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Farklilasmanin Molekuler Biyolojisi



GELISME:
DIFERANSIYEL GEN EKSPRESYONU

Gelisme, bir organizmanin onun yasam devrini
karakterize eden birbirini izleyen sekiller almasi
sirasindaki ilerleyen degisiklikler strecidir.

Bir bitki veya hayvanin gelisiminin ilk evrelerine
embriyo adi verilir.

Embriyo, bazen bir tohum kapsuli, bir yumurta
kabugu veya bir uterus gibi koruyucu bir vyapi
icerisindedir.

Gelisme organizmanin yasami boyunca devam eder,
sadece organizma 6ldlugl zaman sona erer.



Gelisim sureci

Buyume (boyuttaki artis) gelisimin onemli bir
parcasidir, bazi turlerde bireyin yasami boyunca devam
eder fakat digerlerinde az ya da cok sabit bir son
noktaya ulasir.

Cok hucreli bir vicut, hiicre boélinmesi olmaksizin
bluyuyemez-yani o tek bir hticreden ortaya ¢cikamaz.

Tekrarlayan mitotik boélinmeler cok hicreli vicudu
olusturur. Bitkilerde, ogul hicreler olustuktan sonra
daha fazla uzamadikca, embriyo biylumez; bu yizden
bitkilerdeki gelismede, hlcre buyumesi ilk hicre
bolinmeleri ile baslar.

Diger yandan, hayvan gelisiminde, hiicre buyumesi
baflanglgta genellikle vyavastir: Hayvan embriyosu
dollenmis yumurtadan daha buluyuk olmadan Once
binlerce hiicreden meydana gelebilir.



Gelisim sureci

* Gelisme,
 hicre blUydimesi ve hicre bdlinmesi yaninda iki
temel komponente sahiptir:

e farkhlasma ve morfogenez.



Farklilasma

Farklilasma hicresel spesifikligin olusumudur, yani farklilasma
bir hicrenin spesifik yapi ve fonksiyonunu belirler.

Bildigimiz gibi, mitoz onlari olusturmak icin bolinen nukleusa
kromozomal olarak ve genetik olarak ayni olan ogul
nukleuslari meydana getirir.

Bununla beraber, bir hayvan veya bir bitki vicudunun
hucrelerinin hepsi yapi ve fonksiyon bakimindan ayni degildir.
Insan vicudu vyaklasik olarak 100 trilyon (10%%) hicreden
olusur ve yaklasik 200 fonksiyonel olarak farkh htcre tipine
sahiptir-ornegin kas htcreleri, kan htcreleri ve sinir hlicreleri
gibi.

Embriyo sadece bir ka¢c hicreden olustugu zaman, her bir
hiicre bir cok farklh yolda gelisme potansiyeline sahiptir.
Gelisme ilerlerken, her bir htcrenin kaderi tam olarak
belirleninceye ve hucre farklilasincaya kadar hiicrelerin elde
edecegi ihtimaller dereceli olarak sinirlanir.



Farkhilasma

Farklilasma farkl tipte htcreleri verirken, morfogenez “seklin
olusumu” cok hicreli viicudun ve onun organlarinin seklini
verir.

Morfogenez, farklilasmis dokularin  spesifik  yapilara
organizasyonu olan bi¢cim formasyonundan meydana gelir.

Hareketsiz huicrelerin, organize olmus bolinmesi ve
buylimesi bitki vicut seklinin olusumu icin mevcut baslica
araclardir.

Hayvanlarda, bazi hiicrelerin programlanmis 6limua (apoptoz)
yaninda, hiicre hareketleri de morfogenezde cok 6nemlidir,

Farklilasma ve morfogenez bitkilerde ve hayvanlarda
benzerdir, sonucta genlerin ve onlarin  Urinlerinin
dizenlenmis aktivitelerinden meydana gelir.



Hicreler gelisme ilerlerken gittik¢ce daha az
secim hakkina sahip olurlar

* Erken embriyolarin  spesifik  hucrelerini
bovyalarla  isaretleme ve daha  vyasl
embriyolarda, boya iceren bu hicreleri
gozleme teknigi, biyologlarin, erken
embriyonun hangi kisimlarindan hangi ergin
vapilarin gelistigini belirlemesini saglar.




