Genetik Mutasyonlar
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Insan Genom Projesi
(1990-2003)

insan DNA’sinin tiim dizisinin ortaya ¢ikartilmasi ve haritalanmasi amaclanmistir.

«Gen-ome» -ome =2 timu/tamami

Tam bir insan gen haritasina sahip olmak, 24 kromozom Uzerindeki yaklasik 50000 genin lokalizasyonunu, birinin
digerine olan pozisyonunu ve aralarindaki uzakhgi bilmektir.

insan genom projesi; hastalik tanisi, genetik danisma ve genetik hastaliklardan sorumlu genleri tanimlamak
acisindan ¢cok eenmlidir.

Amerika, Birlesik krallik, Japonya, Almanya, Fransa, Cin’in katildig: bir projedir
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Insan Genom Projesi
(1990-2003)

* Insandaki genlerin: vyapisini, diUzenlenmesini, varyasyonlarini
(farkhliklarini), wvaryasyonlarin hastaliklarla iliskisini anlamay!
kolaylastirmistir.
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Insan Genom Projesi
(1990-2003)

e SUrenin sonunda insan genomunun gen iceren bdlgelerinin
%99’u %99.99 dogrulukla dizilenmistir.

* Yaklasik 3 milyar baz cifti

* Yaklastk 20.500 insan geni saptandi.
(Tahmin 50.000-140.000 arasiydi)




Genetik Cesitliligin Kaynagi Nedir?

* Genetik cesitliligin kaynagi mutasyonlardir:

Mutasyon, DNA'nin nukleotid dizilerindeki veya duzenlenmesindeki
degisiklikler olarak tanimlanir. Uc ana sinifa ayrilirlar:

1. Genom mutasyonlari: Hlcrede kromozom sayilarini etkileyen
mutasyonlardir (anoploidi).

2. Kromozomal mutasyonlar: Tek tek kromozomlarin vyapilarini
degistiren mutasyonlardir.

2. Gen mutasyonlari: Her bir genin degisimine neden olan
mutasyonlardir.



Genom mutasyonlari-Andploidiler

* Kirk alti disindaki herhangi bir kromozom sayisindaki kromozom sayisina heteroploid adi verilir.

* Haploid kromozom sayisinin (n) tam katlarina 6ploid denir ve diger kromozom sayilarina anoploid denir.

* Anaploidi insan kromozom bozukluklari arasinda en sik gortlen ve klinik olarak en 6nemli tipi olup teshis edilen tim
gebeliklerin en az %3-4’lGnde bulunur.

» Anoploid hastalarin timiinde ya trizomi (belli bir kromozomun iki yerine li¢c adet bulunmasi), veya daha nadiren

monozomi (belli bir kromozomun tek bir temsilcisi bulunmasi) vardir.

Spermatosit @ @ Oosit

Mayozda ayrllmama Normal mayoz

% 0 Gametler
Normal Monozomi Trlzorm
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Genom mutasyonlari-Andploidiler

**Canli dogan bebeklerde en sik gortlen trizomi tipi Down sendromlu hastalarin

%95’inde gorilen kromozom yapisi olan trizomi 21’dir (47, XX veya XY, +21).

Down Sendromu’nda Kromozomlar

Turner sendromunda kromozomlar

21. kromozomun mayotik ayrilmamasindan kaynaklanur.
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Kromozomal mutasyonlar

Kromozomal hatalar olarak da bilinir.

i) Duplikasyon:Kromozomda bir parcanin tekrarlanarak eklenmesidir. Bu mutasyon ¢oklu
gen ailelerinin olusumda dnemli bir rol oynamaktadir. Orn: hemoglobin gen ailesi

l’ l’ . Duplikasyon
c|p{JE |F |G)

c Il c o (JE [FJc)
i) Delesyon: Kromozomun bir parcasinin eksilmesi ile sonuclanmaktadir.

|

TS TET) Delesyon

SN (JE [F1c)

iii) Inversiyon: Herhangi bir kromozom bélgesinde olusan iki kirik nedeniyle serbest
kalan kromozom parcasinin ters dénerek yapismasidir.

[ {JE [EJG) Parasentrik

Inversiyon

cl» JE[EJc)] —

CIE(JD[ETG]) Perisentrik
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Kromozomal mutasyonlar

iv. YuzUk yapisi olusumu (ring formasyon): Kromozomun telomer kisimlarinda meydana
gelen kirilmalar sonucunda yapiskan uclar olusmasi ve kollarin birbirine baglanmasi
sonucu meydana gelmektedir

Kirik uc Kirik uc
: [
cIDo (IE Imc) Yuzm{ﬂfl Olll§llmu

v. Translokasyon (Yerdegistirme): Bir kromozom icinde ya da homolog olmayan
kromozomlar arasinda kirilan parcalarin karsilikli olarak degisimini ifade etmektedir.

