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DNA Replikasyonu ve Rekombinasyonu

~ Insan genomunu olusturan 23 kromozomda 3x10° (3 milyar) baz
giftinin yer aldigi bilinmektedir.

Bu kromozomlarin DNA'larinin hatasiz olarak iki katina gikartilmasi
igin son derece dogru bir mekanizma islemelidir.

Milyonda bir (10-°) hata orani bile her bir replikasyon déngiisiinde
3000 hata demektir ve bu da gok biyiik bir rakamdir.

Yari-sakl (semikonservatif) replikasyon olarak bilinen Watson-
Crick modeli viriislerde, prokaryotlarda ve 6karyotlarda yapilan
calismalarla deneysel olarak da desteklenmistir.



DNA, yari-sakl (semikonservatif) replikasyon modeli ile kendini
isler

Azotlu bazlarin yerlesiminden dolay: DNA ikili sarmalinin her bir
zincirinin tamamlayici zincir sentezi igin kalip olusturabilecegini
Watson ve Crick agik olarak kanitlamislardir.

Eger T varsa karsisina A gekecektir. & varsa karsisina
C cekecektir.

Her iki kalip boyunca bu nukleotidler kovalent baglarla polinukleotit

olusturdugu taktirde sonugta birbirine 6zdes iki DNA zinciri
olusturacaktir.
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Kopyalanan her bir DNA molekiilinde bir “yeni” bir "eski” zincir
bulunacagindan bu tip bir cogalma yari-sakli (semikonservatif)
replikasyon olarak tanimlanir.

DNA kopyalanmasi igin, atasal zincirlerin kalip olarak gorev
gérmesine dayanan iki yol daha diisiinilmektedir.

Sakli (konservatif) replikasyon famamlayici polinukleotit zincirleri
daha once anlatildigi gibi sentezlenir, ancak burada iki yeni zincir
bir araya gelir ve atasal zincirler tekrar birlesir.

Pargali (dispersif) replikasyon atasal zincirler kopyalama esnasinda
kirthr ve kirillan DNA parcalar: iki yeni ¢ift sarmal iginde dagilir.

Bdylece her bir zincirde hem eski, hem de yeni DNA bulunur.
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yeni DNA molekiillerini yari-sakh replikasyon ile sentezlediklerine
dair kuvvetli kanitlar ortaya koyan deney sonuglarini
yayinlamiglardir.

Azot kaynagi olarak sadece !°NH,Cl (amonyum kloriir) iceren
ortamda E. coli hiicrelerini birgok nesil boyunca iretmiglerdir.

Dogal izotopu olan “N'e gore bir fazla nétron igerir.

15N daha dayaniklidir.



15N iceren daha yogun DNA yogunluk gradient santrifiigasyonunda

daha alt kisimlarda yer alir.

Meselson ve Stahl deneyinde, bir ¢ok nesil sonra E. coli
hiicrelerinde DNA'daki azotlu bazlar da dahil olmak lizere tim azot
tasiyan molekiiller 1°N igermis olur.

Daha sonra hiicreler yalniz 1“NH,C| iceren ortama aktarilir. Bu

ortamda replikasyon sonucu sentezlenen DNA'lar azotun “hafif”
izotopunu tasir.
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Bu ortamda replikasyon sonucu sentezlenen DNA'lar azotun “hafif”
izotopunu tagir.

Okaryotlarda Yari-Sakh (Semikonservatif) Replikasyon
J. Herbert Taylor , Philip Woods ve Walter Hughes 1957'de
Meselson ve Stahl’in galismasinin yayinlanmasindan bir yil dnce
okaryotlarda da replikasyonun yari-sakli mekanizma ile oldugunu
gosteren kaniti sunmuslardir.



Vicia faba (bakla) bitkisinin kék uglarini deneylerinde kullanmiglar
ve DNA'yi, DNA'nin radyoaktif énciilerinden olan 3H-timidin ile
isaretleyerek ve otoradyografisini alarak replikasyonu izlemeyi

basarmislardir.



Isaretli izotop ortaminda birinci replikasyon déngiisii sonucu kardes
kromatidlerin ikisi de rayoaktivite tasimaktadir, yani her bir
kromatitde bir "yeni” sentezlenen radyoaktif isaretli DNA zinciri

ve bir de isaretsiz “"eski” zincir bulunmaktadir.
Replikasyon Orijinleri, Catallar: ve Birimleri

Yari-sakh replikasyon DNA'nin kopyalandigi genel replikasyon
modelidir.

Kromozom iizerinde DNA'nin replikasyonu nereden baslar?

Tek bir orijin mi vardir yoksa sentez birden fazla noktadan mi
baslar?



Baslangi¢ noktasi rastgele bir yerde mi bulunur yoksa kromozomda
ozqil bir bolgede mi yer alir?

~ Replikasyon bagladiktan sonra tek bir yonde mi yoksa orijinden
baslayarak her iki yonde mi ilerler?

