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MOLEKULER HUCRE BiYOLOJISININ TARIHI,
ATOMLAR, KIMYASAL BAGLAR,
MAKROMOLEKULLER ve HUCRE

Molekiler Biyoloji, hicrelerin fonksiyonlart ve onarimi igin ge-
rekli biyolojik stirecleri yuriten nikleik asit ve proteinler gibi hicresel
molekillerin kompozisyonunu, yapisini ve etkilesimlerini inceleyen biyo-
loji alanidir. Diger bir deyigle, molekiler biyoloji, molekiler diizeyde
biyolojik aktivitelerle ilgilenen bilim dalidir.

Molekiiler biyoloji alani biyoloji, kimya ve &zellikle genetik ve bi-
yokimya alanlariyla értismektedir. Molekiler biyolojinin énemli bir ala-
ni, cesitli hiicresel sistemlerin DNA, RNA ve protein sentezi islevi baki-
mindan nasil etkilesimde bulundugunu anlamakla ilgilidir.

Molekiiler biyolojide kullanilan spesifik teknikler alana 6zgudur,
ancak genetik ve biyokimya ile ilgili yontem ve kavramlarla da birlestiri-
lebilir, bu nedenle bu disiplinler arasinda buytk bir fark yoktur.

Molekiiler biyoloji, replikasyon, transkripsiyon, translasyon ve
hiicre fonksiyonu gibi stireglerin arkasindaki molekiiller mekanizmalari
inceler, molekuler biyolojinin temelini ifade etmenin bir yolu, genlerin
RNA'va nasil transkribe edildigini ve RNA'nin proteine nasil déntstartl-
diginu anlamaya yénelik oldugudur. Bununla birlikte, bu basitlestiril-
mis betimleme halen RNA'nin rolleri ile ilgili yeni bulgular nedeniyle
tekrar gbzden gegirilmekte ve revize edilmektedir.
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Kimyasal Baglar

Bircok elementin atomlar), diger atomlara baglanarak daha
kompleks ve yeni molekiller meydana getirme 6&zelligine sahiptirler.
Atomlari bir arada tutan ¢ekim kuvveti kimyasal bagdur.

Kimyasal Baglar

Gugla Baglar Zayif Baglar
(Kimyasal Baglar) (Fiziksel Baglar)
lyonik baglar Hidrojen baglari
Kovalent baglar Van der Waals Baglari
iyonik Bag

Atomlar ancak dis e tabakasinda bulunan elektronlari tamamla-
diginda kararl olur. Iyonik baglar bir veya birkac elektronun bir atom
blinyesinden tamamen ayrilip diger bir atomun bunyesine gecmesi so-
nucu (+) ve (-) yikla iyonlar arasinda olusur. Boyle (+) ve (-) yuklere
iyon denir. [ki iyon arasindaki bag, iyonik bagdir. Bu bag giicla bir
bagdur.

Ork: Na* + CI' =NaCl

Sodyum, atom numarasi 11 olan bir atomdur. 11 elektronlu
sodyum atomu 1 elektron vererek kararli hale gecerken, atom numarasi
17 olan Klor atomu (17 elektronlu) 1 elektron alarak kararh yapiya gecer

(Sekil 1).

2
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A sodium A chloride A sodium A chloride
atom atom cation anion
Na + Cl Nat + Cl-

Sekil 1. lyonik Bag Olusumu

(http://chemistry.tutorvista.com/ inorganic-chemistry/ionic-and-covalent-bonds.html,
2017)

Kovalent Bag

lyonik baglarda elektronun bir atomdan digerine transferi soz
konusudur. Fakat bircok durumda elektron bir atomdan digerine geg-
meyip ortaklasa kullanilir. Olusan bag kovalent bagdir. Kovalent bag-
lar kuvvetlidir. Kirilmasi icin 50-110 kcal'lik enerji gerekir.

Ornek: Hz, Burada H molekiliindeki her atom elektronu ortak-
lasa kullanir, sanki her H atomunun iki elektronu var gibidir (Sekil 2).

Sekil 2. Kovelent Bag Olusumu

(http://chemistry.tutorvista.com/organic-chemistry/chemical-bonds.html, 2017)

Hidrojen Bagi

Eger tek bir H atomu O veya N gibi iki elektronegatif atom ara-
sinda ortaklaga kullanilirsa hidrojen bagi olusur. Hidrojen bir oksijen

3
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MOLEKULER BiYOLOJININ TEMELLERI

ve bir azota kovalent baglanabilir. Kirllmasi icin gerekli enerji 4-5 kcal'dir
Bu bag zayiftir.

Ornek: H:O (Su) molekiilleri arasinda (Sekil 3)

T-12 2.2 Hydrogen bonding in water and macromolecules
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Sekil 3. Su ve Makromolekillerde Hidrojen Bag Olusumu
(Madigan MT., Martinko JM., Parker J., 2000)

Van der Waals Baglan

Bir molekuliin nonpolar gruplar arasinda olusan hidrofobik bag-
lar veya van der waals baglari adi verilmektedir (Sekil 4). Zayif baglardir.
Organizmada bulunan biyik molekillerin sekillerini stabilize etmede
o6nemli rol oynar. Bu baglarin enerijileri yaklasik 1-3 kcal/ mol arasinda-
dir. Zayif baglardur.

4
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Sekil 4. Van der Waals Bag Olusumu

(http://www.unariunwisdem.cem/paradigm-shift-scientists-demenstrate-the-wavelike-
nature-ef-van-der-waals-ferces/, 2016)

Organik Molekiiller (Biyomolekiiller, Makromolekiiller)

Kovalent baglarla baglanmig karbon (C) zinciri igceren molekiille-
re organik molekiiller denilmektedir. Biyomolekiillerin bircogu karbonun
organik bilesikleridir. Karbon atomu oldukg¢a énemlidir. Cinkil karbon
atomu hidrojen, oksijen ve azot gibi kovalent bag yapma kapasitesine
sahiptir. Karbon oksijen ve azot ile de tek ve cift bag yapma 6zelligine
sahiptir. Ayrica karbon atomlarinin elektronlarini kendi aralarinda ortak-
lasa kullanmalari ve olduk¢a dayanikli olan C-C tek bagi da yapabilir.
Bu sayede cok ¢esitli yapida biyolojik molekul elde edilmektedir. Karbon
atomunun diger atomlara ¢esitli sekilde baglanmasi sinirsiz sayida orga-
nik molekilin meydana gelmesine olanak saglamistir.

Biyomolekiller su molekiliniun ayrilmasiyla birbirine baglanir,
bu olaya dehidrasyon reaksiyonu denir. Diger taraftan su molekuliiniin
ortama ilave edilmesiyle biyomolekullerin birbirinden ayrilmasina hidro-
liz denir.

Karbohidratlar, Proteinler, Lipidler, Ntkleik asitler en énemli or-
ganik molekilerdir.

Karbohidratlar: Karbonhidratlar, canlilarda bulunan organik
molekdllerin ticiincii buytk grubunu olusturur. C, H ve O elementlerinin
C,(Hz20), formuliine gére kurulmasiyla meydana gelir. Ancak bu genel
formule uydugu halde karbonhidrat olmayan (Asetik asit (C2HaOz), Lak-

5
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tik asit (CsHeOs3)) veya genel formile uymadig halde karbonhidrat olan
(Deoksiriboz (CsH1eO4, Ramnoz (CsHi20s) bilesikler de vardir. Azot ve
kukurt ihtiva eden bazi karbonhidratlar da bu genel formile uymazlar.
Karbonhidratlar, polihidroksilik alkollerin aldehit veya keton tlrevleri
(monosakkaritler), bunlarin polimerleri (oligo- ve polisakkaritler), oksi-
dasyon urunleri (geker asitleri), redliksiyon trlnleri (seker alkoller) dir.
Molekiildeki basit seker tnitelerinin sayisina gore: Monosakkaritler, Di-
sakkaritler, Oligosakkaritler ve Polisakkaritler; Reaktif gruplarina gore:
Aldozlar Ketozlar; Karbon zincirinin uzunluguna gére: Diozlar, Triozlar,
Tetrozlar, Heptozlar, Pentozlar, Hegsozlar olarak isimlendirilmektedir.
Monosakkaritlerin birbirine kovalent olarak Glikozidik bag ile baglanma-
st sonucu disakkaritler, oligosakkaritler ve polisakkaritler olusur. Karbo-
dihratlar lipitlere baglandiginda glikolipit, proteinlere baglandiginda gli-
koprotein olarak isimlendirilirler.

a-1,4 glycosidic linkage

a-Glucose 8-Clucose
Maltose

Sekil 5. Maltoz Sekerinde Glikozidik Bag Olusumu

(https://socratic.erg/questions/what-dees-alpha-acetal-linkage-mean, 2016)

Lipidler: Lipidler, biyolojik kaynakli organik bilesiklerdir Lipid-
lerin yapilarinda C, H, O bulunur; ayrica N, P, S gibi elementler de bazi
lipidlerin yapisina girerler Lipidlerin temel yapi taglari yag asitleridir. Yag
asitleri, hidrokarbon zincirli monokarboksilik organik asitlerdir; yapila-
rinda, 4-36 karbonlu hidrokarbon zincirinin ucunda karboksil grubu
bulunur. Lipidler, suda ¢éztinmeyen, apolar veya hidrofob bilesiklerdir.
Lipidler, kloroform, eter, benzen, sicak alkol, aseton gibi organik ¢oziicii-
lerde ¢ozunebilirler. Yag asitlerinin cesitli alkollerle olusturduklar esterler

6
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basit lipidler olarak bilinirler. Yag asitleri ve alkole ek olarak bagka grup-
lar iceren lipidler bilesik lipidlerdir. Yag asitlerinin simniflandirilmalari: -
doymus yag asitleri ve doymamis yag asitleri olarak iki grupta incelen-
mektedir. Doymus yag asitleri, hidrokarbon zincirleri ¢ift bag icermeyen
ve dallanmamis olan yag asitleridirler. Hayvansal yaglarda en ¢ok bulu-
nan doymus yag asitleri, 16 karbonlu palmitik asit ile 18 karbonlu stearik
asittir. Doymamus yag asitleri, hidrokarbon zincirinde bir veya daha fazla
cift bag iceren yag asitleridirler. Doymamig yag asitleri oda sicakhginda
genellikle sividirlar, suda ¢éztinmezler, ucucu degillerdir. Hayvansal yag-

larda en ¢cok bulunan doymamis yag asitleri, palmitoleik asit, oleik asit,
linoleik asit, arasidonik asittir.

ORI
e e o
HHHHHHHMHH
saturated
SELEEN
A \O\/&/,
HHHHH /O\o/
unsaturated ’9 &/ \’5'
1R
$EG g e e e
HHHHHHHHH
head tail

One Farty Acid

Sekil 6. Doymus ve Doymamis Yag Asit Zincirleri
(http://biologyclermont.info/wwwroot/courses/lect]/lipids.htm, 2017)

Proteinler: Yunanca ‘proteios’ kelimesinden tiretilmis ve ‘en
6nemli’ ya da ‘en énde yer alirrm’ manasindadir. Proteinler bir veya
birden ¢cok polipeptid zincirden olusmus polimerlerdir. Aminoasitler pro-
teinlerin temel yapisal uniteleridir. Proteinler, aminoasitlerin birbirlerine
peptid baglari ile baglanarak olusan polimerlerdir. Aminoasitlerin poli-
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peptid yapiya polimerizasyonu bir aminoasidin —-COOH (karboksil) gru-
bu ile bir digerinin —-NHz (amino) grubu arasindan su c¢ikisi ile olur. Bu
reaksiyondan bir peptid bagi meydana gelir (Sekil 7). Bircok aminoasi-
din bu sekilde birbirine baglanmasi ile polipeptid zinciri olugur. 20 ami-
noasit farkh yapi ve boyutta yaklasik 100.000 farkl protein olustururlar.

m Amino Va _"\\_ / Peptid

Ry grup ‘R, / Bag

® 8. .8
0
TR ke ‘ CH)
C

¢ H
Tl /OH‘+">./ \'/C\LH\ F '/C\
N '~ H; C 0 N [ C
i H H - | H
H 0 H l
e / \ \\
Karboksil {
grup \\/ \¢ 2/,

Sekil 7. Aminoasitler Arasinda Peptid Bag Olusumu

(http://80.251.40.59/veterinary .ankara.edu.tr/fidanci/Bers Notlari/Ders Notlari
/Proteinler.html, 2017)

Niikleik Asitler: Genetik materyal olan niikleik asitler niikleo-
tid birimlerinin polimerlesmesi ile meydana gelmislerdir. Bir niikleotid
bir baz, bir seker ve bir fosfat molekiliinden olugur. Bazlar pirimidinler
ve pirinler olmak tizere iki grubu ayrilirlar. Iki tip nikleik asit vardir Bun-
lardan ribonukleik asit (RNA)'in seker grubu bir ribozdur. Deoksiribo-
nikleik asit (DNA) de ise ribozun 2’ (iki tGssi) karbondaki hidroksil
(-OH) grubu, yerini bir hidrojene (H) birakmustir (deoksiriboz seker).
RNA'da yer alan bazlar adenin, urasil, guanin ve sitozindir. DNA da ise
urasilin yerine timin bazi yer alir. Bu iki nikleik asitin baz diziligleri hiic-
renin genetik bilgisini temsil eder.

HUCRE

Organizmalar sistemlerden, sistemler organlardan, organlar do-
kulardan, dokular hiicrelerden, hilicreler ise organel, organik ve inorga-
nik maddelerden olugsmaktadir. Tim canli organizmalarin yapisal en
kiiciik birimi hiicredir. Hiicrenin temel yapi taglart ve kimyasal bilesimini

8

Ucretsiz PDF Kitap Arsivi - https://rantey.org



Molekdiler Hiicre Biyolojisinin Tarrhi, Atomlar, Kimyasal Baglar, Makromolekiiller ve Hiicre

incelediginde bir hiicre icindeki bilesiklerin % 99'undan fazlasi baslica
alti elementten meydana gelmistir. Bu elementler karbon (C), hidrojen
(H), nitrojen (N), oksijen (O), fosfor (P) ve kukurt (S)'dar. Karbon ile
diger elementler arasinda kurulan kovalent baglar sonucunda ¢ok sayida
bilesik meydana gelebilir. Karbonhidratlar, yaglar, aminoasitler (protein-
ler) ve nikleotid olan bu dért grup organik bilesige hiicre agirliginin %
70-80 kadarini kapsayan su ve dig ortamdan alinan elektrolitler de ekle-
nince hlicrenin kimyasal yapist ortaya cikar.

Iki yaygin hiicre grubu vardir. Bunlar: Prokaryotlar (bakteriler,
arkeler) ve Okaryotlar (bitki ve hayvan hiicresi). Karyot=nikleus, cekir-
dek; Pro=ilkel, énce; Eu (O)=gercek anlamimna gelmektedir. Prokaryot-
larla 6karyotlar arasindaki en temel farklar prokaryotlarin gercek bir niik-
leusa (cekirdek) ve zar iceren organellerinin olmamasidir. Her ikisinin de
ortak 6zelligi DNA's1, hiicre zari ve zar icermeyen tek organel olan ribo-
zomlarmin olmasidir. Glinimiizdeki modern siniflandirma sisteminde ise
artik organizmalar 3 temel sinif icinde incelenmektedir: Bakteriler, Arke-
ler ve Okaryotlar (Okarya). Bakteriler ve arkeler, temel olarak pek cok
acidan benzerdirler, ancak ciddi farkliliklar: da vardir. Arkeler metabolik
streclerinde bakteriler'den cok ékaryotlara benzemektedir. Bu yiizden
ayr olarak simiflandirilmaktadir (Sekil 8).

Phylogenetic Tree of Life

Bacteria Archaea Eucarya

Sekil 8. Filogenetik Yasam Agaci
(http://www.dnabaser.cem/articles/phylogenetic-tree/, 2017)
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Prokaryot Hiicre
Temel ozellikleri:

e Tum ortamlarda bulunan tek hiicreli organizmalar. Bunlara
bakteriler ve arkeler dahildir;

e Cekirdeksiz; niikleer membran yok (sitoplazmada dagilmis ge-
netik materyal)

e Zarla cevrili organeller yoktur;

e Hoicre sitoplazmada bulunan sadece bir dairesel DNA molekii-
[U1 igerir;

e DNA ¢iplaktir (histon yok);

e Basit i¢ yapi (Sekil 9);

¢ Basit ikiye boliinme ile hiicre bélinmesi.

BACTERIA

Capsule

Cytoplasm _Flagclla

Food _
granule

Nucleoid -~

Mesosome —

Ribosomes -~

a DIFFERENCE B/'W
Sekil 9. Bakteri Hicre Yapisi

(http://www.differencein.com/difference-between-archaea-bacteria/, 2014)
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Okaryot hiicre
Temel ozellikleri:

e Okaryotik hiicreler hayvanlarda, bitkilerde, mantarlarda ve
protist hticrelerde bulunur;

e Genetik materyalin bir zar ile cevrelendigi gercek bir cekirdegi
olan hucre;

e Okaryotik genom prokaryotlardan daha karmasiktir ve coklu
kromozomlar arasinda dagilmaktadir;

e Okaryot DNA dizdiir;

e Okaryotik DNA, histonlar adi verilen proteinlerle komplekstir;
e Zarla gevrili bircok organeli vardir;

e Kompleks i¢ yapi (Sekil 10);

e Mitoz ile hiicre boliinmesi.

cytoskeleton

cytoplasm ribosomes

nucleus

endoplasmic
reticulum

mitochondrion

lysosome

Sekil 10. Okaryotik Hiicre Yapis
(http://www.shmoop.com/biology-cells/all-eukaryotic-cells.html, 2017)
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Arkeal Hiicre

Arkeler prokaryotlardir, cekirdeksiz organizmalar (Sekil 10), an-

cak arkelerin molekiiler biyolojisi bazi yonleri ile ékaryotlarinkilere daha

benzerdir.

grcﬁaea Plasma membrane

Cytoplasm

Cell wall

DNA

Ribosomes

6 DIFFERENCE 8/W

Sekil 11. Arke Hiicre Yapusi

(http://www differencein.com/difference-between-archaea-bacteria/, 2014)

Flagella

Tablo 1'de Bakteri, Arke ve Okaryotlar arasindaki bazi temel

farkliliklar verilmistir.
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Tablo 1. Bakteri, Arke ve Okaryotlar arasindaki baz1 temel

farkhiliklar
OZELLIKLER BAKTERILER ARKELER OKARYOTLAR
Molekiiler Ozellikler
Halkasal kromozom yapis) + + -
Plazmud bulunusu + + Nadir
Ribazom sedimentasyon sabiti 708 08 80§
Ribozoma) RNA sedimentasyon 168, 238, 58 168, 238, 5§ 185, 288, 5.838, 58
sabitlen
RNA polimeraz sayisi ladet Burkay adet 3 adet
(4 alt birim) (Herbin 8-12 alt binm) (Herbin 12-14 alt binm)

Trinskripsiyon faktora (EF-2) - + +
gerekliliga
Promotor yapilan TATAAT (Pnibnow) TATA kutusu TATA kurusu

Kutusu (-38 ve -25 sekanslan) {-30 ve -25 sekanslan)

(-10 ve -35 sekanslar)

Metabolik Ozellikler
Azot fiksasyonu + + -
Denitnifikasyon + + i
Metan olustwma - + -
Klorofille fotosentez + - +
Kemolitotrofik metabolizma + + -
B0°C azenindeki sicakhikta ve 1.5 + + o
M’in Qzerindeki tuz konsantras-
vonlaninda greme
§§1my'agm'1_l:z]ere Davali
Ozellikler
PHB aretim; + + =
Peptidoglikan bulunusu + - -
Sterol bulunugu (hucre 2arlarinda) + - +
Zas hipitlen Gliserole ester bagh yag Gliserole eter bagh Giliserole ester bagh yad

asitlen Ranil zincirlen asitlen
Sitolojik Oacllikler
Prokaryotik hocre yapisi + + -
Histon proteinlert - 4
9+2 dazeninde flagella yapisi - = +
Baglangig amino asiti N-formilmetiyonin Metiyonin Mettyonin
S'CAP ve poli-A uzanitsi - - +
Mitoz - - +
Antibivotiklere Duyarlilik
B-laktam, kloramfenikol, + - -
streptomisin
Siklohekzimit - - +

1: Mitokondn ve kloroplas hang, 2: Aotcin yapida hicre duvanna sahup Chlamydiae ve Planctomycet’ler hang, 3:Ban tRNA
genlen inron protemnder: sgermektodir

Kaynak: @zcan, 2004.
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Insan-genom projesi 1990'da baglamis ve 2003'te tamamlanmus-
tir. Proje sonuclarina gore; cekirdekli hiicrenin her birinde DNAmin 2
metre uzunlugunda oldugu ve haploit hiicrelerde (23 kromozomlu-esey
hiicreleri) 3 milyar baz ciftine, diploit hiicrelerde (46 kromozomlu) 6
milyar baz ciftinin oldugu ve bunlarm da 20 - 30 bin geni olusturdugu ve
bu genlerden de yaklagik 100 bin proteini kodladigi bulunmustur. Yapi-
lan calismalarda DNA'nin %10'luk intron oldugu ve DNA'da %60 ora-
ninda tekrarlanan diziler oldugu, %97 oraninda protein sifreleyen DNA
bolgesinin oldugu ve sadece %Z2'sinin anlamli protein kodladigi goéril-
miistr. Insan hiicresi 46 kromozoma sahiptir ve bu kromozomda bulu-

nan DNA zincirlerinin bazlar1 yan yana yazilirsa 820.000 sayfa tutmak-
tadir, bu da her biri 1000 sayfadan 820 cilt kitap demektir.

Son bulgulara gore yetigkin bir insan viicudunda yaklasik 3.72
x 1012 (37.2 trilyon) hiicre bulunmaktadir. Buradan gidilerek tek bir hiic-
re ve toplam hiicredeki DNA uzunlugu hesaplanmustir.

DNA'nin Uzunlugunun Hesabu:

(1 baz ciftinin uzunlugu)x(hiicredeki baz ciftinin sayisi)x(vicuttaki hiicre
sayisi)

(0.34 x 10° m)x(6 x 10%)x(10*%) =2.0 x 10'° metredir.
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Bir hiicrede ise 2 metredir. 2.0 x 10* metre. Bu, diinyadan gii-
nese yaklasik 70 geziye esdegerdir.

Genom, bir canlinin sahip oldugu genetik bilginin toplam: yani
buatunlagadar (Sekil 12).

Proteom, belirli bir gevresel kosullar altinda bir organizmada
bulunan toplam proteindir.

Genome | p\’ (9?

rf
Y
Chromosome
Gene “ Gene

Sekil 12. Genom

(https://cemmens.wikimedia.erg/wiki/File:Human geneme te genespng, 2014)

1903'te W.S. Sutton adli bir bilim adami kalitimi saglayan genle-
rin kromozomlar (zerinde bulundugunu ifade etmistir. Kalittmin DNA
molekill tarafindan tasindidr ilk olarak 1928'de Fred Griffith adli bilim
adami tarafindan ortaya atilmistir. Bu bilim adam zatiirreye sebep olan
Streptococcus pneumoniace (ya da kisaca pnémokok)'nin 2 wkint (sus)
deneyinde kullanmistir. Bunlardan birisine hiicrenin en disinda yapigkan
polisakkaritten olusan kapsiile sahip, bu yapidan dolayi hastalik olustu-
ran (patojen) irk olup, petri kabinda diiz ve buyiik koloniler olusturdugu
icin ‘S wrkr’(Smooth = dizgiin, diz, pirizsiz) adint vermistir. Diger
irka ise kapstilsiiz, bundan dolay: hastalik olusturmayan (patojen olma-
yan), petri kabinda kigik ve kenarlart purtiiklic koloniler olusturdugu
icin ‘R wrkr’ (Rough = purtikli, purizli) adin vermistir (Sekil 13).

16
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Koloni
Serotip Morfolojisi Kapsdal Virdlans

IR Parazia Yok Hastahk yapmaz (avirulant)
Ins Duz= var Hastahk yapar (viralant)

R strain (rough) S strain (smoolh)

Sekil 13. R ve S Irkinin Ozelligi ve Gériiniisi

(http://www.trunity.net/ICBdeme/view/article/52446{810cf264abcd85e912/, 2017)
(http//www.visienlearning.cem/en/library/Bielegy/2/BNA-1/149, 2017)

Griffith’in Deneyi

< Patojen S irkini Gretilmis ve fareye enjekte edildiginde fare 6lii-

|
vor, cink zatire olmustur. ﬁ ‘

Patojen olmayan R irkini Giretmis ve fareye enjekte ettiginde fare

-

L&

canh kalmaktadir.

Griffith, 1s1 ile S bakterilerini éldurtp fareye enjekte etmis ve fa-
reler canh kalmistir. Sonra, 1s1 ile éldurilen S bakterileriyle R bakterile-
rini karistirip fareye enjekte ettiginde fareler 6lmiistiir (Sekil 14).

17
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Griffith 1siyla élen S bakterilerinden yiiksek sicaklik etkisiyle bo-
zulmayan bir maddenin serbest kalarak R tipine ait hiicrelere girdigini
yani transforme olacagini gérmiustir (transformasyon). Olen farelerden
ornek alip ekim yapmis ve S tipi bakterilerin oldugunu gérmistir. An-
cak, transformasyona neden olan maddenin ne oldugunu aciklayama-
mistir. Ancak bir dneri olarak transformasyon neden olan ana maddenin
polisakkarit kapsuliin bir kismi yada kapstil sentezinde rol alan bir bilesik
olabilecegini ileri sirmustir.

Rough Strun Smooth Stramn Heat-Killed Rough Strain and Heat-
(1I-R) (I-S) Smooth Strain Killed Smooth SMraun
O 20 0.° » O
® @ e

W J Ny 1
»% 3 »

Mousce Lives Mouse Dies Mouse Lives Mouse Dies

Sekil 14. Griffith’in Deneyi

(http://greatexperimentsblog.blegspet.com.tr/2015/10/live-meuse-dead-lethal-bacteria-
live.html, 2015)

Daha sonra 1943'te 3 bilim adami O.T. Avery, C.M. MacLeod

ve M. McCarty Griffith'in deneyini ele alp, ileri gotirmuslerdir (Sekil
15).

Amac: Fareye ne gecmisti ki fare dlmustii, bunu ortaya cikar-
mak yani kalitsal materyali bulmakti.

18
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Hastalik yapan S tipi bakterilerini 1s1 ile 6ldirmiis, parcalanmis
bakteri icerigini alip 3 ayri deney yapmislardir. Bakteri icerigi proteaz
(proteinleri parcalayan enzim), RNaz (RNA'y1 parcalayan enzim) ve
DNaz (DNA'y1 parcalayan enzim) ile muamele edildikten sonra canli R
bakterileriyle karistirilarak farelere enjekte edilip sonuca bakilmistir. So-
nucta proteaz ve RNaz muamelesi edilmis deneylerde farelerin OLDU-
guni, sadece DNaz+R bakterisi ile muamele edilmis deneyde farenin
CANLI kaldigini géstermislerdir. DNaz tarafindan DNA molekiili parca-
landigindan dolayi hastalik etkeni olan kalitsal bilgi R tipi bakterilere
aktarilmamis ve onlar1 S tipine cevirmedigi icin fare zatiire olmamis ve
dlmemis, canli kalmistir. Sonug olarak; Transformasyon yapan maddeyi
saf olarak elde etmisler ve bu molekiliin DNA oldugunu kanitlamislardir

(Sekil 15).

I CENTRIFUGE - HEATING l HOMDGENIZE

s ce S in =
ligquid medium EXTRACT LIPIDS, CARBOHYDRATES,
PROTEINS AND NUCLEIC ACIDS

Treat with Traat with

Treat with Protease

DNasea RNase

:

%

H

0

H

H

3

o
<—E—.I

L)

]

0

q

tH

:
- ) <Nl

—@
B
—

IN#‘%TED TO LIVi MOUSE

 — = - . -~
MOUSE LIVE MUSE DIES MOUSE DIES mUSE DIES

Sekil 15. Avery, MacLeod ve McCarty'nin Deneyi
(http://biesiva.5@webs.erg/repl.htm, 2017)

Hershey ve Chase (1952) de bakterivofaj T2 deneylerinde
DNA'nin genetik materyal oldugunu ikinci kez ispatlamiglardur.
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Ucretsiz PDF Kitap Arsivi - https://rantey.org



MOLEKULER BiYOLOJININ TEMELLERI

Kalitsal bilgiyi tasiyan bir molekiliin 3 6nemli 6zelligi bulunmasi gerekir:

1. Molekil kendini esleyebilmeli ve uzun yillar boyunca nesilden
nesile aktarilan kaltsal bilgi degismeden kalmalidir.

2. Molekil kendini eslerken cok nadirde olsa mutasyona izin
vermeli

3. Bu molekiil hiicrede sentezlenen biitiin proteinlerin sentezini
denetleyebilmelidir.

1947 - 1953'te Erwin Chargaff ve arkadaslar tirlerin DNA'lari-
nin baz kompozisyonunu incelemisler ve Chargaff kurallarin aciklamis-
lardir.