Kromozom ici resiprokal
(A (& Bl c[Flc] &1 resip

olmayan translokasyon

Translokasyon Calp Ue ¥ lc) Kromozomlar arasi resiprokal
(A c» JE[EFJc) — olmayan translokasyon
KT (M c [~ o] ' )
R M[x o) \

Cal I {JE ¥ JcG)

~— Kromozomlar arasi
resiprokal translokasyon
IR (VB c o) p Y




Otozomal Delesyon Sendromlari

* Kedi aglamasi (cri du chat) sendromu

5.Kromozomun kisa kolundaki buyuk bir delesyon sebep olur. Hasta bebekler agladiklarinda kedi miyavlamasina

benzer ses cikarirlar.
» Wolf-Hirschhorn syndromu (4p-)

Wolf-Hirschhorn sendromu bir bitisik gen sendromu olup, 4. kromozomun 4p16.3 bolgesindeki

hemizigot delesyondan kaynaklanmaktadir.
» Williams-Beuren Sendromu (7q11.2)

7. kromozomun 7g11.23 bolgesinde (bu bolge yaklasik 28 gen icerir) bulunan ~1.6 Mb’lik

mikrodelesyonlardan kaynaklanmaktadir.
* SOTOS Sendromu (Del 5q35)

NSD1 geninde (kromozomun 5g35 bolgesinde transkripsiyon

Dizenlemesinde gorev alan histon metiltransferaz’i kodlayan) bulunan

mutasyonlar ve delesyonlar vakalarin %75’inden sorumludur.

* Smith — Magenis sendromu (Del 17p11.2)
RAI1 geninde olusan delesyon veya
Mutasyonlarin neredeyse hepsi de novo
olusmaktadir.

Wolf-Hirschhorn syndrome

Smith-Magenis syndrome

Sotos syndrome

p

NSD1 gene
5935

Williams syndrome

(Schematic diagram depicting typical deletions and some of the genes in this region )




Gen Mutasyonlar!

* Gen; bir polipeptid veya fonksiyonel bir RNA molekili gibi bir
drinun sentezini belirleyen DNA dizisidir.

* Ekzonlar, protein kodlayici bolgede yer alan ve protein Uriinde
aminoasit dizisini belirleyen gen bolgeleridir.

* Protein kodlayici diziler kesintisiz degildir, araya kodlayici olmayan
«intron» denilen diziler girer.

* Insan genomunda cogu gen en azindan bir veya birkac introna
sahipken ¢ok az sayida genin hi¢ intronu yoktur

Introns
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Exons

Y

Transcription, elimi-
nation of intron
transcript segments,
and splicing of exons

MRNA

L I i

* Cogu gende intron dizilerinin uzunlugu genin toplam uzunlugunun buyuk kismini olusturur. Genler, boyutuna ve

intron/ekzon oranina gore degisirler.

* Yuksek oranda eksprese olan genler genellikle kisa intronlara sahiptir.

* Genetik sifre Uclu yapiya sahiptir. U¢ nikleotidin her bir kombinasyonu bir sifre sézctgii olusturur. Protein sentezi icin

gerekli bilgiyi tasiyan mRNA da bir amino asidi temsil eden bu Uc¢lu yapiya kodon denir.

mRNA | | | | | | | | |

7\

Met Thr Asp GIn Pro GIn Ala Glu Leu Ala

Asp Ala Pro

7
AUGACGGAUCAG GCAAGCGGAAUUGGCGUUUACGUACGAUGCGCCG |UAA[

| Codon2 ’
Codon1 Codon3

|

Stop
Codon



Gen Mutasyonlari

* Gen mutasyonlari, DNA'da depolanan kimyasal bilgideki degisim sonucu ortaya cikar.

* Yer Degisim Mutasyonlari: Baz cifti yer degisim mutasyonlari, bir nikleotidin diger bir nikleotide degisimi
seklinde gorilmektedir.