Baska bir deyisle replikasyon tek yonlii midiir yoksa gift yonlii
middir?

Kromozom (zerinde replikasyonun oldugu noktada sarmala ait
zincirlerin agilmasiyla ortaya ¢ikan yapiya replikasyon gatali adi
verilir.

Bu gatal dnce sentezin orijin noktasinda meydana gelir ve
replikasyon devam ettikge ilerler.



Replikasyon ¢ift yonld ise orijinden itibaren zit yone dogru ilerleyen
iki replikasyon gatali olusacaktir.

Bir orijinden bir replikasyon basladiktan sonra replike olan DNA'nin
uzunlugunun bir birim oldugunu belirtmek igin kullanilan terim
replikon terimidir.

John Cairns, E. coli'de replikasyonun bir orijinden bagladigini
gostermigtir.

oriC olarak adlandirilan bu 6zgiil bolgenin konumu E. coli kromozomu
Gzerinde haritalanmistir.



Bakteriyofaj ve bakterilerde DNA sentezi bir noktadan bagsladig:

igin, kromozomun tiimi bir replikondur.

Tek bir halkasal kromozoma sahip olan bakterilerde bir orijinin
bulunmasi karakteristiktir.

Baska arastiricilar tarafindan ortaya konan galismalarin sonucuna

gore, replikasyon iki yonliidiir ve oriCnin her iki yoniinde hareket
eder.
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Bakterilerdeki DNA sentezinde diger enzimlerin yani sira

3 polimeraz gérev alir.
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E. coliden in vitro sistemde DNA sentezini yonlendiren bir enzim
ayristirmiglardir.

Bu enzim DNA polimeraz T olarak bilinmektedir.

Kornberg DNA polimeraz T'in varliginda in vitro DNA sentezi igin
baslica iki gereksinim oldugunu saptamistir:

1. Dort tip deoksiribonukleozit trifosfat
(dATP, dCTP, d6TP, dTTP=dNTP)



2. DNA kalibi

P‘den herhangi birinin bulunmamasi durumunda

e Z g meyaana ge g

Kalip DNA ilave edilmezse DNA sentezi gergceklesmekte ancak
biiyiik oranda azalmaktadir.

(dINMP), OMA (dNMP),

J_+II|||||[[ElIllF‘”"*’”‘“"““‘Lill]1
O Mg | 1] |
(M MP),_ (aMNMP), L g

Deoxyribose DNA template (dNMP), Complement to template Inorganic
nucleoside and its partial strand is extended by one pyrophosphate

triphosphate complement (dNMP), nucleotide (n + 1)

(A T.C, or Q)
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Uzayan DNA zincirine her bir nukleotitin katilim sekli
DNA polimeraz T'in 6zgiilligine baglidir.

Oncud dN\ ’o' d-ribozut -C una Uc ade 0 ) arupu bcc'
Sentez esnasinda ugtaki iki fosfat grubu koparken 5'-C'a bagl olan
fosfat grubu ilave edilecegi d-ribozun 3'-OH'ina kovalent bagla
baglanir.

Bdylece zincir uzamasi, uzayan zincirin 3' ucuna her seferinde bir
nukleotit ilavesi ile 5'-3" yoniinde devam eder.

DNA sentezi devam ettikge her basamakta agiga ¢ikan yeni 3'-OH
grubu, DNA sentezi ilerlerken sonraki nukleotitin zincire
eklenmesini saglar.



|
OH OH 5-end attaches to
3'-end 3'-end 3".end

Growing Precursor
chain (nuclecside triphosphate)
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DNA Polimeraz II ve III
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olmayan bir mutant E. coli susu bulmustur.

Islevsel enzime sahip olmayan bu mutatnt sus DNA'sini kopyalayip
Uremeyi basarmis ancak hiicreler DNA “onarim” yetenegi
bakimindan oldukga yetersiz kalmistir.

1. E. colide, in vivo DNA replikasyonu yapabilen baska bie enzim
bulunmalidir.



2. DNA polimeraz I'in in vivo kosullarda ikincil bir islevi olabilir.

ugu, ancak tamamlayici zinciri sentezleyen gergek enzim
olmayabilecegi diisiindimistar.

TABLE 11.2 PrROPERTIES OF BACTERIAL
DMNA PoLryrmErRAsEs 1, 1L,

AanD 11

Properties

Initiation of chain synthesis
5’3" polymerization

3"=5" exonuclease activity
5"—3" exonuclease activity
Molecules of polvmerase/cell
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Bu li¢ enzimin higbiri bir kaliptan DNA sentezini baslatamaz, ancak
Ugl de primer adi verilen (RNA), var olan bir DNA zincirini kalip

boyunca uzatabilir
W .

DNA polimeraz enzimlerinin hepsi molekil agirligi 100.000 dalton
olan biiyiik protein kompleksleridir.

