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Prof. Dr. A. Haluk Ozen
Rektér

Degerli Katimcilar, Tip ve Saglik Bilimleri Bilim Kurulu tarafindan diizenlenen
3. Disiplinlerarasi Beyin Firtinasi Toplantisi’'na katiliminiz i¢in dncelikle tesekkiir
ediyorum. Bir kez daha gordiim ki sizlerin genis bir yelpazede farkli bilim
disiplinlerine 6zglii donanimlari iiniversitemizde disiplinlerarasi ¢alismalar igin
miikemmel bir ortam olusturmaktadir. Hacettepe Universitesi “Arastirma
Universitesi” olarak; “birlikte giiclii is birligi” potansiyelini ve bu potansiyelin
somut ciktilar1 olan ortak projelerini de artirarak, tiniversite ici disiplinlerarasi
arastirmalariyla rekabet giiciinii yliksek bir konuma ulastirmalidir. Bu amaca
yonelik her toplantiya katilacagimi, her girisime destek olacagimi bilmenizi
istiyorum.

3. toplantinin konusu; “Genden Isleve Giden Siirecte Genombilim Arastirma
Platformlar1” olarak belirlenmistir.  Genombilim, t{iniversitemizin O6ncelikli
disiplinleraras1 arastirma alanlarindandir. Bu toplantinin; genombilim
alanindaki arastirmacilarimizi, altyapilarimizi, mevcut ve potansiyel is
birliklerimizi beyin firtinasi ortaminda irdelemek, daha da gii¢lii bir konuma
ulastirmak i¢in firsat olusturdugunu diisiiniiyorum.

Hacettepe Universitesi, her alanda disiplinleraras: aragtirmalar1 kurum Kkiiltiiri
olarak benimseyen bir liniversitedir. Bu dogrultuda birlikte bizi daha ileriye en
iyiye ulastiracak calismalarinizin devam edecegine goniilden inaniyor, verimli
bir toplant1 olmasini diliyorum.

Prof. Dr. Seza Ozen
Tip ve Saghk Bilimleri Bilim Kurulu Uyesi

3. Disiplinleraras1 Beyin Firtinasi Toplantisr’nin temasin “Genden Isleve Giden
Siirecte Genombilim Arastirma Platformlar1” olarak belirlemis bulunmaktayiz.
Genombilim; yiiksek 6lgekli -omik teknolojilerinin kullanildig1 arastirmalarin
platformlar1 ve islevsel analizler ile bunlarin {irtine déntstiriilebilir ¢iktilar
olarak ifade edilebilir. Genombilim arastirma platformlari, saglik alaninda tim
diinyada paradigma degisimi sonrasi one c¢ikan yeni nesil Ar-Ge teknoloji
platformlarinin basinda yer almaktadir. Universitemizin éncelikli arastirma
alanlarindan olan genombilim; yeni triin/teknolojik ciktilarin elde edilmesi
bakimindan TUBITAK Vizyon 2023’te de oncelikli alanlardan biri olarak
tanimlanmaktadir. Genombilim alanindaki arastirma ciktilari, saghk alaninda
temel arastirmalarin klinik uygulamalara aktarildigi translasyonel tip
yaklasiminin hayata geg¢irilmesini saglamaktadir.

Universitemizde genden isleve giden siirecteki arastirmalar; -omik teknolojileri,
hastaliklarin model sistemleri (in-vitro ve in-vivo model) ve molekiiler
biyobelirteclerin kesfi calismalari olarak disiplinlerarasi1 genombilim arastirma
ekipleri tarafindan yiiriitiilmektedir. Arastirmalarin nihai hedefi ticarilesebilir
trlnlerin olusturulmasi, saglik alaninda 6zellikle tedaviye yonelik translasyonel
tip, kisisellestirilmis tip uygulamalarinin gergeklestirilebilmesidir.

Bugiin ana konusmacilarimiz disiplinlerarasi genombilim arastirma ekiplerinden
secilmis degerli 6gretim iiyelerimizdir. Universitemiz genombilim arastirma
agiin farkh platformlarinin tyeleri olarak siz degerli katilimcilarimizin da
katkilarini, konusmalarin1 tartisma oturumunda yapmanizi arzu ediyoruz.
Katiliminiz icin Bilim Kurulu adina tesekkiir ediyor, verimli bir beyin firtinasi
toplantisi olmasini diliyorum.



KONUSMACI SUNUMLARI

Yeni Nesil Dizileme: Genomik ve Transkriptomik Uygulamalari
Yrd. Dog. Dr. Z. EKim Taskiran
H.U. Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dal

Son 10 yilda yeni nesil dizileme teknolojisinin kullanima girmesi sayesinde
hastaliklarin genetik temellerini inceleme adina yeni bir sayfa agilmistir. Bu
teknoloji kullanilarak insan genomunun tamami dizilenebildigi gibi, sadece
protein kodlayan bélgelerin (ekzom) kisa bir zaman diliminde ve goéreceli olarak
diisiik bir maliyetle dizilenmesi de miimkiin hale gelmistir. Tim ekzom dizileme
uygulamasinin yaygin kullanimi, hem arastirma hem de saglik hizmetine
saglayacag1 katki acisindan kritik O6neme sahiptir. Son yillarda, Kklasik
yontemlerle tan1 koyulamayan bir¢ok genetik hastaligin molekiiler temelleri bu
yontem ile aydinlatilmistir.

Mendel hastaliklar1 tanim itibariyle “nadir” olarak kabul edilmektedir. Ancak
lilkemizde akraba evliliginin yiiksek oranda goriilmesi otozomal resesif nadir
hastaliklarin insidansinda artisa sebep olmaktadir. Genetik hastaligi bulunan
bir¢ok bireye kesin tan1 konamamaktadir. Mendel hastaliklarina tani konmasi ve
yeni tedavi yaklasimlarinin kesfedilmesinde bir ¢ok engel mevcuttur: Bunlarin
basinda, nadir hastaliklara neden olan tiim genlerin heniiz tanimlanamamas;,
genotip-fenotip korelasyonunun kurulamamasi ve popiilasyon bilgi bankalarinin
olmamasi gelmektedir.

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi biinyesinde, nedeni bilinmeyen genetik
hastaliklarin arastirilmasi1 amaciyla bir ekzom projesi yiiriitiilmektedir. HU Tip
Fakiiltesi biinyesinde bulunan farkli birimlerden (7 anabilim ve 12 bilim dal)
50’nin tlizerinde 6gretim elemaninin katkilariyla yapilan ¢alismalarda, otozomal
resesif hastaligl olan bireylerde homozigot genom bdlgelerine odaklanilarak
yapilan varyant filtrelemesi sayesinde sadece indeks vakanin dizilendigi
durumda dahi hastaliktan sorumlu gen/mutasyon tespit edilebilmistir. Ayrica
tim ekzom dizilemenin atipik/karmasik klinik goriiniimii olan vakalarda kisa
stirede sonuca ulasilabilmesine firsat verdigi de gortilmiistir.

Yeni nesil dizileme teknolojisi transkriptomik diizeyde yapilan ¢alismalara da
yeni bir soluk getirmistir. RNA-dizileme sayesinde o6zellikle hasta bireylerin
hiicrelerinde yapilan incelemeler, hastalik patogenezinin aydinlatilmasina katki
saglamis, genden isleve/fenotipe giden siirecte 6nemli bir basamak olusturmaya
baslamustir. Ozellikle farkh hiicre tipleri ile yapilan ¢alismalar sayesinde cesitli
hiicresel siireclere/patolojilere 6zgiil yolaklarin belirlenebilmesi konusunda da
gelisme kaydedilmistir. Son yillarda 6nem kazanan bir diger konu da biyobelirte¢
olarak RNA molekiillerinin incelenmesidir. Yeni nesil dizileme calismalarinda
kazanilan bilgi birikimi {niversitemizde yaygin hastaliklarda biyobelirtec¢
kesfedilmesi konusunda da kullanilmaya baslanmis, bu alanda rekabetci
projelere imza atilmaya baslanmistir. Yapilmasi planlanan interdisipliner
calismalar ile genomik, transkriptomik ve diger omik teknolojileri ile elde edilen
verilerin entegrasyonu hastalik patogenezlerini aydinlatma ve yeni tedavi
hedeflerini bulma konusunda kritik 6neme sahip olacaktir.



Yeni Nesil Dizileme A

Genomik ve Transkriptomik Uygulamala“:
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Temel Arastirmalarin Klinige Aktariminda In-vitro Model Sistemlerin
Onemi

Dog. Dr. Banu Balci1 Peynircioglu

H.U. Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dal

Genetik alanindaki gelismelere paralel olarak bu alanda paradigma degismis ve
daha biitiinctl bir yaklasimi olan genombilim teknolojileri 6n plana ¢ikmistir.
Genombilim teknolojileri yapisal genombilim, islevsel genombilim ve
karsilastirmali genombilim gibi alt alanlara ayrilmaktadir. Genombilimin
kullandig1 teknolojiler, hastaliklarin erken tan1 ve tedavisine yoénelik
yaklasimlarin gelismesine olanak sagladigi icin giintimiizde ‘kisisellestirilmis tip
- personalized medicine’ veya daha glincel tanimiyla ‘6ngorisel tip - presicion
medicine’ kavramina 6nemli katkilar saglamaktadir.