* Protein kodlayan genlerdeki yer degisim mutasyonlari proteini olusturan amino asit dizilimindeki etkilerine gore
de siniflandirilabilirler:

Yer Degisim Mutasyonlari: Yabanl tip TGT GTT GAA @GA kalip DNA
a) Sessiz mutasyon: Yine ayni amino asit Uretimi ile sonuclanir. g (oA (UU CCy mRNA - 1
.. . i . . . Sistemn Valin Lésin Prolin amino asit dizisi
b) Nétral mutasyon: Ayni kimyasal 6zelliklere sahip farkli bir
amino asit Uretilmesine bagl olarak yine ayni etkiye sahip protein | Sessiz mutasyon TGT GIT GAT OGA kalip DNA
s ACA CAA CUA CCU mRNA
uretilir. Sistem Valin Loésin Prolin anmuno asit dizisi
c) Yanhis anlam (missense) mutasyonu: Farkli aminoasitlerin
kodlanmasina neden olup s6z konusu proteini ve fonksiyonunu SR anil () TGT GIT GAA GGA kalip DNA
degistir. ACA CAA CUU CCU mRNA
Sistein #Valin Loésin Prolin amino asit dizisi
Yabanil tip e GAlE AV, (GiGn lenip [DINES Notral mut. TGT GIT CAA GGA kalpp DNA
R4 UUG TR TR ACA CB GUU cCU mRNA
Sistein  Valin Ldsin Prplin amino asit dizisi Wit VR L b amino asit dizisi

Yanlis anlam TGT GIT AGC @€GA kalip DNA
mut. ACA CAA UCG CCU mRNA
Sistein Valin Serin Prolin amino asit dizisi




d) Anlamsiz (nonsense) Mutasyon: Normalde bir amino asidi ifade eden kodon, bitirme koduna donusdr.

Gen Mutasyonlar!

Yabanil tip

Anlamsiz mut.

TGT GIT AAC GGAkalip DNA
ACA ##AA UUG CCU mRNA
Sisteln Valin Losin Prolin amino asit dizisi

TGT “3ET ATC GGA
ACA CAA UAG -
Sistein Valin Dur -

kalip DNA
mRNA
amino asit dizisi

Cerceve Kaymasi Mutasyonu:

DNA’dan RNA’ya aktarilan ve bir amino asidi ifade eden 3’li okuma ¢ergevesinde degisiklik olur.

Yabanil tip

1baz Inseriyonu TGT

TGT GTT, AAC GGA
ACA #AA UUG CCU
Sisteirr Valin Losin Prolin

kalip DNA
mRNA
amino asit dizisi

o TAA CGG A
ACA CAA AUU GCC U
Sistein Valin Izolosin Alanin ?..

kalip DNA
mRNA
amino asit dizisi

Yabanil tip

1 baz delesyon

TGT GTT AAC GGA
ACA 41 UUG CCU
Sistef1 Valin Losin Prolin

TGTOGIT ((AJACG GA
ACA Chra (U)TIGC CU
Sistein Valin Serin ?

kalip DNA
mRNA
amino asit dizisi

kalip DNA
mRNA
amino asit dizisi




Tek gen hastaliklari

*Tek gen hastaliklari, tek bir gende meydana gelen mutasyon veya
malformasyon sonucu olusan hastaliklardir.

*Bugline kadar yaklasik 4000’e yakin tek gen hastaligi tanimlanmistir. Otozomal
dominant, otozomal resesif, X kromozomuna baglh dominant ve resesif Y
kromozomuna bagli ve mitokondrial kalitimla gecis gosterebilirler.

*Ulkemizde Akdeniz anemisi, beta-talasemi gibi otozomal resesif gecis gdsteren
turde hastaliklarin daha embriyo asamasinda (preimplantasyon tani) tanilarinin

yapilmasi bluyik onem arz etmektedir.



OTOZOMAL RESESSIF

e Kistik fibrozsis (various
mutations)

e Tay Sachs hastaligi -
talassaemi

e Orak hureli anemi

e Rh grubu tayini

e Spinal miuskiiler atrofi

e Adrenogenital sendrom

e Konjential adrenal hiperplazi
e Epidermolizis billoza

® Gaucher hastalig

e Fanconi anemisi

e HLA uyumu

e Uclii tekrar hastaliklari

* Frajile X Miyotonik distrofi
e Huntington hastaligi

OTOZOMAL DOMINANT

e Lesch Nyhan sendromu
¢ Duchenne kas distrofisi

¢ Charcot-Marie Tooth
hastaligi Retinitis

e Akondroplazi
e Marfan sendromu

e Charcot-Marie Tooth
hastalig| (type 1A)

e Crouzons sendromu NF2 P
.. ¢ Ornitin Transkarbamilaz
e Osteogenesis impeerfekta « Hemofili

| and IV
e Stickler sendromu
e Tuberoz skleroz

e Familyal adenomatoz
polypozis koli

e Li Fraumeni sendromu
¢ Retinoblastoma

e Agammaglobulinemi
e Alport sendromu
e Hunter sendromu MPSII

e Oro-facial-digital sendrom
tip |



Otozomal Dominant
Genetik ¢aprazlama

O o

Hasta Normal
Baba Anne
ul | | ] ]
B Normal
o m
n BE || mE =] |
Hasta Mormal Mormal Hasta
Ogul Kaz oqul Kiz