Her (giniin de 3'-5' eksonukleaz aktivitesi bulunur.
Bu 6zellik, enzimlerin polimerizasyonu tek yonde gergeklestirme,

bir an duraksayip geri dénerek ilave edilen nukleotidleri gikarabilme
kapasitelerini ifade etmektedir.



DNA polimeraz I, 5°-3' eksonukleaz aktivitesi de gosterir. Bu
sayede enzim, sentezin basladigi ugtan itibaren nukleotidleri
kesebilir ve sonra sentez yoniinde islemine devam edebilir.

Bu nedenle DNA polimeraz I, RNA primerini de ortamdan
uzaklastirabilir.

Hiicrede DNA polimeraz I, DNA polimeraz IIT'e gére daha fazla
miktarda bulunur ve daha dayaniklidir.

Polimeraz I, primeri uzaklastirir ve primerler uzaklastik¢a dogal
olarak olusan bosluklarda DNA sentezleyerek bu bdlgeleri doldurur.

Eksonukleaz aktivitesi ile, bu islem esnasinda olusabilecek hatalari
da onarabilir.



Polimeraz IT, UV gibi dis etmenler sonucu hasar goren DNA'nin
onariminda rol alir.
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bir gen tarafindan sifrelenmektedir.

Replikasyonda gerekli olan ve polimerizasyondan sorumlu asil enzim
olarak Polimeraz III gériilmektedir.

Enzimin 3'-5' eksonukleaz aktivitesi, sentez sirasinda hata onarimi
islevini gérmesini saglamaktadir.

DNA polimeraz IIT'in holoenzim olarak adlandirilan aktif formu,
10 farkh polipeptit zincirinden meydana gelmis bir dimerdir.
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Molekiil agirligi 600.000 daltondan fazladir.

Molekiil agirligi 140.000 dalton olan en biiyik alt birim olan o, ¢, 0
(alfa. ' teta) dinbiihiarine Beraber-hol iprin

polimerizasyon aktivitesi gosteren "gekirdek” (core) enzim kismini
olusturur.

Kalip zincirin nukleotit polimerizasyonundan a alt birimi sorumludur.

Cekirdek enzimin ¢ alt birimi, 3' - b’ eksonukleaz akftivitesi
gosterir.

Bes alt birimin (y, 8, &', x,y) olusturdugu ikinci grup, v (gama)
kompleks olarak adlandirilan badlgeyi olusturur.



Bu y kompleksi, replikasyon ¢atalinda enzimin kaliba

“oturtulmasinda” rol alir.
Enzimin islev gérmesi igin ATP enerjisi gereklidir.

B alt birimi, polimerizasyon sirasinda ¢ekirdek enzimin kaliptan
kopmasini saglar.

Son olarak, © (pi) alt birimi, iki ¢cekirdek polimerazin replikasyon
¢atalinda bir arada tutunmasini saglar.



Holoenzim ve diger gesitli proteinler, replikasyon gatalinda
neredeyse ribozom kadar biiyiik olan replizom olarak bilinen bir
kompleks olusturur.

DNA replikasyonu sirasinda birgok karmasik olayin ¢oziilmesi
gerekir.

Bakteri ve viriislerde replikasyon yari-sakh ve bir replikonda ¢ift
yonlii hareket eder.

Sentezin, DNA polimeraz IIT'iin denetimi altinda 5° den 3’ iine
dogru iki replikasyon ¢atali olusturarak gercgeklestigi bilinmektedir.

Bu replikasyon ¢atallari sentezin basladigi noktadan iki zit ydone
dogru hareket etmektedir.



1. Sarmalin yer yer agilmasi ve her iki zincirde sentezin devam
etmesi igin bu "agik” konfigiirasyonun dayanikli olmasini saglayan bir

mekanizmanin olmasi gerekir.

2. Sarmalin agilmasi ve zincirin daha asagi kisimlarda tekrar
sarilmasi sonucu ortaya ¢ikan gerilimi azaltmak igin de bir
mekanizma bulunmalidir.

3. DNA polimeraz IIT'iin polimerizasyonu yonlendirebilmesi igin bir
gesit primer sentezlenmelidir.

Gergekten bir primer vardir, ancak primerin DNA degil RNA olmasi
sasirticidir.



4. RNA primeri sentezlendikten sonra DNA polimeraz ITI, atasal
molekiilin her iki zincirinin famamlayicisi olan DNA zincirini
sentezlemeye baglar.

Replikasyon ¢atalinin ilerleme yoniinde olan kesintisiz sentez, iki
zincirin birbirine antiparalel oldugu igin ancak zincirlerden birinde
gerceklesebilir.

Diger zincirdeki sentez zit yonde ve kesintilidir.

5. Replikasyonun tamamlanmasindan dnce RNA primerlerinin
uzaklastirilmasi gerekir.

Olusan gegici bosluklarin bulundugu yerler, kalip DNA eslenikligi ile
doldurulmalidir.