Genetik hastaliklardan sorumlu genlerin islevlerini ve fenotipe etkilerini
inceleyen, islevsel genombilim analizleri ic¢in izledigimiz yol haritasi
diistiiniildiigiinde, bilimsel arastirma stratejisi ac¢isindan da ilk olarak
planlanmasi gereken hiicre kiiltiirlerinin kullanildig1 in-vitro model sistemlerin
olusturulmas1 asamasidir. Bu sekilde hiicre diizeyinde 06zelikle tek gen
hastaliklarinin patogenezine ve olasi tedavi yaklasimlarina yonelik temel
arastirmalar yapilabilmektedir. Model sistem olustururken hastalardan elde
edilen primer hiicreler veya hiicre hatlar1 kullanilabilmektedir. Bu farkli hiicre
tiplerinde c¢ogu zaman genetik manipiilasyon (ilgili genin fazladan ifade
ettirilmesi overexpression- gain of function, ilgili genin susturulmasi knock
down- loss of function, ilgili gende mutasyon olusturulmasi,
transdiferansiyasyon, miRNA ifadesinin  susturulmasi/arttirilmas:1  gibi)
yapilarak, calistigimiz hastalikla iligkili model sistemlerimizi olusturmaktayiz.

Ozellikle hiicresel diizeyde mekanizmalara 151k tutmak amaciyla kullanilan in-
vitro model sistemler kullanilarak yapilan genetik veya epigenetik temelli
sorulara cevaben planladigimiz islevsel analizler ile; hiicresel patolojinin
molekiiler seviyede anlasilmasi, genotip-fenotip iliskisinin kurulmasi,
hastaliklarla iligkili yolaklar ve ila¢ hedeflerinin belirlenmesi, aday biyobelirtec
kesfi, ila¢c aday1 molekiillerin taramasi miimkiin olabilmektedir.

Son yillarda arastirmalar hastaliklara sebep olan ortak mekanizmalar ¢6zme
yoniinde yogunlasmis olup, ‘commanality’ olarak da tanimlanan patolojiye sebep
olan bu ortak noktalar ¢oziilebilirse, benzer mekanizmalarin devreye girdigi
hastaliklarda erken ve 6ngoriisel tip (precision medicine) yaklasimi ile ¢ok daha
fazla hasta icin faydali bir siire¢ izlenebilecektir.

Anabilim dalimizda 6zellikle nadir hastaliklar konusunda, genombilim
ciktilarindan yola ¢ikarak yapmis oldugumuz bu arastirmalar ile translasyonel
tip kavrami ve 21. yuizyill tip paradigmalar acisindan olduk¢a 6nemli olan
ongortsel tip kavramina katki sunmaya ¢alisiyoruz. Bu bilgiler 1s181inda daha iyi
ve hizli tani koyabilmeyi, ortak yolaklarin analizi ile daha iyi hastalik
siniflandirmalarini, ve daha etkin tedavi yontemlerinin bulunmasini
hedefliyoruz.
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Yapisal Genombilim -
(Structural Genomics) Karsilastirmali Genombilim
(Comparative Genomics)
Islevsel Genombilim
(Functional Genomics)

Yentigenlenn Farkli tarlerin genomlarinin
haritalanmasi, . in:g
incelenmesi ile genom
Genlerin iglevieri
ve fenotipe etkileri

genlerin izolasyonu, i e
genom dizi analizleri organizasyonlarinin evrimi
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GENOMBILIM

ISLEVSEL EENOMBILIM

In-vitro model sistemler
(Hiicre kiiltiirii modelleri)

Biyolojik drnekler
N (DNA, doku, hiicre vb.)
- ile yapilan galismalar
et Bneckaiay ‘& Kinik kayitiar
llag / molekiil # Taze doku 4 Biyobanka
enetik manipi - doky T

Islevsel genombilim teknolojiler
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Yeni hiicresel yolaklar
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Yeni biyobelirtegler
I Yeni tani/ tedavi hedefleri
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In-vitro Model Sistemler- Hiicre Kiltiirii

1) Primer hiicreler; 1) Hiicre hatlan;

» Hucrelerin immortalizasyonuyla veya
kanser hicrelerinden tretilir.

> Genetik manipilasyon igin tercih
edilen hicrelerdir.

» Koken aldigi dokunun
ozelliklerini yansitmayi strdurar.

> Hastalara ait hiicreleri
bankalamamiza olanak saglar.
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In-vitro Model Sistemler- Hiicre Kiiltiirii
)

Hiicre hatlan;

I) Primer hiicreler;

|

NS
insan Primer Fibroblast Hiicreleri
(SMA/Gaucher/DMD/LGMD2/PD/Kont
rol)
insan Primer Miyoblast Hiicreleri
(LGMD2/ DMD/ s-IBM/ h-IBM/
MCMD)
Insan Schwann Hiicreleri .
Preadiposit Primer Hiicreleri (Insan/
Sigan)

insan Servikal Karsinoma Hiicre h.

HeLa
C2C12 Fare Miyoblast Hiicre h.

COS7 Maymun Bébrek Fibroblast Hiicre h.
THP1  insan Akut Monosit Lésemi Hiicre h.
J774 Fare Makrofaj Benzeri Hiicre h.

HEK 293 insan Emriyonik Bobrek Hiicre h.
HL60 insan Promiyositik Lésemi Hiicre h.
PC12  Sican Pheochoromocytoma Hiicre h.
3T3-L1 Fare PreadipositHiicre h.

SW-982 insan Sinovial Fibroblast Hiicre h.

A

L %"
NARKSANARNE

insan Primer Nétrofil Hiicreleri
Insan Primer Miyoblast Hiicreleri

daku)
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In-vitro Model Sistemler- Hiicre Kultiirii
| Genetik J

Epigenetik |

T croRA,Sinds to mANA amdbiochs proten sssembty.

s onorem

v

www.hacettepe.edu.tr

In-vitro Model Sistemler- Hiicre Kiiltiirii

Genetik Manipulasyon

Vektdr kasetlerinin hazirlanmasi

ilgili genin fazladan ifade gain of
ilgili genin susturulmasi (knock down- loss offunctlon)

ilgili gende mutasyon olusturulmasi (in-vitro mutagenez)
Transdiferansiyasyon

miRNA i

TR

ttirimasi.

Ornek calismalar;

v Overexpression: MEFV geni mutant formlari (AAA), ASC geni (inflamazom- AID), PSTPIP1
(PAPA sendromu), ABPP geni (s-IBM),

v siRNA: MEFV geni susturuimasi (AAA), SMN geni susturulmasi (SMA),
v shRNA: KIf5 geni susturulmasi (Kas farklilagsmasi)

——— .
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In-vitro Model Sistemler- Hiicre Kiiltiirii

» Hastalikta gorulen hicresel patoloji in-vitro kosullarda
modellenir;

Tal 1 T K 1. ]
s i

(ilasyon analizleri, kantitatif RNA-protein analizleri, mikrogip
n}ﬁlom profili, protein yerlesimi, protein islev-regiilasyon
romatin etkilesimi, canli hiicre gérintuleme vb.)

(gen/?en disi dizi iglev-i
temelli epigenomitransi
anallzlen Iprotein-proteit

Hucresel patolojinin molekiler seviyede anlagiimasi,
Genotip-fenotip iligkisinin kurulmasi,

Hastaliklarla iligkili yolaklar ve ilag hedefleri,

Aday biyobelirteg kesfi,

ilag aday1 molekiillerin taramasi.

(X X X X2
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In-vitro Model Sistemler- Hiicre Kiiltiiri
Hastalikta gorulen huicresel patoloji in-vitro kosullarda modellenir;

» Lizozomal depo hastaliklarinda- otofaji modeli, lipid birikimi modeli,
» Protein birikimlerinin oldugu hastaliklarda- Amiloid modeli,

> Inflamatuvar hastaliklarda- Sitokin salinimi, hiicre gécti modeli,

» Hucre 6lumu artisi gorilen hastaliklarda- Apoptoz modeli.