Erken kurbaga embriyolarinda gelisme potansiyeli

* Ornegin, Sekilde gosterilen kurbaga embriyosunun koyu renkli
bolgesi eger solda yerlesmisse tetari (iribas) larvanin deri
kisminin olusum kaderidir (yani olusumunu tayin eder).

 Eger biz bu bolgeden bir parca kesip cikarirsak ve onu bir
erken embriyonun bir baska yerine transplante edersek, onun
olusturacagi doku tipi onun yeni yeri (lokasyonu) tarafindan
belirlenir.

* Boyle hucrelerin gelisme potansiyeli —yani onlarin olasi
gelisim derecesi— bu vyizden onlarin kaderinden daha
buyuktur, kader normal olarak gelistigiyle sinirhdir.



Belirleme
Gelisen embriyonik doku onun genis gelisme potansiyelini
elinde bulundurur mu?
Genel olarak sdylersek, hayir.

Olusan hicrelerin gelisme potansiyeli, normal gelisimde
oldukca erken sinirlanir.

Ornegin, daha gec evredeki kurbaga embriyosunun dokusu,
eger beyine gelismesi belirlenmis bir boélgeden alinirsa, erken
evre embriyonun baska vyapilar olusturmasi tayin edilen
parcasina transplante edilse bile beyin dokusu olusturur.

Bu yuzden gec¢ evre embriyonun dokusunun belirlenmis
oldugu sdylenir: Onun cevresi ne olursa olsun, onun yazgisi
tayin edilmistir.

Bunun tersine, Sekil 2’deki daha genc transplant doku henlz
belirlenmemistir.



Belirleme, Farklilasmadan Once Olur

Belirleme (bir hiicrenin belirli (6zel) bir kadere teslim olmasi),
hiicresel ¢evre tarafindan ve hicrenin genomu Uzerinde etki
gosteren hucresel icerikler tarafindan etkilenen bir islemdir.

Belirlemeyi farklilasma izler, farklilasma, farkli tipte htcrelerle
sonuclanan biyokimyasal vyapi ve fonksiyondaki asil
degisikliklerdir.

Belirleme mikroskop altinda gozlenebilecek bir sey degildir-
hicreler belirlendikleri sirada gorintumlerini degistirmezler.

Farklilasma ise genellikle fonksiyonda oldugu kadar
gorinumde de bir degisiklik gosterir.

Belirleme farklilasmadan 6nce olur. Belirleme bir kesin
karardir, bu kesin  kararin  sonunda  gerceklesmesi
farklilasmadir.



Belirleme ve Farklilasma Modeli

Eger bir organizmanin bitun hicrelerinin  ayni genetik
potansiyele sahip oldugu soylenirse, diger faktorlerin de hangi
potansiyellerin ortada kalacagini belirledigi soylenebilir.

Bir embriyonik hlicrenin potansiyeli Gzerindeki ilk sinirlamalar,
erken vyariklanmada kalitatif veya kantitatif farklarin
olusmasiyla meydana gelir. Boylece, farkli sitoplazmik ortaml
farkl hicre nukleuslari meydana gelir. Bu sitoplazmik farklilk,
farkli genlerin aktiflesmesini saglar.

Gelisme ilerledigi zaman hucrelerin dis ortaminin uniformlugu
bozulur, 6rnegin, bazi hucreler daha icte yer alirlar. Bu
durumda daha az 151k, daha ¢cok basing alirlar. Sahip olduklari
pH degerleri degisir.

Ayrica hucreler, hticresel komsulari bakimindan da farkhdirlar.
Bu komsularin olusturduklari kontakt ve kimyasal etkiler de
farkhdir. Cesitli htcrelerin ortamlarinda olusan boyle farklar,
daha sonra onlarin gelisme vyonlerindeki farkhliklari
sekillendirir.



Epigenetik Landscape,
Waddington modeli

Edinburg Universitesinden C.H. Waddington kullanish bir
farklilasma modeli ileri sGrmuistir. Bu model, Epigenetik
Landscape, Waddington modeli olarak bilinir.

Bu model, bir yamacta bir seri kanallar boyunca asagi dogru
uzanan sayisiz farkli yollardan ibarettir.