6. Bosluklari doldurmak igin yeni sentezlenen DNA, yanindaki DNA
zinciri ile birlestirilmelidir.

7. Kopyalama sirasinda DNA polimerazlar eslenik bazlari dogru
bicimde yerlestirmektedir, ancak hata olma olasiligi da vardir.

Bazen sentezlenen zincire yanlis bazlar ilave edilebilir.

Sentez isleminin bir pargasi olan bir hata okuma mekanizmasi
(proofreading) DNA sentezi sirasinda olusan hatalari diizeltir.

DNA sarmali agilmalidir

Bakteri ve virislerin halkasal kromozomlarinda, DNA sentezinin
basladigi bir orijin noktasi bulunur.



Bu bdlge E. coli kromozomunda gok iyi galisilmigtir.

Replikasyon orijini olan oriC, 9 ve 13 bazdan olusan (9mer ve
13mer olarak adlandirilir) tekrar dizilerinin bulundugu 245 baz ¢ifti
icerir.

DnaA denen 6zgil bir protein ilk basamakta sarmalin agilmasindan
sorumludur.

DnaA proteininin bazi alt birimleri birgok 9mer dizisine baglanir.

Bu baglanma, sarmalin daha fazla agilmasinda ve kararliliginda rol
alan DnaB ve DnaC proteinlerinin baglanmasini kolaylastirir.



H baglarini kirip ikili sarmali denatiire etmek icin normalde ATP
hidrolizi ile saglanan enerjiye gereksinim duyan bu tip proteinler
helikazlar olarak adlandirilir.

Tek zincire baglanan proteinler (single-stranded binding proteins,
SSBP) olarak bilinen diger bazi proteinler bu konformasyonu daha
da kararh kilarlar.

Sarmalin agilmasi devam ettikge, replikasyon gatalinin dniinde

olugan sarilma gerilimi gogu kez iistin kivrilma (super coiling)
meydana getirir.



Halkasal molekiillerde tstiin kivrilmalar, DNA'daki ek biikilmeler ve
déndisler sonucu olusturulur.

Bu durum aynen bir lastigin uzatihp, bir ucundan bikiildiigiinde
ortaya ¢ikan sarmal yapiya benzer.

DNA topoizomerazlar olarak adlandirilan genis bir enzim ailesinin
Uyesi olan DNA giraz enzimi, bu tip Ustiin kivrilmalar: gevsetir.

Giraz enzimi tek zincirde ya da her iki zincirde “kiriklar” olusturur,
ayni zamanda istin kivrilma olusumu sirasinda meydana gelen
bikidlmeleri ve digimleri "agma” hareketleri de katalizler.

Olusan kiriklar sonra tekrar birlestirilir.



Bu gesit replikasyonlarda ATP hidrolizinden agiga ¢ikan enerji
kullanilir.

DNA polimeraz kompleksi ve diger ilgili enzimler hep birlikte,

molekiili DNA sentezine katilacak sekilde diizenlerler ve hepsi
replizomun bir pargasini olustururlar.



1 I I

-
ﬂ AT hysddrolysis
-
o > l

W v
TR rraeer A rwaneEer

Imitiaal Eirvacdireag

FEe=prlicaabiacsry
Evvskasbales Foaxrrwvu=

= - SrysaBR S = ¢ =i
T Il"g,rl.:qu.:-ly":.i‘-l ) 5 L Lo e

= _._.-'_._'_'-r".-'_
Flsxlical wwryswwrircdircg
i= irmitiateaedcd

CCopwright & 2006 FPearsom Fremtice Haill, hmc.




DNA sentezinin baslamasi icin RNA primerine gereksinim vardir.

Sarmalin kiigiik bir balimii agildiktan sonra sentez bagslayabilir.

DNA polimeraz ITI'in polinukleotit zincirini uzatmasi igin, serbest
3'-OH gurubu olan bir primer gereklidir.

Once, kalip DNA (izerinden DNA'ya eslenik olan kisa bir RNA
pargasi sentezlenir. RNA sentezi, primaz denilen RNA polimerazin
bir ¢esidi tarafindan sentezlenir.

Primazin sentezi baslatmasi igin serbest 3' ucu gerekmemektedir.

DNA polimeraz IITI iste bu kisa RNA pargasina 5'-
deoksiribonukleotitleri eklemeye baslayarak DNA sentezini baglatir.



Daha sonraki bir asamada, RNA primeri uzaklastirilmali ve yerini
DNA'ya birakmalidir. Bu reaksiyon DNA polimeraz I tarafindan
katalizlenir.

RNA primerinin olusumu, viriisler bakteriler ve gesitli okaryotik
organizmalarda tanimlanan, evrensel bir iglemdir.



DNA template

hitation RNA primer New DA
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Antiparalel zincirde DNA sentezi kesintili ve kesintisiz olarak

gerceklesir.

DNA polimeraz ITI, DNA sentezini yalniz 5'-3' yéniinde =
gerceklestirebilir.