» Norodejeneratif hastaliklarda-néronal farklilasma modeli

» Kas hastaliklarinda-miyojenik farklilasma modeli, mitokondriyal

stres modeli...vb.
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In-vitro Model Sistemler- inflamasyon Grubu
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In-vitro model in ku arasi

Proje: - ASC proteininin (‘Apoptosis-associated speck like protein with a CARD") , ailevi Akdeniz
atesi (AAA) hastalarinda gériilen AA tipi amiloid gelisimi tizerindeki etkisi (HU BAP)

- Amiloid hiicre modelinde ASC proteininin AA tipi amiloid patogenezindeki fonksiyonu (TUBITAK);

Tibbi Biyoloji AD.
Gocuk Sagigi ve Hastalikian AD. Romatoloji Unitesi
Gocuk Saghgi ve Hastalikian AD. Patoloji Unitesi

HACETTEPE
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EBM
Experimental Biology and Medicine

Expression of ASC in Renal Tissues of Familial Mediterranean Fever Patients with
Amyloidosis: Postulating a Role for ASC in AA Type Amyloid Deposition
Banu Balci-Peynircioglu, Andrea L. Waite, Philip Schaner, Zihm Ekim Taskiran, Neil
Richards, Diclehan Orhan, Safak Gucg'me‘cazz Ozen, Deborah Gumucio and Engin

ilmaz

233:1324-1333
— ~—w

Exwerimental Biologv and Medicine 2008
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Proje: - Pyrin ve pyrin ile iligkili proteinlerin hiicre géct tizerindeki etkisinin arastiriimasi (TUBITAK)

- Pyrin pi hicre

i iglevinin arastirimasi (TUBITAK).
YelizZ. Akkaya- Ulum- Yiiksek Lisans Tezi (2013)- Hucre Gogli Surecinde Pyrin-PSTPIP1

lligkisinin Incelenmesi
L ma

—)

Kemoatraktan
MLP.

J

Tibbi Biyoloji AD.
Gocuk Saglgi ve Hastalikiari AD. Romatoloji {
Tibbi Biyofizik AD.

J/Ca/cem boyamasi
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In-vitro model in kullanildig disiplinlerarasi In-vitro model in g -arasi

Proje: - Pyrin ve pyrin ile iliskili proteinlerin hiicre gécti Uizerindeki etkisinin arastirimasi (TUBITAK)
Pyrin proteininin inflamatuvar hiicre gégtindeki islevinin arastirimasi (TUBITAK).

YelizZ. Akkaya- Ulum-Yiiksek Lisans Tezi (2013)- Hucre Gogu Strecinde Pyrin-PSTPIP1
lligkisinin Incelenmesi
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Cell Biology Interational ISSN 1065-6995
doi: 10.1002cbin. 10514

RESEARCH ARTICLE

Pyrin—-PSTPIP1 colocalises at the leading edge during cell migration
Yeliz Z. Akkaya-Ulum', Banu Balci-Peynircioglu’, Nuhan Purali? and Engin Yilmaz'*

1 Department of Medical Biology, Faculty of Medicine, Hacettepe University, Sihhiye, Ankara 06100, Turkey
2 Department of Biophysic, Facuty of Medicine, Hacettepe University, Ankara, Turkey
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Proje: - Pyrin ve pyrin ile iligkili proteinlerin hiicre gécu Uzerindeki etkisinin arastirimasi (TUBITAK|

Pyrin proteininin inflamatuvar hiicre gégtindeki islevinin arastiriimasi (TUBITAK).

Edibe Avci- Yiiksek Lisans Tezi (2016)- Ailevi Akdeniz Atesi Hastalarinda inflamatuvar Hiicre
Géguntn incelenmesi.
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siRNA Teknolojisi ile Gen Susturulmasi

- o awokDa
. Pyrin

S ey e = & 0GPl
Pyrin susturulmasiniiHRPaFBL iizerindeki etkisi

Profile

Intensity

Proje: Ailevi Akdeniz atesi patogenezinde MEFV gen ifadesinin duzenlenmesinde rol oynayan
miRNAlarin belirlenmesi. (TUBITAK)

Yeliz Z. Akkaya- Ulum- DoktoraTezi- Ailevi Akdeniz Atesi Hastaliinda Gériilen inflamasyon
Surecinde Rol Alan miRNA'larin Tanimlanmasi
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In-vitro model in arasi

SIMEFV control

= oR
* Homorygote paicats (MOHVMER) i 20859 554 0000
L - coatols hsa-miR 29% 329 0000
! hsa-miR 196 260 0000
hsa-miR.30e 2ns 0000
» hsamiR 197-3p o 0000

® hsa-miR-1308 0425 0.000 Sitokin Salinimi Modeli
Heterozygote patents (MGOAV/) p——— 2745 000
5. hesthy camiers (MOPAV/) heamiR 1226 16096 0000
hamRDSS 10412 000

hsa-miR578.3p 3953 0000 PO

b2 miR 197 3 e
hea-miR-4298 3326 0000
hsa miR 941 3ou1 0000
hoami- 1826 0176 0000

Hiicre Gcli Modeli
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Alteration of the microRNA expression profile in familial
Mediterranean fever patients

Y.Z. Akkaya-Ulum', B. Balci-Peynircioglu', O. Karadag?, F. Kara-Eroglt®,
U. Kalyoneu’, S. Kiraz’, A 1. Ertenli’, S. Ozen®, E. Yilmaz'*

Ciinical and Experimental Rheumatology 2017
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In-vitro model sistemlerin kullanildigi disiplinlerarasi ¢aligmalar

Proje: SSS tutulumu olan Behget Hastalarinin serumlarinda beyin dokusuna 6zgtil otoantikor
varhg@inin arastirimasi. (HU BAP)

brain eye scrotal skin

cultured neuron

patient serum

NF-M
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In-vitro model sistemlerin kullanildig: disiplinlerarasi ¢alismalar

« Proje: ‘A comprehensive clinical and experimental approach to personalized molecular medicine
in patients with defined and undefined autoinflammatory disorders’ (E-Rare Joint Transnational
Call for Proposals 2015 "Transnational Research Projects on Rare Diseases).

R i i modl iststerte:
mﬂm Anti-miR'ler
Kazsanai- Oligo MIRNA'lar

Sitokin Salinimi Modeli

“‘ % Apoptoz Modeli

Hiicre Gagii Modeli
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Contents lists available at

Journal of Autoimmunity

journal homepage

Behget Disease serum is immunoreactive to neurofilament medium
which share common epitopes to bacterial HSP-65, a putative trigger

S. Lule *"-2, ALL Colpak "2, B. Balci-Peynircioglu
U. Kalyoncu , A. Can “, N. Tekin °, D. De

Y. Gursoy-Ozdemir
p °, T. Dalkara

. S. Peker ©,

Contents lists available at

Data in Brief

journal homepage:

Data Article

Data of indirect immunofluorescence labeling
of the mouse brain sections with sera from SLE
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In-vitro model sistemlerin kullanildig: disiplinlerarasi ¢caligmalar
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The effect of N-acetylcysteine and calcium hydroxide on TNF-c and
TGF-B1 in lipopolysaccharide-activated macrophages
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N-acetylcysteine on MMP-2, MMP-9, TIMP-1 ve
TIMP-2 in LPS-stimulated macrophage cell lines

In-vitro model sistemlerin kullanildig: disiplinlerarasi ¢alismalar

Proje: Parkinson Hastaliginda Genotip Analizi ve Fonksiyonel Calismalar. (HU- Luxemburg Centre for Systems
Biomedicine ikl isbirligi projesi)
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In-vitro model sistemlerin kullanildig: diger disiplinlerarasi caligmalar

Proje: Otoinflamatuvar hastaliklarda hiicre gégu strecinde inflamazom bilesenlerinin incelenmesi.
Tayfun H. Akbaba - Yiiksek Lisans Tezi

il .
Gocuk Sagigi ve Hastalilan AD. Romatoloji Unitesi
Dahiiye AD. Romatoloji Unitesi

Proje: Ailevi Akdeniz Atesi (AAA) Hastaliginda Belirlenen miRNA'arin Dolasimdaki Varliginin Eksozomlar
Uzerinden Arastiriimasi
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Proje: Néromuskiler Hastaliklarda Hedefe Yonelik Tedavide Mitokondriyal Mikro RNA Biyobelirteglerinin
Tanimlanmasi
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Genetigi Degistirilmis Farelerde Hastaliklarin Modellenmesi
Dog. Dr. Aytekin Akyol
H.U. Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dal

Genetigi degistirilmis fareler saglik alanindaki arastirmalarda oldukc¢a yaygin
olarak kullanilmaktadir. Transgenik fare modellerinin kullanilmasi sayesinde
tirler arasi bulgularin teyid edilmesi, biyobelirte¢ kesfi, tan1 ve tedavi
alternatiflerinin gelistirilebilmesi icin klinik 6ncesi arastirmalarin yapilmasi
mimkiindiir. Neoplastik ve genetik hastaliklar 6rnek olarak ele alindiginda; altta
yatan temel mekanizmalar, birisinde somatik digerinde ise germline
mutasyonlardir. Ozellikle yiiksek c¢iktih sekanslamalar sayesinde bu tiir
hastaliklara neden oldugu diisiiniilen bir¢ok aday gen kesfedilmektedir. Ancak
bu bozukluklarin fonksiyonel deneyler ile ileri arastirilmalarinin yapilmasi
gereklidir. Transgenik ve molekiiler teknikler sayesinde istenilen degisikliklerin
istenilen doku veya hiicrede, istenildigi zamanda yapilmasi (Cre/LoxP, tet on/off,
CreERT2 gibi) miimkiindiir. Bu tarz hipotezlerin test edilmesi kapsaminda bazi
modellerin sifirdan olusturulmasi, bir kisminin ise varolan modellerden temin
edilmesi gerekebilmektedir. Ozellikle genom degisikliklerinin ¢ok kolay olarak
yapilabildigi CRISPR/Cas9 teknolojisi gibi yeni yontemler sayesinde bu alandaki
gelismeler inanilmaz derecede hizlanmistir. Detayli hastalik modellerin
olusturulmasi, saklanmasi, laboratuvarlar arasi ve iilkeler arasi transferleri icin
detayli prosediirler ve wuygun altyapt ile insan kaynaklarina ihtiyag
duyulmaktadir. Gelismis lilkelerde hastalik modelleri transgenik fare
merkezlerinde {iretilmektedir. Ozellikli ve farkh disiplinlerden uzmanlk
alanlarina ihtiya¢ duyulan hizmetlerin sistematik olarak siirdiiriilebilir ve bir
arada verildigi entegre arastirma komplekslerinin (miikemmeliyet merkezleri)
sayisi diinyada her gecen giin artmaktadir. Ulkemizde de bu tarz merkezlere
ihtiya¢ duyulmaktadir.

