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Molekiler Genetik I




1. POLIMERAZLAR

Nukleik asitlerin sentezinde is goren enzimler arasinda sentez

reaksiyonundan esas sorumlu olanlar polimerazlardir.

Nukleik asit sentezinde is goéren polimerazlarin diger polimerazlardan onemli

farki, bir kalip molekilden aldiklari emre gére kataliz islemini yapmalaridir.



1.1 DNA'ya Bagimli DNA Polimeraz

Bir DNA molekiliinden yeni DNA molekillerinin meydana gelmesinde DNA
ipliklerinin sentezini katalizleyen enzime DNA'ya bagimli (DNA'dan emir alan)
DNA polimeraz yada kisaca DNA polimeraz adi verilir.

Bu enzim, deoksiribonukleotitlerin asamali olarak bir DNA ipligine eklenmesini
kataliz eder.

Bu katalizi yapmasi i¢in asagidaki yapitaslar: gereklidir;



1. 4 cesit deoksiribonukleozit 5'-trifosfat (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
2. Serbest 3' OH grubuna sahip bir polinukleotit iplik (primer)
3. Bir DNA kalibi

Enzimin katalizledigi toplam reaksiyon asagidaki gibi gosterilir:

DNA DNA
(ANMP), + dNTP > (ANMP),., + PPi




Bu formiilden de anlasilacagi gibi, DNA polimeraz kalip olarak kullandig
DNA  ipligindeki  bazlara  uygun  (tamamlayici) bazi  tasiyan
deoksiribonukleotitleri secer ve aralarinda kovalent bag olusumunu

saglayarak yeni bir DNA ipligi sentezinin katalizini yapar.

Reaksiyon, primerin ucundaki nikleotidin 3'-OH grubunun ipligin yapisina
katilacak olan dNTP'nin en icteki o-fosfor atomu lzerine nukleofilik
etkisiyle baglatilir; bu sekilde ftrifosfatin pirofosfat gurubu ayrilir ve

nikleotidler arasinda fosfodiester bagi olusur.



Pirofosfatin hidrolizi polimerizasyonu vyuritici etkendir ve reaksiyonun

geriye donusind engeller.
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DNA polimeraz once kalip ve primerle birleserek bir kompleks olusturur;

Sonra bu yapiya dNTP'lerden biri baglanir.

dNTP enzime kaliptaki tamamlayici niikleotidle baz gifti olusturabilecek bir

konumda yerlesir.

Primerin ucundaki niikleotidle yeni katilan nikleotid arasinda fosfodiester
bagi olusumu sirasinda primerin serbest 3-OH grubu kayboldugu igin
enzimin bir nukleotidlik hareketiyle eski ucun yerini yeni eklenen ve 3'-OH

grubuna sahip niikleotit alir.



1.2. RNA'ya Bagimli DNA Polimeraz (Ters Transkriptaz)

Kalip olarak bir RNA zincirini kullanip yeni bir DNA molekiiliiniin sentezini

saglayan enzime denir.

Bu enzim, ana kurala zit yonde bir sentezi (transkripsiyon) kataliz ettigi

igin, ters transkriptaz olarak da adlandirilir.

Bu polimerazin varhg ilk kez, 1970 yilinda birbirlerinden bagimsiz olarak
Temin ve Baltimon tarafindan, RNA timor virdsleri olan, retrovirislerde

ortaya ¢ikartilmistir.



Ters transkriptaz, retroviruslerin bulastigi hiicrede virisin genomunu kalip

olarak kullanarak énce tamamlayici bir DNA ipligi sentezler.

Meydana gelen RNA/DNA  melezinin RNA kismi bu enzimin RnazH!

aktivitesi ile ortadan kaldirilir.

Daha sonra ters transkriptaz geriye kalan DNA ipligini kullanarak gift iplikli
bir DNA molekdliind olusturur.






Viral ters transkriptazlar polimerizasyon akftiviteleri bakimindan sentezin
5l

gereksinimleri nedeniyle, bilinen DNA polimerazlara benzerler.

3' yoniinde olmasi, bir kaliba, 3'-OH ucuna ve 4 gesit dNTP ile Mg*?