Sentez, replikasyon ¢catali boyunca ve g¢atali agarak zincirin birinde
bir yonde, digerinde zit yonde ayni anda gergeklesir.

Replikasyon gatali agildikga ve asagi dogru hareket ettikge, sadece
bir zincir sirekli DNA sentezi igin kalip olarak kullanilabilir.

Bu zincire kesintisiz DNA zinciri (leading DNA strand) denir.



Kesintili DNA zinciri (lagging DNA strand) olarak adlandirilan diger
zincirde, sentez igin birgok baslangi¢ noktasi gereklidir ve sonug
olarak bu zincirde kesintili DNA sentezi yapilir.
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Kesintili DNA sentezini destekleyen kanitlar, Reiji Okazaki, Tuneko
Okazaki ve ark. tarafindan elde edilmistir.

~ E. coli'de bakteriyofaj DNA'sinin replikasyonu sirasinda yeni
sentezlenen DNA'nin bir kisminin, kalip zincire H baglariyla tutunan
1000-2000 nukleotitlik kiigiik pargalar halinde bulundugunu
gostermislerdir.

RNA primeri bu sekildeki her bir parganin bir kismini
olusturmaktadir.

Okazaki pargalari (fragmanlar) olarak adlandirilan bu pargaciklar,

sentez devam ettikge, molekiil agirligi gittikge artan daha uzun
DNA zincirlerine doniismektedir.



Kesintili DNA sentezinde, RNA primerini uzaklastiracak ve Okazaki
fragmanlarini birlestirecek enzimlere gereksinim vardir.

Bilindigi gibi, primerin uzaklastirilmasi ve eksik nukleotitlerin yerine
konulmasinda DNA polimeraz I enzimi sorumludur.

Fragmanlar: birlestirme isi ise DNA Ligaz enzimine aittir.

DNA ligaz, fosfodiester baginin olusumunu katalizleyerek kesintili
sentezlenen zincirler arasindaki boslugu kapatir.

Sentez kesintili ve kesintisiz zincirlerde ayni anda yapilir.



Bu iki zincir ayni replikasyon gatalinda ayni anda mi kopyalanir,
yoksa bu iglemler enzimin iki ayri kopyasini iceren farkl olaylar
midir?

Kesintili zincir bir ilmek olusturdugu taktirde, her iki zincirde
birden dimetrik enzimin yonlendirdigi nukleotit polimerizasyonu
gerceklesir.

100-200 baz c¢iftinin sentezinden sonra enzimin kesintili kol
Gizerindeki monomeri sentezi famamlamis bir Okazaki fragmanina
rastlar ve o noktada zinciri terk eder.

Hemen arkasindan kesintili kalip zincirde yeni bir ilmek olusur ve
islem tekrarlanir.



Islem olusumu kalibin yéniini degistirir ancak, kesintili zincirde
sentezin 5'-3" olan gergek yoéniinii etkilemez.

Lagging strand

Leading strand

DNA polymerase Il
(dimer)
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Holoenzimin replikasyon gatalinda sentezi kolaylastiran diger bir

onemli 6zelligide, enzimin B alt biriminin yeni olusan DNA sarmalini
saran kiskag-benzeri dimer yapisidir.

Bu B alt birim kiskaci, ¢cekirdek enzimin (nukleotitlerin ilavesini
katalizleyen o, € ve 6 alt birimleri) polimerizasyon siiresince
kaliptan ayrilmasini engeller.

Replikasyon gatali agilirken, holoenzimin tiimi ana sarmal boyunca
hareket ettigi i¢in b alt birim dimerine kaygan kiskag denir.



Hata okuma (proofreading) ve diizeltme DNA replikasyonunun
ayrilmaz pargasidir.

replikasyonunun temeli, her nukleotiti tamamen Kkalip zinciri
eslenigi olan yeni bir zincirin sentezlenmesidir.

DNA polimeraz, sentezi ¢cok dogru yaptigi halde kusursuz degildir
ve zaman zaman eslenik olmayan bir nukleotit hatali olarak zincire
girebilir.

Bu tip hatalari gidermek igin polimeraz I ve ITI, 3' - 5eksonukleaz

aktivitesi gostererek yanlis eslesen nukleotiti saptar ve yapidan
gikarir (3'-5' yoniinde).



Yanlig eslesmis nukleotit gikartildiktan sonra sentez 3'-5" yoniinde
yeniden devam eder.

sonukleaz hata okumasi (exonuclease proofreading) denen bu
islem sentezin dogrulugunu arttirir.

Holoenzim yapisindaki DNA polimeraz III'in e alt birimi, hata
onarim basamagina dogrudan katilir.

DNA replikasyonu uygun bir model ile agiklanabilir.
Ilerleyen ¢atalda helikaz enzimi ikili sarmali agar. Sarmal agilinca,

tekrar sarmal olusmasini engellemek igin, agilan zincire tek zincir
yapilarina 6zgiil olarak baglanan proteinler baglanir.