Hacettepe U
Biyomedikal problem;
* Genom nasll ¢aligiyor, hastaliklar nasil olusuyor? Yeni tani ve tedavi
yontemlerinin klinik 6ncesi hastalik modellerinde test edilmesi...
* Hipotezler...
Genetigi Degistirilmis Farelerde Hastaliklarin Modellenmesi * Peki hangi hipotez gergek?
Dr. Aytekin AKYOL
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Patoloji Anabilim Dali
Hacettepe Universitesi Transgenik Hayvan Teknolojileri Uygulama ve Arastirma Merkezi
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Genetigi Degistirilmis Farelerde Kanser Modellerinin Olusturulmasi
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Genetigi Degistirilmis Fare Kanser Modellerinin Kullanim Alanlari

Environmantal Cancer-gene discovery
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Imaging Therapeutics

Cheon D-J, Orsulic S. 2011.
Annu. Rev. Pathol. Mech. Dis. 6:95-119

Transgenik fare;

entegrasyonu ile 1980'de yapilmistir.

Gordon et al, 1980. PNAS

ilk transgenik fare, HSV ve SV40 viral DNA'lar igeren rekombinant pBR322 bakteri

plasmidi dollenmis fare oosit pronukleusuna mikroenjekte edilerek fare genomuna
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Cre/LoxP Sistemi
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Kolon Spesifi ile i Kolon Epitelinde Cr i kaseti
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Cancer
Research

Hinoi T, Akyol A et al, 2007

Dollenmis Fare Embryosuna DNA Enjeksiyonu

Hacettepe U. ik Transgenik Farelerin Genotiplenmesi ve Fenotiplenmesi (2012)
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Kiitle Spektrometrisi ve Biyomedikal Uygulamalari
Dog. Dr. Omiir Celikbigak
H.U. Fen Fakiiltesi Kimya Béliimii Fizikokimya Anabilim Dali

Kiitle spektrometrisi (mass spectrometry, MS) benzersiz hassasiyeti ve diisiik
tayin sinirlar1 nedeniyle kimyasal analizin gerekli oldugu her asamada diger
analitik metotlarin olduk¢a 6niine gecmis ve farkli uygulama alanlarinda en
yogun kullanilan analiz tekniklerden biri haline gelmistir. Kiitle spektrometrisi,
1980’li yillara kadar, kiiciik organik molekiillerin karakterizasyonu icin temel
analiz yontemi olarak kabul gérmesine karsin, biliyiik molekiillerin (6zellikle
protein, DNA ve kompleks karbonhidratlar) parcalanmadan iyonlastirilmasi ve
gaz fazina gonderilebilmesi konusunda yeterli basar1 saglayamamisti. Ancak son
30 y1l igerisinde iyonlastirma, iyonlarin ayrilmasi, tayini, verilerin toplanmasi ve
islenmesi konularinda olaganistii bir hizla ilerleyen kiitle spektrometrisi,
tamamen yeni enstriimanlarin ve uygulamalarin gelistirilmesine Onciiliik
etmistir. Glinlimiizde yumusak (soft) iyonlastirma teknikleri sayesinde, yiiksek
molekiill agirhgina sahip molekiiller (6rnegin proteinler, peptitler,
oligoniikleotitler, karbonhidratlar, sentetik polimerler ve biiyiik anorganik
kompleksler vd.) biitiinlikleri bozulmadan (intact) yiiksek dogruluk ve
kesinlikle analiz edilebilmektedir. Makromolekiillerin analizlerinde en verimli
yumusak (soft) iyonlastirmayi, ESI-MS (electrospray ionization-mass
spectrometry) ve MALDI-MS (matrix-assisted laser desorption/ionization-mass
spectrometry) teknikleri saglamaktadir. Tiim bunlara ek olarak ESI ve MALDI-
MS ile kovalent olmayan (noncovalent) etkilesimlere dayali makromolekiil
kompleksleri de tayin edilebilmekte, bu komplekslerin kararhliklari,
stokiyometrileri ve etkilesim bolgeleri belirlenebilmektedir. Genom cagi
sonrasinda, tip ve biyolojinin bircok alaninda, proteomik ve metabolomik
calismalar daha popiiler hale gelmis ve kiitle spektrometrisi bu “omik”
yaklasimlar icin faydali olmanin 6tesinde, temel analiz yontemi haline gelmistir.
MALDI-goriintilleme (imaging) ve bazi ¢ok boyutlu analiz metotlarinin kiitle
spektrometrisi envanterine katilmasiyla yasam bilimleri kapsamindaki
arastirmalara farkl bir ivme kazandirmistir. Kiitle spektrometrisi giintimiizde de
biyolojik sistemler icerisindeki kompleks etkilesimlere odakli calismalarin
gerceklestirilebilmesi icin, arastirmaci beklentilerini kapsamli bir sekilde
karsilayan teknolojik gelisimini hizla stirdiirmektedir.
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Kiitle spektrometrisi nedir ?

Multidisipliner Cok amagli Analitik Teknik

Bu teknikte ilk olarak olgiilmek i lar/molekiiller gaz

fazinda iyonlar haline getirilir ve daha sonra kiitle/yiik (m/z) oranlar
tayin edilir.

MS ile hangi tiir maddeler tayin edilebilir?

Giiniimiizde farkl tiirdeki birgok madde MS ile tayin
edilebiliyor...

 Elementel turler (ICP-MS)

« Organik molekuller (ilaglar, petrol tirevleri, metabolitler vs.)

« Anorganik bilesikler ve mineraller

« Sentetik polimerler (tanimlama, molekil agirhg dagilimi)

« Proteinler, peptitler (tanimlama, dizileme, miktar tayini,
kompleksler)

« DNAve RNA, Oligonukleotitler

« Lipitler, Karbonhidratlar vb.

Protein Sequencing
and entification
Using Tandem Mass
Spectrometry

MEDICAL APPLICATIONS
MASS SPECTRQMETRY

. ometr
Integrated Sirategies Proteomics
Drug Discovery
Using Mass Spectromelry

Advancements
of Mass
Spectrometry
in Biomedical

Imaging Mass

n FORENSIC
APPLICATIONS
OF Spectrometry

5 Mass
SPECIROMETRY

Bir Kiitle Spektrometrenin Bilesenleri

Turbo pompalar
| Yiiksek Vakum I— Difiizyon pompalar
Rotary

1

Ornek iyon Kiitle " .
| Girisi |—| Kaynagi |—| Ayinici HDedektorHBulglsayarI
Ornek Plakas MALDI Time-of-Flight Microch plate Windows
Prob EsI Quadrupole Elgctron Milt. Linux
HPLC FAB lon Trap Hybrid Detec. Mac 0OS
Ge LSIMS Mag. Sector
Kati Prob El/cl Cyclotron
Dogrudan DART
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Lazer Asindirma-Kiitle Spektrometrisi
“Laser Ablation-MS”

Biyolojik Kiitle Spektrometrisi

(Dev molekiillerin Kiitle Spektrometrisi) 2002-Nobel

Kimya Odiilt

-

v' Electrospray lonization (ESI)

v Matriks-Assisted Laser
Desorption/lonization (MALDI) JohnBennett: Fenn
ESI (1989)

Birlikte kullanilan kiitle ayirici tiirleri:

+Quadrupole (Q)

+lon Trap (IT)

Time-of-Flight (TOF)

+Fourier Transform lon Cyclotron Resonance (FT-ICR)

Koichi Tanaka
MALDI (1985)

Elektrosprey lyonlastirma (ESI)
Kiitle Spektrometresi (MS)
ESI-MS

Genellikle LC-MS ve/veya LC-MS/MS si lerinde kullaniimaktadi

ESI Ktitle Spektrumu ~ 150000 Da (1gG1)
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Kovalant olmayan (noncovalent) kompleksler

ESI bir yumusak iyonlastirma (soft ionization) teknik oldugu i¢in kovalent olmayan
komplekslerde tayin edilebilir
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Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
Mass Spectrometry
MALDI-MS

