polimeraz Zincir Reaksi
- Northern Blot Analizi
- Western Blot Analizi




Journal of Insect Physiology 57:231-245.
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RNA interference in Lepidoptera: An overview of successful and unsuccessful
studies and implications for experimental design
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Sahaya Tasima: Bocek mide genine ait dsRNA

tureten transgenik bitkiler
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Mametra configurata’da yapilan calismalarda ise, MCCDA1 ve McPM:
genlerine spesifik iki sarmalli RNA gen kasetleri Arabidopsis thaliana
genomuna aktariimig ve bu transgenik bitkilerinin basaril bir sekilde
dsRNA urettigi rapor edilmigtir (Toprak et al., 2014).




dsRNA’li Transgenik Misir Sahada!

Diabrotica virgifera virgifera'ya ait dsRNA sentezleyen yeni nesil transgenik
misir varyetesi 2016 yilinda ABD’de EPA tarafindan ruh
(https://www.regulations.gov/docket?D=EPA-HQ-OPP-2014-029

Hedeflenen gen bocek midesinde kodlanan DvSnf7 genidir.

ilgili misir varyetesi, DvSnf7 dsRNA'sina ilaveten Bacillus thuringie
genini de kodlamaktadir.

f

llk izin 2 yil sUreyle 15 bin hektar alan igin veril

Ruhsat ilk etapta sadece tohum uretimi ve islah ¢alismalga



dsRNA’li Transgenik Misirin Ruhsatlandirma
Oykiisii

 Ruhsat dosyasi diger orneklere gore oldlrli(?a'-
bir o kadar da ilgin¢ bir dokiman olarak kayita gecm
Dokumanda insan sagligina olan riskler ile kus, me
balik ve akuatik omurgasizlar, hede
ve diger omurgasizlarla iligkili ekoloji
degerlendirilmistir.

 Bu degerlendirmeler, RNAPli misirin
Fungicide, and Rodenticide Act (FI
Insektisitler i¢in sart kostugu standa
gostermistir.



RNAI ile dilediginiz okaryot organizmada

dilediginiz geni susturabilirsiniz:

Sadece bocek degil, nematod ve bitkilerde
acan virus genleri de hedeflenebilir.

RNAI’nin basarili bir bitki koruma stratejisi olarak

kurgulanmasinda hedeflenecek konukcu geni
rollerinin olmasi esastir.

g
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RNA/I’'nin Basarisini EtKileyes

Hedeflenen tur

Hedeflenen gen ve ekspresyonu
Hedeflenen organizmanin donemi-yas
dsRNA’'nin Uygulanma metodu
dsRNA Dozu

dsRNA Uzunlugu

dsRNA’'nin GC igerigi