Chargaff Kurali

1. DNA'nin baz kapsamui tiirden tiire degisiklik gosterir.

2. Cesitli organlardan izole edilen DNA'daki baz kapsami ayni-
drr.

3. Baz kapsamu o tiiriin yasi, beslenmesi ve gevre degistirmesiyle
degismez, sabittir.

4. Herhangi bir tiire ait DNA’daki Adenin bazlarinin miktari, Ti-
min bazlarinin miktari ile oratilidir. Guanin bazlarinin miktari
da Sitozin bazlarmnin miktar: ile orantiidir. Yani DNA mole-
killerinde Adeninin Timine veya Guaninin Sitozine orani da-

ima 1’e esittir (A/T=1 ve G/C=1).

O. Plrinlerin  toplami  pirimidinlerin ~ toplamina  esittir
(A+G=T+C), ancak A + T %’si, G + C %’sine esit degildir
A+T% =G + C%)

Iste J.D. Watson ve F.Crick 1953'de bu bulgulari degerlendirerek
boyle 6zelliklere sahip DNA makromolekiiliiniin sekonder yapisina ait
bir model gelistirmislerdir. Bilim adamlari X-isini kullanarak DNA'nin
yapisini ¢ozmistiir. DNA'nin birbirinin tamamlayicist olan cift sarmaldan
(double helix) meydana geldigini aciklamislar ve 1962'de Nobel 6dulu
almglar.
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NUKLEIK ASITLERIN YAPISAL UNITELERI

Niikleik asitler 2 gruba ayrilir: DNA ve RNA. Bunlarin yapisini olus-
turan Uniteler ise (Sekil 16);

e Sekerler,

e DBazlar,

e Nikleozid,

e Nukleotid,

e Polintikleotid’dir.

I

nucleoside nucleotides

nucleic acids

Sekil 16. Niikleik Asitlerin Yapisal Uniteleri

(http:/Avww .slideshare.net/sthamgritly/S-nucleotides-and-nucleic-acids-lecture, 2013)

Sekerler

Pentozlar bir karbon atomunun heksozdan uzaklastirlmas: ile
olusurlar. Kimyasal adlandirma geregi, bir niikleotid seker halkasindaki
karbon atomlan 1', 2', 3', 4’ ve &' olarak adlandirilir ("1 tissii" vb. olarak
okunur). Pentozlar, niikleik asitlerin ana omurgasi boyunca yer alir ve
deoksiriboz sekeri DNA'da, riboz sekeri RNA'da bulunur. Aradaki fark 2
no'lu Cna bagh OH grubundaki oksijenin deoksiribozda oclmamasidir.
Ribontikleotid rediiktaz enzimi 5 karbonlu seker halkasmin 2° C’'nundaki
hidroksil (-OH) grubunu indirgeyerek ribozu deoksiriboza déniistiirmek-

21

Ucretsiz PDF Kitap Arsivi - https://rantey.org



MOLEKULER BiYOLOJININ TEMELLERI

tedir. Nukleik asitlerin dogada sentezlenmeleri sirasinda bliytiyen zincirin
bir ucundaki seker grubunun serbest bir 3" hidroksil (-OH) grubu varken,
diger ucundaki sekerin ise serbest bir 5'-OH grubu vardir. Bu iki uca,
sirasiyla 3' ve 5' uclart denilmektedir (Sekil 17).

V2 &' carbon 4 &' carbon
5’ 6
HOCH, o OH HOC|H2 o OH
4'C Ccr 4°C @1’
| 1 | < 0
H H H Cc H
e o S
3' carbon | 3' carbon
OH OH
2-Deoxyribose Ribose

(Kiug & Cummings 1997)

Sekil 17. Deoksiriboz ve Riboz Sekerinin Yapisi
(https://www.mun.ca/biology/scary/Ribose_sugar.html, 2014)

Bazlar
Azotlu bazlar iki gesittir, bunlar Pirimidinler ve Pirinler’dir.

Pirimidinler, yapilarinda 2 tane azot (N) bulunan ve 6 atomlu tek
halka iceren altigen bir yapiya sahip bilesiktir. Pirimidin bazlar:: Sitozin,
Timin, Urasil'dir. C, T ve U seklinde simgelenirler (Sekil 18).

— Sitozinde (C) ; 4.C'da NH:z bulunur.
— Timinde (T) ; 5.C'da CH3 bulunur.
— Urasilde (U) ; 2.C'a ve 4.C'a O bagldir.

(0] (0]
H | |
C C C CH
X . R 3
N3 ~ &CH HNG 5,c‘:H HNG ¢ 5C
|
HC? | ScH c? , ScH c2 , ScH
& 1 3 1 1
Y 0 o] - o] N
H H
Pyrimidine Cytosine (C) Uracil (U) Thymine (T)
(found in RNA) (found in DNA)

Sekil 18. Pirimidinlerin Yapisi
(https://www.mun.ca/biology/scarr/iGen3 02-08.html, 2010)
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Pirrinler ise altigen pirimidin halkasma 5'li bir imidazol halkasinin

baglanmasiyla olusur. 9 atomlu, iki halkali’dir. Plrin bazlari: Adenin,
Guanin’dir. A ve G seklinde simgelenirler (Sekil 19).

— Adeninde (A) ; 6.C'da NH:zbulunur.
— Guaninde (G) ; 6.C'a O, 2.C'a NH: baghdur.

H
%% i b bl
N, sC~ 7\ LR AN
I g CH 8 CH
HCZ 40\&/ BT lsl /
=N N ~ N
H H
Purine Adenine (A) Guanine (G)
Sekil 19. Pirrinlerin Yapist
(https://www.mun.ca/biology/scarr/iGen3 02-08.htm], 2010)
Niikleozitler

Bir plirin veya pirimidin bazmin riboz veya deoksiriboz sekerinin
1 no'lu C'una baglanmasiyla olusurlar. Bazlarin riboz sekerine baglan-
masiyla ribontikleozit, deoksiriboza baglanmasiyla deoksiribontikleozit
adini almaktadir.

Pirimidin niikleozitlerde seker 1 no’lu Cundan, C, T, U bazlari-
nin 1 no’lu azot (N)'a glikozidik bagla baglanirken, piirin niikleozitlerin-
de seker 1 no’lu C ile A, G'nin 9 no’lu azot (N)'una glikozidik baglanir
(Sekil 20).

Pirin ntkleozitlerinin sonuna ‘-ozin’, Pirimidin niikleozitlerinin
sonuna ‘-idin’ eki getirilir.

DNA’daki nukleozitler:

— deoksiadenozin {(deoksiadenin ntikleozit),

— deoksiguanozin, (deoksiguanozin niikleozit)
23
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— deoksitidin, (deoksitidin ntikleozit)

— timidin (timidin niikleozit) olarak isimlendirilir.

RNA'daki nitikleozitler,

— adenozin (adenin niikleozit),
— guanozin (guanin ntkleozit),
— sitidin (sitozin niukleozit),

— uridin (urasil nuikleozit) olarak isimlendirilir.

H H FRCIC R, - N, T O
/c ’E\ /N : (R 'l (2 ’
H/a \CH N, N\ e — r)"
3 S I I ' sCH LSS IS
2 4 ' .
2 ¢ c ’/ BN, mhycoosiclic
LS LN D bt f ittt
N H
Pyrimidine Purine TR~ o
ll(:_(?ll;. > N e e ..: »
. x e -
T e

¢ -
«»ii «»Ri

B-SNgumthocosidic
Erarenel fen prasriese
rilbresennsa Beesnmicle =

Sekil 20. Pirimizin ve Plirinin Seker ile Glikozidik Baglantis
ile Niikleozit Olusumu
(http://www.slideshare.net/sihamagritly/5-nucleetides-and-nucleic-acids-lecture, 2016)

Niikleotitler

Nitkleozitlerin fosfat esterleri olarak bilinir. U¢ bilesenden mey-
dana gelmistir: bir azotlu baz, bir pentoz sekeri ve bir fosfat grubu (Sekil

21 ve 22).
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Fosfat grubu, 5C’lu riboz sekerinin 2°, 3" ve 5 no’lu C'larmna
baglt OH ile ester bag olusturur. C-5’-fosfat yapisi biyolojik sistemlerde
en yaygm olanidir, DNA ve RNA'da bulunan yapidir.

base

ester bond l
A

O e N\;IH

\I 1\
glycosidic
bond

ribose

Sekil 21. Nukleotit'in Yapist

(http://www.sparknetes.cem/bielegy/meleculay/structureefnucleicacids/sectienl.rhtml,
2016)

Purine nukleotide Pyrimidine nucleotide

o
-o_%._o
i
5" CH,
1
4 4 (
\ H N \ H N
\H H
H \\\‘ H \‘1 |L‘
2] H
HO HO

Sekil 22. Pirin ve Pirimidin Nikleotitler
(http://web2.mendelu.cz/af 291 prejektyZ/vsee/print.php?page=296&typ=html, 2016)

Fostfat, 3’ ve 5’ ya da 2" ve 3’ C'lara ayni anda baglanarak hal-
kasal fosfat tiirevleri olusturur. En iyi 6rnek = cAMP'dir (Sekil 23).
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NH, NH ;
3'.5-cAMP 2", 3'-cAMP
— N7 Y

N N 1

S | 3 PP
0. o

wol IOT/‘:')H
P

HO™
5 !

Sekil 23. Halkasal Fostfat Tuirevleri
(http://ajprenal.physiology.org/content/301/6/F 1160, 201 1)

Niikleotitler, bir tane fosfat icerdikleri icin nikleotit monofosfat
(NMP) olarak da bilinmektedir. ki fosfatin eklemesi ile niikleotit
difosfatlar (NDP) ve 3 tane fosfatin eklenmesi ile niikleotit trifosfatlar
(NTP) olusmaktadir (Sekil 24). Trifosfatlar cok énemlidir, ¢inki hiicrede
niikleik asit sentezinde éncii molekiil olarak rol oynarlar. Diger yandan,
uctaki fosfat grubunun cikarilmasi ya da ilavesi ile biiyiik miktarda ener;ji
olusumu sagladigindan adenozin trifostat (ATP) ve guanozin trifosfat
(GTP) hiicrenin biyo enerjisinde ¢ok énemlidir. Cift sarmalin omurgasini
olusturan fosfat gruplari pH 7.0’de negatif yiklidir ve bu nedenle de
notr pH'da DNA molekili kuvvetli asidiktir. Onun icin niikleik asit
denilmektedir.

0"-',_.-0

z: [omp{®p- £28

0—0 I ‘.“ : ff‘v.
O(-g O Y ;

glycosidic bond

( - Rbose)
(H-Deoxirdose)

“— Nucleoside ———

— Nucleotide monophosphate -

Nucleotide diphosphate —

Nucleotide tiiPhoshpate ——

Sekil 24. Nikleotit Monofosfat (NMP), Nukleotit Difosfatlar (NDP),
Nukleotit Trifosfatlarin (NTP) Yapusi

(http:/~vww.newworldencyclopedia.org/entry/Nucleotide, 2008)
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ATP ve GTP’ nin yapist (Sekil 25):

Gamma Alpha o
phosphate phosphate — N
GTP o group group N \ )
[ o O (@) &
3 NH i [ I Q N
<N l %]\ __l?_O_IT_O_ | e ) Adenine
0O 0 O N” TNH, o o o o
0-P-0-P-0-P-0 o Beta
phosphate
(o} OH OH group ;EOSeH
OH OH

Sekil 25. ATP ve GTP’ nin Yapisi

(http://archive.cnx.org/contents/3098bc50-e285-499d-9ac3-11344235956b(@ L /cell-energy-
glycolysis, 2016)

Poliniikleotitler

Bir niikleotitdeki bir sekerin 5 C'unun OH'1 (hidroksil grubu) ile
diger nikleotitdeki sekerin 3°-OH arasinda fosfodiester bag olusur. Fos-
forik asit her iki sekerdeki OH (alkol) grubu ile ester bagi yaptigindan
baga fosfodiester bagidir. Boylece 1 seker ve 1 fosfatin devamli bir sekil-
de devam etmesi ve arada fosfodiester baginin kurulmasiyla niikleik
asitlerin ana omurgast olan polintikleotit olusur (Sekil 26). DNA ve
RNA'da poliniikleotitler ayni tarzda dizilirler (Sekil 27). ki niikleotit bir-
lesirse dintikleotit, 3 niikleotit birlesirse trintikleotit, 15-20 kadar nikleo-
tit birlesirse oligontikleotit, zincirde daha cok (poli) niikleotit varsa poli-
niikleotit olarak tanimlanmaktadir. DNA ve RNA yapisinda serbest bir
C-5 ucu ve serbest bir C-3’ ucu bulunmaktadir (Sekil 27).
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Send O

Sekil 26. Polintkleotit Zinciri

(https://basicmedicalkey.comn/human-geneme-and-the-chremosormal-basis-ef-heredity/2016)

DNA polynucleotide chain

RNA polynucleotide chain

POLYMER

Sekil 27. DNA ve RNA Polintuikletotit Zincirleri
(http://web2.mendelu.cz/af 291 prejekty2/vseo/print.php?page =296&typ=html.2016)

28

Ucretsiz PDF Kitap Arsivi - https://rantey.org



Niikleik Asitlerin Yap1 ve Fonksiyonlan

DNA (Deoksiriboniikleik Asit)’nin YAPISI
(WATSON-CRICK MODELI)

Polintikleotit zincirleri genetik materyal olan DNA'y1 olusturmada
nasil bir diizenlemeye sahiptir sorusu uzun yillar bilim adamlarinca aras-
tirdlmistir. DNA'nin tek zincirden mi yoksa daha fazla zincirden mi olus-
tugu konusu uzun yillar ¢éziilmeye calisimustir (1940-1953). 1950-1953
yillari arasinda Rosalind Franklin X-isin1 kirmmim analizi ile elde ettigi
verilerden DNA'nin bir cesit sarmal yapida oldugunu, Linus Pauling ise
DNA'nin 3 sarmaldan meydana geldigini ileri stirmuslerdir. Bu éneriler
tartisiirken 1953’de J.D. Watson ve F. Crick DNA'nin iki sarmaldan
meydana geldigini 6nermislerdir. Bu iki bilim adami Chargaff’in kuralla-
rini dikkate alarak DNA molekiliniin sekonder yapisina ait bir model
gelistirmislerdir.

Watson-Crick (Sekil 28a) tarafindan énerilen DNA cift sarmal mode-
linin (double helix modeli) {(Sekil 28b) &zellikleri soyledir:

= DNA iki sarmal (zincirden) meydana gelmektedir. ki zincir
birbirine zittir (antiparalel). Ciinkii bazlar arasinda H baglari-
nm kurulmasi icin bu gereklidir. Zincirlerden birinin 3’ ucu ile
digerinin 5 ucu ayni tarafta bulunmaktadir.

* DNA'nin omurgasint olusturan hidrofilik seker ve negatif yik-
[0 fosfat uniteleri ¢ift sarmalin disa bakan yuziindedir. Kendi-
lerini saran su molekiillerine déniik durumdadur.

* Hidrofobik 6zellige sahip bazlar ise sarmalin i¢ tarafindadir.
Ana eksene dikey olarak bulunmaktadir.

» Cift sarmalin cap1 20 A® dur.

» Birbirini takip eden bazlar 36° déniis yaparak dizilmekte, 10
bazin arka arkaya gelmesi cift sarmalin 1 tam déniis yapma-
sini saglamaktadir.

» Komsu bazlar arasinda ise 3,4 A° uzaklik bulunur. Bazlar ara-
sinda H baglari mevcuttur. Bir tam déntste sarmalin boyu 34
A® uzamaktadur.
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= ki polipeptid zinciri bir eksen etrafinda kivrilarak sag el yapi-
smi olusturmaktadir. Yani zincir saga dénerek kivrilmaktadir
(Sag el formu, B- formu)

» Eksen lzerinde sira ile genis olan buyik oluklar ve dar olan
kiictiik oluklar bulunmaktadir. Biytk ve kiigliik oluklarin olma
nedeni ise, sekerler glikozidik baglarla bazlara asimetrik olarak
baglanirlar. Bu durum baz ciftlerinin karsilikli kenarlarinda
buyiik ve kiciik oluklarin olusumuna neden olmaktadir. Do-

nim (sarmal)’ler sirasinda meydana gelen oluklar da esit
boyda degildir.

Sekil 28a. Watson ve Crick Onerdikleri DNA

Modelini Incelerken

(https:/learning.uenbi.ac.ke/ceurses/SZ1.311/scermPackages/
path 2/19 watsen and crick medel of dna the deuble helix.html, 2016)
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(a) (b)

Tam bir dénils
34A

Seker-fosfat
iskeleti

Azotlu L) G =

baz ¢iftleri 5

v . S —
3.4A o --n.—-

- A -
3
£ — | Merkez eksen

Sekil 28b. Watson-Crick DNA Modeli

(http://advancedmathematicalresearch.blogspot.com.tr/2015/@3/dna-genetic-
materialstructure-of-dnadna.html, 2016)

DNA'’daki bazlar arasinda hidrojen baglari kurulur. Timin Adeni-
ne 2 hidrojen bagi ile baglanirken, Sitozin ise Guanine 3 hidrojen bagi

ile baglanmaktadir (Sekil 29).

Adenin
Thymine __.,HZN denine

5' pr 3'OH

il o \ ‘( -
j /] © o 0
_§P NH\J / iHNf,}/&] =
hea Wbl
Guanine NH2 Cytosine G- 5'

HO3I

Sekil 29. DNA’daki Bazlar Arasindaki Hidrojen baglar:

(https://www.boundless.com/biology/textbooks/boundless-biology-textbook/biological-
macromolecules-3/nucleic-acids-57/the-dna-double-helix-307-11440/, 2016)

31

Ucretsiz PDF Kitap Arsivi - https://rantey.org



MOLEKULER BiYOLOJININ TEMELLERI

Zincirdeki glikozidik baglarin birbirine uzakhg 10.85 A (vaklasik
11 A)’dur. Boyle bir araliga 2 pirimidin bazi yapi olarak ufak gelir ve
aradaki mesafe H baglarinin kurulmas icin uygun degidir, 2 pirin baz
icin ise purinler yapi olarak bluyiik oldugundan araliga buytik gelir ve H
baglari yine kurulamaz. Bir plirin ve bir pirimidin bazinin ise tam olarak
aralia uygunluk gésterdigi saptanmustir. Sekil 30'da DNA cift zincirinin
acik yapist verilmistir.

C=—C S

/1 I\

g
I

Nl B

\r

- N
!.'_\.:r—- _T;
.- By
INDG 1/
H Q—C
71 I\
e
o, o [0
NI/

Sekil 30. DNA Cift Zincirinin Acik Yapisi
(http:/decs.neu.edu.tr/staff/mahmutcerkez.ergeren, 2016)

DNA’nin FARKLI FORMLARI

DNA degisik formlari izole edilmistir. Watson ve Crick zamanin-
da A- ve B-DNA formlan bilinmekteydi. Yapilan calismalarda DNA'nin
B formuna uygun oldugu ifade edilmistir. A-DNA'nin yiiksek tuz ya da
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dehidrasyon (suyun uzaklastirilmasi) ortamlarinda ortaya ¢ikan bir yapi-

larinin oldugu saptanmustir, daha sonralari Z-DNA kesfedilmistir (Sekil
31, Tablo 2).

Laboratuvar kosullarinda DNA incelendiginde farkli formlarinin
da oldugu saptanmustir. C-.D-,E- ve digerleri.

DNA formlar::

A-DNA: Suyun az oldugu durumlarda olusur. DNA-protein
kompleklerinde gézlenen formdur. Sag el, yiksek tuz ya da dehidrasyon
kosullarinda baskindir, tam bir déntiste 11 baz cifti, cap 23 A

B-DNA: Normalde DNA'nin aldig form olup, ¢ogunlukla hiicre

icinde bu formda bulunur. Sag el, normal kosullarda, tam bir déntiste
10 baz cifti, cap 20 A (Watson-Crick modeli DNA).

Z-DNA: Canli hiicrelerde ¢cok az miktarda bulunur. Yiksek (+)
ivonlarmin varliginda olusur. Sol el, sadece Guanin ve Sitozin (C) iceri-
yor, tam bir dénliste 12 baz cifti, cap1 18 A. Zikzak (Zigzag )bir yapiya
sahiptir ve bu ylizden Z ismi verilmistir. Fonksiyonu tam olarak bilinmi-
yor.

C-DNA: sag el. dehidrasyon kosullarinda, tam bir déntste 9.3
baz cifti, capl 9A.

D-DNA: sag el, guanin bazi icermez, tam bir donlste 8 baz cifti.

E-DNA: sag el, guanin bazi icermez, tam bir dénuste 7.5 baz cif-
ti.

P-DNA: DNA yapay sekilde uzatilirsa bu formu alir, fosfat grup-
lar1 i¢c kissmda azotlu bazlar sarmalin dis yiiziinde, tam bir déniiste 2.62
baz cifti bulunur, yapi olarak ince ve uzundur.

Formlar icinde A-, B- ve Z- formlarn ¢ blyiik form olarak bilin-
mektedir.
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A-DNA

Sekil 31. DNA Formlarinin Sarmal yapilar:

y ]

B-DNA Z-DNA

(http://biologicalexceptions.blogspot.com.t/2013/108/dna-is-as-easy-as-b-z.html, 2016)

Tablo 2. DNA Formlarinmn Ozellikleri

Ozellikleri

Heliks(Sarmal)Yapi
Gap

Baz cifti/donis
Heliks yikselmesi
Baz uzakhq

Biiyiik Oluk

Kiigiik Oluk

Sekil

B formu
A formu (Watson-Crick
Modeli)
Sag el Sag el
2,6 2,0
11 10
26 A 34 A
2.3 A 3.4 A
Dar/Derin Genis/Derin
Genis/Yiizeysel Dar/Derin
Genis Orta

Z formu

Sol el
1,8
12
37 A
3.8 A
Dar/Derin
Dar/Derin

Uzun
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DNA’nin GENEL OZELLIKLERI

e DNA'daki fosfat gruplarmm pH’1 4’tiir. Bu degerin tizerindeki
harhangi bir pH'da tamamen iyonize oclmaktadir. Bu nedenle
DNA asidik 6zellige sahiptir.

e Viskoz yapidadir. DNA molekili ¢éziindigii zaman kendi
hacminin 10.00 kati kadar ¢ozelti tutmaktadur.

e 260 nanometrede olciilebilir.

e 80° — 90° de sitilirsa veya disik — yiiksek pH'a tutulursa cift
sarmal acilir. Buna DNA erimesi denir.

e Cift sarmalin %50 sini tek sarmal haline getiren erime sicak-
lhg1 denir (melting temperature ve T,, olarak gosterilir.)

¢ DNA'nin Tm’sinin ¢ok olmasi o DNA'da G ve C'in ylksek ol-
dugunu gosterir. Cinkit G-C arasindaki 3 H bag bulunur.
Bunlar: kirmak icin cok enerji gerekir.

Polinukleotidler arasindaki fosfodiester bag kopmadan bazlar ara-
sindaki H baglarinin kirlmasi ve 2 sarmalin birbirinden ayrilmasina
DNA denatiirasyonu denir. H baglarinin tekrar kurulmasi ile DNA cift

sarmali yeniden olusturulur. Bu olaya DNA renatiirasyonu denilmekte-
dir.

Okaryotik hiicre DNA’sinda polindromlar bulunur. Polindrom:
tersten ve diizden okundugunda ayni anlam: veren demektir (6rnegin:
Radar, Ey Edip Adanada Pide Ye) (Sekil 32). Polindromlarin buyuk
ihtimalle restriksiyon endontikleazlar icin sinyal bolgelerini olusturdugu
ifade edilmektedir.
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Palindrome

A TTAGCACGTGCTAA
W BEBEBE &

| B S N S .
AATCGTGCACGATT

Sekil 32. DNA Uzerindeki Bir Palindromik Bélge

(http://www.siumed.edu/~bbartholomew/course_material/nucleic_acids.htm!, 2007)

DNA’nin YAPISAL FORMLARI

1. Diiz (Lineer) DNA: Okaryotik hiicre kromozomlarda bazi
faj ve virlislerde genetik materyalleri olusturan sarmal DNA'nin iki ucu

acik duz formudur (Sekil 33).

© CSLS/The University of Tekyo

Sekil 33. Diz (Lineer) DNA formu
(http://csls-text3.c.u-tekyo.ac.jp/active/@06_05html, 2011)

2. Dairesel (Sirkiiler) DNA: Bakteriler, bazi fajlar, virtsler,
dkaryotik mitokondri ve kloroplast ve plazmid DNA'larinda cift iplikcikli
sarmal dairesel yapidadir (Sekil 34).
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Sekil 34. Dairesel (Sirkiiler) DNA Formu
(http://csls-text3.c.u-tekye.ac.jp/active/@6_05.html, 2011)

3. Supersarmal (Super Helix) DNA formu: Plazmid ve vi-
rislerde rastlanan bu yapi cift sarmal DNA'nin serbest ortamda kendi
ekseni etrafinda 360° ve birka¢ kez dénmesinden kaynaklanir (Sekil 35).

Sekil 35. Stipersarmal (Stiper Helix) DNA Formu
(http://csls-text3.c.u-tekye.ac.jp/active/@6_05.html, 2011)

RNA (Riboniikleik asit)’nin YAPISI

Nikleik asitlerin digeri ise RNA'dir. DNA'dan baz farklar1 bu-
lunmaktadir. Seker olarak riboz sekeri vardir, Timin yerine Urasil bazi
bulunmaktadir. RNA'nin yapisi kimyasal olarak DNA'yva benzer ancak,
RNA tez zincirlidir (Sekil 36). Ancak, genetik materyali RNA olan bazi
hayvan virtislerinde RNA ikili sarmal halindedir.

Genetik bilginin ifade edilmesinde tg¢ hiicresel RNA molekiili
gorev almaktadir. Ribozomal RNA (rRNA), haberci RNA (mRNA) ve
tasiyict RNA (tRNA). Bu konuda detayli bilgiler Translasyon kisminda

verilecektir.
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Sekil 36. RNA ve DNA Arasindaki Yapisal Farkliliklar
(www.pitt.ed/~super7/32011-33001/32771, 2008)

MITOKONDRIAL DNA (mtDNA ya da mDNA)

Endosimbiotik teoriye gore mitokondri ilkel 6karyotik hiicrenin
icine e-proteobakterinin, kloroplast ise mavi-yesil yosunun girmesi sonu-
cu evrimleserek olusmuslardir. Mitokondri hiicre icinde ATP iretme
islemi olan hicresel solunumun merkezidir. Mitokondiri hiicrede bulu-
nan ikinci buyiik organel. [ki zarla cevrilmistir. Eritrosit, bakteri ve yesil
alglerde yok. Mitokondriler hiicrenin enerji tiretim merkezleridir. Kendi
DNA ve ribozomlarina sahiptir ve dolayisiyla kendi proteinlerini kodla-
yip uretebilir. MtDNA’s1 bakterilerde oldugu gibi daireseldir (cembersel)
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(Sekil 37). Trikarboksilik asit (TCA) dénguisti, yag oksidasyonu ve ATP
Uretimi mitokondri icinde olan reaksiyonlardan bazilaridir. Mitokondriler
hiicrenin enerji ihtiyacina gére hiicre bélunmesinden bagimsiz cogalirlar.
mtDNA nin replikasyon ve transkripsiyonu ntikleer DNA'dan bagimsiz-
dir. Ancak replikasyon ve transkripsivonda gorev alan enzimler ntiklear
DNA tarafindan Uretilir. Mitokondri ve Kkloroplastlarn DNA tasidig
1960’1 yillarda gosterilmistir.