Diger DNA polimerazlarda bulunmayan 2 6&zelligi, viral RNA'yr kalip
kullanarak bir RNA/DNA melezi olusumunu saglamalari ve bu melezdeki
RNA'yr 6zgil bir bigimde ve her iki yonde parcalayabilen bir eksonukleaz
(Rnaz H) aktivitisine sahip olmalaridir.



Onceleri ters transkriptaz aktivitesinin sadece retrovirislere 6zgi oldugu
sanilmakla birlikte daha sonralar: bakterilerde ve ckaryotlarda (S. cervisiae,
Drosophila ve memelilerde) bazi DNA pargalarinin genomdaki hareketlerinin
ters transkripsiyonla iligkili sekilde meydana geldigi anlasiimistir.

Ayrica, 6karyotik kromozomlarin uglarinda replikasyonun tamamlanmasinda
rol oynayan enzim de fters transkripsiyonunkine benzeyen aktiviteye

sahiptir.



DNA sentezini kataliz edebilen bir baska enzim terminal deoksinukleotidil

transferazdir.

Bu enzim, 5'-deoksinukleozid trifosfatlarin 5 — 3" yoniinde
polimerizasyonunu yaparak DNA ipligini sentezlemesi bakimindan bir DNA

polimeraz gibi davranir.

Bununla beraber, diger DNA polimerazlardan farkli olarak bir kaliba

gereksinimi yoktur.



1.3. DNA'ya Bagimli RNA Polimeraz

Bir DNA molekdilinin bir RNA ipligi halinde kopyasinin g¢ikarilmasini
(transkripsiyonunu) kataliz eden enzime denir ve kisaca RNA polimeraz

denir.

RNA polimerazlar, polinukleotid zincirlerinin uzama reaksiyonu agisindan

temelde DNA polimerazlarla ayni katalitik o6zelliklere sahiptirler.

Bir DNA kalibi ile tamamlayici baz gifti olusturmak igin 4 gesit ribonukleozit
trifosfata (NTP) gereksinimleri vardir.



Uzayan ipligin 3'-OH ucunun NTP'nin

zincir 5 —— 3’ yoninde uzar.
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RNA polimerazin, DNA polimerazdan belirgin farklihgi, ¢ift iplikli bir kalipta

zincir sentezini baslatma ve bitirme yetenegidir.

Buna gore, RNA polimeraz DNA molekilinde reaksiyonu nerede
baslatacagini 6zel nukleotit dizilerini taniyarak belirler ve ayni sekilde belli

bir noktada, yine 6zel dizileri taniyarak, sentezi sona erdirir.

Bu o6zellik, enzimin genomdaki ¢ok sayida gen arasindan transkripsiyonu

yaptlacak gen(ler) se¢gmesi agisindan onemlidir.



RNA polimeraz igin etkin kalip, gegici ve bélgesel olarak ¢oziinmiis bir DNA
cift sarmalidir.

Prokaryotlarda tim RNA'larin (mRNA, tRNA, rRNA) sentezinden tek gesir

RNA polimeraz sorumludur.

Okaryotlarda ise, 3' nukleustaki genlerle ve 1'i de organellerdeki genlerle

iliskili olmak lizere en az 4 gesit RNA polimeraz bulunur.



DNA primaz: Replikasyon sirasinda DNA polimerazin DNA sentezini
baslatabilmesi igin kullandigi RNA primerler DNA primaz adi verilen 6zel

RNA polimerazlar tarafindan sentezlenir.

Virus tarafindan tetiklenen Polimerazlar: DNA viruslarinin bazilari kendi
genlerinin transkripsiyonu igin hiicredeki RNA polimerazlar: kullanir ve 6zel

dizileri taniyabilmeleri i¢in onlarda bazi degisiklikler yapar.

Diger bazilar: ise, dnce hicrenin RNA polimerazini kullanip bazi genlerinin

transkripsiyonunu yapar.



Bu genlerden biri virusa 6zgu bir RNA polimerazi sifreler ve bu enzim daha

sonra virusun diger genlerinin transkripsiyonunu gergeklestirir.

RNA viruslarinda ise, virusun kendi genleri tarafindan sifrelenen, RNA'ya

bagimli (RNA'dan emir alan) RNA polimerazlar is gorir.