Bu yollardan her biri yamacin eteginde izole edilmis bir yerde
sonuclanir.

Bu sonuclanma noktasi, farklilasmis durumu gosterir. Yamacin
tepesinde yer alan bir kire (teoride hucrenin sitoplazmik
durumunu gosterir) alternatif oluklarin birine girer.



Her bir ana bdlmeye girdiginde, alternatif yollarin
sayisi azalir.

Top yokus yukari yuvarlanamayacagindan, normal
olarak geriye dénemez ve asagi dogru farkli bir yol
izler.

Sonunda yamacin kaidesinde dallanan her bir
noktada, girdigi 6zel yollarla belirlenmis bir noktaya
erisir.

Yamactan asagl dogru inerken, tek bir farklilasma
noktasina goturen, olasiliklarin  sinirlandiriimasina
determination= belirleme, son farklilasma yolundaki
hiicreye de, determined=belirlenmis denir.



Erken embriyo safhasinda bir hicre, cok sayidaki farklh gelisme
yollarinin herhangi birini izleyebilir,

ornegin, bir kere ektoderm olarak farkhlasirsa, artik geriye
donemez, mezodermal ve endodermal yapilari sekillendiremez.

Farkhilasmanin ilk dallanma noktasinda, ektoderm olarak
belirlendigini farzedelim. Bundan sonra, herhangi bir ektodermal
yaplyi sekillendirir.

Daha sonra ikinci 6nemli dallanma noktasina gelir. Ya néral olugu
meydana getirmek icin sinir dokusuna farklilasir veya yltzeyde kalir,
epidermis olarak farkhlasir.

Ik yolu izledigini farzedelim, hala bircok alternatif yollar vardir.
Beyin veya spinal kordonu sekillendirebilir, multipolar, bipolar veya
unipolar néronlar seklinde farklilasabilir.

Fakat her bir dallanma noktasi gecildiginde, total alternatiflerin
sayisi ileriye dogru azalir, sonucta tamamen farklilasmis hlicrelerden
biri haline gelir. Boylece farklilasma; gittikce ilerleyen belirleme olayi
olarak gorulur. Gelismenin baslangictaki muhtemel yollardan birisi
icine sinirlandilmasidir.



Landscape'in topografyasi organizmanin total genetik
programini gosterir.

Farklilasmanin herhangi bir noktasinda hangi yola
girilecegi hicrenin mikro cevresiyle belirlenir.

Komsu hiicrelerle uyarici iliski, htcre disi matriks, bir
morfogen veya bir hormon konsantrasyon farki
olusmasi gibi faktorler etkilidir.

Bircok durumlarda yol secimi iki alternatiften biri icin
vapilir, o6rnegin, ektodermden nodral boru veya
epidermis secimi veya fare blastulasinda trofoblast
veya embriyonik hlicre kiimesinin secimi gibi.



e Tamamen farklilasmis durumdaki bir hicre, diger
hicrelerden, onun 6zel fenotipini yansitan belirgin
histolojik gérinusuyle ayirt edilir.

 Bu durumdaki bir hicre ya aktif olarak is gorur veya
is gormek Uzere hazirdir.

 Bazi hicreler, farkhlasmanin belli bir noktasina
eristiklerinde histolojik olarak belirlenebilirler. Fakat
son degismeler cok daha ge¢c meydana gelir, rnegin,
meme bezleri epitelinde durum bdyledir. Bu epiteller,
hamilelikte hormonal olarak uyarilincaya kadar son
farkhlasmayi gecirmezler.



Farklilasmada
Differansiyel Gen Ekspresyonunun Roli

Farklilasmis hucreler birbirinden taninabilecek kadar farklidir, bazen
dramatik olarak boyledir.

Sac foliktllerimizdeki bazi hicreler devamli olarak keratin uretirler,
keratin: sac, tirnaklar, kus tayleri ve oklu kirpinin dikenindeki
proteindir. Kan hucreleri keratin Uretmezler, vicudumuzdaki diger
hiicre tipleri de uretmezler. Sac¢ folikul hicrelerinde, keratin
kodlayan gen kopyalanir; vicudumuzdaki bir cok diger hicrelerde
bu gen kopyalanmaz.