Mitochondrion

mtDNA Genome
16.548 bp

Sekil 37. Mitokondrial DNA Yapist

(https://identifinders.wordpress.com/2010/08/19/unknown-child-on-the-titanic-part-iii/,
2010)

Mitokondriyal DNA (mtDNA)'nin &zellikleri:

e mtDNA sirkiler (cembersel. dairesel) yapidaki cift zincirli
DNA'dan olusur, bakteri DNA'sina benzer. mtDNA 16.6 kb (ki-
lobaz, kilo baz cifti = 1.000 baz ciftidir) icermektedir.

e Histon proteinleri bulunmaz, bu nedenle nasil paketlendigi he-
nuz tam olarak bilinmemektedir,
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mtDNA’da 16S ve 12S olmak tizere 2 rRNA, 22 tRNA ve 13
mRNA (elektron transportu ve oksidatif fosforilasyonla ilgili
proteinleri kodlar) clmak tizere toplam 37 gen bulunur,

Memeli hiicreleri mitoribozomlart 55S dir. 35S buiytik altbirim
ve 258 kiiclik altbirimden olusur,

Replikasyon Orijini icin tek bolgeyi icerir,
Genler iginde intron bélgeleri bulunmaz,

Niikleer DNA'ya kiyasla 5-10 kat daha yiiksek mutasyon ora-
nina sahiptir,

UGA kodonu mitokondride triptofan kodlarken, ntkleer
DNA'da “stop” kodonudur,

AGA/AGG mitokondride “stop” kodonu (niikleer kodonda
stop kodonu olan UAA ve UAG) iken, niikleer DNA’da arginin
kodunudur

AUA mitokondride metionin kodlarken, ntikleer DNA’da izolo-
sin kodonudur,

Kaliim annedendir. Bir hiicre boliintirken anne hiicrenin mito-
kondrileri kardes hiicreler arasinda rastgele boliintr.
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PROKARYOT ve OKARYOTLARDA
DNA SENTEZi (REPLIKASYON)

Replikasyon, DNA molekiiliniin kendi kendini eglemesidir. Ge-
netik bilgi ana hiicreden yavru hiicrelere DNA replikasyonu ile gecer.
DNA cogalmasi yani replikasyon her hiicre béliinmesinde bir zorunlu-
luktur. Replikasyon sonucunda hiicredeki genetik materyal 2 katina ¢i-
kar. Hicrenin 2 yavru hiicreye béliinmesiyle birlikte kalitim maddesi de
ikiye bolunir ve boylece kalitim maddesinde bir denge saglanmis olur.
Replikasyonun nasil olduguna dair birgcok gorisler ileri stirtilmustir, 3

model dikkate alinmustir (Sekil 38). Bunlar:

1. Yann Korunumlu DNA Replikasyonu (Semi Konserva-
tif): Bu goriise gore yeni olusan DNA molekiilliniin bir zinciri orijinal
DNA'dan gelmekte diger zincir ise yeni sentezlenmis polintikleotid zinci-

ridir (Sekil 38).

2. Tam Korunumlu DNA Replikasyonu (Konservatif):
Burada 2 yeni zincir ana zincirden olusur ve sonra yeni zincirler bir ara-
ya gelirken, atasal zincirler tekrar birlesir ve orijinal sarmal bu sekilde

korunur (Sekil 38).

3. Karisik(Parcali) DNA Replikasyonu (Dispersif Repli-
kasyon): Bu modelde atasal zincirler kopyalama esnasinda kirilir ve

kirilan DNA parcalar1 2 yeni cift zincir icinde dagilir. Béylece her bir zin-
cirde hem eski hem yeni DNA bulunur (Sekil 38).
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semiconservative conservative dispesive
model model model
old parental
nucleotides cell

N

> \new&old ne > a 1st
( (nucelohdes nucleohdes E\ N repl.
~ Z ./

a7 e N N N N

2 5 2 2 2 and

> ?\ IR ?\ repl.

Sekil 38. DNA Replikasyonu igin lleri Stiriilen 3 Model
(http://jimmypark-sbidu.blogspot.cem.t/2011 10 @1 archive.html, 2016)

DNA Sentezi Semikonservatiftir

1957 yilinda M.Meselson ve F.Stahl isimli iki bilim adami bir de-
neyle DNA replikasyonunun yari korunumlu (semi konservatif) oldugu-
nu ispatlamislardir. Bu bilim adamlar1 *N yani normal azotlu ortamda
ve N agir azot iceren ortamda E.coli hiicrelerini tiretmigler. Daha sonra
DNA'yi ayr ayri izole etmisler. Birbirine karistirdiktan sonra sezyum
klorid cozeltisi iceren tip igerisine koyarak yiiksek devirde uzun slire
cokelme (denge) santifriiju ile santifriij edilmis ve iki DNA'nmn birbirin-
den aynldigini gérmislerdir. Normal DNA'da bulunan N hafif oldu-
gundan ustte, *N agir oldugundan dolay: altta band olusturmustur (Se-

kil 39).

Bu arastirmacilar E.coli hiicresine birkag nesil boyunca °N agir
azot iceren NH¢Cl ‘li ortamda ve bu agir azotun DNA'daki bazlarin igine
girmesi saglanmistir. Boylece nesiller boyu sentezlenen DNA agir azot
ortamindan alinip, normal azot yani *N bulunan ortama alinmis ve hiic-
relerin 1 defa (1 nesil) béliinmesine izin verilmistir. Bu ortamdaki E.coli
hiicrelerinden DNA'y1 izole etmisler ve sezyum Klorid santifriijlediklerin-
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de hafif ve agir DNA arasinda hibrit bir DNA (**N/**N) oldugunu goér-
miuslerdir (Sekil 40).

Loading Density gradient
the sample of normal and heavy DNA

normal 14N - DNA

6M CsCl heavy 15N - DNA

Centrifuging
solution ;

s o=

Sekil 39. Normal ve Agir Azotlu DNA'nin Yogunluk Déntisimi
(http://www.rethamsted.ac.uk/netebeek/messtal.htm, 2012)

Parartsl 1st generation

H/H H/L L/L

Sekil 40. Hibrit DNA
(http//www slideshare.net/iqbalferestry/dna-replicatien-12727518, 2017)

Daha sonra bir ka¢ kez *N’lii ortamda bir ka¢ nesil boyunca
Uretmisler ve sonucu ayni gérmuslerdir. Bu iki bilim adam: 1. ve 2. ne-
sildeki DNA'larin verdigi bantlara gére hiicre boéliinmesi sirasinda
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DNA’nin 1. sarmalinin atasal DNA'dan geldigini ve 2. sarmalin ise yeni
sentezlendigini ve DNA replikasyonunun yar1 korunumlu (semi konser-

vatif) oldugunu ispatlamiglardir (Sekil 41).

Meselson ve Stahl Deneyi:

1 2 3
bacteria
transferred
to YN (light)
medium
—_— — sampleat —  sample after —  sample after — sample after
0 minutes 20 minutes 40 minutes 40minutes

bacteria grown

in BN (heavy)
medium
generation generation generation generation
0 1 2 3
density TR IERK
RO )
W
LS TS
1 3
TAN/T4N (light) DNA ——-——fmmmems i - - :
“N/N (hybrid) DNA jamss - S - p——
N/N {heavy) DNA U s s T e e
o L b

Sekil 41. Meselson ve Stahl Deney Asamalar:

(https://y12hb.werdpress.cem/2013/03/27/dna-replication-the-semi-censervative-
methed/, 2013)

DNA REPLIKASYON ORIJINLERI

DNA biosentezine replikasyon (esleme) denilmektedir. Genetik
bilgiyi tasiyan DNA, bu bilgileri replikasyonla aktarabilmektedir. Repli-
kasyon orijini replikasyonun baslangi¢c noktasidir, AT baz ciftlerinin zen-
gin oldugu bir bolgedir. Ciinkli 2 H bagi oldugu i¢in daha cabuk kirilir.
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Bu bolgeye replikasyonu baslatict proteinler baglanir. Bu proteinlerin
baslangi¢ noktalarina baglanmasi ile replikasyon baslamis olmaktadir.

DNA replikasyonun meydana geldigi genom birimine replikon
denir. Replikon, bir baslangic noktasi (orijin) ve olayin sona erdigi bir
bitis noktasi (terminus) icermektedir. Prokaryotlarda cembersel DNA’da
bir baslangi¢ ve bir bitis noktasi yani prokaryotlarda tek bir orijin noktast
(Sekil 42), dkaryotik hiicrede ise ¢cok sayida baslangi¢ ve bitis noktalari
vardir (Coklu replikasyon orijini; mayada 250-400, memelilerde
25.000'den fazla replikon) yani binlerce orijin noktasi vardir (Sekil 42).
E.coli’'de orjinin adi ori C (245 baz cifti uzunlugundadir)'dir, bir 6karyot
olan mayada ise replikasyon orijinine ARS denilmektedir.

Insan DNA’st 2 metre uzunlugunda oldugundan tek orijin olsa
idi replikasyon 2 ayda tamamlanirdi. Hiicre ise 24 saatte boliinmekte ve
DNA sentezinin yapildigi S fazi ise 8 saat sirmektedir. Dolayisiyla DNA
binlerce replikasyon orijininden baslayarak replikasyonunu 8 saatte ta-
mamlamaktadir.

Prokaryote replication Eukaryotic replication

Ori (Origin of replication)

. 4 x -

J o
RIS

Ori
v w -
‘.rlm.l l.trﬂm: ‘x'rﬂ'rh:
1, J 1,

A SR 2 S
L S

Sekil 42. Prokaryotik ve Okaryotik Replikasyon Orijin Noktalar:

(http://medicinembbs.blegspet.cem.tr/2014/82/multiple-erigins-ef-replicatien-dna.html,
2014)
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REPLIKASYONDA GOREV ALAN ENZIMLER

Prokaryotik DNA polimerazlar

1955 yilinda A. Kornberg ve arkadaslari E.coli'de DNA sentezini
yéneten enzimi bulmuslardir ve bulduklari enzime DNA polimeraz [ adi-
n1 vermisglerdir. Kisaca DNA pol [ denir. Bu enzim aktif merkezinde ¢inko
atomu (Zn*?) icermekte ayrica enzim aktivite gosterebilmek icin mag-
nezyum iyonlarina (Mg*?) gerek duymakta. Enzim aktivitesi icin bir pri-
mer bir de kalip zincire gereksinim duyar. DNA pol I, dANTP fosfatlari
adim adim DNA zincirine katmaktadir, yani polimerizasyon olayini ger-
ceklestirmektedir. DNA sentezinde, sentezin yonii 5° den 3' e dogrudur
(5'—3'). DNA polimeraz, polimerizasyon yaninda zincirdeki yanlis bag-
lanmis baz ciftlerini tanimakta ve bu yanlislari diizeltme goérevi de bu-
lunmaktadir. Bunu iki sekilde yapmaktadir:

1. 3' 55’ eksoniikleaz aktivitesi: Hatali baz var ise kirilacak
bag DNA'nin 3’ ucunda tek sarmalli bolgede gerceklesir. Hatali baz ¢ika-
rilmakta ve ayni enzim polimeaz aktivitesi gostererek dogru olan bazi
yerlestirmektedir (Sekil 43).

iclease : 3’
— T oo A =
inserted
T---A
.
Hydrolysis site
3° — 5 exonuclease activity]— T*"*A —]
.
(leaves a 3'OH) /‘%V .
~N\ .5
5I
™
NA synthesis 3 A ~
0-8
5

Sekil 43. 3'—5' Eksontikleaz Aktivitesi
(http://cbe.arizona.edw/classes/biecd61/Chapter28Netes.pdf, 2016)
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2. 5' >3’ eksoniikleaz aktivitesi: Hatali baz var ise kirillacak
bag DNA'nin 5’ ucunda cift sarmali bélgesinde gerceklesmektedir. Hatali
baz cikarilmakta ve ayni enzim polimeaz aktivitesi gostererek dogru olan
bazi yerlestirmektedir (Sekil 44).

Hydrolysis site
— 3" nuclease activ'ty T--A
onuclease) \_
/ —T- A
— T A—1
_T - A—
._T.--A—d

Sekil 44. 5'—3' Eksoniikleaz Aktivitesi
(http://cbc.arizona.edu/classes/biec461/Chapter28Netes.pdf, 2016)

DNA pol I'in kesfinden sonra farkl bilim adamlarinca DNA Pol Il
ve Il kesfedilmistir.

Prokaryotik DNA polimerazlarin genel karakteristik 6zellikleri
tablo 3'de verilmistir.
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Tablo 3. Prokaryotik DNA polimerazlarin genel karakteristik

ozellikleri
. Polimerizasyon 5'_»3' eksoniik- 3'—J' ekso- l.]ak.llfada DN{\
Enzim . niikleaz zincirine kattigs
5 .3 leaz aktivitesi - . .
aktivitesi niikleotid sayisi
DNA Pol | + + + 100 tane
DNA Pol Il + 4 + 30 tane
DNA Pol 1l + - + 9000 tane
(ana polimerizasyon
enzimi)
+: Var, -: Yok

Okaryotik DNA Polimerazlar

Okaryotik DNA polimerazlar 5 tanedir. Bunlar alfa, beta, gama,
delta, epsilon (e, B, v, 8, € )'dur. Bunlardan ilk 4’1 6karyotik hiicrelerdeki
DNA sentezi ve tamirinden sorumludur, y(gama) ise mitokondride bu-
lunmakta ve mitokondrinin DNA sentezi ve tamirinden sorumludur

(Tablo 4).

Tablo 4. Okaryotik DNA polimerazlarin genel karakteristik
ozellikleri

Polimerizasyon 5'—3' eksoniik- 3'—>5' eksoniik-

Tipi Yerlegim &0 leaz leaz Gorevi
= aktivitesi aktivitesi
a (alfa) nukleus + = i sentezin baglama-
sinda
B (beta) nukleus + = - DNA uzamasi ve
onarimda
v (gama) mitokondri + - + mtDNA sentezi ve
onarimda
0 (delta) nikleus + = + DNA sentezi igin
ana enzim
€ (epsilon) nukleus + c + DNA sentezi ve
onarimda

+: Var, -: Yok
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Prokaryotik Hiicrelerde DNA Replikasyonu

DNA cift sarmalindaki 2 zincir birbirine antiparalel olarak uza-
maktadir. DNA cift sarmalindaki her zincir yeni sentezlenen zinciri icin
kaliplik gérevi yapmaktadir. Bitiin DNA polimerazlar sentezi baglatmak
icin serbest bir 3’'OH grubuna ihtiya¢ duymaktadir. Yapilan ¢alismalarda
DNA sentezinin baslayabilmesi icin RNA sentezinin esas oldugu anlasil-
mustir. Serbest 3’OH ihtiva eden RNA'nin DNA sentezi icin primer olarak
kullanildigr anlasilmistir.

DNA Sentezi icin Gerekli Komplementler (Bilesenler)
1-dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
2- DNA polimeraz enzimleri ( DNA pol I, Il ve Il )
3- Kalip DNA zinciri
4- Primer (RNA'dan saglanacak)
5- Mg 2* (DNA polimeraz aktivitesi icin gerekli metal iyonu)

Replikasyonda, DNA polimerazdan baska, herbirinin 6zel bir
gorevi olan, 20’den fazla protein gerekmektedir. Tumiine DNA rep-
likaz sistemi veya replizom denir (Sekil 45).

Replisome

Topoisomeérases

Primeosome

Ligase
Helicase 8

DNA polymerases

Sekil 45. Replizom Sistemi

( https://biotechkhan.wordpress.cem/2014/10/10/the-replicatien
-of-circular-dna-in-e-celi/, 2014)
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DNA sentezinde gorev alan onemli proteinler

Topoizomerazlar (DNA-giraz): DNA topoizomerazlar replikas-
yon catalindaki cozilmeyle catalin 6niinde DNA cift sarmaldaki stiper
kivrimlarin acilmasi-¢éziilmesinde is gorirler yani stiper sarmal yapiyi
ortadan kaldirmaktadirlar. Cift sarmalin acilmasi ile olusan topolojik
gerilim topoizomeraz Il (DNA giraz) tarafindan dengelenir.

Helikaz (Rep proteini): Bu protein DNA cift sarmalindaki H
baglarint kirip ikili sarmalin acilmasmi saglar. ATP helikaz aktivitesi icin
gerekli enerji kaynag@i olarak kullanilr.

ssDNA proteini (single-stranded binding proteins=tek zincire
baglanan proteinler). Bu protein agilan tek zincirlerin tekrar baz cifti ya-
pip birlesmesini énlemek igin acilan kisimlara baglanmaktadir. DNA
molekiliniin seker-fosfat omurgasi ve bazlarla elektrostatik etkilesimler
kurarlar.

Primaz (RNA polimeraz’in bir tipi): DNA sentezinin baslayabil-
mesi icin gerekli olan kisa RNA primerlerini (RNA 6nciil molekiil) sentez-
leyen enzimdir.

DNA pol IlI: Esas replikasyon enzimidir. RNA primerini kulla-
narak yeni DNA zincirini sentezler. DNA Pol III buyuik bir protein komp-
leksinden olusan bir holoenzimdir ve ilerleme yetenegi yiksektir.

DNA pol I: RNA primerlerini uzaklastirir, primerin uzaklastirken

olusan bosluklarin doldurulmasinda gérevlidir. Ilerleme yetenegi yitksek
degildir.

DNA pol II: UV hasari nedeniyle olusan mutasyonlarin tami-
rinde gorev yapmaktadir.

DNA ligaz: DNA zincirinde, zincirdeki 5’ fosfat grubu ile zincirin
3’ hidroksil grubu(OH) arasindaki fosfodiester bagnin olusmasini sag-
lamaktadir. Okazaki fragmentlerini de birlestiren enzimdir.
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Replikasyon Mekanizmasi

Hem prokaryotik hemde ékaryotik hiicrelerde replikasyonun temel
mekanizmalari aymidir:

¢ Replikasyon baslangi¢c nokta/noktalarmin tayini
e DNA cift ipliginin agilmasi

e Replikasyon catalinin olugmasi

Replikasyon orijinden baslanarak 2 ters istikamete dogru DNA'nin
cift sarmalindan her birinin tamamlayicist ayr1 ayri sentezlenmektedir.
Replikasyon catali olusmaya baslayinca proteinler ayrilir. Replikasyon
catali ise DNA tizerinde replikasyonun oldugu noktada sarmala ait zin-
cirlerin acilmasiyla ortaya c¢ikan bolgedir.

Replikasyon catali, replikasyonun meydana geldigi birbirinden
ayrilmis kahp iplikler ile heniiz replikasyon gecirmeyen DNA ikili sarma-
linin baglant: bolgesine replikasyon catali denilmektedir.

Replikasyon catalindaki ¢oziilmeyle catalin éniinde DNA cift sar-
maldaki stiper kKivrimlarin acilmasi-¢éziilmesinde yani stiper sarmal ya-
piy1 ortadan kaldirilmasi icin replizom yapisina topoizomerazlar katihr.
Helikaz enzimi DNA cift sarmalindaki H baglarmi kirip ikili sarmalin
acilmasini saglar. Acilan zincirlerin tekrar baz cifti yapip birlesmesini 6n-
lemek icin ssDNA proteini (single-stranded binding proteins=tek zincire
baglanan proteinler) agilan kisimlara baglanmaktadir.

DNA sentezinin baslayabilmesi igin gerekli olan kisa RNA primeri
primaz enzimi tarafindan sentezlenir. Bu enzim 10-12 niikleotidlik kisa
RNA zinciri sentezler ve bu RNA, DNA pol III icin kalip olarak kullanilir
(Sekil 46). Cunkit DNA pol Il aktivitesi icin serbest bir 3’'OH grubuna
gerek duyar. Bu 3’OH grubu da RNA'dan saglanir. RNA'nin serbest
3’0OH grubu DNA sentezinin baglamasmi saglar. DNA pol III enzimi kalip
zincire uygun olarak niikleotitleri yeni zincire ekler. DNA pol III serbest
3’0OH grubu ile dNTP (deoksi Niikleotid Tri Fosfat; dATP, dCTP, dGTP,
dTTP)'in & fosfat grubu arasinda fosfodiester baginin olusumunu kata-
lizler (Sekil 47). Bunun icin gerekli eneriji trifosfattaki 2 P’tan saglanir
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(Sekil 48a). DNA-RNA hibrit kissim DNA pol [ enzimi tarafindan kopari-
lir. Meydana gelen bosluklar ayni enzim tarafindan doldurulur. Ligaz
ayni zincirdeki 3’OH ucu ile zincirdeki 5 P ucu arasinda fosfodiester

bagdi kurar ve zincir kapatilmig olur (Sekil 48b).

DNA Synthesis Requires a RNA Primer

Primase

5 —>

o I N O e o 0 O
RNA Primer

| | | | | ParentaiDNA

Sekil 46. DNA Sentezi bir RNA Primeri Gerektirir
(http://www.bielegyneteshelp.cem/ssbpdna-ligasedna-pelymerase/, 2017)

Formation of phosphodi bond
@ b O-
ot=o o-t=o
5 o
5 CIH
CHZ (o) | 2 (0]
4 1
\3_2/ \Ia_ l/
' |
]H H (o} H
—————— - 0—P=0 Praprutene H
another O_% obo\d L 0

OH chemical O
|

5 - hond
O—J’—O SCH

Sekil 47. Fosfodiester Baginm Olusumu
(https://www flickr.cem/phetes/93472866@NO7/8500366658, 2013)
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New TEmPLATE

Sekil 48a. Nukleotit Trifosfatlarin (NTP) Yeni Zincire Katilmasi
(http:/slideplayer.cem/slide/768356/, 2017)

| DNA LIGASE Reaction |

& >0
l
DNA strand 3’+ 0

T’*O—5' DNA strand
o
DNA Ligase

l ‘ATP {0r NADY) s AMP
(0]
DNA strand —3’—0—P-—0—5'— DNA strand

0]
—

New 3 - 5" phosphodiester bond

3 ATTCCG A= TCGAT 5 __3 ATTCCGATCGAT &
5’ TAAGGCT:« ,AGCTA 3 § TAAGGCTAGCTA 3
g

! DNAligase t

Sekil 48b. DNA Ligaz Reaksiyonu ve Zincirin Kapatiimasi

(https://bielegy.stackexchange.cem/questiens/1459@/dna-ligase-mechanism, 2014)
(https://www.slideshare.net/Shababmehebub/dna-replicatien-56622894, 2016)

Replikasyon DNA boyunca her iki yénde meydana gelir ve zin-
cirlerin her ikisi ayni zamanda replike olurlar. DNA iki sarmal (zincirden)

53



MOLEKULER BiYOLOJININ TEMELLERI

meydana gelmektedir. ki zincir birbirine zittir (antiparalel). DNA zincirle-
rinden biri 5—3', digeri ise 3'—>5' yéniindedir. 3'—5' yéoniindeki zincirin
kalp olarak kullanilmasi ile yeni sentezlenen zincirin yénit 5'—3' olur ve
sentez kesintisizdir ve bu zincire lider zincir adi {leading strand) verilmek-
tedir (Sekil 49). Diger DNA zincirinin yoni ise 5'—3' ‘dir ve sentezin
yéni de 5'—3' oldugu icin bu durum 1968 yilinda Reiji Okazaki ve Tsu-
neko Okazaki adli Japon bilim insanlar tarafindan agiklanmistir. Zincir-
de kiicik RNA-DNA hibrit polimer parcaciklari bulmuslar ve bunlara
Okazaki parcaciklari (fragmentleri) adini vermistir. Bu zincirde de sentez
ayni sekilde devam etmekte ancak gecikme oldugu igin bu zincire de
geciken-kesintili zincir (lagging strand) denilmektedir (Sekil 49). DNA
ligaz enzimi Okazaki fragmentlerini birlestirir ve sentez bu zincirde de
5'—3' yédniine dogru tamamlanmaktadinr.

leading strand

parental duplex

RNA primer

& /kazaki fragment

lagging strand

fork progression

Sekil 49. Replikasyon Catali Olusumu ve Replikasyonun Isleyisi

(https://www.researchgate.net/figure/236228957 figl The-replication-fork-Leading-strand-

! =L

synthesis-proceeds-continuously-in-the-5%27-t0-3%27, 2017)

Ozetle, replikasyon 3 basamakta meydana gelen bir olaydir.

e Baslama: Orijin bélgesinde replikasyon catalinin olusmasi

e Uzama: Ikili sarmal acilarak kalip zincire uygun yeni zincir sen-
tezlenir
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¢ Sonlanma: Terminus bolgesinde zincir sentezi tamamlanir

Sekil 50’de bakterideki replikasyon baslangici ve sonlanmasini go-
rilmektedir.

Parental
strand

Origin

Daughter
strand =

5 1 . I-r\\-ﬁiq‘:‘

;Termination ;\ J—’ )
/ of replicatiol‘l_.%; e h@
Repli;e:ct]iop ,1 ' é e
sin ) = ) P
th directions Y 2 r_f
Cogynght & 2006 Pearson Educatien. InG.. pubiahing as Benjamm Cummings

Sekil 50. Bakteriyel DNA Replikasyonu
(http://pulpbits.net/4-dna-replicatien-animatien/a-bacterial-dna-replicatien/2006)

Okaryotik Hiicrelerde Replikasyon

Okaryotik hiicrelerde DNA hiicre niikleusunda hiicre déngtisii-
nin S (sentez) fazinda sentezlenmektedir (Sekil 51).

Nucleus of eukaryotes

DNA replication takes
lace in the S phase:

Sekil 51. Okaryotlarda Nikleusta Replikasyonn
(www.bielegyjunctien.cem/DNA%Z20replicatien].ppt, 2017)

55



MOLEKULER BiYOLOJININ TEMELLERI

Okaryotlarda replikasyon cok karmasiktir. Ciinkii hiicrelerde pek
cok kromozom vardir ve her bir kromozomda binlerce orijinden DNA
sentezi ayni anda baslamaktadir. Ancak dkaryotik hiicrede DNA sentezi-
nin ana basamaklari tam olarak bilinmemektedir. DNA polimerazlarin
oldugu, DNA ligazin oldugu ve Okazaki pargaciklarinin oldugu ancak
bunlarin boyunun prokaryotlarinkinden kisa oldugu bilinmektedir. Yine
buralarda sentez RNA primerlerinden baslamaktadir.

Okaryotlarda da replikasyon 3 basamakta meydana gelen bir
olaydir (Sekil 52).

¢ Baslama: Orijin bélgesinde replikasyon catalinin olusmast

e Uzama: Ikili sarmal acilarak kalip zincire uygun yeni zincir sen-
tezlenir

¢ Sonlanma: Terminus bolgesinde zincir sentezi tamamlanir

ori ori ori

MANANANAVANANG 7T NN GNP AN PN SN AN AN N AN AN G 7 NN NN AN AN AN AN VAN 70 4 BN AN AN A A TN

Initiation of
replication

- L — - ., — — M —
QNN PUONRRNNRONRRNY T ORNRRINARN NN
\l i Forks move in
PGVl SYninesZe opposite directions
DNA (V)
~ VW10 NAVATY
RN SOURREUNS NN A SRRDGVRA

\%W‘”\fﬁﬁmfcmﬂdﬁd; H»"’/‘JWJN’F" 4

%“’f?wﬂ"d‘

Sekil 52. Okaryorlarda Repklikasyon Binlerce Baslangic Noktasinda
(Orijin) baslamaktadir
(http://faculty . samferd.cdu/~d jehnse2/44962w/405/ @4dnareplicatien.html, 2006)
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Lineer (Diiz) Dna’larda Replikasyon Uc Problemi

Kesintili zincirde RNA primeri uzaklastirildiginda kromozum
ucunda serbest bir 3’OH grubunu saglayacak bir kalip zincir olmadigin-
dan sentez yapilamamaktadir. Kromozomun telomer bolgesi 6karyotik
kromozomlarin uglarinda bulunan ve herhangi bir kodlama yapmayan
bolgeleridir, kromozomu niikleazlara karsi korumaktadir. Kromozom
uclarinin birlesmesini énler. Kromozum telomer bélgelerinde her repli-
kasyonda boyu kisalir. Boyun kisalmasini énleyen ise Telomeraz enzi-
midir.

Telomerlerin cogu 5’-TTGGG-3' dizi ile sonlanmaktadir. Telo-
meraz her replikasyonda telomerlerin boyunun kisalmasimni énlemek igin
TTGGG tekrar dizilerini kromozomlarin ucuna eklemektedir. Bu diziler
sa¢ tokasi seklinde kivrilir ve karst karsiya gelen Guaninler (G) arasinda
Hdirojen bag kurulmaktadir. Bu durumda da 3’-OH grubu elde edilir.
DNA pol I enzimi bu grubu kullanarak olusan boslugu doldurmaktadir.
Daha sonra sa¢ tokasi kirilir ve DNA kaybi dnlenmis olur (Sekil 53).

5 ITGGGG 4, Telomere Template

1. Hairpin created;
RNA Primer added

5" TTGGGGTTGGGG -
' "na © Y Geee |
Primer 2.Hairpin extended,
RNA primer removed
5 TTGGGGTTGGGG T
5 3‘—>T
AAGGGG v
3. Gap filied
5 TTGGGGTTGGGG
T
- )T
AACCCCAAGGGG v
4. Hairpin removed
5 TTGGGG

Replicated Telomere

AACCCC

Sekil 53. Diz DNA'da U¢ Probleminin Coziimt
(https://www.ndsu.edu/pubweb/~mcclean/plsc431/eukarychrem/eukarye3.htm,1997)
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HISTONLAR

Ki¢lik boydaki bazik proteinlerdir ve DNA'nin asitligini nétr hale
getirmektedir. Bu proteinler orjin ve lizin bakimindan zengindir. Cift
sarmall DNA lzerinde bulunan negatifliklerle birlesip, DNA-histon
kompleksini olustururlar. Histonlar, H1 (HS de denir), H2A, H2B, H3,

H4 ve arkeal histonlar olmak tzere 6 tiptir.