Otozomal Resesif
Genetik ¢caprazlama

D o

Tasiyic Tagiyici
Baba Anne
] ] |
B Normal
e
| |Hasta
| W Taswyici
1 { | I ] | UJ
A Tasuyic M

X'e bagl resesif kalitim

Hemofili A

Saghkl Q

aghkii Tasyic

baba m anne
XY XX

Saglam kiz  Saglam Tastyici Hasta
erkek kiz erkek



Kromozom
Genom mutasyonlari Gen mutasyonlari
mutasyonlari

e Mayoz ve mitoz * Kromozomlarin sadece e DNA dizilerindeki

bolinme esnasinda bir kisminr iceren degisikliktir.
duplikasyonlar,

kromozomlarin delesyonlar, C Baagi.fti.y.er |
ayrilma inversiyonlar ve degisimi, insersiyon
hatalarindan dolay: translokasyonlardir. ve delesyon
ortaya ¢ikar. e Ya kendiliginden ya da seklinde gorulur.

e En sik gortlen mayoz sirasinda e Hatalar ya DNA
mutasyon tipidir. translokasyona ugrayan replikasyonu

. K hiicrelerind kromozomlarin g g

ans?r" ucre erl.n e anormal ayrimi Sirasinda ya da ’

sik gortlmektedir. nedeniyle olur. harap olan DNA’nin

e Kanser hiicrelerinde sik tamirinin
gorilmektedir. yapilamamasindan

kaynaklanmaktadir.



Genetigin Alt Alanlarindan Bazilari

0| D

1. Aktarim genetigi -

2. Sitogenetik m o o D=0

CCCCCCCCCCCCC

THLLLLLLE nnnn v m O
oo ° MiantType § CA G CT G TAC|IT A A
3 IVI O I e ku Ie r e n etl k 33 135 137 139 141] 143 .AS 1,1 199 151 1§a K] heterozygous male

. g @ heterozygous female

4. Populasyon genetigi
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Aktarim Genetigi

* Birkac nesil boyunca o&zelliklerin ebeveynlerden vyavru
bireylere aktarimi incelenir.

* Bu alanda ilk 6nemli deneme Gregor Mendel tarafindan
gerceklestirilmistir.

* Insanlarda, analizde soy agaci analizleri kullanilir.

, § 3o o 3

m o O =0 O o




Sitogenetik

* Kromozomlarin yapi ve kalitimlarinin calisiimasi ve analizidir.

* Sitogenetik’te canli ve boéltnebilen cekirdekli hiicrelere ihtiyac
vardir.

* Bu nedenle htcreler alindiktan belli stre icerisinde laboratuvara
ulasmak durumundadir.




Sitogenetik

 Materyal ulastiktan sonra huicre kualtird vyapilarak htcrelerin
laboratuvar sartlarinda cogalabilecegi kultur sartlarini olusturmak
gerekmektedir.

* Her bir hlicre grubu icin farkl prosedurler bulunmaktadir.




Analyze "metaphase spread”

5 mlL venous blood T
Digest with trypsin
Add phytohemagglutinin and stain
and culture medium with Giemsa
&
Culture at 37°C Spread cells onto
for 3 days slide by dropping

Add colchicine and » Cell "
hypotonic saline .fl
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Molekuler Genetik

* Genlerin yapilarini ve fonksiyonlarini molekuiler diizeyde inceler.
* DNA ve RNA ile calisilir.

st o

MOLECULAR
GENETICS




MOLECULAR
GENETICS

Molekuler Genetik

Sample

* DNA eldesinin temel prensibi
hicre zari, cekirdek zarinin

yikilmasi, ortamdaki celves
molekullerin  ve  o0Ozellikle

proteinlerin  ve RNA’larin N
uzaklastiriimasi esasina of DNA

dayanir.