Ilerleyen replikasyon catalinda, DNA giraz olusan istin
kivrilmalarin yarattigi gerilimi azaltma iglevi goriir.
olimeraz dimerinin ¢ekirdegini olusturan her bir monomer, kali
zincirlerden birine b-alt birimlerinin olusturdugu kaygan kiskag
yardimiyla baglanir.

Sentez, kesintisiz zincirde siirekli olarak gercgeklestirilirken,
kesintili zincir sentezin her iki zincirde de ayni anda devam
etmesini saglamak igin “ilmek” olusturmalidir.

Kesintili zincirdeki replikasyonda, RNA primerinin yerini DNA'nin

almasi igin DNA polimeraz I ve Okazaki pargalarinin birlesmesi igin
de DNA ligaz islevi gereklidir.



Okazaki fragments

’\\"ﬁ

J IS

i-subunit sliding clamp

primer

+ Single-stranded binding proteins

+ Leading strand template

f \

 Helicase (DnaB/DnaC)

DNA gyrase
" Lagging strand template
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Replikasyon gesitli genler tarafindan kontrol edilir.

Ligaz eksikligi ya da hata okuma-eksikligi gibi pekgok mutasyon,

Kopyalamanin bazi sathalarini engeller ya da ciddi 6lglide bozar.

Genetik analizlerde, genellikle bir kosulda kendini gosteren ancak
baska bir sekilde gézlenmeyen kosullu mutasyonlar (kondisyonel
mutasyonlar) kullanilir.
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Okaryotik DNA sentezi prokaryotik DNA sentezine benzer ancak
daha karmasiktir.

Bakteri ve okarvotlarda DNA iKkili sarma eplikasvon oritininde

agilarak iki replikasyon ¢atali meydana gelir ve DNA polimerazin

yonlendirdigi sentez, kesintisiz zincirde ve kesintili zincirde gift
yonli olarak devam eder.

Okaryotik polimerazlarin DNA sentezi igin bakteriyel sistemlerde
oldugu gibi;

4 tip deoksiribonuklezit trifosfat

Bir kalip

Bir primer‘e ihtiyaci vardir.



Ancak okaryotik hiicrelerde, hiicre basina diisen DNA miktari daha
fazla oldugu igin ve bu DNA proteinlerle kompleks yapmis
durumda bulundugu igin, bakterilerin karsilagsmadigi sorunlarla

¢oklu Replikasyon Orijini

Prokaryotik ve okaryotik DNA replikasyonu arasindaki en belirgin
fark, E. coli kromozomunda bir replikasyon orijini bulunurken,
plikasyon orijini bulunmasidir.




Birden fazla replikasyon orijininin bulunmasi;

1. Okaryotlarda, bakterilere gére daha fazla DNA vardir.

2. Okaryotik DNA polimerazin saniyede 50 nukleotit olan sentez
hizi, bakteriyel polimeraza gore 20 kat daha yavastir.

Bu kosullarda, tek bir orijinden baslayan tipik bir 6karyotik
replikasyonu ancak bir ayda tamamlanabilecektir.

Mayadan elde edilen replikasyon orijinlerine, 6zerk replike olan
diziler (Autonomously replicating sequences, ARS) denir.



ARS'ler sentezin etkin olarak baslamasina katk: saglayan diger kisa

—dizilerin yaninda yerlesim gosteren 11 b¢'lik birimlerden

olusmustur.

Polimerazin bu kadar biyilk DNA arasindan ARS dizilerini nasil
buldugu iligkin agiklama:; S fazindan dnce baslayan bir
mekanizmanin bulunmasidir.

Hiicre déngisiiniin 61 fazi sirasinda biitiin ARS dizilerine bazi

protein gruplari baglanir ve orijin tanima kompleksi (origin
recognhition complex, ORC) meydana gelir.



ARS dizilerinde yada ORC proteinlerini sifreleyen genlerde her

v . [ ] L J . ' = L]

Bu tanima kompleksleri 61 fazinda olustugu ve S fazindan énce
sentez baslamadigi igin, sentezin gergek baslama sinyalinde yer
alan daha baska proteinler de bulunmalidir.

Bu proteinlerin en dnemlileri, 6zgiil kinazlardir.

Kinazlar, hiicre ddngiisiiniin ayrilmaz bir pargasi olan
fosforilasyonun kilit enzimleridir.



ORC'ye baglandiklarinda, DNA polimerazin baglanmasina agik olan
A : :

bir 6n replikasyon kompleksi (pre-RC) olusur.

Kinazlar aktive olduklarinda, sadece baglama kompleksini
tamamlamis olmazlar, ayni zamanda DNA sentezinin tetiginide
cekerler ve her replikasyonda DNA sentezi tamamlana kadar

tekrar on-RC olugmasini engellerler.