Bitki gelisimi sirasinda bazi hiicreler suberin olusumunu katalizleyen
bir enzimi kodlayan bir geni aktive eder, suberin mantar olusturan,
muma benzer karakteristik yapili bir maddedir. Bu genin
aktivasyonu bu hucrelerin farklilasmasindaki anahtar basamaktir.

Bu gozlemleri genellestirirsek, farklhilasmanin differansiyel gen
ekspresyonundan yani transkripsiyonun differansiyel
dizenlenmesinden, mRNA splicing ve translasyon gibi
posttranskripsiyonal olaylardan meydana geldigini soyleyebiliriz.



Cok hucreli bir organizmanin hiucreleri tek hicreli dollenmis bir
yumurtanin veya zigotun mitotik bolinmeleriyle ortaya ciktigi icin,
bunlarin ¢cogu genetik olarak aynidir (identik). Mutasyon olmazsa, bir
organizmadaki tim hucreler ayni kalitsal yapiya sahiptir; fakat ergin
organizma bir cok farklh htcre tipinden olusur. Ortadaki bu aykirilik
(celiski) genomun cesitli kisimlarinin ekspresyonunun
dizenlenmesinden meydana gelir.

Zigot ergin vlcuttaki her bir hicre tipini verme yetenegine sahip
oldugu icin, onun totipotent oldugunu sodyleriz. Onun genetik
“katuphanesi” tamdir, yasam devri boyunca ortaya cikacak olan tim
yapi ve fonksiyonlar icin gerekli Dbilgileri icerir. Hayvanlarin
gelisiminde daha sonra ( ve muhtemelen daha az derecede
bitkilerde) zigotun htcresel nesilleri totipotensilerini kaybeder ve
belirlenmis olurlar-yani, embriyonun sadece belirli kisimlarini
olusturmasi tayin edilir. Belirlenmis hicreler sinir sistemindeki
noronlar veya kas hucreleri gibi spesifik hicre tiplerine farkhlasir. Bir
hiicre belirlenmis olan vyazgisini yerine getirdigi zaman, onun
farklilasmis oldugu soylenir.



Farklilasma Genellikle Genomda Kalici Bir Degisiklik

Olusturmaz

Farklilasma  mekanizmalarinin  ilk  aciklamalari  hcre
nukleusunun gelisim sirasinda irreverzibl degisiklikler
gecirdigini belirtmistir. Kromozom materyalinin kayboldugu
veya bunun bazisinin irreverzibl olark inaktive edildigi
bildirilmistir.

Farklilasma bazi hicre tiplerinde irreverzibldir. Gelisim
sirasinda nukleuslarini kaybeden memeli kirmizi kan hicreleri
ve damarl bitkilerde su ileten htcreler olan trakeidler buna
ornek verilebilir. Trakeid gelisimi htcrenin 6limuyle sonlanir,
sadece hicre canliyken olusmus olan cukur hicre
duvarlarinda kalir.

Bu iki ekstrem durumda, farkhlasmanin irreverziblligi
nukleusun yokluguyla aciklanabilir.



Fonksiyonel nukleuslari  bulunduran olgun hucreler
hakkinda genellestirme yapmak daha zordur.

Biz bitki farklilasmasini reverzibl olarak ve hayvan
farklilasmasini irreverzibl olarak distinme egilimindeyiz,
fakat bu degismez bir kural degildir.

Bir istakoz kopan tirnagini (pence) yenileyebilir,fakat bir
kedi kopan pencesini yenileyemez.

Farklilasma nicin bazi hicrelerde reverzibl iken bazilarinda
degildir?

Gelisimin bazi evrelerinde nukleus icindeki degisiklikler bir
hiicrenin 6zellesmesini kalici olarak mi tayin eder?



* Briggs ve King’in denemeleri gostermistir ki, erken
kurbaga embriyosundaki her bir hicre ergin bir
kurbaga olusturmak icin gerekli genlerin timdine
sahiptir.

* Ayni sey muhtemelen insanlar icin de gecerlidir, insan
genetik testlerinde pratik uygulamalara yol g6sterir.