Elution of DNA




Molekuler Genetik Analiz
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

* Izole edilen materyalde spesifik bdlge/bolgeler cogaltilir (PCR)

 llgili bir dizinin bir kac saat icinde milyonlarca kopyasini
O|U$tu rmak mumku ndur. PCR Cycles | Target Copies
\ W 1 2
2 1/ ; ;
3 8
: ] 4 16
o, e : 2
RS -, 6 64
7 128
8 256
9 512
10 1024
15 32,768
20 1,048,576
25 33,554,432
30 1,073,741,842




—anefs

a7
PIVI
aan A 92
g S dGTP (Guanine) dATP (Adenine)
HTaq Enzyme ° .
Magensium Chiorice dTTP (Thymine)
dCTP (Cytosing)
o
[ 4 ' { 1! l‘:,
Concentrated Buffer e
A PCR required i i
quired ingredients 00
Denature DNA
dNTPs ———— < PCRreaction tubes 90 t M/\
DNA template ———— /\M
DNA polymerase —— 801
Primers — > Extend Primers
TJ01
3 ) 60} TN
Temperature Cycling for PCR 50+

Anneal Primers

1 cycle <-95°C Denaturation for 5 minutes 4{ 1+ N\/\
95°C Denaturation for 1 minute

30-35 cycles 55°C Primer annealing for 1 minutes 204 /{‘W\

72°C Extension for 1min/1000 nucleotides 10+

1 cycle <—72°C Final extension for 5 minutes D 2 N N 2 N N N N N
Thermocycler (Techne Inc.) ¥ ¥ 1 ) ' ' 1 ¥ '
nme QO 1 A 3 4



Molekuler Genetik Analiz
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

* PCR; 2 primer tarafindan hedeflenen dizinin cift zincirinin denaturasyonu,
* primerlerin baglanmasi,
* DNA polimeraz ile replikasyonunu

iceren donglnun defalarca tekrarlamasi ile cok sayida kopyanin ortaya
konulmasidir. & SRR, e

separate the DNA DMA primers ~
g nd anneal ;

(=N

FIRST CYCLE SECOND CYCLE THIRD CYCLE
(producing two double-stranded {producing four double-stranded (producing eight double-stranded
DNA molecules) DNA molecules) DNA molecules)



TEGATTCATC

Migration of DNA "W::;!ctzﬂw

n fragmemnts ctor
1 ' Laser ¥

- Sample/ k.{ Cil
L' Buffer -4

- +

4 dNTPs ——
-“: 20 base primer Tenaplate
IO TP +  —  F CATCGAAT

sivisisisislinly
S




AAACAACTTOCGEGTAAGT AT A

TEATTCATC
(// Migration of DNA N
fragments 3
n l.aut’§
=1 Sample/ B
Buffer Buffer
- +

Fluorescence
detector

44dNTPs DNA
‘ el 20 base primer Tensplate

z?aam*" - ———  + CATCGAAT

C¥

CAM

CAT#S
CATCw»
CATCG
CATCG Aw
CATCGA A
CATCGAATH

Wild Type

Mutant Type

CAGGTGTAC

CAG GTGTAC

33 135

tacltrTccrt e 6 ag

l.l'
TAANTTCCTGGAG

137 139 141| 143 J45 147 149 151 183

Mutstion Name

TAC>TAA
Y471X
HETEROZYGOTE MUTATIO




Molekuler Genetik

Bu noktadan hareketle;
* Genlerin tanimlandigi
* |zole edildigi

* Klonlandigi

* Dizisinin saptandigl

DNA biyoteknolojisi alani olusturulmustur.



Populasyon Genetigi

Bu alanda arastirmacilar;
* Populasyonlarda nicin belirli genetik varyasyonlar korunur?
* Bazi varyasyonlar neden zamanla sona erer?

* Varyasyonlarin  kaybolma nedenleri ve mekanizmalari
nelerdir?

sorularina cevap bulmaya calisirlar.
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Populasyon Genetigi

* Bu bilgiler evrim strecinin anlasilmasina katki saglar.

* Gelecek nesillerdeki gen frekanslarini tahmin etmemize de

ya rd IMCI Ol ur. Table 17-1 Frequencies of Genotypes for Alleles at MN Blood
Group Locus in Various Human Populations

Genotype Allele frequencies
Population MIM MI/N NIN p(M) q(N)
Eskimo 0.835 0.156 0.009 0.913 0.087
Australian Aborigine 0.024 0.304 0.672 0.176 0.824
Egyptian 0.278 0.489 0.233 0.523 0.477
German 0.297 0.507 0.196 0.550 0.450
Chinese 0.332 0.486 0.182 0.575 0.425
Nigerian 0.301 0.495 0.204 0.548 0.452

Source: W.C. Boyd, Genetics and the Races of Man. D. C.Heath, 1950.
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