3" uca Nukleotit ekleyen Enzimler: Transkripsiyondan sonra, RNA'nin 3'-OH

ucuna ribonukleotit ekleyen bazi enzimler bulunur.

tRNA nukleotidil transferaz, tRNA'larin 3' u¢larina CCA dizisini ekler.



Poli-A polimeraz, ckaryotlardaki mRNA'larin gogunun 3" ucuna 200 kadar A

nikleotidlerinden ibaret bir dizi ekler.

Polinukleotit fosforilaz, in vitro kosullarda uzun polinukleotit zincirleri

sentezleyebildigi saptanan ilk enzimdir.

Diger RNA polimerazlarda farki RNA sentezinde substrat olarak

ribonukleozit difosfatlar: kullanmasidir.



2. DNA LIGAZ
Replikasyon, onarim ve rekombinasyon sirasinda DNA ipliklerini birbirine

baglayan enzimlerdir.

Bilinen tim DNA ligazlar, DNA'da bulunan bir kiriktaki komsu
deoksiribonukleotidlerin 5-PO, ve 3'-OH gruplari arasinda fosfodiester

bagi olusturabilirler.

DNA ligaz serbest durumdaki tek iplikli 2 DNA molekilini birbirine
baglayamaz;



DNA ipliklerinin ¢ift sarmal yapida bir DNA molekilinin pargasi olmalari
gerekir.

Fosfodiester bagi olusumu enerji gerektiren bir reaksiyondur.

Bakterilerdeki DNA ligazlar enerji kaynagi olarak NAD'yi;

Hayvan, bitki ve bakteriyofajlardaki ise ATP'yi kullanirlar.

Reaksiyon 3 asamada meydana gelir.



DNA LIGASE Reaction
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Ilk once ATP (veya NAD) DNA ligaz ile reaksiyona girerek kovalent bir
enzim-AMP kompleksi olusturur.

Bu komplekste AMP bir fosfamid bagi ile enzimdeki bir lizinin NH4 grubuna
baglanir ve PPi agiga ¢ikar.

Daha sonra, AMP DNA'nin 5'-PO,, grubunu aktif hale gegirir.
En sonra, DNA'nin 3'-OH grubu aktif durumda fosfor atomu Uzerinde

nukleofilik atak yapar ve bir fosfodiester bagi olusur, AMP de kompleksten
ayrilir.



3. DNA TOPOIZOMERAZLAR
DNA'nin igiinciil yapisinda degisiklikler meydana getiren 6zel enzimlerdir.

DNA'daki siper donimlerin tipini ve derecesini degistirerek bu islemi
gergeklestirirler.

DNA'nin bir ya da iki ipliginde kirilmalar yaparak, baglanma sayisini
degistiren enzimlere verilen isimdir.

3.1. I. Tip Topoizomerazlar
DNA ¢ift sarmalinin tek ipliginde kiriklar meydana getirirler ve kataliz

ettikleri her reaksiyon ¢evrimi sonunda DNA'daki bir siper donimi yok
ederler.



Enzimin, DNA'nin dglncil yapisindaki doniimleri agma hizi molekildeki
baglanma sayisi azaldik¢a yavaslar.

Enzim DNA sarmalinda gevsemenin olacagi balgeye baglanir ve ipliklerden
birinde kirilma meydana getirir.

Kirigin 5'-PO, ucu enzimdeki bir tirozine kovalent sekilde baglanir.
Enzim kirik olmayan ipligi kirik olan arasindan gegirir,

Daha sonra kirigi yeniden kapatir ve DNA'dan ayrilir.



Double-stranded

helix
Double 3 &
halix
T i Mick DMNA; form
i covalent DNA-
=) Binding \ phosphotyrosing
of Topo | band P
(=) ” & 1,,‘,
iyr
{=}
{L=nj
3 negative
supercoils DNA-enzyme
intarmediate

Topoisomerase

I
R—HN—CH—C—NH—R'

|
l.‘..l—li'—f.':l —DIN& chain
o

Pass cut 3' end

under othear

strand and Dissocation

reseal DNA of Topo | {=

2 negalive
supercolls



I. tip topoizomeraz, baglanma sayisini 1'lik basamaklar halinde degistirir ve
islevini herhangi bir enerjiye gereksinim duymadan yapar.