(Matriks-yardimli Lazer Desorpsiyon/iyonlastirmal
Ktitle Spektrometrisi)

MALDI Ornek Hazirlama ve lyonlastirma
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Kiitle Spektrometrisi ile protein/peptit tanimlama

in biyolojik olarak 8n-i irilmesi
(organlar, dokular, hiicre esitleri, hiicre igi bilesenleri)

|

r’_/— Protein Ekstraksiyonu T‘

Kromatografik Enzimatik veya
Fraksiyonlama kimyasal pargalama

|

Enzimatik _.‘ Gokboyutlu Sivi Kromatografi (LC)
pargalama

=N\ /

Kiitle Spektrometrisi
ESI &/veya MALDI

Uygun affinite ajanlanyla |
hedefe yonelik isaretleme

2-BJel

Elektroforez
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Elektroforez

Enzimatik Enzimatik
parcamala Pav9alama
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Protein tanimlama:
(Peptide Mass Fingerprinting, PMF)

intact peptide
protein fragments

MEMEKEFEmDKSGSWAAwonlRHEAsnFPCRVAKLm
@'KLHQEDND)‘INASLIKMEEAQRSYILTQG LPNTCGHFWEMVW
VMLNR i KGAQY DTNLKLTLISEDIK
MILHFHYTMFDFGVPEﬁPASFLNFLFKVRE
SGSLSPEHGPWVHCSAGﬁRMPssvaKw
LEMRKFIMGDSSVQDQWKELSHEDLE
RIL 1 QWVKEETQEDKDCPIKEEK
GSPLNAAPYGIESUSQDTEVRSRVVGGSLREAQAASPAKGEPSLPEKDED

HALSYWKPFLVNMCVATVLTAGAYLCYRFLFNSNT

Protein tanimlama:
peptit kiitle listelerinin elde edilmesi

Biitiin Peptit
protein pargalari

s (/2

g,

MS spektrumundaki verilerinin iglenmesi -
900.3921

1083.5423
1265.6489

1394.7688

Peptit pargalarina ait kiitle listelerinin 1507.7522
olusturulmasi 1542.0116

1777.1544

Protein tanimlama sonuglarinin veritabanindan
bulunmasi...

. MASCOT Server..
Accession  Mass  Score Description
1. BGAL ECOLL 116278 270 (P00722) BETA-GALACTOSIDASE (EC 3.2.1.23) (LACTR
oE 123234 5 (P20825) RETROVIRUS-RELATED POL POLYPROTEIN FRON
0428 51 (QO0313) DN TOPOISONERASE I (EC 5.92.1.2)
50674 S0 (Q58285] YPOTRETICAL PROTEIN RJO375
3 87977 45 (PS7543) ATP-DEPENDENT PROTEASE LA (EC 3.4.21.53
|
[rocn Sonnaey Repore
* SwissProt
* NCBInr
* EMBL
« ve diger veritabanlar
kullanihr.

MALDIimaging (Gérintileme)

Kriyostat ile dondurulmug

doku kesiti -
Doku kesitinin MALDI
/- plakasina yerlestirilmesi
l 7 MALDI plakasi iizerine
@ 3 matrisk puskiirtiilmesi
I
2 MALDI plakasinin MS
MALDI-MS @ ile analizi

profili
N /

MALDI
Goriintiileme

sz

Fare beyni kesitinde baz lipitlerin MALDI imaji (Ust sira, 100 um ¢ézunurlik) ve
proteinler (alt sira, 200 um ¢ozunirluk). Her imaj sekilde gosterilen kitle/yiik
degerine aittir.
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“MALDIimaging” ile Parmak izi Analizi

“Dogrudan analiz”
Kokain vialine temasdan
hemen sonra

“4 saatsonra”
(3x el yikama sonrasi)

“24 saatsonra”
11x el yikama sonrasi

http://www.chemeurope.com

Kokainile kontamine
olmus birytizeye
pamagiyla dokunan
bir kisinin parmak
izinden MALDI-
imaging analizi.

MALDI mikroorganizma tanimlayici (Biotyper)

* Mikroorganizmalar hizli ve gtivenilir bir
sekilde dakikalar iginde
tanimlanabilmektedir.

-

Alinan numune
MALDI plakasina
noktasal olarak

Bilinmeyen
iksoomgomis

MALDI yazilimina entegre
bir program vasitastyla tiir
tanimlanir...

-

MALDI-TOF kiitle spekturumu:
Proteomik parmak izi elde edilir

-— Analyst
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EGDMA)) beads were prepared

(mp(HEMA-
y suspension polymerization. The beads were grafted with poly (h, e

« MALDI ydnteminin tayin siniri femtomol seviyelerinin bile altindadr.

* 10*seviyesinde “Staphylococcus aureus” hiicrelerinin eklenmesini takiben, ortama salinan
“vankomisin” miktarinin kinetik degisimi MALDI-TOF-MS ile dogrulanmistir. Bu yontem UV
absorbans vb. yontemlere gore ¢ok daha duyarhdir.

(pHPMA) and used for el Tgth DanC MOy R B
polymer hydrophilic. Synthesized beads were characterized by swelling stadics, Fourier transform infiared spectroscopy (FTIR),
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enzyme was alkyne-functionalized for conjogation with azide-modified magnetic beads via click reaction. ‘The Kinetic constants
(K, and V,,,) were determined by measuring iniial reaction rates using the arcificial chromogenic substrate thq,i D
arginine 4-nitroanilide hydrochloride (BAPNA). The optimal pH value for the immobilized enzyme was

10 fee enayme. The mobilzed trypsin possessed much higher therma sablly than the fee enzymme. iaaly te Immobilsed
enyme was placed in a microbiorcactor for cficient proteolysis of model proteins, namely, bovine scrum albumin (BSA),
Iysozyme, and cytochrome . The immobilized trypsin in the microbioreactor provided 2 promising platform for model protein
identification and was confirmed by matrix-assisted laser desorption/ionization time-of flight mass spectcometry (MALDL-Tok
MS) analysis.
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Kiiciik Molekiillerden Biyolojik Makromolekiillere Kristal Yap1 Analizi
Prof. Dr. Siiheyla Ozbey
H.U. Miithendislik Fakiiltesi Fizik Miihendisligi Béliimii

Makromolekiillerin  lg¢-boyutlu yapilarinin elde edilmesinde: X-isinlari
kristalografisi, elektron ve nétron difraksiyonu ve NMR spektroskopisi gibi deneysel
teknikler kullanilir.

Makromolekiiler kristalografi proteinler, viriisler ve niikleik asitler (RNA ve
DNA) gibi biyolojik molekiillerin yapilarinin = 54’den daha yiiksek ¢oziiniirliikte
aydinlatilmasi icin kullanilan en yaygin tekniktir. Bu yliksek ¢oziliniirliik yasayan
hiicre ve organizmalardaki makromolekiillerin fonksiyonlarinin anlasilmasina
yardimc1 olur. Protein molekiilleri denetimli kosullar altinda kristallestirilebilir;
kristal molekiillerin 3-boyutlu latis igerisinde diizenlenimlerinden olusur. Kristal
orglsu icerisinde esdeger konumlardaki atomlar tarafindan sagilan X-1sinlari
keskin siddetli noktalar olusturur (kristal difraksiyon deseni). Makromolekiiler
yap1 bu difraksiyon noktalarinin konum ve siddetlerinin analiziyle belirlenir.

Sunumda, kisaca s6z konusu X-1s1n1 kristalografisi teknigi anlatildiktan sonra
bitkilerden saflastirllan lektinler ile akrep venomundan elde edilen bir
norotoksik peptit ile yapilan kristal yap1 ¢alismalarina deginilmistir.

Kicik Molekillerden .
Biyolojik Makromolekillere OZET

Kristal Yap: Gozumu e Atomlari nasil goriiriiz?

“X-Isinlan Kristalografisi” e Tarihsel siireg
e Makromolekiiler Kristalografi
» Lektin proteinleri
> Akrep venom proteini
* XRD’nin Farmasdtik Uygulamalan

Sitheyla Ozbey

Hacettepe Universitesi, Fizik Mih. BSIumU 28 Kasim 2017

Neden X-Isinlan kristalografisi ? ) — . w

2 g = X-lsinlari kristalografisi:-Tarihsel siire¢—
(Isik) mikroskobu Kristalden X-151m1 difraksiyonu
~1895: X-Iginlarinin bulunusu, W.C. Réntgen
Film, detektor (Nobel fizik odiilii 1901)

Kirmnan 151k Goriintit Kirman

tginlan - X-tginlart » 1910: X-Isinlarimin difraksiyonu, M. von Laue
et (Nobel fizik édiilii 1914)
,,,,,, Kristal % »1912: Bragg kinmim yasasi W.H.Bragg & W.L. Bragg
Cisim L= (Nobel fizik 6diilii 1915)

g \

Xeigin tiibii

{ Bragg difraksiyon yasasi
Yansimalar Kristal diizlemlerinden ayni fazda sagilan X-iginlar
arasindaki yol farki 2dsin@, dalgaboyunun tam
katlarina (nl) esit oldugunda yapici girigim (kirinim)
gozlenir.