1974’te R.Kornber 146 veya 200 baz ciftinden meydana gelmis
olan kromatinin cift sarmalli bir DNA ile Hza, Hzs. Hs ve Hs histonlarmin
ikiser monomerinin bir araya gelmesiyle olusan oktomer(8’li) yapinin
tekrarindan oldugunu énermislerdir. Kromatin boyunca tekrar eden bu
tinitelere niikkleozom denilmektedir (Sekil 54a). Iki niikleozom arasinda
Hi histonu bulunmakta ve buna 20-50 niikleotidden olusan cift sarmalli
diiz bir DNA zinciri bulunmaktadir. Bu diz zincir kromatinin kolaylkla
egilip biikiilmesini saglar. Kromatin boyunca boncuk tanesi gibi dizilen
niikleozomlar ékaryotik hiicrede DNA zincirinin boyunun kisalmasini ve
ivi paketlenmesini saglar (Sekil 54b). DNA molekilii oktomer (niikleo-
zom) etrafinda iki sefer dolanmaktadir ve DNA molekiiliin boyu kisal-
maktadir. Nikleozomlar helikal bir yapi olusturmakta ve DNA boyu
ikinci defa 40 misli kisalmaktadir. Helikal yapi luplar yapmakta, bu du-
rum DNA molekiliiniin kondanse olmasmi saglar ve paketlenen DNA
niikleusa sigacak hale gelmektedir (Sekil 54c).

T
2WOosoajaNN

-

Core of 8 Histones

Sekil 54a. Nikleozom Yapisi
(https://www fastbleep.com/biology-notes/40/1191, 2017)
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Linker DNA

1N : v )
Nucleosome “bead”

(8 histone molecules +
146 base pairs of DNA)

02 P fnacasen e

Sekil 54b. DNA Paketlenmesinde Histonlarin Rolu
(https://www.slideshare.net/jannatiftikhar/rele-ef-histene-in-dna-packaging, 2013)

DNA double helix

Core histone dimers:
2xH2A/H2B
. 2xH3/H4

‘Beads on a string’
form of chromatin

Chromatin fiber of
packed nucleosomes

Chromosome 1.400nm
Sekil 54c. DNA'nin Paketlenerek Kromozom Yapisint Olusturmasi

3

(http:/www.ryzhakev.ce.uk/immertality-what-we-knew-and-what-we-dent/2012)
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VIRUSLERDE NUKLEIK ASITLER

Buitiin canlilarda DNA genetik materyaldir ve 1958 yilinda Fran-
cis Crick hiicre icindeki genetik bilginin DNA'dan RNA’ya ve RNA’dan
da proteine dogru oldugunu ifade ederek bu olaya santral dogma
adin1 vermistir (Sekil 55). DNA santral dogma:

DNA ——F» RNA —P Proteins

Transcription  Translation

Replication
Sekil 55. Genetik Materyali DNA Olan Organizmalarda
Santral Dogma Isleyisi
(http://bielegy.tutervista.cem/cell/central-degma.html, 2017)

Daha sonralari yapilan arastirmalarda bazi virlslerde genetik
materyalin RNA oldugu ortaya ¢ikmustir. Boyle viriislere retroviriis de-
nir. Retrovirusler, Retroviridae virlis ailesine ait olan biitiin virtislerdir ve
RNA genomu tasiyan zafli virtslerdir. Retroviruslarinda, genomik
RNA'nin tasidigi revers transkriptaz enzimi (RNA'va bagimli DNA poli-
meraz) viral RNA'yr cift iplikcikli proviral DNA'va (pro virus DNA) cevirir
(Sekil 56). Reverse Transkriptaz, ters transkripsiyon yapan bir enzimdir,
buradaki reverse: ters, Transkript: transkripsivon demektir ve -az enzim
ekidir yani ters transkriptaz anlamindadir. Olgun virus da yaklasik 10
reverse transkriptaz kopyasi mevcuttur ve bunlar pol geni tarafindan
kodlanmaktadir.

transcription translation
DNA » RNA » Protein

\RNA polymerase J ribosomes

reverse transcription
(reverse transcriptase)

replication
(DNA polymerase)
Sekil 56. Genetik Materyali RNA olan Retroviuslerde
Sanral Dogma Isleyisi
(http://slideplayer.cem/slide/6991190/, 2017)
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1915-1917'de F.Twort ve F.d’lterelle adl iki bilim adam: bakte-
rilerin, bazi virisler tarafindan lizis edildigini (parcalandigini) gérmistiir.
Bu virtislere bakteri yiyen anlamima gelen bakteriyofaj (faj) adi verilmis.
Fajlar konaga girince 3 yol takip etmektedir. Bunlar;

1. Litik Yol: Bu yolda fajlar konakci bakterilere absorbe (ya-
pisma) olduktan sonra genetik materyallerine hiicreleri enjekte ederler.
Faj DNA-RNA’s1 konagin tim olanaklarini kullanarak kendini replike

eder ve konakta fajlar olusur. Bunlar hiicreyi patlatir ve disar cikar. Bu-
na litik yol denir (Sekil 57).

2. Lizogenik Yol: Fajlar konakgiya girince kendi DNA'st bakte-
ri genomuna Kkatilir. Bu olaya insersiyon (iceri girme), bu tir fajlara da
thml fajlar denilir. Iiml fajin konak¢l genomuna katilmis formuna pro-
faj denir (Sekil 57). Profajlar, mutejenik ajanlar veya olumsuz cevre
kosullarinda bakteri genomundan ayrilip litik yola girer (Sekil 58).

Lytic Cycle

Bacteriophage

DA Bacteriurm

Lysogenic Cycle

Sekil 57. Fajlarin Konak Huicredeki Litik ve Lizogenik Yollari

(https://blogs.unimelb.edu.au/sciencecommunication/2010/11/87 viruses-used-for-good-
gene-therapy/, 2010)

gacterial DNA
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Lysogenic
cycle =1

't ©2000 How Stuff Works

Sekil 58. Faj Genomunun Lizogenik Yoldan Litik Yola Gegisleri

(http://science.hewstuffwerks.cemylife/cellular-micrescepic/virus-human4.htm, 2017)

3. Non-litik Yol: Faj bakteriye enjekte edildikten sonra repli-
kasyonu gerceklestirir. Cok sayida faj, bakterinin lizise neden almaksizin
membranlardan gecerek dis ortama cikar. Konakc¢inin beslenmesi ve
cogalmasinda bozulma olmaz, hiicrenin gelismesi ve bélinmesi yavas-
lar.
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OKARYOTLARDA RNA iSLENMESI
(RNA PROCESSING)

Transkripsivon, DNA'daki bilginin RNA'ya aktarilmasidir.
Transkripsivon yoluyla mRNA, tRNA, rRNA ve enzimatik 6zellige sahip
RNA molekiilleri de sentezlenmektedir. Transkripsiyonda RNA polimeraz
enzimi gorev yapmaktadir. Genetik bilginin fenotipteki ifadesi transkrip-
sivon sonrast olusan mMRNA'nin translasyon ile proteine cevrilmesi ile

gerceklesmektedir (Sekil 59).

G | tRINA genleri » tRNA'lar F
E E
N TRANSKRIPSIYON TRANSLASYON N
0 Yapisal gen(ler) - » aRNA - # Polipeptid ——» protein | O
T (KOPYALAMA) (CEVIRD) T
i I
p | rRNA genleri » rRNA'lar P
Replication MRNA . Translathn
‘ DNA (protein synthesis)
/ A
sl
P . et
Transcription Ribosome -ij::{%
(RNA synthesis) it
Protein

Sekil 59. Gen Anlatimi

(http://slideplayer.biz.tv/slide/2921381/, 2017)
(www.pitt.edu/~super7/32011-33001/32771.ppt, 2017)
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Transkripsivon mekanizmasi DNA replikasyonuna benzerdir. An-
cak iki dnemli fark vardir;

e Transkripsivonda replikasyona goére oldukca kiiciik bir molekiil
Uretilir.

e Transkripsivonda DNA'nin sadece bir ipligi kopyalanr.

DNA'nin yalniz bir zinciri RNA sentezi igin kaliplik gérevi yapmak-
tadir. Bu olaym ¢6zimi uzun yillar almistir. QX174 faji ile enfekte edilen
E.coli hiicresi Gizerinde yapilan calismalarla bu kanitlanmustir. E.coli’yi

enfekte eden fajin tek sarmalli DNA’s (M Jbuna (+)DNA denil-
mektedir ve bu DNA hiicre icerisine girince kendi komplementini yap-
maktadir. Buna da ( ) (-)DNA denilmektedir (Sekil 60). Boyle cift
sarmalll DNA'va replikatif form(RF) adi verilmektedir. Daha sonra
ortama **P isaretli Uridin baz1 ilave edilmekte ve bu radyoaktiviteli yapi-
nin mRNA'nin yapisina girmesi saglanir. Daha sonra bu mRNA izole
edilir. Aym zamanda replikatif formdaki (+) ve (-) DNA’lar ile ayri ayri
hibridizasyonu saglanir. Sonucta radyoaktif isaretli mRNA'nin yalnizca
(-) DNA ile hibridizasyon yaptigi gortilmustir (Sekil 60). Boylece DNA
cift zincirinden yalniz bir tanesinin RNA sentezi icin kaliplik gérevi yaptigi
bulunmustur.

NN\ ! — >
— NN BVaY.

+ DNA + DNA —~~ "
~ONA + mMRNA

(-) DNA ve mRNA hibridizasyonu
Sekil 60. DNA'nin Tek Zincirinin RNA’ya Kaliplik Yaptigi Deney
Transkripsiyon isleyisi (Sekil 61);

Coding strand: kalip olmayan zincir, yeni sentezlenen RNA'ya
6zdes olan DNA dizisi
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Tempate strand: Kalip zincir

DMNA codngstrand ' ATCCT66TAGATCCTTAAG

ONAtranscribed 2 1 A 6 6 ACCATCTAG66 AATT

i S5AUCCUG66UAGAUCCUUAASG

transcphoh ——mnow———p

Sekil 61. Transkripsiyon isleyisi
(http://www.chegg.cem/homework-help/questiens-and-answers/23-transcribe-follewing-
sequence-dna-located-coding-strand-5-acggtacatt-3--5-acgguacauu-3--q1 7693055, 2017)

PROKARYOTLARDA TRANSKRIPSIYON

RNA'ya kaliplik yapan DNA iplik¢igi kalip iplik olarak adlandiri-
lir. Diger iplik ise kalip olmayan iplik olarak bilinir. Sentezlenen RNA'nin
nikleotit dizisi (baz dizisi) kalip olmayan iplikteki niikleotitlerin (bazlarin)
dogrudan kopyasidir (timin yerini urasil almistir). Kalip DNA zinciri
3'—9" yonunde okunarak RNA sentezi gerceklesir. Dolayisiyla, RNA
sentez yonu 5'—3' ‘dur.

RNA Polimeraz Enzimi (RNA pol)

RNA pol DNA'y1 kalip olarak kullanarak RNA sentezleyen bir en-
zimdir. E.coli'de buitin genler 2« (alfa),  (beta), B’ (beta lissli) ve ®
(omega) alt tinitelerini iceren tek bir RNA pol enzimi tarafindan transkri-
be edilir (Sekil 62). Bu 5 alt tiniteden olusan enzim ¢ekirdek enzim (core
enzim) olarak adlandirilir ve inaktiftir. o(sigma) alt birimi core enzime
baglanir ve 6 birimden olusan holoenzim yani tam enzim olusturur ve
bu durumda aktiftir. Holoenzimin RNA sentezini baslatabilmesi icin DNA
lizerinde uygun bir boélgeyi yani promotor’u tanimasi gereklidir. Transk-
ripsiyon basladiktan sonra ¢ alt birimi ayrilir, geriye kalan kisim cekirdek
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enzim olarak adlandirilir ve bu ¢ekirdek enzim tek basina RNA zincirinin
uzamasini saglar.

RNA pol enziminin alt birimlerinin gérevleri;

2alfa (24): Kopyalanacak DNA'y1 belirler. ki o alt biriminin bira-
ya gelmesiyle olusmaktadir. Bu altbirimlerin karboksil u¢ bolgesi
promotore baglanirken, amino ug bolgesi polimerazin geri kalan
kismina

Beta (B): RNA'y1 sentezler (polimerizasyonu katalizler).

Beta’ (B'): DNA kalibmin acilmasi ve tekrar sarilmasinda goérev
yapmaktadir.

Omega (®): RNA pol altbirimlerinin biraraya gelmesini saglar.
RNA polimerazi koruyucu géreve sahiptir.

Sigma faktor (5): RNA pol enziminin promotore baglan-
masim saglar.

Holoenzyme

B P .me
Q

Sekil 62. RNA Polimeraz Enziminin Yapisi
(https://www.slideshare.net/RajeshChaudharyl O/transcriptien-42870819, 2014)
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RNA polimerazin RNA’y1 sentezleyebilmesi icin ortamda bulunmasi
gereken bilesenler;

e Kalip cift sarmalli DNA (Tek sarmali kullanilir)
¢ Riboniikleotid trifosfatlar ({NTP): ATP, GTP, CTP, UTP

e Magnezyum (Mg*?) veya mangan (Mn™*?) iyonlari, enzimin ak-
tivitesi icin gereklidir.

RINA pol niikleaz aktivitesinden yoksundur. Bu nedenle bu enzim
sentezlenen RNA'daki yanligliklar1 tamyarak onlari diizeltemez. RNA
zincirindeki hatalar hiicre tarafindan tolere edilir. Clinkli bir genden bir-
den fazla mRNA sentezlenir.

E.coli bakterisi gibi prokaryotlarda RNA polimeraz enzimi tarafin-
dan gergeklesen gen transkripsiyonu 3 asamada gerceklesir, Bunlar;

1. Baslama
2. Uzama
3. Sonlanma

1. Transkripsivon Baslamasi: RNA pol DNA ile baglantilar
olusturabilen buyiik bir proteindir. RNA pol ilk énce DNA tizerinde uy-
gun bolgeyi tanimak zorundadir. DNA tizerinde RNA pol'tin baglandig
bu 6zel dizilere sahip bolgelere promotor denir (Sekil 63a ve 63b).
Promotorlar RNA pol’in baglanmasi ve trankripsiyonun baglamasi icin
korunmus diziler icerir. Prokaryotik promotorlar da transkripsiyonun
baslama noktasinin birisi yaklasik 10 baz digeri ise yaklasik 35 baz sol
tarafta bulunan (upstream) olmak tizere 6 bazdan olusan oldukca iyi
korunmus 2 6nemli bolge bulunmaktadir. Bu bélgeler -10 ve -35 olarak
adlandirilir. -10 bolgesi pribnow kutusu (TATA kutusu) olarak da bili-
nir. Geleneksel olarak kalip DNA'dan RNA'ya transkribe edilen ilk baz
+1 olarak numaralandirilir ve burasi transkripsiyon baslama noktasi
olarak kabul edilir. Transkripsiyon baslamasi noktadan énce transkribe
edilmeyen bodlgelere (-) numara verilir (Sekil 63b).
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Gene

Promoter

RNA-coding sequence Terminator
. l +1 l’ l
5
t t o
Transcripbon Transcnption
initiation site tenmination site
«— —
Upstream Downstream
of gene of gene

Sekil 63a. Prokaryotlarda Kodlama Yapan Genin Yapisi
(http://web2.mendelu.cz/af 291 prejekty2/vsee/print.php?page=307&typ=html, 2017)

Promoter Region
-35 Box -10 Box -1 1 Transcribed Region
DNA
17(x1)bp
TTGACA TATAAT
Promater
TTGACG TATAAT —
-35 Region -10 Region +1 Transcription
g Factor start site

RNA Polymerase

Sekil 63b. Promotorun Bolgesi ve RNA Polimerazin
Promotor Bélgesine Baglanmasi

(https://www.exferdgenetics.cem/SiteCentent/TeamReseurces/bacterial-premeter-
infermatien, 2016)
(http://www.enlinebielegynetes.cem/transcriptien-in-prekaryetes/. 2017)

RNA pol enzimi transkripsiyonun baslamasi icin primere gereksi-
nim duymaz ve promotora baglandiginda transkripsiyon iglemi dogru-
dan baslar. RNA pol enziminin baglanmasi DNA iplik¢iginin acilmasina
ve transkripsiyon kabarciginin olusmasina neden olur. Yaklasik 17 bazlik
bir bolge acilir (Sekil 64).

68



Prokaryot ve Okaryotlarda Transkripsiyon Okaryotlarda RNA islenmesi

== polymerase

promaier Beginning of the newly

synthesized RNA

Sekil 64. Transkripsiyonun Baslamasi
(https://www slideshare.net/MUBOSScz/transcriptien-dna, 2011)

2. Zincir Uzamasi: Sigma faktérii transkripsivon bagladiginda
RNA pol'den ayrilir. Geriye kalan cekirdek enzim kalip DNA boyunca
ilerleyerek RNA zincirine ribontikleotid ilavesiyle uzatir (Sekil 65a). RNA
pol ilerledikge DNA sarmalini bolgesel olarak acar ve DNA ipliklerini
birbirinden ayirir ve kalip DNA'yi kullanarak RNA sentezine devam
eder. Enzimin gecti@i yerlerde sarmal tekrar kapanir (Sekil 65b). RNA
pol enzimi E.coli de bu isleme saniyede 40 nikleotid ekleyerek yapar.
RNA sentezi 5'—3' yonuindedir.

Nontemplate strand

A RNA polymerase Template strand

Sekil 65a. Transkripsivonun Uzamasi

(https://ceurses.lumenlearning.cem/beundless-bielegy/chapter/
prekaryetic-transcriptien/, 2017)
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Coding strand

Template
strand

Unwmdmg

RNA polymerase

S RNA-DNA hybrid helix

Sekil 65b. Transkripsiyonun Uzamasi Sirasinda DNA zincirinin
Acilmasi ve Kapanmasi
(http://keywerdsuggest.org/gallery/729472 html, 2017)

3. Transkripsivon Sonlanmasi: Prokaryotlarda RNA zinciri-
nin uzamast RNA pol'tiin sonlandirma dizisine (dur sinyali) rastlamasina
kadar devam eder. DNA tizerindeki sonlandirma sinyallerinin en yaygini
Adenin (A) ve Timince (T) zengin dizisinin takip ettigi Guanin (G) ve
Sitozince (C) zengin edilir. Boyle G ve C’ce zengin dizileri iceren DNA
bolgesinden sentezlenen RNA'daki G. C bazlari kendi arasinda esleserek
RNA'nin sag tokasi adi verilen bir yapmin olusturmasina neden olurlar.
Bu sac¢ tokasi yapist RNA pol igin fiziksel bir stres yaratir, transkripsiyon
burada yavaslar ve durur (Sekil 66).
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1 l%%%%z}év

5 3’

TRE KA A T

ALy yuuy g poly-U site DNA
1 i 1 L 1 1 1 I_ 1 L1 1 1 1 1 | | 1 1 1 1 |-

GC-rich area

hairpin loop

Sekil 66. Transkripsiyon Sa¢ Tokas! Yapisi ile Sonlanmasi

(https://adapaproject.orgibbk_temp/tikiindex.php?page=1.eaf%3A+How+
do+-cells+terminate+the+process +of +transcription%3F, 2016)

Ancak biitin sonlandirma bédlgeleri sa¢ tokasi yapisi olusturma-
yabilir. Bu durumda RNA sentezinin sonlanmasi sonlanma faktori
(rho) adi verilen spesifik bir protein faktoriine baghdir (Sekil 67). Rho
faktori hekzamerik bir proteindir ve sonlanma bolgesinde tek zincirli
RNA'va baglanarak kalip DNA'dan ayrilmasini stimiile etmektedir.

[T TTIIIIT

/,
ATP /
' ! "\ gNa polymerase

Rho {u)
protein

ADP

P,
PPp 5

Sekil 67. Transkripsiyonun rho Faktorl ile Sonlanmasi

(https://biology .stackexchange.com/questions/5447@/how-does-rho-
dependent-termination-occur, 2017)

71



MOLEKULER BiYOLOJININ TEMELLERI

Prokaryotlarda transkripsiyon basamaklari sekille 6zetlenirse (Sekil 68);

3, 5

Promoler ? DNA helix
RNA polymeras Sigma factor

Inttiation

Terminator

RNA @D

T RNA
Polyinerase
RNA ¥

Rho factor

Sekil 68. Prokaryotlarda Transkripsiyon Basamaklar:
(https://sodiumfacter.werdpress.cem/2016/06/22/transcription-dna-te-mrna/, 2016)

OKARYOTLARDA TRANSKRIPSIYON

Okaryotik ve prokaryotik transkripsiyon mekanizmalari genel
yonleriyle birbirine benzerdir. Ancak o&karyotlarda daha karmasiktir.
Okaryotlarda RNA sentezi farki RNA pol enzimleri tarafindan katalizlenir
(Tablo 5).

Tablo 5. Okaryotlarda RNA Polimeraz Enzimleri

Enzim Sentezledigi RNA tipi Bulundugu yer

RNA Polimeraz | rRNA Cekirdekgik

RNA Polimeraz Il mRNA, snRNA Nilkleoplazma
(cekirdek sitoplazmasi)

RNA Polimeraz Il tRNA, 5S rRNA, snRNA Nilkleoplazma

Mitokondri RNA Polimeraz~ RNA Mitokondri
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(")karyotik gen yapisi: DNA lzerinde promotor bélgesinde'cis-
element’ olarak adlandirilan spesifik kontrol dizileri bulunur (Sekil 69a).
Okaryotlarda polimeraz II'nin etkin bir bicimde transkripsiyonu baslat-
masina yardimci olan en az 3 tane ‘cis element’ bulunur. Bunlar, TATA,
CAAT ve GC kutusudur (Sekil 69a ve b). RNA'yva cevrilecek yapisal
gen’de Ekzon (anlamli baz dizisi) ve Intron (anlamsiz baz dizi) bulun-

maktadir (Sekil 69 b).

promoter
positive strand f star‘t of transcription
N NOIODEIDOC.SCE T o STATAN aon t N T\r NSO
leMpioie suaru -100 4 cOdlng reglon

!

CAAT box TATA box
(Hogness box)

Sekil 69a. Okaryotik Promotor Bolgesi
(https://www.slideshare.net/MUBOSScz/transcription-dna, 2011)

TATA Kutusu (Hognes Kutusu): A ve T'lerden olusmaktadir,
transkripsiyonun baglama noktasindan -25 ya da -30 nuikleotit cifti yuka-
rida bulunur. Gérevi sarmalin ¢éziilmesini kolaylastirarak transkripsiyo-
nun baslama noktasini belirlemektir (Sekil 69b).

Startof tranacription pua Poly(A) site
GC box CAAT box TATA box |l"ll' Exon 1 Exonz Exon 3
DNA - r "~ ‘ v
GGGCGG  GCCCAATCY TATAAA | -m-m-
» 100 80 25 0]

]

Sekil 69b. Okaryotlk Gen Yapisi
(http://slideplayer.cem/slide/5750865/, 2017)

CAAT Kutusu: GGCCAATCT dizilerini icermektedir, promoto-
run icinde, transkripsivonun baslama noktasinin -80 niikleotit yukarisin-
da yer almaktadir. Goérevi, TATA kutusu ile beraber promotorun (RNA
polimeraz II'nin baglandigi bolge) verimli ¢calismasimi saglamaktir (Sekil

69b).
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GC kutusu: GGGCGG dizilerinden olusmaktadir. Transkripsi-
yonun baslama noktasinin -80 ya da -100 nikleotit yukarisinda yer al-
maktadir. Gorevi SP1 transkripsiyon faktorunii baglamaktir. GC kutusu
daha cok devamli olarak transkripsiyonu gerekli konstitltif (stirekli) gen-

lerde yer alir (Sekil 69b).

Okaryotlarda gen transkripsivonu 3 basamakta gerceklesmekte-
dir. Bunlar;

1. Baslama
2. Uzama
3. Sonlanma

1. Transkripsivonun Baslamasi: Okaryotlardaki tim
mRNA’larin transkripsivonundan sorumlu RNA pol Il transkripsiyonu
kendi basma promotordan transkripsiyonu baglatamaz. RNA pol II'nin
transkripsivyonu baslatmasina yardimct olan DNA tizerinde ‘cis-elemen’
olarak adlandirilan spesifik kontrol dizileri bulunur. Okaryotlarda poli-
meraz [I'nin etkin bir bicimde transkripsiyonu baslatmasina yardimci
olan en az 3 tane ‘cis element’ bulunur. Bunlar, TATA. CAAT ve GC

kutusudur.

CAAT ve GC kutulari transkripsiyon faktérlerini kendilerine bag-
larlar ve daha ¢ok enhansir (kuvvetlendirici) olarak rol oynarlar. Enhan-
sirlar, DNA {izerine yerlesmis transkripsiyon hizin1 arttiran diger cis-
elementlerdir.

Transkripsiyonun baslamasi icin RNA pol Il Genel Trankripsiyon
Faktorleri (GTF) adi verilen proteinlerin yardimina ihtiyag duyar. Trank-
ripsiyon faktérleri olmadan RNA pol Il promotora baglanmaz ve transk-
ripsivonu baglatamaz. Transkripsiyon faktorleri genel olarak TFII olarak
ifade ediliyor, bunlarda TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIE, TFIIF, TFIH.....

diye isimlendirilmektedir.

Transkripsiyonun baslamasindaki ilk olay TFIID protein komp-
leksinin TATA kutusuna baglanmasidir. TFIID 10 alt birime sahiptir ve
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bu alt birimlerden biri TATA-baglanma proteini (TBP= TATA-box bin-
ding protein) olarak adlandirilir. TFIID baglandiktan sonra en az 7 farkl
TFII, TFIID'ye baglanarak RNA pol'in promotora baglanmasint kolay-
lastirir. Daha sonra transkripsiyon baslama kompleksi olusturulur (Sekil

70).

— :
H transkrlpcc
TR0 o TENE
TFL B  RNA polymcrasa
\,;"*\;F‘ _;::\'\a TR f‘\f‘
TATA | -~ .
+1

Sekil 70. Transkripsiyon Faktorlerinin ve RNA Pol Il Enziminin
Promotor Bélgeye baglanarak Baslama Kompleksi Olusturmalari
(https://www.slideshare.net/MUBOSScz/transcriptien-dnaZ2@11)

2. Zincir Uzamas:: Zincirin uzamasinda baglanan ntikleotidin
5' fosfat grubu ile RNA zincirindeki 3" hidroksil grubu arasinda bir fosfo-
diester bagi olusur. Sentez sirasinda ortamdaki niikleotid trifosfatlar
(NTPler) zincire eklenerek gecici bir DNA-RNA ikilisi olusur ama sonra
RNA DNA'dan ayrilir ve DNA tekrar kapanip normal cift sarmalli haline
geri doner (Sekil 71). RNA zincirinin uzamasi sonlanma gerceklesene
kadar bu sekilde devam eder.

Sekil 71. RNA Zincirinin Uzamasi

(https://www slideshare.net/tanvipetluri/eukaryetic-transcriptien, 2017)
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3. Sonlanma: RNA polimeraz Il genin son kisminda bulunan
sonlandirma dizelerini (sonlandirma bdlgesi) tanir ve enzim kompleksi
kararsiz hale gelmekte bu durumda enzim ayrilmakta, olusan RNA
DNA'’dan salinmaktadir. Sentezlenen RNA mRNA ise énctil mRNA (pre-
mRNA) olarak isimlendirilir. Okaryotik sonlandirma hakkinda heniiz
detayli bilgi mevcut degildir.

Prokaryotlardaki durumun aksine ékaryotik énctil mRNA olgun
mRNA haline gelmek icin RNA yapisal olarak islenmektedir.

OKARYOTLARDA RNA ISLENMESI (RNA Processing)

Transkripsivon sonucu mRNA, tRNA, rRNA gibi cesitle tipte
RNA molekiilleri tiretilir. Prokaryotik mRNA disindaki bitiin RNA mole-
killerinin fonksiyonel olabilmesi igin transkripsivon sonrasi islenmesi
gerekir. Okaryotlarda mRNA, RNA pol Il enzimi tarafindan heteroniik-
lear RNA (hnRNA) adi verilen bir énciil mRNA'ya cevrilmektedir. RNA
islenmesi 6nciil RNA'nin olgun RNA’yva doénistirilmesi igslemidir. Bu
islem sirasiyla;

1. mRNA'ya sapka (cap) yapismin takilmasi
2. Poliadenilasyon

3. RNA splays (Kesip-cikartma) olaylarini kapsamaktadir.

1. mRNA’ya baslik yapisinin ilave edilmesi

Onciill mRNA sentezinden hemen sonra mRNA’nin 5’ ucuna 7-

metil guanosin takilmasidir. Bu yapt sapka (cap: kep yapist) ya da baslik
olarak ifade edilir (Sekil 72). Bu yapy;

e Oncil mMRNA'nin 5° ucunun riboniikleazlara karsi korunmasini
saglamaktadir. RNA'y1 parcalanmaktan korur.

e Bu yapinin olgun mRNA'larin ¢ekirdek zarindan hiicre sitop-
lazmasina gecisinde rol oynadig diistiniilmektedir.
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e Bu yapi olgun mRNA'nin ribozomlara baglanmasini sagladig
dustiintilmektedir. Translasyonun baslamasi icin gereklidir.