DNA'daki fosfodiester bagini kendisine aktarark bu bagdaki enerjiyi korur
ve boylece reaksiyonu yurdtir.
3.2 IT. tip Topoizomerazlar

Bu tip topoizomerazlar etkilerini DNA ¢ift sarmalinin iki ipliginde birden
kiriklar meydana getirerek gosterirler.

Prokaryot ve okaryotlardaki IT. tip fopoizomerazlarin gogu hem negatif hem
de pozitif siiper donimleri agarlar.



Enzim bir DNA ¢ift sarmalinin iki ipliginde kirik olusturur, molekildeki
baska bir ¢ift sarmalli bolgeyi bu kirik uglar arasindan gegirir, kiriklars
kapatir ve DNA'dan ayrilir.



Reaksiyon olugsumu ATP'nin hidrolizini gerektirir.

Her reaksiyon ¢evriminde baglanma sayisinda 2'lik degisme olur ve boylece
negatif ve pozitif lst donim sayisinda 2 degerinde azalma meydana gelir.

DNA Giraz: Halkasal DNA'daki sadece siper daoniumleri yok edebilen, I. tip
ve II. tip topoizomerazlardan farkli olarak, gevsek bir halkasal molekiilde
negatif siiper donimler meydana getirebilen bir IT. tip topoizomerazdir.

DNA girazin genelde bakterilere 6zgi bir enzim oldugu bilinmekle birlikte
bazi 6karyotlarda da (6rn bitkide) benzer aktivite gosteren enzimler ortaya
ctkarilmistir.



4. NUKLEAZLAR

Nukleazlar fosfodiester baglarini yok eden yani fosfodiesteraz cinsi
enzimlerdir.

Bu enzimlerin bir kismi hidroliz reaksiyonu igin bir serbest uca gerek duyar
(eksonukleazlar), digerlerinin ise bodyle bir gereksinimi  yoktur
(endonukleazlar).

4.1. Deoksiribonukleazlar

DNA ipliklerinde niikleotidler arasindaki fosfodiester baglarini kopararak
DNA'nin hidrolizine yol agarlar.



Etkilerini gosterme bigimlerine goére degisik deoksiribonukleaz (Dnaz)
tipleri vardir.

Eksonukleazlar: Etkilerini gostermeleri igin bir zincir ucuna gereksinme
duyan eksonukleazlar, tek ya da ¢ift iplikli halkasal DNA'larda eftkili
degildirler.

Hidroliz yonine gére 2 tip eksonukleaz vardir. 3 —— 5" ve 5 3

eksonukleaz.

Fakat bazilari hem 3" hem de 5’ ucta etkili olabilirler.
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Prokaryotlardaki DNA polimeraz I, II ve ITT'in 3 5" eksonukleaz

aktivitesine sahip olduklar: bilinmektedir.

E. coli'de bulunan eksonukleaz I substrat olarak tek iplikli DNA'y1 kullanir ve
3' ug¢tan baglayarak en sondaki dinukleotide kadar 5'-mononukleotidler
halinde hidroliz yapar.

Yine ayni organizmada bulunan eksonukleaz ITI'in 3 farkli katalitik 6zelligi
vardir.

Cift iplikli DNA'y: kullanan bir 3’ 5" eksonukleazdir.

Ayrica, 3'-PO4 uglu zincirde fosfotaz etkisi yaparak aktif bir primer ucun
olusimini saglar.



Ek olarak, DNA'da olusan purinsiz veya pirimidinsiz yerlerde eksonukleaz
aktivitesi de gosterebilir.

Endonukleazlar: Serbest bir uca gereksinme duymayan bu enzimlerin
bazilari tek iplikli bazilari da ¢ift iplikli DNA'y1 hidroliz ederler.

Restiriksiyon endonukleazlari (Restriksiyon enzimleri): (ift sarmal
yapidaki DNA'da 6zel niikleotid (baz) dizilerini faniyan ve DNA'nin her iki
ipligini kesen endonukleazlardir.

Bu enzimlerin canli hiicrelerdeki islevi o organizma igin yabanci DNA
molekdllerini kesip parcalamaktir.



Restriksiyon (sinirlama, kisitlama) - Modifikasyon (degistirme) Sistemi:

Restriksiyon endonukleazlari, DNA'da kendilerine o0zel kisa nukleotit
dizilerini baglanma yeri olarak tanirlar.