Sinirlan:
« Kristal 6zdes yonelimlerdeki gok

«Isigin dalgab dan dah:
21gin Calga0yUNLIN Yansincan cana sayida molekiilden olusur.

kiigiik aynintilari ¢oziimlemek fiziksel e en sl
olarak miimkiin degildir +Her bir molekiilden difrakte olan X- .
(goriiniir 1s1k A=400-700nm, atomlar isinlari kuvvetli yansimalar olusturmak

=~ 0.15 nm uzaklikta) lizere ‘toplanir’ (yapici girisim)

*X-iginlari (A =0.08-0.6 nm) merceklerle « Difraksiyon deseni kaydedilir,
odaklanamaz bilgisayar programlari kullanilarak
goriintiiniin yeniden olugturulmasi NaCl ve KCI' iin karinim deseni
saglanir 3 4

*Molekiiller ¢cok gok zayif sacicidirlar




> 1934:

ilk protein pepsin’in X-isini kristal-yapisi
J.D. Bernal & D. Crowfoot-Hodgkin

~ 1949-57: Penisilin, kolesterol, B-12 vitamini ve
insiilin yapilarinin ¢éziilmesi, D. Crowfoot-
Hodgkin (Nobel kimya odiili 1964 ) B

Sl

» 1953: DNA’nin cift helis yapisinin aydinlatiimasi,
F. Crick, J. Watson, M. Wilkins (Nobel fizyoloji/tip oddilii
1962)

Helical X

1953: Globular proteinlerin (Myoglobin ve hemoglobin)
yapisinin aydinlatiimasi , J. Kendrew & M. Perutz, (Nobel
kimya 6diilii, 1962)

Myoglobin'in 3D yapist

2009 : Ril yapisi ve
V. Ramakrishnan, T.A. Stela AE. Yonath

Teknoloji ile birlikte gelisen siirecte,

v'Sinkrotron X-1gini radyasyon kaynaklarinin gelisimi
v'alan detektorlii veri toplama cihazlan
v'krayokristalografinin gelisimi (80-120° K de veri toplama)

vkristal yiikleme ve veri topl. da robotik in kullanili
vfaz belirlemede yeni yaklasimlar
v'veri igleme, yapi ¢ i ve ant da kullanilan bilgisayar

yazilimlarinin gelistirilmesi
kristalografik yapi hesabinin etkinligini dramatik olarak arttirdi.

» Son yillarda, ¢esitli enzim-inhibitér komplekslerini de iceren
farkl yapilar atomalti rezolusyonda (0. 85A) gozuldu
Bu cal lar, ko- faktor I ve bagl
gibi imatik lardaki yap ozelliklerin
anlasilmasinda yeni katkilar saglamistir.

Makromolekuler Kristalografi =

Y

Molekiiler diizeyde bir proteinin iglevini anlayabilmek igin, lic boyutlu
yapisinin bilinmesine gerek duyulur.

Makromolekiillerin yapisi ve islevi hakkinda, gesitli teknikler farkh ve
birbirlerini tamamlayici bilgiler verir.

Protein molekiillerinin primer yapisi biyokimyasal yontemlerle, doérdiinciil
yapisi (quaternary) kiigiik agi X-1sin1 sagilmasi yontemi (SAXS) ve elektron
mikroskobu kullanilarak elde edilebilir.

ikincil (secondary) ve lglincil (tertlary) yapl hakklnda ayrlntlll bilgi
protein igi i atomlarin dii inin bi ini gerektirir.

Molekiillerin lig-boyutlu yapilarinin elde edilmesinde kullanilan
deneysel teknikler:

- X-simnlari difraksiyonu
- elektron ve nétron difraksiyonu
- NMR spektroskopisi
* Protein kristalografisi igin uygun tek kristaller gerekirken , NMR galismalan
sivi fazda yapilir. NMR 20 kDa’dan biiyiik olmayan molekiillerle sinirhdir.

__Yapisi ¢ozilen proteinlerin sayrsrlineer-olarak artmakfadir

2017 yiinda: 120791 yapi x-1sinlan kristalografisi
12061 yapi NMR
1792 yapi EM

ribosome

nuclessome

Structures
g

\\\\\\\\\\\\\\\\

W Xray

NMR [l Electron

http://www.rcsblorg

Protein kristalogrdfisinin temel adimlarn

1. Protein izolasyonu ve saflagtirnimasi
2. Protein kristalizasyonu
3. X-isini saciima siddetlerinin dlgiilmesi
4. Yapi ¢6ziimi (faz belirleme)
5. Elektron yogunlugu haritasinin yorumlanmasi
6. Molekiiler modelin aritimi
o H 3 — - =
HLLE -
Ada i

NG S »

X-tgint deneyleri

Yapisal analiz 10

-, S

1. Protein izolasyonu ve saflastinimasi

Protein 6rneginin safigi ve homojenitesi basaril bir
kristalizasyon i¢in zorunludur, ve bu baglamda
rekombinant DNA teknigi biiyiik bir bulus olmustur.

Ekspresyon vektorlerinde klonlanan genlerden elde
edilen proteinler, birkag saflastirma adiminda biiyiik
Olgiide homojen olacak sekilde saflastirilabilir.

Proteinlerin >%95 saf olmasi gerekir.

Minimum 5-10 mg ¢oziilebilir protein saglanmahdir.

2. Protein kristalizasyonu =~ ——

» Protein ¢ozeltisinden kristallerin yavasca
coktiiriilmesine dayanan bir deneme-yaniima islemidir

= Kristallesmeyi etkileyen temel faktorler:
- Proteinin safligi
- Protein konsantrasyonu
- Coktirme ajanlan (presipitanlar) (tuzlar, organik
reaktifler, PEG )
- Sicakhk, pH
= Kristalizasyon kosullarini belirlemek icin ilk olarak ticari
spars-matris tarama kitleri kullanilir
= Optimizasyon
= Buhar diflizyon yontemleri
- Hanging drop
- Sitting drop
= Manuel (24-well plate) veya robotla (96-well plate)

Kristal bUyUtme-Asili Damla Yonieml
damla
\

N R
cokelme

gekirdeklenme&blyime

[protein]

rezervuar ==
blytme

Asili damla: 1 pl protein gozeltisi+ 1 pl cozillebilir protein

rezervuar gozeltisi

Rezervuar: presipitant ¢ozeltisi [presipitant
(6r. 1 M NaCl or 30% PEG-4k)
Damladaki karisim rezervuar ¢ozeltisinden daha az k edir, bu

ylizden su damladan rezervuara dogru buharlasir.

[presipitant] ve [protein] konsantrasyonu buhar difiizyonu ile
yavasca dengeye ulasir ve damla icerisinde kristaller olusur.

rai-m™

High through-put (HTS) Kristalografi

Otomatik kristalizasyon
robotu: 96-well format
(100 + 100 nl damlalar)

Sivi azottan X-isini
demetine otomatik
Kristalizasyon Robotlar: kristal transferi
Pipetting robotlarla, cok sayida kristalizasyon kosulu

kisa bir siire iginde, az 6rnek kullanilarak test edilebilir.




3. X-1sin1 sacilma siddetlerinin 6Tt;ﬁﬁiési

- Laboratuvar (in-house) ya da sinkrotron X-igini kaynaklari
« X-1sin1 verileri dondurulmus kristallerden alinir (~100K)

3 \W
)
h Laboratuvar tipi
) toplama diizenegi
Kkristal x-igini 8lgtimleri

loop igine monte edilir g

Yilksek kaliteli veri toplama ok siddetli
sinkrotron X-igni iireten isin hatlarinda
yapilir

6r. ESRF, DESY, DIAMOND

European Synchrotron
Radiation Facility
Grenoble, France

4. Yapi t;ézijmijr(rfaz belirleme)ﬂr

Her bir difraksiyon noktasi, bir atomun konumuna ait
bilgi igerir !

plxyz) = % 575, F(hkl) expl-2 mifhx + ky + 2)]

Fourier transform

( Faz problemi )

Ham data: binlerce yansima siddetleri igerir Elektron yogunlugu

| 2 (< siddet); F in genligi deneyden bulunabilir ama bagil faz
il | olarak

N . e

Atomik modelin dogrulugu, kri

-1sinlanni difraksiyonu
sirasindaki maksimum ¢&: 10 i

rlik ile belirlenir

Atomik ¢oztintirlik

Yapilan Collié;ﬁdlorj
> Lektinler

Lektinler, yasayan biitiin organizmalarda bulunan ve karbonhidrat
baglayan proteinlerdir.

Lektin= haemagglutinin = agglutinin

Legere ‘se¢mek’

= Hiicreleri kiimelestirme, glikoproteinleri ¢oktiirme y kleri
vardir. Hiicrelerde olagan disi mitoz béliinmeye neden olabilirler

Molekiiler tanima pr

i ile ilgili gal larda model si I
olarak kullanihr

= Baaz bitkisel lektinler antiviral 6zellik gosterirler

- Soganl gigekler, boceklere ve otoburlara kargi savunma amagh
kullanirlar

I. Daffodil Lektin--Mannobiose Kompleksi—

Daffodil lektin (Narcissus pseudonarcissus lektin - NPL),
monokot manoz baglayan lektinler sinifindandir.
(Amaryllidaceae, Lilliacae, and Alliacae ailesi- kardelen,
zambak, ¢an cigegi....)