5' end of
primary transcript
I 1

HO OH

sl
CH,~P~P~P-CH,
sl

| SN
/ 5'-to-S’
N@®  triphosphate
I bridge OH
CH, \

1 ]
7-methylguanosine

OH

Sekil 72. mRNA'va Baslk Yapisinin llave Edilmesi
(http://oregonstate.edw/instruction/bi314/falll 1/figure @87 16b.jpg, 2010)

Okaryotik mRNA'va baslik takilirken; prokaryotik mRNA, &kar-
yotik RNA ve tRNA'lar basliksizdir.

2. Poliadenilasyon

Oncil mRNA'nin 5 ucuna bashk yapisi takildiktan sonra 3’
ucunda yaklasik 150 ve 250 adenin iceren bir poli A kuyrugu takilir (Se-
kil 73). Bu kuyruk mRNA'nin 3’ ucuna riboniikleazlara karst korumakta-
dir ve béylece mRNA kararl hale gelmektedir.

@ 5’ " - \_, - - 3!
G—PPP AAAAA, ., 550

|
s ] l 1 |

S=€ap A ——— poly-A tail

L

Sekil 73. Poliadenilasyon
(http://oregonstate.edw/instruction/bi314/falll 1/figure_ @7 16b.jpg, 2010)
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3. RNA splaysing (Kesip-¢cikartma)

RNA islenmesinde baslk ve poli A kuyrugunun takilmasindan
sonraki basamak intronlarin ¢ikarilmast ve ekzonlarin birlestirilmesidir
(Sekil 74). Bu islem RNA splayzing (splicing) olarak adlandirily.
Okaryotik genlerin bircogu kodlama yapmayan anlamsiz baz dizilerine
intron, kodlama yapan anlaml baz dizilerine ise ekzon denir. Bu tip
ekzon ve intron iceren genlere parcali genler (mozaik=split genler)
denir. Intronlar &zellikle yapisal genlerde bulunur. Gelismis hayvan ve
bitkilerde bulunan bir 6zelliktir. Histon, interferon genleri ve bazi memeli
viriis genlerinde intron bulunmaz. tRNA genlerinde cok, rRNA genlerin-
de azdr.

Start of transcription

I Intron 1 Intron 2

IGene:
Exon 1 Exon 2 Exon 3

Transcription

J , . Intron 1 Intron 2
Primary transcript:

Exon 1 Exon 2 Exon 3

Splicing

Mature transcript:

Exon1 Exon?2 Exon 3

Sekil 74. Intronlarin Cikarilip Ekzonlarin Birlestirilmesi
(http:/faculty.uca.edu/johnc/rmaprot144@.htm, 2017)

Onciil mRNA'nin olgun mRNA haline getirilmesi ile mRNA sitop-
lazmada ribozomlarda proteine cevrilmektedir (Sekil 75).
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Promoter

DNA

Pre-mRNA

RNA-coding sequence

\ ‘ Exon Inbon Exon invon  Exon Intron Exon
| \ I | |

Addstion of 5’ cap when 20-30
nucleotides of pre-mRNA made.
Addition of 3" poly(A) tail.

poly(A) tail
5§ . . AAAAAAAA. .. 3

\ )
Traile
Cap |eader i

RNA splicing: introns removed

Protein coding sequence

¢ Translation
Protein

Sekil 75. Onciil mRNA'nin Olgun mRNA Haline Getirilmesi
(http://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/files/26/1183.png, 2013)

intronlann Uzaklasma Mekanizmalar1

Split genlerin bulunusu RNA'dan intronlarin cikarilmasi ve ek-

zonlarin

birlestirilmesi mekanizmalarinin  aydinlatmasini  saglamustir.

Splayz mekanizmalarina gére intronlar 2 kisimda incelenmektedir.

1. Grup | Intronlarin Cikarilmasi

Intronun kendisi cikarilmasi icin gerekli enzimatik aktivitenin

kaynagidir. 1982'deThomas Cech ve arkadaslari kendi splayslarini ya-
pabilen RNA'larin otokatalitik ézellige sahip oldugunu ifade etmislerdir

ve bunlara ribozim adini vermislerdir. Kendiliginden Kkesip-cikartma

(self-splicing) olarak bilinen bu igslemde 2 olay olur (Sekil 76).

1- Grup [ intronlar bir guanin niikleotid kofaktére ihtiyag duy-

maktadir. Bu enerji kaynagi olarak kullanilmaz. Ortamda bu-
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lunan GTP, GDP veya GMP'de kofaktér olarak rol alan Gua-
nozinin 3'-OH grubu intronun 5-ucundaki bir niikleotite akta-
rilir. Buradaki fosfodiester bagi kirilir ve G- ve niikleotid ara-
sinda olagan disi bir fosfodiester bagi (5°-2") olusur.

2- 5’ekzonun serbest kalan 3-OH grubu, 3" kirpilma yerindeki
fosfodiester bagina atak yaparak onu keser ve intron bir ke-
ment seklinde serbest kalir. Ekzonlar birleserek olgun mRNA
olusturulur.

Growp | self-splicing mmron segueaences

ImTtromn

. sSequsence
5" exon

Seguernce

Sekil 76. Kendiliginden Kesip-Cikartma (Self-Splicing) Islemleri
(http://chemistry.umeche.maine.edu/CHY431/GenemeZa.html, 2015)

2. Grup Il intronlarin Cikarilmas

Bu tip intronlarin ¢ikarilmasi oldukca karmasiktir. Ciinkii intron-
lar cok uzundur ve sayilari fazladir. Bu tip intronlarin gogunda 5" ucunda
GU ile baslar AG dizisiyle son bulur. Intronlarda bulunan bu diziler kesip
cikartma icin gerekli olan 6zgtil molekiilleri bu bélgeye cekerler. Splays-
zom olarak adlandirilan boéyle bir molekil kompleksi maya ve insan
hiicresinde rastlanmustir. Splayszomun 6zgiil molekili snRNA(kiiciik
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niikleer RNA)'dir. Bu RNA'lar proteinlerle kompleks yaparak snRNPs
(ktictik niikleer ribontikleoproteinler) olusturur.

snRNA iridin bakimindan zengindir. Uridin birden U6’va kadar
isimlendirilmistir. snRNP’lerin bazilar1 intronun 5’ ucuna, bazilar 3’ ucu-
na baglanir ve kement yapisini olusturur ve olusan bu kement yapi
uzaklastirilir. Daha sonra snRNP’lerin bazi bilesenleri 2 ekzonu birlestiri-
lir. Bu kement yapiya lariat da denir (Sekil 77).

Spliceosome removes introns

Pre-mRNA
GY - A _AG
Exon 1 e EXON 2
Intron
_/'/ :T“Q\\\
/ A\
[\'-\ T\ - Spliceosome
Spiiceosome
attached to |1
pre-mRNA C K
"/ —SnRNA
4 _“:Q‘.\ l
\ '\ i
e | Il Spliced exons
Lariat “f' |

Sekil 77. Splayszom Aracilig ile Intronlarin Uzaklastirilmast
(http://www .disceveryandinnevation.cem/BIOL202/netes/lecture12.html, 2013)

RNA’nin DUZENLENMESI (RNA Editing)

RNA’nin diizenlenmsi, bir mRNA molekuliindeki niikleotid dizi-
sinin RNA splayzing disindaki diger mekanizmalar tarafindan degistiril-
digi cesitli reaksiyonlara verilen addir. Omurgasiz hayvanlarda daha sik
gorulir. Bitkilerdeki kloroplast ve mitokondrilerde gériilen bir islemdir.
Bu islemde mRNA'daki mevcut bazlar ile baska RNA bazlari yer degisti-
rebilir, tamamen cikarilabilirler veya ilave niikleotidler eklenebilir (Sekil

78).
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RNA editing mechanism
Deletion editing Insertion edlting
5. UUU -¥ Fee = Rt 4
Cleavage
$ Endoribonuclease
= U addition
TUTase =
U removal w
= *4 Exo Uase 1
4 N L ., .u‘-“" 3--F
. Ligation
i RNA hgase ‘
e o o il S Y
¥ —vn— 5 I-W L 5

Sekil 78. RNA Dizenlenme Mekanizmasi
(https://www.slideshare.net/arijitshome/rna-editing-48644831, 2017)

ALTERNATIF (Secenekli-Farkli) SPLAYSING

Insan genom projesinde vaklasik 30.000 genden vyaklasik
100.000 protein olustugu ifade edilmistir. Bu durum bir genin birden
fazla proteinin sentezinden sorumlu olmast geregini ortaya ¢ikarmustir.
Bilim insanlar1 tek bir genin bir bolgesinden intronlarin uzaklastirilmasi
ile baska proteinlerin elde edilecegini ifade etmislerdir.

Alternatif splaysing: Bir éncii mRNA'nin ekzonlarinin farkl
kombinasyonlarda kirpilmasi ve tek bir mRNA'dan iki veya daha fazla
sayida farkll olgun mRNA olusturan bir siire¢ oldugu ifade edilmistir
(Sekil 79a). Splaysingin alternatif yolagi ile aynt mRNA'dan farkl pro-
tein sentezlenmesine yol acan bir mekanizma bulunmaktadir. Bu yolak
ile farklh mRNA’lar meydana gelir ve sonugta da ayni transkriptten farkl
proteinler olusur. Yani ayni genden transkripe edilen mRNA alternatif
splaysing ile kirpilir ve meydana gelen farkli mRNA’lardan bircok protein
sentezlenebilir. Bir genden elde edilen bliyiik bir polipeptid 2 ya da da-
ha fazla proteine bélunebilir (Sekil 79b). Bu splaysing ile farkl dokular-
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da farkll proteinler olusur. Ayni transkript kasta, beyinde hiicreler tara-
findan farkl proteinler olusturur. Ancak, alternatif splaysing mekanizma-
st halen tam olarak agiklanmamustir.

intron 1 |

ova (N TD T
exon 1 2 3
l transcription
primary RNA 1 3
transenpt 5S' G
;p;:e: 5" I 5' I 5 I 5 I E— 5' I
1 2 3 1 3 1 2 3 1 n 2 3 12
normal exon skipped exon exlended intron retained ns5
S'WT

alternative exons

Sekil 79a. Alternatif Splaysing Farkli Olgun mRNA Olusturulmasi
(https://www slideshare.net/SyedRazad9/post-transcription, 2017)

[_’ Emon 1 Exon 2 Exond Ezxon 5
ONA mmrw.’N\'\\(W%m%ﬂw\m\mmmmmxvh\%\m’m
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exond ExonS
I Alternative Splicing |
1 2 3 4 5 1 2 45 1 2 3 5
(L R e —— A bttt -~ et vy
Translation Translation Translation

Protein A Protein B Protein C

Sekil 79b. Farklh mRNA’lardan Bircok Protein Sentezlenebilir
(http://jonlieffmd.com/blog/vast-complexity-of-chromatin-3d-shapes, 2011)
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PROKARYOTLARDA GENLERIN YAPI ve ISLEYISI
TRANSKRIPSIYONUN KONTROLU

1940'ta G.Beadle ve E.Tatum bir gen- bir enzim hipotezini ileri
stirerek bir enzimin sentezini kodlayan genetik materyal parcacigma gen
adin1 vermisglerdir. Fakat daha sonralar1 genlerin sentezledigi proteinlerin
hepsinin enzim olmadig: anlasilmistir. Bunun {izerine bir gen- bir protein
hipotezi ileri surilmustiir. Bazi proteinlerin bir tek polipeptit zincirinden
meydana gelmedigi ve her polipeptidin farkli genler tarafindan sentez-
lendigi anlasilmistir. Ornegin; hemoglobin molekiili 2¢, 2P zincirinden
meydana gelmektedir. Bu zincirlerin 2 farkl genden sentezlendigi go-
rulmuistir. Yine bazi genlerin RNA trtnlerinin tRNA ve rRNA olarak
sentezlendigi ve RNA halinde kaldiklar1 belirlenmistir.

Gen: DNA lzerinde belirli bir baz dizisi uzunlugundan meydana
gelmis bir polipeptit zincirinin veya RNA zincirinin sentezinden sorumlu
ve bu sentezleri diizenleyen bir regiilator (diizenleyici) ve bir operatér
(kontrol bolgesi) bolge ihtiva eden DNA parcacigidir.

wy, Chromosome
w

IR -
. . ()
Gene 4 } =4
o o Vo ;_ :: ‘\'.‘
\ | X
ST \r \\;f
\ é“

Sekil 80. Gen yapilar
(http://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vsee/print.php?page=296&typ=html, 2016)
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Bir kromozom lizerinde ¢ok sayida gen bulunur. E.coli’de 5 bin
kadar gen bulundugu tahmin edilmektedir. Genetik ve biyokimyasal
deliller prokaryotik ve &karyotik hiicre kromozomlarinda bulunan bir
genin veya genlerin orjinali olarak bulundugu yerleri terkedip baska bir
gen bolgesine girdigini gostermistir. Boyle hareketli genetik elementlere
‘transpozonlar’ denir (Sekil 81a). Transpozonlarda bir hareketli gen
bolgesi ve birde bu hareketli genin 2 ucunda inversiyonu saglayan bir
baz dizisi bulunmaktadir. Hareketli genin 2 ucunda inversiyonu saglayan
baz dizisine ‘inversivon sekansi (dizisi)’ denir ve ‘IS’ olarak gosteri-
lir. Transpozonlari kabul eden DNA'ya ‘alict DNA’ denir.

DNA

»— Disrupted
host gene

/
/ o
Transposon #

Sekil 81a. Hareketli Genetik Elementlere “Transpozonlar’

(https://www.ucsf.edu/news/2013/02/13535/gene-invaders-are-stymied-cells-geneme-
defense, 2013)

Iki tip transpozisyon metodu vardir, birincisi kes ve yapistir me-
kanizmasi ile digeri ise kopyala ve yapistir mekanizmasi ile bir yerden
baska bir yere haraket edebilirler (Sekil 81b).
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Two methods of transposition:

1. Cut-and-paste mechanism

interrupted
DNA sequence

E
- interrupted
CNA sequence

Sekil 81b. Transpozisyonun iki metodu
(https://www.memorangapp.com/flashcards/108019/Immunology + - + Block+1/, 2017)

2 cesit transpozon vardir;

1. Basit Transpozonlar: [S olarak gosterilir. Oldukca kisadir
ve uzunlugu 2 bin baz ciftini gecmez (Sekil 82).

DNA
5 ATCCGGT... ...ACCGGAT 3
3 TAGGCCA... ...TGGCCTA 5
Inverted Transposase gene Inverted
repeat repeat
4
Insertion sequence

(simple transposon)

Sekil 82. Basit Transpozonlar
(http://www.bio.utexas.edu/faculty/sjasper/bio212/microbial. html, 2017)
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2. Kompleks Transpozonlar: Bazen IS sekanslari yer degisti-
rirken islevi olmayan yanlarinda bulunan genleride tasirlar. Bu buiyiik
parcalara ‘transpoz’ denmekte ve “Tn’ olarak gosterilmektedir (Sekil 83).

Complex transposon

(=)

. —  —
IR IR Kanau"nycin IR IR

v resistance —
IS1 gene IS

L
—

(c)

Sekil 83. Komplex Transpozonlar
(https://wwwi.slideshare.net/Mena_Albureikan/micrebial-genetics-lectures-192@-and-21, 201 7)

PROKARYOTIK HUCRELERDE PROTEIN SENTEZININ
DUZENLENMESI

Bakteri hiicrelerinde bazi enzimlerin molekil sayisi sarlar ne
olursa olsun hemen hemen esittir. Ornegin, glikolitik yolda yer alan en-
zimlerin miktari yaklasik hep aynidir. Aktivitesi ve molekil sayisi pek
fazla degismeyen bu enzimlere ‘konstitiitif enzimler (siirekli)’ denir.
Yaklasik % 75 gen konstitiitiftir. Diger bir grup enzimin molekil sayisi
kosullara gore degisiklik gosterir ve bu enzimler normal kosullarda hiic-
rede az miktarda bulunur.

Bakteri tek bir C kaynagi olarak glikoz yerine baska bir besin
maddesi kullanacak olursa bu maddeyi yikacak enzimlerin miktari hizlica
artacaktir. Iste bu olaya ‘indiiksiyon’ (kelime anlam:: herhangi bir olay:
baglatmak), miktari artan enzimlere de ‘indiiklenebilen enzim’ denir.
Bakterilerden enzim indiiksiyonunun tersi durumda s6z konusudur. Bir
maddenin sentezinden sorumlu enzimlerin, bu maddenin ortama ilave-
sivle o enzimin sentezinin azalmasi olayina ‘represyon’ (kelime anlami:
baskilanma) bu tiir enzimlere de ‘represe edilebilen enzim’ denir.
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OPERON HIiPOTEZi

Enzim indiiksiyonu ve enzim respresyonu arasindaki molekiiler
ve genetik iliski 1961'de F.Jacop ve J.Monod tarafindan aciklanmustir.
Bu bilim insanlar1 prokaryotlarda protein sentezinin genetik kontroli igin
operon hipotezini énermislerdir.

Operon: Operatoriin kontroliinde bulunan ve cok sayida genin
ifadesini diizenleyen sistemdir.

Laktoz (Lac) Operonu

Operon hipotezinde en yogun olarak calisilani ve an fazla bilgiye
sahip olunani E.coli’de bulunan Laktoz operonu (Lac operonu)’dur. Bu
iki bilim adami protein sentezinin kontrolii icin énerdikleri operon hipo-
tezinde 3 gen bolgesi vardir (Sekil 84). Bunlar;

1. Regiilator (regulatory: diizenleyici) Gen (I geni): Rep-
resor denen(baskilayici) bir protein sentezler. Bu protein ope-
ratére baglanarak transkripsiyonu baskilar bu genin kendine
ait promotoru vardir.

2. Operator (operator, kontrol) Gen: Yapisal genlerin fonk-
siyonunu denetler.

3. Yapisal Genler (structural genes): mRNA'y1 olusturur.

operon

promoter operator structural genes
regulatory gene -
| A B Cc D

ONA[] | | l | | l I l
Sekil 84. Operon Sistemi

(https://courses.lumenlearning.com/microbiology/chapter/gene-regulation-operon-
theory/, 2017)

Uyarilabilen ve baskilanabilen operon sistemlerinde negatif ve
pozitif kontroller bulunur.
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Gen Transkripsiyonunun Negatif Kontrolii

Lac operonunun yapisina bakildiginda; Regiilatér gen, CAP-
baglama alani, RNA pol enziminin baglandigi Promotor bélgesi, Opera-
tor bolgesi ve 3 yapisal genden olusmaktadir (Sekil 85).

Yapisal genler Z, Y ve A sembolleriyle gosterilmektedir.

e Z geninden [(-galaktosidaz sentezlenir ve bu enzim laktozu Glu-
koz +Galaktoz’'a ya da laktozu allolaktoza pargalamakta,

e Y geninden sentezlenen Permeaz enzimi sentezlenir ve bu en-
zim laktozun hiicre icine alinmasmi saglar,

e A geninden Transasetilaz enzimi sentezlenir ve bu enzim hiic-
redeki diger galaktozid sekerlerini asetiller (Laktoz metaboliz-
masi sonucu ac¢iga ¢ikan atiklarin uzaklastirilmast).

Structure of /ac operon

regulatory site structural gene

A
. il K

(8] Z ; § A

‘ operator transacetylase

promoter permease
CAP-hinding site

iAgalactosidase
regulatory gene

Sekil 85. Lac Operonun Yapist
(http://slideplayer.com/slide/9240109/, 2017)

Bir disakkarit olan laktoz kimyasal olarak B-galaktosid olarak adlan-
dirilir ve E.coli tarafindan bir karbon kaynagi ve eneriji olarak kullanilir.
Bunun icin laktozun glukoz ve galaktoza parcalanmasi gerekir. Bu islemi
yapan enzimin adi B-galaktosidaz (laktaz)'dir. Bu enzim ayrica Laktozu
allo laktoza cevirir. Bakteri Gireme ortaminda enerji kaynagi olarak bulu-
nan laktozu kullanabilmesi igin ortamda [(-galaktosidaz, permeaz ve
transasetilaz enziminin bulunmasi gereklidir. Bu enzimler DNA tzerinde
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ilgili yapisal genlerden transkribe edilmektedir. Regtilatér gen bolgesinin
yapisal genlerin transkripsivonunu denetleme kapasitesinde oldugu ileri
strtlmustir. Reglilatér genin (I) Griini olan proteine ‘represdr protein’
denir ve ‘R’ ile gosterilir. Bu protein aktif bir proteindir. Aktif olan repre-
sor protein DNA {izerinde operatér denen bolgeye anahtar-kilit meka-
nizmasiyla baglanir. Bunun baglanmasi RNA pol enziminin kendi bag-
lanma bolgesi olan promotora baglanmasini engeller ve yapisal genler
transkribe edilemez.

Eger ortamda indiiktér yani indiikleyici molekiil varsa represdr pro-
teinin DNA'ya baglanmasi s6z konusu degildir. Ctinkii induktor represo-
re baglanarak onu inaktif hale getirir. Inaktif represér operatdre bagla-
namaz, RNA pol enzimi kendi baglanma bdélgesine baglanir ve transkrip-
sivon devam eder. Transkripsiyonun yalnizca represoériin operatdr bol-
geye baglanmadigi zaman gerceklestigi icin negatif kontrol s6z konu-
sudur.

Ortamda laktoz varhgma veya yokluguna gore ilgili yapisal genler
transkribe olmakta ya da olmamaktadir.

Ortamda laktoz yok ise aktif durumda olan represér protein ope-
ratore baglanarak transkripsiyonu énler. Ciinkii operatdr bloklanmis ve
RNA pol enzimi promotore baglanmis olsa bile ilerleyememekte ve yapi-
sal genler tranksribe edilmemektedir (Sekil 86). Transkipsivon YOK.

lac operon
RNA polymerase  Operator
Regulatory gene  promoter N b'“"‘d,' 3
3 - —— e — ) l* 5’ Template
) y ' DNA strand
‘ ' ,Repressor Structural genes
Transcription l / mRNA
i 4 Movement
Translation 1 blocked
/( -
(i —
(a) ReDEassDi Transcription

Sekil 86. Laktoz Yoklugunda Operonun Isleyisi

(http://academic.pgcc.edu/~kreberts/Lecture/Chapter%207/regulatien.html, Cepyright
® 2006 Pearsen Educatien, Inc., publishing as Benjamin Cummings, 2006)

91



MOLEKULER BiYOLOJININ TEMELLERI

Ortamda laktoz var ise bir indiikleyici molekiil olan allolaktoz rep-
resore baglanarak onu yapisal degisiklige ugratir ve onu inaktif hale geti-
rir. Bu durumda represoér operatére baglanamaz, RNA pol enzimi pro-
motore baglanarak yapisal genleri transkribe etmektedir (Sekil 87).
Transkipsivon VAR.

— e,
- -

ona 7 AR SO T S 2 W WD V7N,

l / &
RNA
i Eotymees - Polycistronic mRNA
MRNA (;ﬁ mRNAS S

N L
Protein H_.. “ ';-Gllutosldn- [ Permease  Transacetylsse

Allolactose Inactive
(Inducer) o repressor

Sekil 87. Laktoz Varliginda Operonun Isleyisi
(http://slideplayer.com/slide/4736188/, 2017)

Gen Transkripsiyonunun Pozitif Kontroli

Hiicre laktoz ve glukoz igceren bir ortamda bulursa, Lac operon
ve diger bazi operonlarin glukoz varhiginda baskilanma gibi 6énemli bir
ozelligi vardir. Bu durum glukozun diger sekerlere gore tercihli olarak
katabolize edildigini gdsterir. Hiicre ortamda glukoz varsa énce glukoz-
dan yararlanmay: tercih etmektedir.

Ortamdaki glukoz durumuna gére hiicre icinde cAMP olusturu-
lur. Adenilat siklaz enzimi ATP’den cAMP'yi olusturmaktadir. Ortamda
yliiksek miktarda glukoz var ise bu adenilat siklaz enzimi inaktive olmakta
ve cAMP olusturulmamaktadir. Duisiik glukoz varliginda enzim ATP’den
cAMP'yi olusturur. cAMP ortamda bulunan ‘katabolit aktivator protein
(CAP)" ile komplex yapmaktadir (Sekil 88a). Dolayisiyla, bir aktivator
molekil promotor boélgesinde RNA pol enzimi ile etkilesir ve trankripsi-
yonu baslatigindan dolayi bu olaya pozitif kontrol denilmektedir.
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High glucose Inactivate adenylate
cyclase

ATP mguly-

Low glucose

No inactivation

ATP sy cCAMP

LCAP

CAMP» + @ e 1CAP>

Sekil 88a. Yiiksek ve Dustik Glukoz Varliginda
cAMP olusumu ve CAP’la Kompleks Yapmasi
(http://www.mun.ca/bielegy/scarr/bie4241 chapter13.htm, 2007)

cAMP+CAP kompleksi gen lizerindeki CAP baglanma alanina
baglanir (Sekil 88b).

lacl cap p .6 lacZ lacY  lacA '1 genes
5 _bbiﬁng- I — e— — 3 DNA

AUG auG AUG
' messenger RNA

Sekil 88b. Gen Uzerindeki CAP baglanma Alari
(http:/nptel.ac.in/ceurses/ 102103015/ medule7/lec5/3.html, 2017)

Laktoz tek C (karbon) kaynag olarak ortama ilave edildi-
ginde hiicrede adenilat siklaz denen enzim miktart artar. Bu enzim
ATP'den cAMP'yi olusturur. cAMP ortamda bulunan ‘katabolit aktivator
protein (CAP) ile komplex yapmaktadir. Bu kompleks daha sonra pro-
motorun CAP bolgesine baglanir. Bu baglanma RNA pol enziminin
kendi baglanma boélgesine yani promotora baglanmasini uyarir. Promo-
tora baglanan RNA pol enzimi yapisal genleri transkribe eder (Sekil 89).
Transkripsivon VAR.
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Promoter
A

[ \

Operator
== 4

Prr/l lacz

~ —RNA

polymerase
Active binds and

cAMP\ é CAP transcribes
\l /,

@ Inactive
CAP

Sekil 89. Laktoz var, Glukoz az veya olmadig
(cAMP seviyesi yiitksek) Durumda Gen Isleyisi
(http:/nptel.ac.in/ceurses/102103015/medule7/lec5/3.html, 2017)

Inactive /ac
repressor

Allolactose

Glukoz tek C (karbon) kaynagi olarak ortama ilave edildiginde
cAMP’nin miktari distiktiir. Ciinkd, glukoz adenilat siklaz enzimini en-
gelleyerek, ATP’den cAMP olusumunu engeller ve hiicre icinde cAMP
diizeyi diisiik kalir. cAMP diizeyi diisiik oldugu icin CAP’la kompleks
olusturamadigindan CAP bolgesine baglanamaz. Bu durumda RNA pol
enzimi promotore baglanmaz ve genler transkribe edilemez (Sekil 90)
Transkripsivon YOK.

Promoter /Operator
AT facz

CAP-binding site RNA
polymerase less
likely to bind

lnactive(' S :
cap | _: ” Inactive /ac
e repressor

Sekil 90. Glukoz oldugu (cAMP seviyesi diisitk) Durumda Gen Isleyisi
(http:/nptel.ac.in/ceurses/102103015/medule7/lec5/3.html, 2017)
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Eger laktoz bulunan ortama glukoz ilave edilecekse laktozun
transport ve yikimindan sorumlu olan enzimlerin sentezi baskilanir. Iste
Lac operonu proteinlerinin glukoz tarafindan baskilanmasina ‘Katabolik
represyon’ denir.

Triptofan (Trp) Operonu

Protein  sentezinin  kontrolinde degisik bir mekanizma
C.Yanofsky ve arkadaslar1 (1976) tarafindan E.coli'de triptofan opero-
nunda bulunmustur. Stirekli olarak yapilan bir tiriiniin Gretimi baskila-
nabilir sistem ile diizenlenebilir ve buna en iyi 6rnek Trp operonudur.

Triptofan operonun yapisinda regtilatér gen (R), promotor (P),
operatdr (O), lider bolge (L) (lider bolgede Attenuation: zayiflatict bir
bolge bulunur) ve poligenik (polisistronik) yapisal genler bédlgesinden
olusmaktadir (Sekil 91).

I R m— P O L E D C B A —
- A J
-
REGULATORY GENES STRUCTURAL GENES

Sekil 91. Triptofan (Trp) Operonu
(http://biesiva.5@0webs.erg/Laceperen.htm, 2017)

Yapisal gen bolgesi E, D, C, B ve A ile gésterilen 5 ayri polipep-
tidin sentezinden sorumlu bélgedir (Polisistronik gen). Yapisal genlerden
E ve D’den sentetaz, C'den indol gliserol sentetaz, B ve A'dan triptofan
sentetaz sentezlenir.