Kesmeyi ise bazilari tanima yerinde bazilari da baska bir bélgede yapar.

sahip, DNA metilaz aktiviteside bulunur.
Metilaz, restriksiyon enziminin baglandigi hedef diziye metil gruplar: sokar.

Boylece, hedef yerini enzime karsi direngli duruma getirir.



Metillenme bigimindeki baz degisimleri endonukleazin aktivitesini engelledigi
icin hiicrenin kendi DNA'si kesilmeye karsi korunur.

Fakat hiicreye giren yabanci DNA'nin hedef dizilerinde bu degisim
bulunmadigi igin restriksiyon enzimleri tarafindan kesilir.

Simdiye kadar tanimlanan restriksiyon enzimleri 3 grup iginde
siniflandirilmistir.

I, IT ve IIT tip restriksiyon enzimleri.

I. Tip Restriksiyon Endonukleazlari: Hem endonukleaz hem de metilaz
islevlerine sahip multimerik enzimlerdir.



Bu enzimlerde genellikle 2 alt birim bulunur;
M alt birimi, modifikasyon metilazi olarak is gérdr,
S alt birimi, DNA'daki hedef yeri tanimaktan sorumludur.

Enzim hedef yeri taniyip DNA'ya baglandiginda ya restriksiyon ya da
madifikasyon yapar.

I. tip enzimlerde, kesme yeri tanima yerinden 1000'den fazla baz ¢iffi
uzaktadir.

Kesilme ozel bir dizide olmaz ama bazi balgeler tercih edilir.



II. Tip Restriksiyon Endonukleazlari: Bu tip enzimler sadece restriksiyon
etkisinden sorumludur.

Ayni hedef dizinin metillenmesini ise baska bir enzim yapar.

II. tip enzimler igin tanima yerleri ¢ogunlukla 4-6 baz ¢iftlik palindromik
dizilerdir.

Bu enzimlerin gogu igin kesme ¢ok 6zglldir ve kesilme genellikle tanima
dizisinde meydana gelir.

Bazi enzimler kesmeyi iki iplikte karsilikli noktada yapar ve kiit uglu pargalar
olusturur.

Digerleri ise karsi karsiya gelmeyen noktalarda kesme yaparak yapiskan uglu
parc¢alarin olusumuna yol agarlar.
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IIT. Tip Restriksiyon Endonukleazlari: Bu enzimler de , I. tip gibi, hem
modifikasyon hem de restriksiyon aktivitelerine sahiptirler.

Multimerik yapilibu enzimler restriksiyondan sorumlu R alt birimi ve
modifikasyon ve tanimadan sorumlu MS alt biriminden olugurlar.

ITT. tip enzimin DNA'ya baglanmasi igin ATP'ye gereksinimi vardir.
Metillenme baglanma yerinde olur

Restriksiyon aktivitesi ise tanima yerinden yaklasik 24-26 bg ileride olur.



4 2. Ribonukleazlar

RNA polimerazlar tarafindan sentezlenen RNA molekilleri islevsel
durumlarini kazanmak lzere gesitli islemlerden gegerler.

Bu islemler arasinda, birincil kopyalarin boylarinin kisalmasi igin uglardaki
kesilmelerle ve intronlarin gikariimasiyla ilgili nukleolitik reaksiyonlar,

RNA'daki fosfodiester baglarinin hidrolizini kapsayan ve ribonukleazlar
(Rnaz'lar) tarafindan katalizlenen 6zgiil reaksiyonlardir.

Endoribonukleazlar, ise her seferinde RNA'nin ucundan 1 mononukleotit
ayirirlar.



Ribonukleazlar, RNA'larin olgunlasmasiyla ilgili reaksiyonlara katildiklar: gibi,
gereksiz RNA'larin pargalanmasini da gergeklestirir.

Gereksiz molekdiller, islevlerini tamamlamis ya da hatali RNA tirlerini ve
birincil kopyalarin igslenmesi sirasinda atilan fazla RNA pargalarini kapsar.

RNA'larin yikilmasi ile ilgili RNaz'larin, islemlerle ilgili olanlardan daha az
6zgiil olduklari saniimaktadir.

¢unkd bunlarin rolleri 6zgll uglar yaratmak degil, sadece RNA'nin tamamen
ytkimini yapmakftir.
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