= Bu lektinler, kompleks glikanlara dogru biiyiik bir egilim
gosteren manozlar igin gok 6zel proteinlerdir.

NPL ‘in de benzer 6zelligi nedeniyle HIV‘nin hiicrelere
baglanmasini engelledigi gosterilmistir *

NPL Fetuin-agarose kolonu kullanilarak, ion-
exchange kromatografisi ile elde edildi.

Kristaller, saf NPL proteininden alinan 10-20ul (20 mM
a 1-3 Mannobiose igeren) damlaciklariginde, sitting
drop- buhar difiizyon yontemiyle biiyutildii.

*(Hester et al., 1995, Hester & Wright, 1996; Chantalat et al.,
1994; Wood et al., 1999) 19

NPL e

Daffodil soganlar

NPL kristalleri

Daffodil cigekleri

NPL Fraksiyonlarinin
jel elektroforezi (SDS PAGE)

X-gini difraksiyon verisi, SRS Daresbury
(UK) Labda 100 K’ de topland1.

NPL

Uzay Grubu
Hiicre boyutlart
Asimetrik birimi

€222, (no. 20)

a=72.00, b=102.01, c=74.37 A
2 lektin monomer (218 a.a.)

+ 6 a I-3 mannobiose

Hacim 546230.2 A%

Mr (Protein + Ligand) ~ 2x12199+6 x 342 Da NPL in iigiinciil
Rezolusyon 58.7-1.34 yapisi
R-merge 7.7%

Olgiilen yansima sayist 89154

Artimda kull. yansima 30200 }Q-V

Protein atomu 1716

Hetero atom 10

Seker atomu 138

Su molekiilii 202

PDB kod 3DZW

~Daffodil lektin molekiilii normal olarak
dimer seklindedir, asimetrik birimde iki
monomer bulunur.

~Her monomer (A ve B zinciri) 109
aminoasit ve 3 manoz molekiiliinden
olusur.

Kristalde

NPL in dérdiinciil yapis

Rt fA

Interface 1 tellerin degis-tokusu ile olugmustur
Interface 2 amaryllidaceae lektinlerde var olan bir
hidrofobik patch ile olugmustur

(Chantalat et al., 1996) .

Her ikisi de gok kuvvetlidir ve bu 6zel
etkilesmeler gozeltide de vardir. Boylece bu tiir
lektin familyasinda tetramerik yapi korunur .
Interface 3 iyoniktir ve yan tetramer kontaklari
arasindaki iligkide rol oynar.

e )

WY

PDB code : 3DZW

= =

Il. Lentil Lektin-Su

Lentil lektin (LCA) Lens Culinaris tohumlarindan affinity
kr grafi kullanilarak safl ildi

kro; Eompléksi

« Lentil lektin-sucrose kompleksinin kristalleri “sitting drop”
buhar difiizyon yontemiyle biiyiitiildii.

Saf lektin (7 mg/ml konsantrasyonda) esit hacimdeki presipitant
ile kanstinidi.

« Plaka-bigimli kristaller 293’ K de, iki hafta i¢inde elde edildi.

(precipitant : 40% MPD su icinde, 100 mM Cacodylate ve
50 mM sukrose, pH 6.5)

X-1g1n1 difraksiyon verisi, SRS Daresbury
(UK) Laboratuvarinda, rotasyon yontemiyle
ve ADSC Q4 CCD detektor sistemiyle,

100° K’ de toplandi.




LCA

C222, (no. 20)
a=55.06, b=81.3,
c=123.36 A

1 lektin monomer

(228 a.a.)+ 1 sukroz

Uzay grubu
Birim hiicre (A)

Asimetrik birim

M, (Protein/Protein+ligand) 23500/ 23951 Da i
Rezolusyon (A) 25.5-13 ‘C:i‘;\
R-merge 4.8% 1
Olgiilen yansuma 637527

Armtimda yansima 64795

Protein atomu 1758

Metal atomu 2

Seker atomu 23

Su molekiilii 285

Sukroz cevresinde
elektron yogunlugu

LCA 'in yapisi
Molekiil monomer seklinde.
Her monomerde iki polipeptit zinciri: alfa ve beta.
Alfa 181 aminoasit, beta 47 aminoasit igerir; 12 B-tabakasi vardir.
Her monomere, bir Ca+ ve Mn+ iyonu ile sukroz molekiilii baghdir.
Ca+ ve Mn+ iyonlari, Ala-Asp cis-peptit baginin stabilizasyonunda
etkin rol oynarlar. Bu bag LCA’in karbonhidrat tamima bélgesi igin
belirleyicidir. Sukroz molekiiliiniin glukoz kismi baglanma noktasinda
dogrudan lektine baglanir.

»Nérotoksik Peptid Acra3d —

Amino acid sequence of Acra3 in FASTA format:
1|TX30_ANDCR RecName: Full=Toxin Acra3;

MKIFLVLMMILSEVYSDRDGYPVHDGTNCKYSCDIREKWEY
CTPLCKRRNAKTGYCYAFACWCIGLPDE
VKVYGDDGIFCKSG

= Tek kristaller elde edilemedig

Triterpene Saponins from

Cyclamen trocopteranthum

Ghezala Mihci-Gaidi', Suheyla Ozbey”, llkay Orhan’,

Bilge Sener’, Tomofumi Miyamoto*, Jean-Francois Mirjolet”,
Olivier Duchamp®, Anne-Claire Mitaine-Offer', Marie-Aleth
Lacaille-Dubois.

1 Laboratoire de Pharmacognosie, Unité de Molécules d'Intérét Bio-
logique (U EA 3660), Faculté de Pharmacie, Université

de Bourgogre,
Department of Engineering Physics, Faculty of Engineering, Hacet

rsity, Ankara, Turkey
nt of Pharmacognosy, Faculty of Pharmacy, Gazi Uni-
kara, Turkey

ool of Pharmaceutical Sciences, Kyushu University

Dijon, France

Two new triterpene saponins (1-2) together with three known
in (4), and mirabilin (5 '

saponins, deglucocyclamin | (3), cyck
were isolated from the tubers of yclamen trocopteranthum. They
were elucidated as 3§-0-(4-0-{3-hydroxyl-3-methylglutaryl|-5
D-xylopyranosyl-(1 — 2)--D-glucopyranosyh(1 — 4)-|8-D-glu

Acra3’iin yapisal karakterizasyonunda copyranosyl{1— L-arabinopyranosyl}- 16a-hydraxy-13,
il insivigo ileri 28-epoxy-oleanan-30-al (1) and 3B-0-{4-0-[3-hydroxyl-3- >
L ‘methylglutaryl|--D-xylopyranosyl-(1 — 2)- |8-D-glucopyrano- g
= SAXS deneyleri Hamburg, DESSY-P12 syl<(1—6)}-B-D-ghucopyranosyl-{ 1 — 4)-|p-D-glucopyranosyl- AR ;i B3
E - 1-+2)}-a-L-arabinopyranosyl }-16a-hydroxy-20.30-lactone-ole-
BioSAXS 1sin hattinda yapild. 2). Their structures were characterized mainly by a S,
combination of 1D- and 2D-NMR techniques ('H-'H COSY Y VS
= Acra3’lin tahminiyapisinin kuramsal TOCSY, NOESY, HSQC, and HMBC) and mass spectroscopy. Sapo- *
olarak belirlenebilmesi amaciyla nins 1, 3, and 4 showed a weak cytotoxic activity when tested Ao
s " v MoloKilor against HT-29and HCT 116 tumor colon cancer cells N
_ Planta Med 201076 818821 8
— = o = -
X-igini difraksiyonu: Farmasétik Uygulamalar A — -
= \

Bir ilag etken maddesinin arastirma, gelistirme ve ila¢ formunda
pazara sunulma siirecinde X-iginlar difraksiyonu énemli rol oynar.

Bulus asamasindaki vygulamalar

= Tek kristal XRSD
-yapt :

yapi kesin ve giivenilir bilgi
oy

+ molekiiller arasi etkilesme

+ molekiiler diizenlenim

+ sicaklik titregim parametreleri

-polimorflarin taninmasi
Gelistirme ve Urefim asamasindaki vygulamalar
= Toz XRPD |

Faz analizi

i fazlarin
Kristalinite derecesi
Pargacik bilyiikligi
Polimorfizmve solvatomorfizm

tirevleri

Molekiillerin kristal igindeki
diizenlenimleri N —H--O/F ve N
H---S hidrojen baglari ve C — H---S
i i tarafindan

{ y yonetilmektedir.