Triptofan biyosentezinde 2 kontrol vardir. Bir tanesi Negatif
kontrol digeri Zayiflatici (Attenuation) kontroldiir.

Negatif kontrol olarak Triptofan operon sistemi

Ortamda triptofan yoksa regiilatér genden sentezlenen repre-
sOr proteini inaktiftir ve buna ‘aporepresor’ denir. Glikozun bulundugu
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ortamda E.coli hiicresi normal olarak triptofan sentezini saglar, represor
protein inaktif oldugundan operatdre baglanamaz ve RNA pol enzimi
promotora baglanarak yapisal genleri transkribe etmektedir. Triptofan
sentezinden sorumlu bes enzim sentezlenir (Sekil 92). Transkripsiyon

VAR.

Regulatory gene -
: - s s - Promoter Operator 1 2 3 4 H s
= & 1 — &
Genes Template
l ‘ DNA strand
S’ msmssmm——— 3' mRNA 5 G 3° mRNA coding
i
| O N T e
> é D & A Q@
tnsctive repressor Encymes of tryptophan biosynthetic pathway
) |
Trp Tryptophan

Sekil 92. Ortamda Triptofan Yoklugunda Operon sisteminin Isleyisi

(http://academic.pgcc.cdu/~kreberts/lecture/Chapter %207/requlatien.html, Cepyright
® 2006 Pcarsen Educatien, Inc., publishing as Benjamin Cummings, 2006)

Ortamda triptofan varsa, triptofan represére baglanarak onu ak-
tive eder. Bu nedenle triptofan bir ko-represor olarak islev gorir.

Aporepresdr + Ko-represér (trp) => AKTIF

Aktif represdr operatdre baglanarak RNA pol enziminin promotora
baglanmasini inhibe eder ve yapisal genler transkripe edilemez (Sekil

93). Transkripsivon YOK.
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Movement of RNA
polymerase ceases

" e ? 1 2 3 a 5 :
Inactive p 'ﬂ'p Operator
repressor, blocked
Trp \ Y_/
Trp
v
T
L Tryptophan 'l'
(corepressor) Activated
repressor

(b)

Sekil 93. Ortamda Triptofan varliginda Operon sisteminin Isleyisi

(http://academic.pgcc.edu/~kreberts/Lecture/Chapter%207/regulatien.html, Cepyright
® 2006 Pecarsen Educatien, Inc., publishing as Benjamin Cummings, 2006)

Zayiflatic1 (Attenuation) kontrol olarak Triptofan operon
sistemi

Triptofan operonunda zayiflatici bélge denen bir bélge daha bulunur
ve transkripsiyon icin kontrol mekanizmasi saglar. Lider bolgede 2 adet
arka arkaya triptofan kodonu olan UGGUGC kodonlari bulunur (Sekil
94a). Bunlarm bulunusu tesadiif degildir. Bu bélgeler transkripsiyonun
kontrolinde anahtar rol oynar. Prokaryotlarda transkripsiyon ve trans-
lasyon ayni anda gerceklestiginden bu operonda attenuasyon ile bir
kontrol mekanizmasi vardir. Trp operonunda RNA pol enziminin sentez-
ledigi mRNA ayni zamanda ribozoma baglanarak protein sentezi devam

etmektedir.
@) trp operon mRNA
5 | _trpE | trpD | trpC | trpB | tpA |
130 70 110 140 160
5" N AUGee+sUGGUGGeeeeUGA I ooeeeescenenssesUUUUUL I tpE
Leader peptide (LP) Attenuator (A)

Sekil 94a. Lider Bolgede 2 Adet Arka Arkaya Triptofan Kodonu
(http://slideplayer.cem/slide/7055226/, 2017)

97



MOLEKULER BiYOLOJININ TEMELLERI

Lider dizi 6zel bir yapiya sahiptir. Bu yapida 4 kol bulunur. 1. kol
2. kol ile 3. kol 4. kol ile baz cifti yapar. Yine 2. kol hem 1. hem 3. ile
baz cifti olusturabilir 3. kolda hem 2. hem 4. kolla baz cifti yapabilir (Se-
kil 94b).

B A
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Sekil 94b. Lider Dizinin Yapisi ve Olusturdugu Kollar

(https://www.nature.cemy/scitable/tepicpage/negative-transcriptien
-regulatien-in-prekaryetes-1013, 2008)

Ortamda triptofan az ise tRNA'nin ortamda triptofan: bulup onu
ribozama tasimasi zaman alir. Bu takdirde 1. kol ile 2. kol baz cifti yapar,
3. ve 4. kol baz cifti yapamadigindan sag tokasi sekli meydana getirmesi
mumkin degildir. RNA pol enzimi yapisal genlerde mRNA sentezine
devam eder (Sekil 95a ve b).Transkripsiyvon VAR.

UGGUGG , [, Low [trp],

1 i, No termination

Sekil 95a. Ortamda Triptofan Az Oldugu Durumda Gen Isleyisi
(http:/slideplayer.cem/slide/9805570/, 2017)
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Limiting tryptophan:
transcription proceeds

__7 Leadar saguence

DNA D¥ection of
transcription
Translation
stallea RNA

polymarase
continues

Transaiption

\ continues and

tao :
pep W 2 tryptoph'an
. p m | structural genes
transaibed
Direction of
transiation
D)

Sekil 95b. Ortamda Triptofan Az Oldugu Durumda Gen Isleyisi
(http://2012.igem.erg/File:IGEM attenuatien diagram 1 12.09.23.png, 2012)

Ortamda triptofan var ise lider dizide arka arkaya olan 2 triptofan
aminoasid kodununa gelindigi zaman tRNA ortamda triptofan bulmakta
glticluk cekmeyecek, buradan hizli gececek ve sentez devam edecektir.
Bu durumda 1. ve 2. kol, 2. ve 3. kol baz cifti yapamaz, ancak 3. ve 4.
kol baz cifti yapmakta ve sac¢ tokasi sekli ortaya ¢cikmaktadir (Sekil 96a
ve b). Bu sac tokasi zayiflatici etki gostermektedir. Bu durum sentezin
sonlanmast icin bir sinyaldir ve RNA pol enzimi mRNA sentezi devam
edemez, transkripsiyon durur. Transkripsivon YOK.

attenuator
trptrp  ribosome High [trp],
UGGUG 31 4 termination
4‘3 =% of transcription

1 2

Sekil 96a. Ortamda Triptofan Oldugu Durumda Gen Isleyisi
(http://slideplayer.cem/slide/9305570/, 2017)
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Excess tryptophan: Leader sequence

transcription terminated

Direction of
transcrption

RNA
Ribosome
polymerase
termynates

Transaription
terminated and
tryptophan

Trp-rich ” MRNA structural
leade genes not
peptige Direction of transcribed
@

Sekil 96b. Ortamda Triptofan Oldugu Durumda Gen Isleyisi
(http://2@12.igem.erg/File:IGEM _attenuatien diagram 1 12.09.23.png, 2012)
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OKARYOTLARDA GENLERIN YAPI ve iSLEYISi
TRANSKRIPSIYONUNUN KONTROLU

Okaryotik hiicreler, prokaryotlardan daha fazla genetik bilgi
icermektedir. Ornegin; bir insan hiicresi yaklasik olarak E. coli hiicresin-
den bin defa daha DNA molekiiliine sahiptir. Ayrica dkaryotik DNA’
lara histon adi verilen bazik proteinlerle 6zel yapisal bir iligki icerisinde-
dir. Prokaryotlarda béyle bir yapi s6z konusu degildir. Bu bazik protein-
ler cm’ lerle olciilen DNA molekiiluniin siki bir sekilde paketlenmesini
saglayarak birka¢ mikrometreye sigmasini saglar. Yine okaryotik hiicre-
lerde niikleusun etrafinda bir zar bulunmaktadir. Bundan dolay1 ékar-
yotlarda transkripsivon nukleus icinde yapilirken translasyon sitoplaz-
mada gerceklesmektedir. Prokaryotlarda ise 2 olay i¢ icedir. Prokaryotik
hiicrelerde genler kesintisiz ve dogrusal bir sekilde proteine terciime edi-
lirken dkaryotlarda mRNA’lar 6ncil halde sentezlenmekte ve bir takim
degisiklikler gecirip olgun mRNA halinde sitoplazmaya transfer edilmek-
tedir.

Okaryotik hiicre genlerinin nasil calistigma dair bircok model ileri
strtilmuistir. Bunlardan en cok kabul goreni R. J. Britten- E.H. David-
son (1969) tarafindan ileri stirtilen ‘R. J. Britten- E. H. Dawidson Mode-
lidir (Sekil 97). Bu modele goére 6karyotik genler spesifik enzim substrat-
larmi, hormon reseptér kompleklerini ve diizenlemeyi saglayan niikleo-
titleri taniyan sensor (alic1) bolgeler icermektedirler. Her bir sensér bolge
integrator (I) bolgesine bitisiktir. EGer bir substrat ya da hormon reseptor
kompleksi sensér bolgeyi aktive edecek olursa integratér gen transkribe
ugramakta ve aktivatdér RNA sentezlenmektedir. Bu aktivator RNA ayni
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veya farkli kromozomlar izerinde bulunan yapisal gene bitisik olan re-
septor bolgeye baglanmaktadirlar ve yapisal gen transkribe olmaktadir.
Olusan mRNA hiicre niikleosunda yapisal degisiklige ugrar ve olgun
halde sitoplazmaya salinir ve burada ribozomlarda proteine ceuvrilir.

actlva!or RNA NA
, == |
sensof mtegrato: recaptor stmctural gene

Britten and Davidson's model

Sekil 97. Britten ve Davidson Modeline Gére Okaryotlarda Gen Isleyisi

(http://www.biecyclepedia.com/index/genetics/requlatien_ef gene expressien a variety ef
mechanisms_in_eukaryetes/brittendavidson model fer unit of transcription.php, 2012)

Ancak, son yillarda yapilan calismalar bu modelin dogru olma-
diginy, bir aktivatér RNA'nin bulunmadigini, ékaryotik genlerin bazi pro-
teinler tarafindan aktif hale getirildigini ortaya koymustur. Okaryotik
genlerin ifadesine bircok proteinin karistigi ve kompleks bir durumun
oldugu ifade edilmistir. Genlerin nasil kontrol edildigi konusu tam olarak
aciklanmamustir, bu konudaki calismalar siirmektedir. Bazi regiilator
proteinlerce (transkripsiyon faktérleri) genlerin kontrol edildigi bildiril-
mistir.

Gen transkripsivon kontrolii hiicrenin fonksiyonu ve canliligm
devamu icin 6énemlidir. Okaryotlarda farkli hiicre tipleri morfolojik ve
fonksiyonel acidan farkliliklar gésterir. Ornegin; ayni genomu tasiyan bir
bobrek hiicresi bir kan hiicresinden yapisal ve iglevsel olarak farklhidir.
Bu farklilik genlerin kaybolmasindan degil gen ifadesindeki degisiklikler-
den dolayidir. Okaryotik gen ifadesinin kontroliiniin transkripsiyon, RNA
islenmesi veya translasyon gibi farkll seviyelerde ortaya ciktigi ifade
edilmektedir. Prokaryotik mRNA’larin yar1 émri ortalama 1-3 dakikadur.
Bu nedenle prokaryotlarda protein sentezinin diizenlenmesi transkripsi-
yonel seviyedir. Buna karsin ékaryotik m RNA'nin yar1 émri 10 dakika
ile 3 saat arasinda degismektedir. Bu nedenle protein sentezinin kontro-
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[ daha ¢ok transyonel seviyededir. Nadirde olsa transkripsiyonel sevi-
yede de diizenlenmektedir. Her bir dkaryotik genin kendi promotoru
vardir. Yani okaryotik genler operonlar seklinde organize olmamuslardir.
Prokaryotik genler represér proteinler tarafindan regtile edilir-
ken(duizenlenirken) &karyotlarda represérler nadiren rol oynamalarma
ragmen okaryotik genler esasen transkripsiyonel aktivatorler trafindan
reglile edilirler. Bu aktivatorler transkripsiyon faktorleridir.

OKARYOTIK REGULATOR PROTEINLER
(Transkripsiyon Faktorleri)

Regtilatér proteinler (transfaktorler) olarak adlandirilan genleri
aktive den veya engelleyen aktivatér ve represor proteinleri igerirler. Bu
proteinler kendilerinin baglandigi cis- elementler (RNA pol I enziminin
transkripsiyonu baslatmasina yardimci olan, DNA (zerinde bulunan
spesifik kontrol dizileridir, TATA kutusu ya da Hognes kutusu) olarak
adlandirilan DNA'daki spesifik kontrol dizilerini tanirlar. Bu proteinlerin
DNA'va baglanmasi yakininda bulunan genin transkripsivonunu ya ak-
tive (pozitif regiilasyon) yada inhibe (negatif regiilasyon) eder. Okaryotik
promotorlar prokaryotik promotorlardan daha karmasik. Promotora ek
olarak dkaryotik genler bir ya da daha fazla cis-elemente sahiptir. Her
gen kendi cis-elementine baglanan transfaktorleri tarafindan kontrol
edilir. Transfaktorler en az 2 iglevsel bolgesi (domain) olan proteinlerdir.
(Domain: Bir proteinde 6zgtll bir islev géren aminoasit dizilerinin oldugu
bolgedir). Bu 2 islevsel bolgelerden birisi transfaktoriinin DNA'va bag-
lanmasini saglayan DNA- binding domain, ikincisi ise transkripsivonun
aktive edilmesini saglayan trans activating domaindir (Sekil 98).

/Connecting domain |

<j )< Activaiing domain

L . A

DNA-binding domain|

Sekil 98. Transfaktorler En Az 2 Islevsel Bélgesi
(Domain) Olan Proteinlerdir

(http://genes.atspace.erg/20.12.html, 2000)
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Transkripsiyon faktorleri DNA baglanma bélgesinde igerdikleri 3
boyutlu yapisal motiflere gére 3 gruptur. Bunlar promotordaki 6zel dizi-
lere baglanarak RNA polimerazin DNA'nin kalip ipligine dogru bicimde
baglanmasini saglarlar.

1. Heliks-Déntis-Heliks(helix-turn-helix)2>HTH Proteinleri
2. Cinko Parmak Proteinleri (Zinc finger)
3. Bazik Losin Fermuari Proteinleri (Basic leucine zipper, b ZIP)

1. Heliks-Déniis-Heliks: Ilk bulunan DNA baglanma bolgesi-
ne ait bir motiftir. Bu motif kisa bir aminoasit ipligi ile baglanmis 2«
sarmali icerir. Bu sarmallardan biri DNA sarmalinin biytik olugundaki 6
bazlik bir bolgeyi tanmiyip baglanmayi saglarken diger & sarmal DNA ile
protein arasindaki etkilesimi stabilize eder (Sekil 99).

Helix-turn-helix motif of protein Ma jor groove of ONA A perfect fit

Amino acid = L z -
sequence forms r .
atrn =2
{
4
{

Xi[a-0

Sekil 99. Heliks-Donlis-Heliks Motifi ve DNA'yva Baglanmasi
(http://www .bie.miami.edu/~cmallery/150/gene/sf14x14.jpg, 2017)

2. Cinko Parmak Proteinleri: Bu motif cinko icermesi ve sek-
linin parmaga benzemesinden dolayi bu sekilde adlandirilmaktadir. Bu
motifte 2 sistein ve 2 histidini birbirine baglayan 1 ¢inko atomu bulunur.
Parmak seklindeki yapi DNA'nin buiytik ya da kiiciik oluklarina baghdir
(Sekil 100).

Okaryotik diizenleyiciler cesitli DNA'ya baglanma domenlerini
(motiflerini) kullanabilirler.

104



Okaryotlarda Genlerin Yap ve isleyisi Transkripsiyonunun Kontrolii

IA) Zinc lingers

Zinc ion

Sekil 100. Cinko Parmak Motifi ve DNA'yva Baglanmasi

(https://en.wikibeeks.erg/wiki/Structural Biechemistry/Zinc fingers, 2017)
(http://slideplayer.cenm/slide/7463417/, 2017)

3. Bazik Losin Fermuan Proteinleri: Bu yapinin ana ele-
mani proteinin uzun & heliks bolimiindeki 4 [6sin aminoasitinin arka
arkaya tekraridir ve bunlar 1 cesit fermuar olustururlar. Bu proteinlerde

DNA’daki buyiik ve kiictik oluklara baglanir (Sekil 101).

DNA

Leucine
zipper

Sekil 101. Bazik Losin Fermuari ve DNA'ya Baglanmasi

(https://www .researchgate.net/publication/ 10658708 Classification of Human BZIP Protein
s Based on_ Bimerization Properties/figures?lo=1&utm_source=google&utm_medium=org
anic, 2002)
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OKARYOTLARDA TRANSLASYON ASAMASINDAKI
DUZENLENME

Translasyonun ilk basamagida baslatict tRNA'nin ribozumun
kiictik alt birimine baglanmasinda rol alan [F2 (baslama faktorii 2) fosfo-
rile edilir. Bu durumda [F2'ye GTP baglanmasi engellenir ve translasyo-
nun baslamasi baskilanur.

METILASYONU ILE DNA’NIN SESSIZLESTIRILMESI

Prokaryot ve 6karyotlarda gen ifadesinin baskilanmasti icin genel
bir mekanizmadir. DNA metil-transferaz enzimi ile metil grubu sitozine
aktarilir ve sitozin, 5 metil sitozin haline gelir. Bu modifiye baz guaninin
ve sitozin alanlarinda fazla bulunur ve bu alanlar CsG adaciklari olarak
bilinir (Sekil 102a). Bu olay genleri inaktif hale getirir ve DNA metillen-
mis haldeyken trankripsiyon faktorleri DNA’ ya baglanamaz. Trankripsi-
yon baskilanir ve sonucgta metilasyon geldigi bolgelerde sessizlesmeye
yol acar (Sekil 102b).

AT T-A— DNA Methylation AT T-A
—TA C -A-T T-A C A-T
H CH {
NH,
SAH-CH_ SAH
XN CH,
Cytosine | §°. Mathyl cytosine
DNA M-olhyhrlns'l'ena /g
N O
| Sugar | 'Sin%ia'r"

Sekil 102a. DNA Metilasyonu

(https://www.researchgate.net/publicatien/301823026 DNA Methylatien
_An_Epigenetic_Insight inte Type 2 Diabetes Mellitus/figures?le=1, 2016)
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+ DNA methyilation

gene switched "on": gene switched "off":
transcription no transcription

Sekil 102b. Metilasyon ile DNA sessizlestirilmesi

(https://www.elitenetzwerk.bayern.de/elitenetzwerkheme/ferschungsarbeiten/
lebenswissenschaften/2011/zillner-ferschungsberichtO, 2011)

107






RIBOZOMAL PROTEIN SENTEZI
(TRANSLASYON)

Protein sentezinde 3 RNA molekiilii gérev yapmaktadir. Bunlar-
dan mRNA(el¢ci RNA) aminoasit dizisini belirlemek icin DNA’dan kopya-
lanmis olan genetik bilginin tasinmasinda aracilik eder. tRNA (transfer
RNA) mRNA’ daki baz dizisine gére belirlenen aminoasiti ribozomlara
tasir. rRNA (ribozomal RNA) ribozomlarin yapisina katilirlar ve aminoa-
sitler arasindaki peptit baglarmin olusumunda rol alirlar (Sekil 103).

Gen Anlatinm

G | tRNA genleri » tRINA'lar F
E E
0 Yapisal gen(ler) » mRNA — # Pelipeptid ——3 protein | O
T (KOPYALAMA) (CEVIRI) T
i I
P | rRINA genleri » rRNA'lar P

Sekil 103. Gen Anlatim:
(http://slideplayer.biz.ty/slide/2921381/, 2017)

Translasyon, bir mRNA’daki baz dizisini kullanarak bir prote-
indeki aminoasitin dizilmesi ve birlestirilmesinde kullanilan islemlerin
tamamu olarak bilinir yani kisaca mRNA'nin kontroli altinda meydana
gelen polipeptid sentezidir. DNA’ nmin kopyalanan kolunun 3’ ucundan
baslanarak transkribe edilen RNA 5 ucundan 3’ yéniine dogru okunur
(5'=3'"). Protein sentezi sirasinda her aminoasit, bir énceki aminoasitin
karboksil grubuna tek tek eklenir ve protein sentezi amino ucundan kar-

boksil ucuna dogru ilerler (Sekil 104).
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iﬂ GAG mi ONA coding strand
iﬁnnmi PNA Template strand

Transcription

_Met Sex

Translation N-terwanns " Tar- Vol -

N C
AT

Sekil 104. Translasyon ile Protein Sentezi

(https://bleg.udemy.cem/mrna-sequence/, 2014)
(https://www.khanacademy.erg/science/bielegy/gene-expressien-central-
degma/translatien-pelypeptides/a/the-stages-ef-translatien, 2017)

GENETIK KOD (GENETIK SIFRE)

RNA; U, C, G, A baz igerirken DNA; T, C, G, A bazlarin icer-
mektedir. EGer her niikleotid bir aminoasiti belirleseydi 20 aminoasitten
sadece 4’11 kopyalanabilirdi (4'=4). Eger 2 nuikleotitlik bir grup kullanil-
saydi o zaman 4°=16 kodon olusturabilir bu da 16 aminoasit demekti.
Oysaki dogada canli yapisinda yer alan temel 20 aminoasit vardir. 3
niikletotitten olusan bir grup kullanilirsa 4°=64 kodon meydana gelebi-
lir. Dolayisiyla 3 niikleotitten olusan gruplar 20 aminoasiti kodlamak icin

yeterlidir. Protein sentezini yonlendiren mRNA dizisi triplet (3 bazlik)
kodonlar halindedir. Her bir triplet bir kodondur (Sekil 105).

Kodon: RNA tizerinde bir aminoasiti kodlayan 3’1t baz grubuna
denir.
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codon
ﬁ
. n

1 codon = 1 amino acid Codon Codon

Sekil 105. 3 Niikleotitten Olusan Kodon bir
Aminoasidi Kodlamaktadir

(https://evolutien.berkeley.edu/evolibrary/search/imagedetail. php?id =284 &topic id
=&keywerds=, 2017)
(https://meedle.clsd.k12.pa.us/district videes/Bielogy/iText/products/@-13-115540-
7/ch12/ch12_s3 5 pr.html. Cepyright @ 2004 Pearsen Educatien, Inc., as
publishing pearson prentice hall, 2004)

Genetik kod Tablosu

64 kodondan 61 tanesi 20 aminoasiti belirlemektedir (Tablo 6).
Bunlardan 3 tanesi stop (dur kodonu) kodonudur, anlamsiz kodonlardir
ve hicbir aminoasiti kodlayamazlar. Bu stop kodonlart UAG, UAA, UGA

kodonlaridir.

UAG: amber kodunu, UAA: ochre kodonu, UGA: opal kodounu
olarak da isimlendirilmistir.

Genetik kodun en énemli 6zelligi dejenere olmasidir. Yani belirli
bazi aminoasitler birden fazla kodon tarafindan kodlanabilirler. Ornegin;
Arjinin, 18sin ve serin aminoasitlerinin herbiri icin 6 kodon alenin ve
glisin icin 4 kodon vardir. Yalnizca methionin ve triptofan icin tek bir
kodon vardir. Tum ékaryot ve prokaryotlarda protein sentezi AUG ko-
donu ile baslamakta ve bu kodon methionin kodonudur (Tablo 6). Do-
layisiyla protein sentezi tim canlilarda methioninle baslar.
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Tablo 6. Genetik Kod Tablosu

Second letter Key:
v ¢ [ A |6
- ; Ala = Alanine (A)
UUU} ucu UAU} ucu} Arg = Arginine (R
Phe Tyr c : g = Arginine (R)
yl| vuc UCC | o, || UAC] Y™ || uGc [ B¥® iE Asn = Asparagine (N)
UUA UCA UAA STOP || UGA STOP ||A Asp = Aspanate (D)
uuG | L% || uce UAG STOP || UGG Trp ||G| Cys = Cysteie (C)
i Gin = Glutamine {Q)
T ENESEN B
o c o  Pro Arg Gly = Glycine (G)
- CUA CCA CAA CGA Al S Mis = Histidine (M)
= CcuG CcCG caG| G || cee 6 = .
2 __] a lle = Isoleucine {1)
E - T 7 Leu = teucine (L)
T s e oo Asn AGU} Ser ¢ E Lyt = Lysing (.K)
Al| AUC e ACC AAC AGC c Met = Methionine (M)
AUA ACA [ TN | aaa AGA A st
} Lys } Ar Phe = Phenylalanine (F)
AUG Met || ACG AAG [ MY8 || AGG | 9 | Pro = Proline (P)
3 Ser = Serine (8)
GUU GCU GAU} oy GGT u Thr = Threonine (T)
gl| Y| ya || 5CC| 0a || GAC GGl . |[© Trp = Tryptophan (W)
GUA GCA GAA} 2 GGA A Tyr = Tyrosine (Y)
GUG GCG eac/ ®W || Gee 9| val = Vaine (V)

(https://www.quora.com/What-are-triplet-codons, 2016)

Genetik kod tim canlilarda ayni oldugu icin evrenseldir ancak
mitokondri hari¢ tutulur, ¢ctinki UGA stop kodonu iken mitokondri
DNA’sinda triptofan kodonu, ntikleer DNA'daki arjinin kodonlari olan
AGG ve AGA, mitokondri DNA’sinda stop kodonudur.

PROTEIN SENTEZi iCIN GEREKLi OLAN KOPLEMENTLER

e tRNA

¢ Ribozomlar

e mRNA

e Aktive edici enzimler

e Protein faktorleri

e ATPve GTP (Eneriji kaynaklari)
¢ Magnezyum iyonlar1 (Mg*?)
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tRNA’n1n Yapisi ve Fonksiyonu

Translasyonda yapisindaki antikodonlara uygun aminoasitleri ri-
bozomlara tasiyan molekuldiir. tRNA'lar 70-80 niikleotit uzunlugunda-
dirlar. Uc boyutlu yapilar incelendiginde yonca yapragmna benzedigi
gorulmustir (Sekil 106).

Amino acid
attachment site

Sekil 106. tRNA'nin Yapisi

(https://www.khanacademy.erg/science/bielegy/gene-expressien-central-
degma/translatien- pelypeptides/a/trna-and-ribesemes, 2017)

Bu yapida 4 kol bulunmaktadir. Bunlar:

1- Aminoasit baglanma kolu: Bu kol tRNA'nin 3'ucunda yer alir.
3" ucunda CCA nukleotitleri bulunur. Her aminoasitin kar-
boksil grubu ile Adeninin 3° OH grubu arasinda ester bag ile
buraya baglanir (Sekil 107).
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tRNA Structure

cn,
= ; []
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c"’ln“““c‘“‘# ' G é?‘n“.uncud}" G
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G, . ‘ TTw a. . ATy
G/plAcc 9. AC_B apAlcioie, .c'-’ >
¢| Pid® e A
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€ |a ¢ &
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N t767C
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{s) Secondary atructure of tANA. before and sfter anmino ecid atischment

Sekil 107. Aminoasit Baglanma Kolu

(https://www slideshare.net/junaidmunir3/dna-rna-pretein-central-degma, 2017)

2- D(dihidrotiridin) kolu: Aminoagcil sentetaz enziminin baglan-
digi yerdir (Sekil 108).

3- TYC (Pseudotrridin, T kolu )kolu: Ribozoma tRNA'nin bag-
lanmasini sagladidr ileri stirtilmustiir (Sekil 108).