* Sekiz hucreli bir insan embriyosu laboratuvarda izole
edilebilmis ve tek bir hucre zararli bir allelin
homozigot formda bulunup bulunmadigini
belirlemek icin uzaklastirilmistir. Geri kalan ve
totipotent olan her bir hlcre bir zigot olarak is
gdrmesi ve bolinmesi icin uyarilabilmistir.



* Briggs ve King'in calismasinin daha ilerisi Oxford
Universitesinde John B.Gurdon tarafindan yapilmistir,
Gurdon, daha ileri embriyolardaki ve hatta
tetarilerdeki nukleuslari kullanarak farkli kurbaga
tlrlerinde benzer transplantlar yapmistir.

* Nukleusu inaktive edilmis olan bir yumurtaya
transplante edilen bu nukleuslar embriyoda, tetaride
ve bazi durumlarda ergin kurbagalarda bulunan tim
hiicre tiplerini olusturabilmistir.

e Gurdon’un sonugclari, farkhlasmis bir hicrenin
nukleusunun totipotent oldugunu teyit etmistir.
Acikca, nukleuslar farklilasma sirasinda aktivitelerini
degistirir, fakat degisiklikler irreverzibl olmak zorunda
degildir.



* Nukleusun etrafindaki cevre —sitoplazma- bu nukleer
genlerin ifade bulmasinda buyuk bir etki gosterir. Bu
yizden tetarinin bagirsagindaki bir hicrenin icindeki
nukleus “intestinal” sinyalleriyle cevrelenmistir, fakat
bu eger dollenmis bir yumurtanin sitoplazmasi icine
verlestirilirse dollenmis bir yumurta nukleusu olarak
etki gosterme yetenegini elinde bulundurur.

* Totipotensinin dramatik bir 6rnegi 1997'de rapor
edilmistir, Iskocya’daki biyoteknoloji sirketindeki lan
Wilmut ve arkadaslari Gurdon’un nikleer transplant
prosedurunin bir modifikasyonunu koyun klonlamak
icin kullanmislardir



* Bu metodla memelileri Gretmek icin daha onceki
denemeler sadece eger verici nukleus tam bir
hicrenin parcasi oldugunda ve verici hlcre erken
embriyodan oldugunda calisiimisti.

* Gurdon’un kurbagalarla yaptigi gibi, ergin verici
hicreler kullanildiginda kromozomal anormallikler ve
embriyonik 6limle sonuclanmistir.

* Acikca, memeli verici hucreleri hlicre devrinin G2
fazinda oldugu zaman ve yine G2'deki yumurta
sitoplazmasiyla birlestirildigi zaman, bazi ekstra DNA
replikasyonunun hicre bolinmeye tesebbis ettigi
zaman yumurtadaki hlicre devrinde hasar yarattig
bulunmustur.



Wilmut disi koyunun memesinden farklilasmis hucreleri aldi
ve onlari bir hafta icin ac birakti, boylece hicreler G1l'de
durduruldu.

Sonra bu hicrelerden biri farkli bir koyundaki cekirdeksiz
yumurta ile birlestirilmistir (verici hicre ve cekirdeksiz
yumurtanin birlesmesi elektriksel uyariyla yapilmistir),
yumurta  sitoplazmasindaki  mitotik  uyaricilar  verici
nukleusunun S fazina girmesini uyarabilmistir ve duraklamis
olan hicre devri normal olarak ilerlemistir.

Bir kac htcre bolinmesinden sonra erken embriyo vekil
annenin rahmine transplante edilmistir.

Cekirdeksiz yumurtalar ve ergin hucrelerin birlesmesi icin 272
basarili deneme icinde bir kuzu, Dolly dogmayi basardi. Dolly
memesinden verici nukleusun alindigi koyunla genetik olarak
aynidir (identik).



 Wilmut'un deneyinin amaci sitlerinde ilaclar (farmasotikler)
gibi Urdnleri Gretmek icin genetik olarak programlanmis olan
koyunu klonlamakti.

* Klonlama proseduru, kistik fibrozisli hastalari tedavi etmek icin
kullanilan alfa-1 antitripsin gibi bir ilacin glvenilir Greticileri
olan koyunlarin cok sayida identik kopyalarini yapabilmistir.

* Dolly klonlamayla dogan ilk memeli oldugu icin Wilmut'un
calismasinin minakasa firtinasini patlatmasi sasirtici degildir.