2 inin da stabili
etkin bir rolii vardr.

molekiil i¢i hidrojen baglari, indol

bazone

diizlemsel tutmaktadir.

indol-thiosemicarbazone

2a harig, tiim molekiillerde C —H-- n

Ayrica, N-H--O and N-H -+ N

e-
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Tartisma Oturumu
Farkl Disiplinler “isbirligi Onerileri ve Paylagimlar1”
Oturum Bagkani: Prof. Dr. Seza Ozen

Universitemizde, genden isleve giden siirecte; -omik teknolojileri (genomik,
transkriptomik, proteomik, metabolomik, lipidomik), in-vitro ve in-vivo
model sistemler, biyobelirte¢ kesfi, biyoinformatik alanlar1 ac¢isindan
altyapi/insan kaynagi olarak olduk¢ca gilicli genombilim arastirma
platformlar1 bulunmaktadir.

Genombilim arastirma platformlar), fiziksel olarak ayr1 mekanlarda
bulunmakla beraber ¢alismalarin birbirine entegrasyonu ile sanal bir
genombilim ag1 mevcuttur.

Mevcut arastirma alt yapisinin iyilestirilmesi ve ileriye yonelik siirdiirtilebilir
yapinin olusturulmasi ile Hacettepe Universitesi genombilim alaninda ulusal
ve uluslararasi rekabet giiciinii artiracaktir.

Universitemiz biinyesindeki sanal genombilim agin1 somut olarak da bir
araya getiren Genombilim ve Nadir Hastaliklar Uygulama ve Arastirma
Merkezi (HUGEN) bulunmaktadir. Merkezin kurulma amaci; genombilim
teknolojileri altyapisinin etkin kullanimi ile nadir hastaliklarin tani ve
tedavisine  yonelik  temel arastirmalarin, klinik  uygulamalara
aktarilabilmesidir (translasyonel tip). Arastirma gruplarinin belirlenmesi, alt
yapilarin iyilestirilmesi ve ileriye yonelik ulusal ve uluslararasi rekabet giicti
yuksek strdiiriilebilir bir yapilanmanin olusturulabilmesi i¢cin Merkezin
translasyonel arastirma ve yeni tedavi yaklasimlari acisindan mevcut durum
analizinin ortaya cikarilacag1 fizibilite projesini yapmak bilyilik katki
saglayacaktir.

Nihai hedef olarak genombilim arastirma c¢iktilarinin yeni iirtin/teknoloji ve
tedaviye hizli olarak aktarimini saglayacak disiplinlerarasi is birlikleri
olusturulmahdir.



Geri Bildirimler

Siz degerli katilmcilarimizin toplantiya yonelik geri bildirimlerini alabilmek i¢in
hazirlanarak gorislerinize sundugumuz bes ana kritere gore ortalama
degerlendirme puanlariniz, hesaplanarak asagida verilmistir:

Puanlamaya esas alinan derecelendirme:
1-Cok yetersiz 2—Yetersiz 3—-0rta 4-lyi 5-Cok iyi

* Toplantinin disiplinlerarasi arastirma/is birligi acisindan degerlendirilmesi.
(4,51)

* Toplanti konusunun tniversitenin arastirma hedefleri ile uyumu. (4,38)

* Toplanti konusunun proje/Ar-Ge potansiyeli. (4,41)

* Toplanti bilimsel programinin degerlendirilmesi. (4.33)

* Toplantinin Tip ve Saghk Bilimleri ile Fen ve Miihendislik Bilimlerinin
isbirligine ivme kazandirma potansiyeli. (4,47)

Siz degerli katilimcilarimizin, Kisisel goriis ve oOnerileri asagida
siralanmastir:

“Toplantilar farkh disiplinleri bir araya getirmeleri ve ortak is birliklerinin

kurulmasi acgisindan cok faydali olmaktadir.”

* “Biyoinformatik arastirmalarinin da disiplinleraras1 konular arasinda
tartisilmasi faydal olacaktir.”

* “Antropoloji ve arkeoloji anabilim dallarinin da bu tip toplantilara katilmasi,
konulara tarihsel derinlik katilmasi adina faydali olacaktir. ”

* “Gelecek toplantilarin nispeten az formal oturumlar halinde planlanmasi,
etkilesimin artmasi adina uygun ortamlar yaratabilir.”

* “Doktora o6grencilerinin hocalarimiza/arastirmacilarimiza daha detayh

danisabilmesi i¢in yarim/tam giinliik workshop’lar diizenlenebilir.”



Disiplinlerarasi iletisim Grubu

htopalog@hacettepe.edu.tr,sezaozen@hacettepe.edu.tr,nbasaran@hacettepe.edu
.tr,sarikanakdagli@gmail.com,zcehreli@hacettepe.edu.tr,ayuzbasi@hacettepe.ed
u.tr,eztaskiran@hacettepe.edu.tr,bbalci@hacettepe.edu.tr,aytekina@hacettepe.e
du.tr,omurce@hacettepe.edu.tr,sozbey@hacettepe.edu.tr,semre@hacettepe.edu.
tr,herdem@hacettepe.edu.tr,kocaefe@hacettepe.edu.tr,didayan@hacettepe.edu.t
r,burcub@hacettepe.edu.tr,gamzeb@hacettepe.edu.tr,yelizakkaya@hacettepe.ed
u.tr,gizemkaragedikli@gmail.com,gulsum.kayman@hacettepe.edu.tr,yaseminb@
hacettepe.edu.tr,mtbudak@hacettepe.edu.tr,sevdamuftuoglu@gmail.com,deniz.a
yvaz@hacettepe.edu.tr,cagmantan@hacettepe.edu.tr,seviloskay@gmail.com,ozle
makay06@hotmail.com,sag.erdal@gmail.com,selcandemir@yahoo.com,gbalta@
hacettepe.edu.tr,banlar@hacettepe.edu.tr,rkozgul@hacettepe.edu.tr,kasif@hacet
tepe.edu.tr,nazguleray@hacettepe.edu.tr,sumeyra2304@hotmail.com,babaoglu
@hacettepe.edu.tr,elifozgeyilmaz@gmail.com,mertcanongun@hacettepe.edu.tr,d
rerbas@hotmail.com,btalim@hacettepe.edu.tr,kokemal@hotmail.com,figensoyle
mezoglu@gmail.com,akbar06@hacettepe.edu.tr,teldem@hacettepe.edu.tr,pkelic
en@hacettepe.edu.tr,eremko@hacettepe.edu.tr,enemutlu@hacettepe.edu.tr,edaa
yse@hacettepe.edu.tr,celebier@hacettepe.edu.tr,dtacakman@yahoo.com,monsie
ur_gencay@yahoo.com,zbtuncer@hacettepe.edu.tr,bmodali@hacettepe.edu.tr,en
esmustafaucar@hacettepe.edu.tr,aslidevrim@hacettepe.edu.tr,vildan@hacettepe
.edu.tr,abacise@gmail.com,perktas@hacettepe.edu.tr,cagatayk@hacettepe.edu.tr
,akal@hacettepe.edu.tr,edacelik@hacettepe.edu.tr,simbulut@hacettepe.edu.tr,ali
metin@hacettepe.edu.tr,cankosukcu@gmail.com,idilyet@gmail.com,fatimaaerts
@yahoo.com,agozcan@hacettepe.edu.tr,betulcelebi@hacettepe.edu.tr,ecemkural
.ank@gmail.com,baris.ulum@hacettepe.edu.tr,yasonbas@gmail.com,aycaergul @
gmail.com,gunesguner@gmail.com,erayogun@gmail.com,cinarzenep@gmail.com
,merveparlakgorur@gmail.com,bengisukevser@gmail.com,evrimaksu90@gmail.
com,nazlieskici@hacettepe.edu.tr,seydaunsal20@gmail.com,n.boustan@hotmail.
com,tayfunhilmi@gmail.com,zeyneptv@gmail.com,dygsvm@gmail.com,dilasorez
1@gmail.com,ataydinoglu@hacettepe.edu.tr,damlaozyurek@gmail.com,begumoz
bek@hotmail.com,aparmaksiz@gmail.com,cansuozdemir@hacettepe.edu.tr,drtulayk
araagac@hacettepe.edu.tr,ozgurdoguserol@gmail.com,dilaradalkiran@gmail.com,
burcusahan@gmail.com,bbernaalkan@gmail.com,berenkaraosmanoglu@gmail.c
om,cicimansur@gmail.com,ayhaneslihan0725@gmail.com,soheil. mgh@gmail.co
m,ekincelik710@gmail.com,gizermerve@gmail.com,isikgamze@gmail.com,varan
cem@gmail.com,ozgeatci93@gmail.com,zuhmurat@gmail.com,aysegencer.11@gmail.c
om,ozantiger@gmail.com,tugce.yaman@hacettepe.edu.tr,mustafa.sait.03.@gmail.c
om,nurbanukacar@gmail.com,malik19990@hotmail.com,zeynep_kaya@hacette
pe.edu.tr,dilek.karadag.dk@gmail.com,esrakarakoseli@gmail.com,elifozgemuglal
i@gmail.com

* Ust Yonetim mail grubuna dahil edilmemistir.