4- Antikodon kolu: mRNA'daki ilgili kodonla baz cifti olusturur.
tRNA’da mRNA'va karsilk gelen kodondur. Kodon-
antikodon birlesmesinde mRNA'daki kodon ile tRNA'daki an-

tikodon arasinda gecici zayif Hidrojen baglari kurulmaktadir

(Sekil 108).
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A tRNA molecule
bound to an amino
acid iscalled an
amino - acyl tRNA
{ aa-tRNA)

amino acid —>»

tRNA

T
D oop 1209

Anticodon Articodon op

Jag <— anticodon
nRNA 5' AUC 3 cuc
123 guccag S8%ccavaa
Codon
MRNA
(a) Codon

Sekil 108. tRNA'nin D, T ve Antikodon Kollari

(http://biechemd.ekstate.edu/~firefly/Biech205/Biech2@5cimfelder/
b205clm23/preteinsynthesis.htm, 2005)
(http://slideplayer.cem/slide/8115500/, 2017)

20 aminoasit kodlayan 61 kodon bulunmaktadir. Fakat tRNA
sayist bundan az oldugu icin (61 kodon icin 32 tRNA gereklidir) bazi
tRNA’larin birden fazla kodon tanimasi gerekmektedir. Bu durum Crick
(1966) tarafindan ileri stirilen Wobble (gevsek) Hipotezi ile agiklanabilir.
Wobble eslemesi olarak bilinen mRNA’™ daki 3. bazin tRNA'daki 1. baz
ile standart digi baz eslemesi saglar. Antikodonda bulunan inozin (I) nik-
leotiti nadir bulunan bir bazdir. Bu gevsek baz olan inozin mRNA kodo-
nundaki A, C ya da U ile esleserek 3 farkh kodonun taninmasini saglar.
Antikodonda bulunan 1. baz Wobble bazidir (gevsek baz). 2. ve 3. baz-
lar her zaman mRNA’ daki 1. ve 2. bazlarla eslesme yapar (Sekil 109 ve
110).
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2
Amine acid OH
sttachment site — 7,

> |

3 2 1 3 2 1 3 2 1
Anticodon  (3') G-C-1 G-C-1 G-C-1 (5")
Codon (5') C-G-A C-G-U C-G-C (3")

1 2 '3 1 2 3 1 2 3

Sekil 109. Inosin Bazi Iceren Antikodon Kolu ve Wobble Eslesmesi

(http://bielegy.kenyen.cdu/ceurses/biell 14/Chap®5/Chapter®5.html, 2017)
(http://biechem4.ekstate.edu/~firefly/Biech205/Biech205cimfelder/b205clm23/preteinsy
nthesis.htm, 2005)

Gly Gly S Gly
s Identical Glycdne tRNAs . 5’

[ ] " )
?? lx Indosine ?? |' ('j(i_'}
GCU GGC GGH

QOOA ane l.l# L] ol.#—l—..-

Sekil 110. Wobble Eslesmesi

(https://www.nobelprize.erg/educatienal/medicine/dna/a/translatien/trna_webble.html, 2017)

Ayrica tRNA'daki antikodounun ilk bazi U, C, A ve G ise bu du-
rumda da mRNA'daki kodon 3. bazi farkh bazlarla esleserek farkh ko-

donlarin taninmasini da saglamaktadir (Tablo 7).
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Tablo 7. Wobble eslesmeleri
Table 30.7. Wobble pairing.

Aunticodon Codon
(first base) (third base)
§) A, G
C G
A §)
G uU,C
I (inosine, resembles G) U,C, A

(http//www.biocyclopedia.com/index/genetics/the_genetic_code/wobble_hypothesis.php, 2012)

Wobble Hipotezi'nin 6zeti:

¢ Bir mRNA kodonundaki ilk 2 baz (1. ve 2. bazlar) tRNA’daki
antikodonla her zaman gti¢lii baz eslesmesi yapar.

¢ Antikodondaki 1. baz (gevsek baz) kodondaki 3. bazla eglesir.
Bu 1. baz tRNA tarafindan taninan kodonlarin sayisi belirler.

e Tim 61 kodonun translasyonu (proteine c¢evrimi) igin mini-

mum 32 tRNA gereklidir.

Ribozomlarin Yapis1 ve Fonsiyonu

Prokaryotlarda ve dkaryotlarda bulunan ribontikleoprotein yapi-
sinda olup butin hiicrelerin sitoplazmasinda, mitokondri matriksinde ve
kloroplastta bulunan proein sentezleyen makinalardir. Biitiin organizma-
larda kiiciik ve buyiik alt birimlerden olusur. Prokaryotlarda kigik alt
birim 308, blyik alt birim 50S olup, bunlar birleserek 70S ribozomu
olustururlar. Okaryotlarda kiciik alt birim 408, buyiik alt birim 60S olup
bunlarda 80S ribozomu olustururlar (Sekil 111). Buradaki S (Svedberg
birimi) agirlik birimi her alt birimin farkli rRNA ve proteinlerden kaynak-
lanan santrifiijlemedeki ¢okelme hizlarini gosteren sedimentasyon sayi-
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sidir (cOkelme katsayisi) yani S=Svedberg birimi olup, molekilin bi-
yuklugune goére ultrasantrifiijdeki ¢okme hizidir.

(A)
Prokaryotic 70S ribosome

23S and
5S rRNAs
(34 proteins)

__‘"—-b- 16S rRNA
(21 proteins)

Eukaryotic 80S ribosome

288, 5.8S,
and 5S rRNAs
(~45 proteins)

18S rRNA
\b ~ ~30 proteins)

THE CELL, Fourth Edition, Figure 8.4 (Part 1) © 2008 ASM Press and Sinausr Associates, Inc

Sekil 111. Prokaryotik ve Okaryotik Ribozom Yapilari
(http://ribesemesrule.blegspet.cem.tr/2015/10/ribesemes.html, 2015)

Ribozomun alt birimleri sitoplazmada serbest haldedir, protein
sentezi sirasinda buyuk ve kiglk alt birimler birleserek 70S/80S yapiyi
olustumaktadirlar (Sekil 112).
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Small subunit Large subunit Intact ribosome

(a) Bacterial ribosomes and free subunits 0.1 pm

Sekil 112. Bakteriyel Ribozomlar ve Serbest Alt Birimleri
(https://www.mun.ca/bielegy/desmid/brian/BIOL 2060/BIOL2060-22/CB22.html, 2015)

Protein sentezi sirasinda okaryot ve prokaryotlarda ribozomlar
bir tek mRNA zincirine bir ipe takilmis boncuk dizisini andirir sekilde
baglanirlar. Bu yapiya poliribozomlar veya polizomlar denir. Béylece
yapisal bir dizen icerisinde bir mRINA'dan bir¢cok polipeptit zinciri ayni
anda sentezlenmektedir (Sekil 113).

Polyribosome

mMRNA Ribosomes Polypeptides

i

Sekil 113. Poliribozom Yapisi
(http://slideplayer.cem/slide/3682952/, 2017)
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Ribozom tizerinde 4 alan bulunur (Sekil 114). Bunlar;

1- mRNA baglanma alani: mRNA'nin translasyon icin 30S'lik alt
Unitede yerlestigi bolgedir.

2- A (Aminoacil-tRNA baglanma alani) alant: Amino asitlerle
baglanmis olan spesifik tRNA'larin antikodonlarinin, 30S alt
Gnitede mRINA Gzerinde sirada bulunan bazlarla birlestigi bol-
gelerdir. Bu bélge hem 50S ve hem de 30S alt tinitede bulu-

nur.

3- P (Peptidil-tRNA baglanma alani) alani: A bdlgesinde 6zel
tRINA ile bagh bulunan aminoasitlerin, bu bélgeyi bosaltmak
icin aktarildiklar1 bélgedir. Bu boélge hem 50S ve hem 30 S'lik

alt initede bulunur.

4- E (Exit: cikig) alant: P alanindan ayrilan aminoasid tasimayan
bos tRNA'nin 50S'lik alt Gniteden c¢ikis yeri.

P (peptidy) ste
E (exit) site r '

mRNA-binding
site

A (aminoacyl) site

-
/

mRNA-binding -
site

3'
mRNA

© 2012 Pasrson Eusion e

Sekil 114. Ribozomda Bulunan Alanlar

(https://www.mun.ca/bielegy/desmid/brian/BIOL 2060/BIO1 2060-22/
22 02.jpg, 2012 Pearsen Educatien Inc, 2012)
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mMRNA’nin Yapisi

Prokaryotik mRNA'nin sitoplazmadaki émri 1-3 dakikakdir ve
bu yiizden cok dayaniksizdir. Translasyon basladiktan hemen sonra &'
ucundanparcalanmaya baslar. Okaryotik mRNA ise 5' ucundaki sapka
yarist ve 3' ucundaki poli A kuyrugundan dolayi saatlerce dayanir (Sekil
115). Bu yapilar mRNA’y1 sitoplazmadaki niikleazlara karsi korumakta-
dir. Prokaryotik DNA'larda sentezlenen mRNA'lar 2 ya da daha fazla
polipeptit zincirin sentezinden sorumludurlar. Bu mRNA'lara polisistro-
nik veya poligenik mRNA adi verilir. Okaryotlarda ise DNA'lardan sen-
tezlenen mRNA’lar bir tek polipeptit zincirine kaliplik yaparlar. Yani po-
lipeptit zincirin sentezinden sorumludur. Bu mRNA’lara da monosistro-
nik veya monogenik mRNA denir.

Untransiated Coding sequence Untransiated

5 o — lo

iboso Stop codon
Ribosome- Start codon
binding site AUG UAG, UAA,
or UGA
{a) Bacterial mMRNA
Untransiated Coding sequence Untransiated
r 4 o A -

5 Cop | | == | Poly(A)

{b) Eukaryotic mRNA

2 Pearson Education. inc

Sekil 115. Prokaryot ve Okaryotik mRNA Yapisi

(https://www.mun.ca/bielegy/desmid/brian/BIOL2060/BIOL.2060-22/
22 06.jpg, 2012 Pearsen Educatien Inc, 2012)

PROTEIN SENTEZININ ASAMALARI

Aminoasitlerin Aktivasyonu

Hucre sitoplazmasinda bulunan 20 aminoasitin herbiri kendine
ozgll olan tRNA' larla esterlesmektedir. Esterlesmeye aminoacil tRINA
sentetaz enzimi gergeklestirir. 20 aminoasit icin 20 farkh sentetaz enzimi
vardir. Bu enzim magnezyuma ihtiya¢ duyar. Enzim tRNA'ya bir amino-
asit ekler bu enerji gerektiren bir olaydir ve ATP kullanilir (Sekil 116a ve
b).
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Activation of amino acid

ATP PP, AMP + Enz
(o] o]
1] n
HOOC —HC —R Enz ¢ Adenosine —o—s;—o—c 7(5H7R
H,N OH NH,
Enzyme (Enz) EnzeAMP-aa tRNA tRNA -an

(Activated amino acid)

Amino ac'd(aa) tRNA SYNTHETASE Aminoacyl-AMP-enzyme
le

complex

Aminoacyl-tRNA

Sekil 116a. Aminoasitlerin Aktivasyonu
(http://slideplayer.cem/slide/4343392/, 2017)

Aminoacyl-tRNA
synthetase

Amino acid

o Amino acid and ATP enter
the active site of the enzyme. \

€ AmP is joined to the
amino acid. accompanied
by release and breakdown
of pyrophosphate.

/‘:y

@ ® rophosphate

Phosphate

e AMP is displaced by tRNA.
creating an aminocacyl tRNA.

o Aminoacyl tRNA
is released from the
enzyme.

Aminoacyl tRNA

Sekil 116b. Aminoasitlerin Aktivasyonu

(https:/www.mun.ca/bielegy/desmid/brian/BlIOI 2060/
BIOL2060-22/22 05.jp, 2012 Pearsen Educatien Inc, 2012)
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Protein sentezi 4 asamalarda gergeklesmektedir;

1-
2.
s

Baslama
Uzama

Sonlanma

4- Sentez sonrasi modifikasyonlar

1-

Baslama: Prokaryotik hiicrelerde sentezin baslamasi igin ge-

rekli bilesenler;

e 16S rRNA ihtiva eden 30S alt tnitesi
¢ Belli bir polipeptin sifresini tasiyan mRINA

e Sentezin baglanmasini  saglayarak N- formilmethionin-t
RNA(fmet: rna)

e Baslama Faktorleri (IF 1-2-3)
e GTP eneriisi

Sentezin baglamasi 3 asamada gerceklesir (Sekil 117);

1-

Baslama faktor IF-3 308 ile birlesir. Bu birlesme 30S ve 50S
Unitelerini birbirine baglanmasini engellemektedir. Daha son-
ra yapya [F-1 ve GTP tasiyan [F-2 katilir (Tam faktorler 1.
asamada 30S’e baglanir) (Sekil 117).

30S alt tinitesine mRNA ve baglangi¢ tRNA's1 baglanir. Bu si-
rada IF-1 ve IF-3 ortama salinir. IF-2 ise halen 30S’e bagldur.
mRNA'nin baglama kodonu olan AUG kodonu ribozomun
Uzerinde tam basglangig aminoasiti tasiyan tRNA'nin baglana-
cagl noktaya baglanir (Sekil 117). Bu baglanma 1974 yilinda
Shine ve Dalgarno adli 2 arastirici tarafindan E.coli ile yaptik-
lari ¢alismalar sonucunda agiklanmistir. Bu bilim insanlari,
mRNA’ da baslama kodonunun tst kisminda 3 ile 9 arasinda
purince zengin bir bélgenin oldugunu ve bu bélgenin 30S'teki
16S rRNA'nin pirimidince zengin dizisiyle eslestigini bulmus-
lardir (Sekil 118a). Yani mRNA'daki plrince zengin diziyle
16S rRNA'daki pirimidince zengin dizinin baz cifti yaptigi ve
bu baglamanin tam olarak baglama kodonuna gelecek sekilde
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oldugunu saptamiglardir. Bulucularinin  adindan dolay
mRNA'nin ribozoma baglandigi alan Shine-Dalgarno Dizi-
si olarak bilinmektedir. Okaryotlarda da béyle bir dizinin ol-
dugu ve buraya da bulucusunun adindan dolayi Kozak Di-
zisi (5’ACCAUGG3’) denir (Sekil 118b). Okaryotlarda pro-
tein sentezi methionin ile baglarken/ prokaryotlarda formil-
lenmis methioninle baglar (Sekil 119).

3- 50S buyiik Ginitenin 30S’e baglanmasidir. Bu enerji gerektiren
bir olaydir. GTP kullanilir. Béylece 70S baglama kompleksi
olusur ve [F faktorleri ortama salmir (Sekil 117).

€D 'nitiation factors @
and GTP bind to the IF1 @ IF3
30S ribosomal subunit.

Ribosome-binding site
(Shine-Dalgarno sequence)

. mRARNA e
Initiator tRNA AUG
Start codon
© Initiator tRNA and
mRNA bind to the
30S ribosomal subunit.
-~

mRNA-binding site
30S initiation complex

0 50S ribosomal subunit

becomes bound to the GTP hydrolysis
30S initiation compiex.
Rt
\ @@+ @ +

70S initiation complex
® 2012 Pearson Education, Inc.

Sekil 117. Protein Sentezinin Baglama Asamalari
(https://www.mun.ca/bielegy/desmid/brian/BIOL2060/BIOL2060-22/22 08.jpg, 2012)
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30S
Shine-Dalgarno Start
sequence codon
mRNA | |

AGGAGGU

Sekil 118a. Shine-Dalgarno Dizisi
{http://dnaofbioscience.blogspot.com.tr/2016/85/what-is-shine-dalgamo-sequence.html. 2016)

Shine Dalgarno sequence

Prokaryotic (Shine-Dalgarno sequence)

AGCACGABGEGAAA UCUCABEGAACGCUAC £ cod typh +1

5 - AGGAGGACAGCUAUG - 3'
UUUGGAUGGAG UGA AA CCAUIGGCGAUUGCA £ coliaraB RES  soaser IIDOYOr
GGUAACEAGGUAAC AACCAIGCGAGUGUUG £ colithed
CAAUUCAGEGUGGY GAAUGUGAAACCAGUA € colilod Eukaryotic (Koask ssquence)
AAUCUUGBAGGCUULUUUATIEGUUCGUUCU  6Ki74 phageA protesn
UAACUAAGGAUGAAAUGCAUGUCUAAGACA  Qp phage rephcase 5 - GCCAC(?'.X ;-3
UCCUAGGAGGUUUGACCUAUGCGAGCULUU  RIT phage A protein RBS i
AUGUAC UNAGGAGGUU GLAUGGAACAACGC & phageam Ll

(S

Sekil 118b. Prokaryotlardaki Shine-Dalgarno Dizisi ve Okayotlardaki
Kozak Dizisi

(http://www.pewershew.cem/view1/19e8e2-
ZBc17/Shine BDalgarne sequence pewerpeint ppt presentatien, 2017)
(http://dnaefbiescience.blegspet.cem.tr/2016/05/what-are-kezak-sequences.html, 2016)

NH, O 0
H-b-—-8-0 HEo0
H NH, O
é 2 H-é-—-—-tl.-O
Ha EH,
§
£ i
H3
EH3
methionine

N - formyl - methionine

Sekil 119. Okaryotlarda protein sentezi methionin ile prokaryotlarda
formillenmis methioninle baglar
(http://slideplayer.cenyslide/8063831/, 2017)
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2- Uzama

mRINA daima 5'—3' yoniine dogru okunur ve protein sentezi da-
ima en bastaki amino asitin NHz-ucundan (amino) — en sondaki ami-
noasidin COO-ucuna (karnoksil) dogru yapilmaktadir.

Zincir uzamasinda uzama faktorleri gérev yapar. Bunlar; EF- Tu,

Ts., G'dir ve
Uzama 3 asamada gerceklesir (Sekil 120a).
1- Aminoacil tasiyan bir tRINA' nin A bélgesine baglanmasi
2- Peptit bagmin olusumu
3- Translokasyon

1. Aminoacil tRNA’ nin A bolgesine baglanmasi: Burada
GTP tasiyan EF-Tu, aminoacil tRNA'ya baglanir. Sonra bu kompleks
ribozomdaki A bolgesine tasinir. mRNA'daki AUG baglama kodonu
ribozomun P bolgesine yerlesmistir. 2. Kodon yani baslama kodonun-
dan sonraki kodon A bolgesine yerlesmistir. Aminoacil tRNA EF-
Tu+GTP kompleksi A boélgesine baglanirken enerj harcanir ve GTP,
GDP+ Pya parcalanir. Bu GDP, EF-Ts tarafindan tekrar GTP’ ye do-
nustaralar (Sekil 120a).

2. Peptit baginin olusumu: Bu iki aminoasit arasinda peptit
bagmnin olugsmasidir. Ribozomun P bélgesindeki fmet tRNA'daki amino
grubu formillenmis, karboksil ucu ise tRNA’ daki adeninin 3’OH grubuy-
la esterlegmistir. 2. kodona baglanmis olan tRNA'nin 3'OH grubuna
bagl olan aminoasitin amino grubu serbesttir. Ribozomun 50S alt Ginite-
sinde bulunan peptidil transferaz enzimi 2. aminoasitin amino grubu ile
1. aminoasitin arasinda peptit bagini olusturur. Bu bagin olugmas ise
ester bagmin kirilmasi ile olusur (Sekil 120a ve b). Daha sonraki zincir
uzamasinda yeni gelen aminoasitin amino grubu ile daha énceden zinci-
re katilmig olan aminoasitin karboksil grubu arasinda peptit bagi olusur.
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3. Translokasyon: Ribozomun mRNA" da 1 kodon ilerlemesi-
ne translokasyon denir. Peptit bagi olustuktan sonra P bélgesinde ami-
noasitini kaybetmis tRNA bulunur. A bdlgesi ise peptidil tRNA icerir. Bu
asamada ribozom mRNA'nin 3" ucuna dogru 1 kodon ilerler. Ribozo-
mun mRINA Gzerindeki hareketi EF-G ile saglanir. Hareket mekanizmasi
tam olarak bilinmez. Bu hareket enerji gerektirir ve GTP kullanilir. Bu
hareket A bolgesindeki peptidin tRNA'y1 P bolgesine kaydirir ve bos
tRINA P bolgesinden E boélgesine hareket eder ve ribozomdan salnir. A
bolgesine yeni gelecek olan aamna baglanir ve zincir uzar (Sekil 120a).

Initiation Met (or peptide) Terminetion

P site

Empty A nite

Empty E site Aminoacyl tRNA

for second codon

Dlacharged i

First Second
codon codon

[Binding of aminoacy! tRNA|
© An aminoacyl IRNA binds

to the A site, escorted by EF-Tu
bound to GTP. During tRNA
binding, the GTP is hydrolyzed

oo and EF-Tu Is released. EF-Ts
helps recycle the EF-Tu.

© The mRNA edvances by three \‘};_J:;'\':;(
nucleotides. the psptidyl tRNA Y

movees from the A elte to the

P site, and the ampty tRNA
movee from the P mite to the

E eite, accompsniad by the
hydrolysie ot GTP boundto EF-G

Y

Recycling of
EF-Tu with help
of EF-Ts
GDP
Peptidyl
transteresa
Y
S

[Peptide bond rormation|

€ A peptide bond Is formed between
the carboxyl group of tMet (or. in later
cyclas, of the terminet amino aclid) at the
P site and the amino group of the newly
arrived emino acid at the A aite

@ 201 2 Pearson Edudalion, N

Sekil 120a. Protein Sentezinin Uzaman Asamalari
(https://www.mun.ca/bielegy/desmid/brian/BIOL 2060/BIOL2060-22/22_10.jpg, 2012)

127



MOLEKULER BiYOLOJININ TEMELLERI

50S CH,
subunit s »Peptide bond
CH P
1 Peptidy! e /
H transferase o, il e
?Hz T-n-C-c/
ol n O CH,OH i Mo N4 CHOH
éc—n—c —C=0 HN—C—C=0 HO:
H H o H o Cc=0
OH o
5
|5 540
P site A site 5'
E site
UAC AGG UAC AGG
] 11| 11 b
5 AUG UCC AAG 3 5 AUG UCC AAG 3
s0s PR— — —_— mMRNA
subunit A site with
d . 0
P-site codon with A-site codon ze)tsll:g)ti ot P-snrt]e COddO?H“r:JT dipeptidyl tRNA,
fMet-4RNA.fMet  with Ser—tRNA Ser ¥ Uenars i.e., fMel-Ser—tRNA Ser

Sekil 120b. Peptit Baginin Olusumu

(https://www.mun.ca/bielogy/scarr/iGen3 06-18 simple.html, 2010 Pearsen Education,
Inc, 2010)

3- Sonlanma

Zincirin uzama safhasi sonuncu kodona kadar devam eder ve
mRNA tzerinde UAA, UGA, UAG kodonlarindan bir tanesine gelindi-
ginde sentez sona erer. Ciinki bu kodonlar hi¢bir aminoasiti kodlaya-
mayan anlamsiz kodonlardir ve bunlara stop(dur) kodonu denir. Sente-
zin sonlanmasinda iki sonlandirma faktérleri iglev gorir (release factors:
RF1 and RF2). Bunlarda RF1-> UAA, UAG kodonlarini, RFZ>UAA,
UGA kodonlarini tanir. Bunlarin yardimi ile son tRNA polipeptit zinci-

rinden koparilir. 70S ribozom; 30S ve 50S alt tnitelere ayriir (Sekil
121).

Protein sentezi cok hizli cereyan eder énemli bir mekanizmadir.
E. coli 400 aminoasitlik bir polipeptiti 10 sn'de gerceklestirmektedir.

Sentezlenen proteinlerin N terminalinde 15-30 aminoasit arasin-
da degisen sinyal peptidi bulunur (Sekil 122a). Bu peptit sentezlenen
proteinin nereye gidecegini belirler. Proteinin gérev yapacagd: yere ulag-
tiktan sonra sinyal peptidi enzimatik olarak uzaklastiriir (Sekil 122b).
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Sentezlenen protein ya sitoplazmada kalir ya da organelere tasinir ve
orada gorev yaparlar (Sekil 122c).

Polypeptide chain still
attached to tRNA

Release
factor

Stop codon at A site
(VAG, UAA, or UGA)

Release
factor

Polypeptlde

Ribosomal
subunits
Free tRNA

il bl 37
mRNA

5I

@ 2012 Pearson Education, Inc

Sekil 121. Protein Sentezinin Sonlanmasi
(https://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/BIOL2060-22/22 11.jpg,2012)

UNFOLDED PROTEIN FOLDED PROTEIN

signal

H: N ——— =0 _ ’/:, e

Sekil 122a. Sentezlenen proteinlerin N terminalindeki Sinyal Peptidi
(http://193.205.144.19/scienze/corsonew/lezionel | .html, 2017)
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INSERTION INTO MEMBRANE
ORIVEN BY ELECTROCHEMICAL

BEADIENT mitochondrial outer membrane
precursor [ -
protein P il / mntlochondnal inner membrane CYTOSOL
signal peptide
(43
RECOGNITION  / AETVAEEY MATRIX
membrane SIGNAL
receptor contact 3,'|o\ PEPTIDASE &
peotein TRANSLOCATION N\ . ‘
INTO MATRIX mature mlto§hondml
REQUIRING ATP \ protein

cleaved
signal peptide

Sekil 122b. Sinyal Peptidin Enzimatik Olarak Uzaklastiriimasi
(http://193.205.144.19/scienze/cersenew/lezienel 1.html, 2017)

s

Completed

“NH, polypeptide
in cytosol
+“’l'
Remains
s Or is imported

into an organelle

Mitochondrion

Sekil 122c. Sitoplazmada Tamamlanan Proteinin
Hucre Igindeki Dagilimi

(https://www.mun.ca/bielegy/desmid/brian/BIOL2060/B10L2060-
22/22 13.jpg, 2012 Pearsen Educatien Inc, 2012)
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4. Sentez Sonrasi1 Modifikasyonlar

Proteinler sentezlendikten sonra kivrilip, bikilerek ¢ boyutlu
yapilarini kazanir. Saperonlar adi verilen proteinler gérev yapar (Sekil
123). Proteinler kimyasal olarak degisir ve fonsiyonel yapi kazanirlar

(Sekil 124).
Yapilara prostetik yapilar eklenebilir.
Distilfit baglar1 olusturulur.
Yan gruplar metillenir.
Amino ve karboksil gruplart modifiye edilir.

N ve C ucundaki aminoasitler cogunlukla uzaklastirilir ya da de-
gisime ugrar. Bazen tek bir aminoasit degisime ugrar. Serin, Treonin,
Triozin'deki hidroksil gruplart enzimatik olarak ATP ile fosforillenmesi ile
(-) yikli aminoasitler olusur ve bu aminoasitlerde diger molekiillerle
iyonik bag yapabilir. Bazen de polipeptid zincirindeki bir aminoasite
karbonil grubu eklenebilir.

Polipeptit sentezi sirasinda ya da sonrasinda kanbonhidrat yan
zincirler eklenir.

Proteinlerin tersiyer (lic boyutlu) ya da kuarter (dért boyutlu)
yapisina metaller baglanabilir.

Unfolded polypeptide Folded polypeptide

nATP

Chaperone

Rgare 4-1) radigies of Soc hoewivy 4ie
€3 008 Pearon Pren i los Hellmz,

Sekil 123. Proteinlerin Katlanmasinda Saperonlarin Gorevi
(http://sandwalk.blegspet.com.tr/2007/02/heat-sheck-and-melecular-chaperenes.html, 2007)
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2 )

74 / I » - (

t:l » \ — I o> > } B

8§ S s .

(& ¢

DNA MRNA Precursor of Picprainsul i

Preposasnl
Sekil 124. Insiilinin 3 Boyutlu Yapi Kazanmast
(http://eregonstate.edu/instruct/bb350/textmaterials/12/Slide33.jpg, 2017)

PROTEIN YAPILARI
Protein yapisi 4 sekilde incelenir.

1-

Primer(Birincil) Yapist: Bir protein icin karakteristik ve genetik
olarak tespit edilmis olan ve peptid bag: ile baglanmis olan

amino asit dizilisidir (Sekil 125).

Sekonder (Ikincil) yapist: Bir proteinin primer yapisi yani po-
lipeptit zinciri omurgasi katlanarak sekonder yapiyi olusturur.
Sekonder yapi heliksel yapida ya da plakali yapida olabilir.
Bu yapilara kararlilik kazandiran polipeptid zincirinde hidro-
jen baglaridir (Sekil 125).

Tersiver (Ggtncul) vyapist:  Sekonder vyapilar  Gstiste
katlanarak, sarilarak veya kendi etrafinda kivrilarak tersiyer
yapiyt olustururlar. Tersiyer yapi genellikle globiiler protein-
lerde goralir ve bu proteinler tersiyer yapilariyla tic boyutlu
sekillerine kavusurlar (Sekil 125).

Kuaterner (dérdiancul) yapist: Birden fazla polipeptid zinciri
(alt birimi) iceren proteinlerde polipeptid zincirleri tersiyer ya-
piy1 olusturan aynt bag tipleriyle birbirleriyle salkimlar, toplu-
luklar yaparak birlesir ve kuarterner yapiyi olusturur (Sekil

125).
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f-pleated
sheet a-helix

f-pleated

amino acids ahest

g

a-helices

o

Secondary Protein Tertiary Protein

Primary Protein

Structure Structure Structure
Sequence ofa chain Local folding of the three-dimensional
of amino acids polypeptide chain into folding pattern of a

helices or sheets protein due to side

Quaternary Protein
Structure

protein consisting of
more than one
amino acid chain

chain interactions

Sekil 125. Proteinlerin 4 Ana Yapist

(https://courses.lumenlearning.com/microbiology/chapter/proteins/, credit: modification
of work by National Human Genome Research Institute, 2017)

Prokaryot ve dkaryotlar arasindaki protein sentezindeki farklilik-
lar tablo 8'de gorulmektedir.