Bu mekanizma 6nemlidir, giinkii kopyalanmasi tamamlanan DNA
pargasini, kopyalanmamis DNA'dan ayirt eder.
Bdylece kopyala islemi diizenli ve etkin bigimde siirdirdilir.



Okaryotik DNA polimerazlar

Enzimin toplam olarak 6 formu saflastirilip galisilmistir.

Polimerazin DNA'ya baglanabilmesi igin, dnce sarmalin topolojisinin
degismesi gerekir.

Orijin bélgesinde sentezin baslamasi tetiklenince, ikili sarmal A=T
zengin bir bélgeden agilarak helikaz enziminin girisini saglar.

Helikaz, DNA sarmalint daha da agarak ilerler.
Polimerazin sentezi baglatmasindan once, DNA ile kompleks yapmis

olan histon proteinlerinin uzaklastirilmasi yada modifikasyonu
gerekir.
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Okaryotlarda, hiicre déngiisiinin S fazinda yeni histon
proteinlerinin sentezi, DNA sentezi ile birlikte gergeklestirilir.

DNA polimerazlardan iigii (o, 6 ve ¢) dkaryotik hiicrelerde gekirdek
DNA'sinin replikasyonu igin gereklidir.

Diger ikisinin (p ve ¢) (beta ve zeta) DNA tamirinde rol aldigi
disiinlilmektedir.

Altincisi ise (y) mitokondri DNA'sinin sentezinde yer alir.

Polimeraz y, her ne kadar gekirdek genleri tarafindan sentezlense
de replikasyon islevi bu organelle sinirhdir.



Taste 11.5 ProperTIES OF EukARYOTIC DNA POLYMERASES

Polymerase ~ Polymerase  Polymerase  Polymerase  Polymerase  Polymerase

i h 0 ¢ Y ¢

Location Nucleus Nuclaus Nucleus Nucleus Mitochondria Nucleus

35
Exonuclease Activity ~ No No Yes Yes - No

Essential to Nuclear
Replication? Yes No Yes Yes
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GCekirdek DNA'sinin sentezinin baglatilmasinda, polimeraz a ana
enzim olarak gorilmektedir.

Enzimin 4 alt biriminden ikisi, kesintili ve kesintisiz zincir lizerinde
RNA primerinin sentezlenmesinden sorumlu olan primaz olarak
islev gorir.

Diger bir alt birim, eslenik deoksiribonukleotitleri RNA primerine
takarak primeri uzatir.

Boylece, DNA sentezinin ilk evresi baslamistir.

RNA primerine kisa bir DNA dizisi eklendikten sonra, polimeraz
degisimi olarak bilinen islem gergeklesir.



Polimeraz o kaliptan ayrilir, onun yerini pol. 5 alir.

Bu form, "yiiksek islevsellige” ve hata diizeltme islevini
yapabilmesini saglayan 3'-5" eksonukleaz aktivitesine sahiptir.

Ayrica pol. a'ya gore sentez hizini 100 kez arttirir.

Pol. 5’nin yonlendirdigi DNA sentezi devam ederken, zincir uzar ve
hata onarimi yapilir.

Ugiincii enzim formu olan pol. ¢, pol. § ile ayni 6zellikleri tasir,
ancak degisik hiicre kosullarda ¢alistigi var sayilmaktadir.



Mayada, pol. ¢ aktivitesini engelleyen mutasyonlarin éliimciil olmasi,

JDvYaiId 4 U JU e J1Juyy U Ul e

etmektedir.

Okaryotlarda ¢ok fazla replikon oldugu igin bakterilere gére gok
daha fazla DNA polimeraz molekiili bulunur.

Okaryotlarda, bakteriye gore daha fazla sayida daha kiigiik

replikon bulunmasi, okaryotlardaki daha yavas sentez hizinin
yaratabilecegi sorunlari ortadan kaldirir.



Dogrusal kromozomlarin uglarinin replikasyonu sorunludur.

Prokaryotik ve okaryotik DNA sentezi arasindaki fark,
kromozomlarin yapisi ile ilgilidir.

Bakteri ve fajlarin gogunda bulunan kapali halkasal kromozomlarin
tersine, 6karyotlardaki kromozomlar dogrusaldir.

Replikasyon sirasinda kromozomun telomerik badlgesinin bir pargasi
olan dogrusal kromozom "uglarinda” 6zel bir sorunla karsilagir.

Kesintisiz zincirdeki sentez normal olarak kromozom ucuna kadar
devam ederken, kesintili zincirde, RNA primeri uzaklastiginda
sorun ortaya gikar.



Kesintili sentez sirasinda olugsan 3°'-OH grubuna nukleotit ilavesi

yapilarak yeni olusan bosluklar doldurulmalidir.
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Ancak burasi kromozomun ucu oldugu igin, 3'-OH grubunu
saglayacak kalip zincir yoktur.

Dolayisiyla, her sentezin sonunda kromozom, teorik olarak, RNA
primerinin boyu kadar kisalacaktir.

Telomeraz olarak adlandirilan enzimin bulunmasi, daha karmasik
yapidaki organizmalarin bu problemi nasil ¢6zdigdniin
anlasilmasina olanak saglamistir.

Tetrahymena'da telomerlerin gogu 5°'-TTG6GG6G-3" dizisi ile sonlanir.
Telomeraz, her replikasyon sonrasi telomerin kisalmasini 6nlemek

icin, TT6G66GG tekrar dizilerini yine ayni diziyi iceren kromozom
ucuna ilave etmektedir.
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DNA'nin ucunda TTG6666 dizisi bulunmasa da enzim yinede bu
diziyi kromozomun ucuna eklemektedir.

O halde, TT6666G, ne bir sinyal nede telomerazin islev gérmesi igin
gereklidir.

Enzim, yapisinda katalitik aktivitesi icin gerekli olan kisa bir RNA
pargasi bulunduran ¢ok 6zgiin yapida ribonukleoproteindir.

Telomerik DNA dizilerinin evrim siirecinde ¢ok siki korunmus diziler
olmasi, telomerlerin islevlerinin oldukga kritik oldugunu gosterir.

Telomerin boyunun kisalmasiyla hiicre yaslanmasinin molekiiler
mekanizmasi arasinda bir baglanti oldugu bilinmektedir.



Okaryotlarda, somatik hiicrelerin ¢ogunda telomeraz aslinda aktif
degildir ve bu nedenle, her hiicre badliinmesi sonucu kromozomlarin
telomerleri kisalir.

Birgcok bdliinmeden sonra telomerde ciddi asinmalar olur ve hiicre
daha fazla badliinme kapasitesini yitirir.

Diger yandan kanser hiicrelerinde telomeraz aktivitesi korunmustur,
bu hiicreler dliimsizdiir.



DNA rekombinasyonu, replikasyonda oldugu gibi 6zgiil enzimler
tarafindan gergeklestirilir.

[ J [ ] QW TS @ of o
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esdeger pozisyonlardaki genetik degis- Tokusa genel yada
homolog rekombinasyon denir.

Homolog rekombinasyon, belirli ortak 6zelliklere sahip gesitli
modellerle agiklanmaya ¢alisiimigtir.

Robin Holliday ve Harold L.K. Whitehouse'un 1964'de, bagimsiz
olarak ortaya koydugu modellere dayanmaktadir.

Degis-tokusun kusursuz olmasi DNA zincirleri arasindaki eslenige
baglhdir.



Siireg, iki eslesmis DNA dubleksi yada homologlari ile baslar.

Her bir giftte, ayni pozisyonda endonukleaz araciligi tek zincirde

EEENNNNSRENREREE L

Zincirlerin kesim sonucu ortaya ¢ikan uglari yer degistirir ve
arkasindan diger dubleksin tamamlayici ipligi ile eslesir (b).

Bosta kalan uglar ligaz ile birlestirilerek heterodubleks DNA
molekiilleri adi verilen hibrit ¢iftler olusturulur (c).

Degis-tokus sonucu gapraz képrii yapisi ortaya gikar.

Gapraz koprinin pozisyonu, dallanma (branch) gégii olarak
adlandirilan iglemle kromozom boyunca hareket eder (d).



Bu hareket sonucu her iki homolog iizerindeki heterodubleks

DNA'nin uzunlugu artar.

Dubleksler ayrildiginda (f), ve alttaki kisim 180° déndiigiinde (g),
ki formu (chi form) denilen diizlemsel bir ara yapi olusur ve
karakteristik Holliday yapisi ortaya gikar.

Daha dnce degis-tokusta yer almamis karsi homologlardaki iki

zincir endonukleazla kirilirsa (h), ve tekrar birlesme olursa (i),
rekombinant dubleksler meydana gelir.
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Gen konversiyonu (donisiimi), DNA'nin rekombinasyonu sonucu
ortaya ¢ikar.

Neurospora’ da saptadigi gen dondsimii iki yakm baglantili gen
arasindaki karsilikli olmayan (nonresiprokal) genetik degis-tokus
olarak adlandirilir.

Ornegin, her biri degisik mutasyon tasiyan iki Neurospora susunu
caprazlarsak (a+ X +b), genler arasindaki karsilikli (resprokal)
rekombinasyonla ++ ve ab genotipleri tasiyan spor giftleri olusur.

Bunun aksine, tek tarafli degis-tokusta bu giftlerden yalniz biri
meydana gelir.



Bu olaylarin sikligi 6ngoriilen mutasyon hizina gére daha yiiksektir
ve dolayisiyla mutasyondan kaynaklandigi sdylenemez.

Bunlar, gen konversiyonu olarak isimlendirilir, ¢iinki, genetik

degistokusun oldugu yerde bir allel bir sekilde baska bir allele
“donlsmdstir”.
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