Tablo 8. Prokaryot ve Okaryotlarda Protein
Sentezindeki Farklilhiklar

Prokaryotik ve Eukaryotik Hticredeki Protein Sentezsnin

Karguaganlmas
PR TEIN SENTEZ PROKARYOTLAR EUKARYOTLAR
03) (¥os)

Sentezin Baslamasi 4 tRNAg, iizerinde = ¢ t(RNAp, lizerinde met.
Tmet amino asitin amino asitinin bulunmas:
bulunmasi
AUG EUKARYOTIX HOCREDE
baglama kodonws TRANSFORMIRLAZ

4+ IF-1,IF-2ve IF-3isc  AKTIVITES! butunmaz.
baslama fakadrleridir, <40 S

¢+ 308 AUG baglama l
kodoMs . '
& CIF-1, e[F-2 ve eIF-3
baslama faktd:leridir
GTP gereklidir. GTP gereklidir.
Zincirin Uzamast 4 EF-Tu ve EF-Ts +EF-la EF-18
GTP gereklidir. GTP gereklidir.
+ 508 nbozomda +60S ribozomca
PEPTIDIL TRANSFERAZ ~ PEPTIDIL TRANSFERAZ
gereklidir, gereklidir.
EF-G TRANSLOKAZ EF-2 TRANSLORAZ
gereklidir, (TRANSFERAZ il)
gereklidir.
GTP gereklidir. GTP gereklidir.
Sentezin Sonlanmasi Ry, Ry ve Ry RF ve GTP
gereklidir. gereklidir.
Translasyon hiz1 hizlh yavas

(saniyede 17-21 aa zincire katilir) (saniyede 6-9 aa zincire katilir)

Ribozom sitoplazmada Endoplazmik Retikulumda
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Prokaryotlarda transkripsiyon ve translasyon ayni anda sitop-
lazmada gergeklesirken, 6karyotlarda transkripsiyon cekirdekte, translas-
yon ise sitoplazmada gerceklesmektedir (Sekil 126).

(A) (B)
Nucleus
%
/A :
7—\ ,l_?r)’ ocessmgl . Cytoplasm
ol 5 ——3
Transport
~Ribosome |\ _,
: 5 Ribosome
Nascent
protein Nasce.nt
protein

PROKARYOTE EUKARYOTE

Figure 29.21
Biochemistry, Sevensh Edition
2012 W. H_Freeman and Company

Sekil 126. Prokaryot ve Okaryotlarda Transkripsiyon ve Translasyon
(http://eregenstate.edu/instruct/bbd51/winter14/stryer7/CHZ29/tigure 29 21.jpg, 2012)

PROTEIN SENTEZINi iINHIBE EDEN ANTIBIYOTIKLER

Promisin: Peptit baginin olusumunu engellemektedir.
Tetrasiklin: Bakterilerde ribozom A bélgesini bloke etmektedir.

Kloramfenilkol: Okaryotlarda peptidil transferaz enzimini inhibe
etmektedir.

Eritromisin: Translokasyonu inhibe etmektedir.

Streptomisin: Genetik kodun yanlis okunmasina sebep olmakta-

dir.

Bakteri Toksini: Okaryotlarda uzama faktérii tizerine etki etmek-
tedir.

Risin: Okaryotlarda 60S alt tiniteyi inaktive etmektedir.
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NON-RIBOZOMAL (RIBOZUM DISI)
PEPTID SENTEZI

Mikroorganizmalar tarafindan Gremenin gelisme (logaritmik) fa-
zinda Uretilen primer metabolitler ve durangan fazda uretilen sekonder
metabolitler olduk¢ca 6nemlidir. Primer metabolitler gelisme fazi (log
phase) boyunca diizenli olarak tretilen ve mikroorganizmanin gelismesi
icin gerekli metabolitlerdir (Sekil 127). Primer metabolitlere 6rnek; ami-
noasitler, vitaminler, sitrikasit. Sekonder metabolitler, organizma her-
hangi bir stres durumuyla karsilastigi zaman faaliyete gecen &zellesmis
metabolit yollar tarafindan duragan fazda (stationary phase) uretilir (Se-
kil 127). Ornek; toksinler, bazi enzim, indikatérler ve tiim antibiyotikler.

Stationary phase

Death
(decline)
Log

ase
{exponential) R
phase

Number of cells (log)

Lag phase

Time

Sekil 127. Mikrobiyal Ureme Egrisi
(http://varuncnmicre.blegspet.cem.tr/2016/@9/btb9-bacterial-grewth-curve html, 2016)



MOLEKULER BiYOLOJININ TEMELLERI

Mikrobiyal Gireme eg@risinde duragan fazda (stationary phase)
Gretilen antibiyotikler 2 farkli mekanizmayla sentezlenir. Bunlar;

1) Ribozomal sentez

2) Non-ribozomal sentez'dir.

1) Ribozomlarda sentezlenen antibiyotiklere érnek olarak subti-
lin, erisin ve mersasidin verilebilir.

2) Ribozom olmadan sentezlenen (Non-ribozomal) antibiyotikle-
re ornek olarak aktinomisin, basitrasin, gramisidin, sikloparin,
surfaktan ve tirosidin verilebilir.

Non-ribozomal sentez mekanizmasi 1971 vyilinda, Fritz
Lipmann tarafindan éne strialmus ve “thiotemplat mekanizmasi” olarak
adlandmilmustir. Polipeptidler yag asidi sentezine benzer bir mekanizma
ile sentezlenmektedir (Sekil 128). Buna goére, nonribozomal sentez me-
kanizmasinda, peptidler yiksek molekil agirlikli multienzimler olan
nonribozomal peptid sentetazlar (NRPS) araciligiyla sentezlenmektedir-
ler.

N
CH; = CHy=CHj==CHy=CHy=CHy=CHy= C\
0" = Yag asidi sentezi

aa-aa-aa-aa-aa-aa-aa 2Non-ribozomal peptid sentezi
Sekil 128. Thiotemplat Mekanizmasi

Nonribozomal Peptit Sentetazlar; Adenilasyon (A), Tiyolasyon
(T) ya da peptidil tasiyici protein (PCP) ve Kondensasyon (C) domainle-
rinden olusmus biiyik multi-fonsiyonel enzimlerdir (Sekil 129). Bunlarin
disinda Nonribozomal Peptit Sentetazlar, yeni sentezlenen peptidin sa-
inmasinda gérev yapmakta olan Tiyoesteraz (TE) ve L-'yi D-amino
asite cevirme gorevini Gslenen Epimeraz (E) domaini de icerebilmekte-
dirler. Domainler bir araya gelerek modul olarak adlandirilan alt birimle-
ri olusturmaktadir (Sekil 129). Yaklasik 1000 aminoasit iceren ve mole-
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Non-Ribozomal (Ribozum Dis1) Peptid Sentezi

kal agirhg 120 kDa civarinda olan her bir modiil, belirli bir aminoasitin
eklenmesi icin 6zguldir ve peptid sentetazda bulunan modul sayisi, ge-
nellikle olusan peptiddeki aminoasitlerin sayisina esittir.

MODUL

Sekil 129. Nonribozomal Peptid Sentetazlar
(http:/linux1.nii.res.in/~zeeshan/nrps.html, 2017)

Nonribozomal sentez mekanizmasinda da ribozomal sentez me-
kanizmasina benzer olarak; aktivasyon, baslama, zincir uzamasi ve son-
lanma asamalari bulunmakta ve gerekli enerji ATP hidrolizinden sag-
lanmaktadir. Fakat ribozomal sentez mekanizmasindan farkh olarak ka-
lip gérevini mRNA yerine peptid sentetazlar tistlenmekte ve olusan trun-
lerde standart L-aminoasitlere ek olarak D-aminoasitler, ¢cok cesitli sira
dist ve modifiye aminoasitler de bulunabilmektedir. Bu sentezde bir bag-
lama modull, uzama moduleri ve sonlanma modult bulunmaktadir.
Sonlanma modiliinde peptidin salinmasinda goérev yapan Tiyoesteraz
(TE) ve bazen de L-'yi D-amino asite ¢evirme goérevini Gslenen Epi-
meraz (E) domainide bulunmaktadir (Sekil 130).

SO

Sekil 130. Baslama Moduli, Uzama Moduleri ve Sonlanma Modula
(http://pubs.rsc.erg/en/centent/articlelanding/2007/np/b514850c/unauth #!divAbstract, 2007)
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MOLEKULER BiYOLOJININ TEMELLERI

Nonribozomal peptid sentezi; aminoasitlerin aktivasyonu, bas-
lama, uzama ve sonlanma olmak Gzere dért asamada gergeklesmektedir.

1- Aminoasitin Aktivasyonu: Adenilasyon bélgesi, aminoasi-
tin tanindi@ ozgul bir diziye sahiptir. Aminoasit bu 6zgil dizi tarafindan
tanindig1 zaman, ATP’deki adenil gruplar kullanilarak adenilasyon reak-
siyonu gerceklesmekte ve boylece aminoaciladenilat olugsarak, aminoasit
aktive olmaktadir (Sekil 131 ve 134).

A module 1,___Medule 2

3

3 .y H- =
5 ¥ S, =0 R
o U KR T N Qo0 .
& od od o PR .«:'Q‘"‘ P W,(l\
HO HO o - }

ATP amino acid aminoacy! adenytate

Sekil 131. Aminoasitin Aktivasyon Asamasi
(http://edoc.hu-berlin.de/dissertationen/koumoutsi-alexandra-2006-12-

04/HTML/chapter1 .html, 2006)

2- Baslama: Bu asamada aktive olmus aminoasit modalin A
bolgesine baglanir. A bdlgesi aminoasitin tanidigi yaklasik 10 aminoasit-
lik 6zgul bir diziye sahiptir. Bu aminoasitlerin; A boélgesinden T (PCP)'ye
gecmekte ve T bolgesi ileri geri hareket ederek aminoasitleri C bolgesine
kaydirrr. Aminoasitler Gizerindeki AMP’ler serbest kalir (Sekil 132 ve
134).

B

AMP,;:__W,L N AMP,.'\WA..‘_‘
ammoacy! adenylste  aminoacyt adenylste

Sekil 132. Baslama Asamalari

(httpy//edoc.hu-berlin.de/dissertationen/koumoutsi-alexandra-2006-12-
04/HTML/chapter1.html, 2006)
(http://reasonandscience.heavenforum.org/t2443-iron-uptake-and-homeostasis-in-
prokaryotic-microorganisms)
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Non-Ribozomal (Ribozum Dis1) Peptid Sentezi

2- Uzama: Bu asamada peptid bagi olusturulur. Peptid bagi
olusumu C bélgesinde gergeklesir. Verici aminoasitlerin karboksil grubu
ile alici aminoasitlerin amino grubu arasinda peptid bagi olusur. Yani 1.
moduldeki aminoasit ile 2. moduldeki aminoasit arasinda peptid bagi
olugur. Bir sonraki moduldeki alici konumuna tasinarak burada diger
modul tarafindan getirilmis aminoasit ile aralarinda peptid bagi olustu-
rulmakta ve bu sekilde zincir uzamasi devam etmektedir (Sekil 133 ve

134).

w

AP

R,
onor substrate  acceptor substrate

Sekil 133. Uzama Asamasi

(http:/ed ®c.hu-berlin.de/dissertatienen/keumeutsi-alexandra-2006-12-
04/HTML/chapter]1.html, 2006)

ppan

3- Sonlanma: Peptid sentezinin sonlanmasi ve olusan peptidin
sentetazdan ayrilmasi en sonda yer alan tiyoesteraz (TE) bolgesi tarafin-
dan gergeklestiriimektedir (Sekil 134). Sentez tamamlanip Grun serbest
birakildiktan sonra da bazi yapi modifikasyonlari gerceklesebilmektedir.

Olusan urindeki aminoasit sayist 3 ile 15 arasindadir.
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A

/ /

Aad Aad-AMP Cys }% CVSQ’ Va] Val-Ag: |
Cys

|

ATP PPi ATP PPi ATP

PPi Aad

Sekil 134. Nonribozomal Sentez Mekanizma Asamalar:
(Biiber ve Agan 2004)

Nonribozomal yolla sentezlendigi gosterilen ilk antibiyotikler
Gramisidin S ve tirosidindir.

¢ Gramisidin (5 aminoasitten olusur)
e Surfaktan (7 aminoasitten olusur)

e Tirosidin (10 aminoasitten olusur)

Diger nonribozomal yolla sentezlenen antibiyotiklerden bazilari
tablo 9'da verilmektedir.
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Non-Ribozomal (Ribozum Dis1) Peptid Sentezi

Tablo 9. Nonribozomal yolla sentezlendigi gosterilen
bazi antibiyotikler

Antibiyotik Organizma

Aktinomisin Streptomyces clavuligerus
Basitrasin Bacillus licheniformis
Bialafos Streptomyces hygroscopicus
Bleomisin Streptomyces verticillus
Daptomisin Streptomyces roseosporus
Enniatin Fusarium oxysporum
Eksokelin Mycobacterium smegmatis
Fengisin Bacillus subtilis

Gramisidin S Bacillus brevis

Lovastatin Aspergillus terreus
Pristinamisin | Streptomyces pristinaespiralis
Siklosporin Tolypocladium niveum
Siringomisin Pseudomonas syringae
Surfaktin Bacillus subtilis

Tirosidin Bacillus brevis

Mycobacillin Bacillus subtilis
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MUTASYONLAR ve
DNA TAMIR MEKANIZMALARI

Okaryotlarda mitoz bélinmenin gerceklesmesi icin S (Sentez)
evresinde DNA nin 2 katina ¢ikmasi gerekmektedir. 3 milyar bazin hata
olmadan 2 katina ¢ikarilmasi son derece dogru bir mekanizma ile olma-
idir. Milyonda bir hata orani bile her bir replikasyon déngustinde 3 bin
hata demektir ve buda ¢ok buiyik bir rakamdir. DNA molekilinin dog-
ru bir sekilde replike olmasi ve sonraki nesillere dogru olarak aktarilmasi
gerekir. Eger DNA’da bir hasar meydana gelmis ise bu hasarin tamir
edilmesi gereklidir. Bu hasarlar hiicre bélinmesinden énce tamir edil-
mezse DNA yapisi tzerinde kalici olur ve sonraki kusaklara aktarilir.
DNA molekilt Gizerinde meydana gelen bu kalici degisikliklere ‘mutas-
yon’ denir. Mutasyona neden olan maddelere ‘mutajenik maddeler’,
mutasyona ugramis organizmaya da ‘mutant’ denir.

MUTAJENLER

Mutajenler 2 grupta incelenir.

a) Kimyasal Mutajenler: DNA’da etkisini gosteren organik bi-
lesenlere kimyasal mutajen denir. Ornegin; Bromourasil (BU)
purin, pirimidin bazlarinda degisime yol acar. Sigara duma-
ninda bulunan nitréz asit A ve C ntikleotitlerinin yapisindaki
amino gruplarinin ayrilmasina (deaminasyon) yol agabilir. Al-
killeyici ajanlar DNA'da G ile etkinlesir ve replikasyonda
G’nin yanlis eslesmesine yol acarlar.



MOLEKULER BiYOLOJININ TEMELLERI

b) Fiziksel Mutajenler: UV, X-isini, B, gama isin1 gibi bircok
formlu radyasyonlardir. Bunlar tamiri zor mutasyonlara ne-
den olur. DNA ve RNA’'da yer alan bazlar 260 nm’deki UV
isinlarini kuvvetli olarak absorbe ederler. UV’ nin en énemli
etkisi T dimerlerinin (T-T) olusmasina, dolayisiyla aminoasit
dizisinin degismesine yol acar. X- iginlari, kozmik isinlar ve
gama 1sinlart UV'ye gére daha etkilidir. Bu tiir 1sinlar su ve
diger maddelerde iyonizasyon olusturarak serbest radikaller
olustururlar. Bunlar da DNA, protein, lipit gibi makromolekiil-
lerin yapisina baglanarak bunlarin okside olmasina neden
olur.

Spontan Degisiklikler: DNA'da kendiliginden meydana gelen
mutasyonlardir. Ornegin; C'nin U'ya déniismesi gibi.

DNA yapisinda fiziksel, kimyasal ya da spontan degisiklikler ile
cesitli hasar tipleri olusmaktadir. Tek iplik¢ik ya da cift iplikgik kirabilir,
timin dimerleri olusabilir, yanlis baz eglesmeleri olabilir, Sitozin (C) Ura-
sil'e (U) dontsebilir (Sekil 135).

Types of DNA Damage 4\
Summarised w

Og ®, - ®c

ds DNA Break Mismatch

e T
O

— (s
ss Break / ‘
APsite
Covaient X-linking

Thymidine dimer

Sekil 135. DNA Hasar Tipleri
(https://www.slideshare.net/SouvikPal15/dna-damage-and-repair-61846579, 2017)
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Mutasyonlar ve DNA Tamir Mekanizmalan

MUTASYONLAR

2 grup altinda toplanir.

1- Makrolezyonlar: Bu tip mutasyonlar kromozomlarin sayisini
veya kromozomlardaki genis bolgeleri ilgilendiren bluyik degisimlerdir.
Burada genlerin sayist ya da yerlesim diizenleri degisir. Bunun sonu-
cunda da bireyin fenotipinde kalici degisimler ortaya cikar. Makrolez-
yonlar 2 kisimda incelenir.

a) Genom Mutasyonu (say1 degisimi): Kromozom takimlari
sayisinda ya katlar halinde artma( poliploidi) ya da azalmalar-
la (monoploidi) takimdaki kromozomlardan bazilarinin sayi-
sindaki artma ve azalmalar (andploidi) kapsar.

b) Kromozom Mutasyonlan (yap1 degisimleri): Kromo-
zomlarda kirilmalar sonucu olusan parga kayiplari (delesyon),
parca artiglarmi yani kromozom dizisinin kendini kopyalama-
smi (duplikasyon), kromozomda bulunan genlerin ters déne-
rek konumlanmasini (inversiyon), kromozomlar arasi parca
degis tokuslarini (translokasyon), bir DNA parcaciginin kendi
bolgesinden bagka bir bolgeye hareketini( insersiyon=iceri
girme) kapsar (Sekil 136).

Deletion Duplication Inversion

X

Insertion Translocation

f >

Sekil 136. Kromozom Mutasyonlar: (Yap1 Degisimleri)

(https://bie libretexts.erg/ TextMaps/Map%3A Intreductery Bielegy (CK-
12)/4%3A Melecular Bielegy/4.8%3A Mutatien Types, 2016)
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MOLEKULER BiYOLOJININ TEMELLERI

2- Mikrolezyonlar: Tek bir baz ciftinde meydana gelen degisik-
liklerdir.

2 kisimda incelenir:

A) Baz Degisimleri (Nokta Mutasyonlari): DNA'daki bir
baz degisimiyle ortaya ¢ikan mutasyona nokta mutasyonu denir. Tran-
sisyon ve transversiyon seklinde goérilmektedir.

Transisyon: Bir plirin yerine bagka bir piirin girmesi ya da bir pi-
rimidin yerine bagka bir pirimidin girmesi (Sekil 137).

Transversiyon: Bir plirin yerine pirimidin girmesi veya bir pirimi-
din yerine piirin girmesisir (Sekil 137).

NH, o
- N
N JI N HN™ S
> s
L\N HaNT N b

N purines
adenine Transitions Guanine
A == - G
Transversions Transversions
- s o

ll\le (& Transitions T o

O O
pyrimidines

LG S

H H
cytosine thymine

Sekil 137. Transisyon ve Transversiyon Sekli
(http://resalind.infe/glessary/transitientransversien-ratie/, 2017)

Nokta mutasyonlari 3 sekilde ortaya ¢cikmaktadir;

1- Sessiz (Silent) Mutasyon: DNA'da bir aminoasite karsilik
gelen kodonda (3’1t baz) bir nokta mutasyonuna ragmen ko-
dondan sentezlenen aminoasit degismez (Sekil 138).

2- Kayip (missense) Mutasyon: DNA’'da bir aminoasite karsi-
lik gelen kodonda (3’li baz) bir nokta mutasyon ile kodondan
sentezlenen aminoasit degisir (Sekil 139).
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Mutasyonlar ve DNA Tamir Mekanizmalan

Silent mutation

WildType DNA TAC GGGAAA GIC CGT GGC
Wild Type mRNA AUG CCC UUU CAG GCA CCG
Amino acids Met -Pro- Phe- GIn- Ala- Pro

MutatedDNA  TAC GGG AAGQ GTC CGT GGC
Mutated mRNA AUG CCC UUC CAG GCA CCG
Amino acids Met -Pro- Phe- GIn- Ala- Pro

Sekil 138. Sessiz (Silent) Mutasyon
(http://www.biechemhelp.cem/dna-mutatienshtml, ©2012 biechemhelp.cem, 2012)

Mis sense mutation

Wild Type DNA TAC CAC CCC GCC ATC
Wild Type mRNA AUG GUG GGG CGG UAG
Amino acids Met -Val- Gly- Arg- Stop

Mutated DNA TAC GAC CCC GCC ATC
MutatedmRNA AUG CUG GGG CGG UAG

Aminoacids  Met -Leu- Gly- Arg- Stop

Sekil 139. Kayip (Missense) Mutasyon
(http://www.biechemhelp.cem/dna-mutatiens.html, ©2012 biechemhelp.cem, 2012)

3- Anlamsiz (nonsense) Mutasyon: DNA'da bir aminoasite
karsilik gelen kodonda (3’li1 baz) bir nokta mutasyonu sonra-
sinda kodon stop kodonunu olusturur. Bu durumda protein
tam olarak sentezlenemediginden sentezlenen protein anlam-

sizdir (Sekil 140).

147



MOLEKULER BiYOLOJININ TEMELLERI

Nonsense mutation

WildType DNA TAC CAC CCC GCC CTIT CAC ACC ATT
WildType mRNA AUG GUG GGG CGG GAA GUG UGG UAA
Amino acids Met - Val- Gly- Arg- Glu- Val- Trp- Stop

Mutated DNA TAC CAC CCC GCC ATT CAC ACC AIT
Mutated mRNA AUG GUG GGG CGG UAA
Amino acids Met - Val- Gly- Arg- Stop

Sekil 140. Anlamsiz (Nonsense) Mutasyon
(http://www.biechemhelp.cem/dna-mutatiens.html, ©2012 biechemhelp.cem, 2012)

B) Cerceve (frameshift mutation ya da Kodon Kaymasi)
Kaymasi Mutasyonlari: Bir protein sentezlemekle goérevli gende baz
dizisinin herhangi bir noktasinda delesyon (cikarilma) veya insersiyon
(iceri koyma) ile kodonlarda kayma sonucu olusan degisimdir (Sekil

141). Bu olayda aminoasit dizisi tamamen degistiginden farkl protein

sentezlenir.
Insertion
S AUG[CGA UUA UAC |GGG ¥
Met Arg : Leu + Tyr Gly : . '
¥ lauc|cGA vuAa vuaccc G |®
Met | Ausg 1 Leu = Leu _Arg '
Deletion
| AUG CGA |UUA UAC |GGG |AAA |¥
' Mot _ Arg Lou* Tyr ] Gly _ Lys .
*|AUG CGA|UUA UAG|GGA AA
Met = Arg Leu | Sitop |

Sekil 141. Cerceve (Frameshift Mutation) Kaymasi Mutasyonu
(https://sbidu2013.werdpress.cem/2013/02/10/gene-muteratiens/, 2013)
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TAMIR MEKANIZMALARI

Fotoreaktivasyon

Mismatch (Hatali eslesme) tamiri

Eksisyon (Kesip ¢ikarma) tamiri
SOS tamiri

Fotoreaktivasyon

Direkt Timin (T) dimerlerinin onarimidir. UV 1sinmnm  etkisiyle
meydana gelen pirimidin ya da plrin dimerlerinin goérinir sikta aktif
hale gecirilen bir enzim olan Fotoliyaz enzimi tarafindan yok edilmesi-
dir. Fotoliyaz 1sik enerjisini tutar. Timin dimerlerinin bulundugu bolgede
DNA'ya baglanip dimerler arasindaki kovalent baglarini kirmakta kulla-
nilir. Béylece zarar gérmus bazlar eski haline dondurlar (Sekil 142). Bu
onarimda kesme ve aralik doldurmaya gerek duyulmaz. Okaryotlarda
bu enzim bulunmamaktadir.
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Photoreactivation

Sekil 142. Timin Dimer Olusumu ve Fotoreaktivasyon ile Tamiri

(https://scienceisntscary.werdpress.cem/tag/thymine-dimer/, 2013)
(http://trishul.sci.gu.edu.aw/ceurses/ss12bmi/repair.html, 2002)
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Missmatch (Hatali Eslesme) Tamiri

DNA tzerinde GATC dizileri defalarca tekrar etmektedir. Bu di-
zide bulunan Adenin (A), metilaz enzimi tarafindan metillenir. GATC
dizisi bir polindrom oldugundan karsi yeni zincirdeki GATC'de metil-
lenme egilimindedir. Fakat bu yeni zincirdeki dizi metilleninceye kadar
zaman geger, bu zaman i¢inde hata bulunur ve tamir edilir. Bu onarim-
da 4 protein gorev yapar (Sekil 143).

Mut S, Mut L, Mut H ve Mut U'dur. Bu enzimler ¢ok iyi korun-
muglardir. Prokaryot ve okaryotlardaki mekanizmalari aynidir. Fakat
dkaryotlarda Mut H bulunmaz.

Mut S Hatayi arar ve hatayi iceren DNA'y1 kusatir.
Mut L-> Mut H'yi aktivite eder.
Mut H-> Kirik olusumunu saglar.

Mut U-> Gorevi bilinmiyor ama DNA helikaz 1I'nin kesip cikar-
ma isleminde yardimcei oldugu ifade edilmektedir.

Mut S, DNA’'daki uyumsuzlugu tanir ve ona baglanir. Bu tamiri
baslatir. Mut H ve Mut L'den olusan kompleks metillenmemis (nonmeti-
le) zincirde kirik olusturur. Bir ekzontkleaz metillenmis bolge ile hatali
bolge arasindaki nukleotitleri uzaklastirir. Kesme islemi boyunca DNA
pol Il enzimi metillenmis zinciri kalip olarak kullanarak aktivite gosterir
ve DNA, ligaz enzimi ile baglanma islemini yerine getirerek bosluklar
doldurulms olur ve tamir iglemi biter (Sekil 143).
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GATC
T A
3.w ? ! : ? S°
ChH~
Mut S identifNles
Mut S"/,/‘r—-\ mismatch.
( ) GATC
CTAG
) Pl iy
\g/ CH,
Mut L links MutS to
l Mut H. which finds
Mut S Mut L Mut H GATC sequence.

Mut H identifiles new
strand by lack of
methylation of GATC
and cuts the
polynuctieotide
backbong,

Exonuclease, helicase
and SS8 remove
section of new strand.

Frolymerase (1) and
ligose replace exclsed
section.

GATC
vl

-ln-)*

CH

Sekil 143. Missmatch(Hatali Eslesme) Tamiri
(http:/slideplayer.cen/slide/4961248/, 2017)

Eksisyon (Kesip Cikarma) Tamiri

Temel olan 2 tipi vardir.
1- Baz eksisyon tamiri

2- Nikleotit eksisyon tamiri
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1- Baz Eksisyon Tamiri

Anormal veya kimyasal olarak degistirilmis bazlarin DNA'dan
uzaklastirilmasidir. Bu islem DNA glikosilaz denen enzim tarafindan ger-
ceklesir. Bu enzim DNA uzerinde hatali 6zellikle adenin (A) ve sitozin
(C)Y'nin deaminasyonu ile meydana gelen hatalar tanirlar. Glikosilazlar
anormal baz ve seker arasindaki glikozitik bagi kirarak calisirlar. Bu olay
apurinik ya akpirimidik denen boélgeyi olusturur. Bunlarin ikisine ‘AP
bolgeleri’ denir. Bu AP bolgeleri endontikleazlar tarafindan taninir ve
fosfodiesterazlarla birlikte eksik bazin seker fosfat grubunu keserler. Do-
gal olarak DNA pol [ enzimi kayip bazin yerini doldurur ve ligazla bosluk
kapatilir (Sekil 144a ve b).

Base excision repair

| hase pars

DMNA hetix

Dane

DMNA helin
with sengie

DNA POLYMERASE ADDS NEW
NUCLEOTIOES. DNA LIGASE
SEALS NICK

GCTYTCATCC

CGA raGcge

Sekil 144a. Baz eksisyon tamiri
(https://www slideshare.net/luisa3001/dna-repair-pathways, 2011)
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Damagedbase
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Sekil 144b. Baz eksisyon tamiri
(http://www .biedisceveryjeurnal.ce.uk/Archive/Media/A41F 3.gif, 2014)

2- Niikleotit Eksisyon Tamiri

DNA'da degisiklige ugramis bazlarin yok edilip, yerlerine dogru
bazlarin konulmasinda ikinci yol bu hatali bazlari iceren ntikleotidlerin
kesilip ¢ikarilmasidir. Bu tamir sisteminde purin ya da pirimidin dimeri
gibi daha genis bolgeler uzaklastirilir. Bu ekzintikleaz (UV 6zgii endoniik-
leaz veya UvrABC endoniikleaz) denen enzimle gerceklestirilir. Bu enzim
zarar gormus bazlari keser ve bu bodlgeyi iceren bir oligontkleotiti de
uzaklagtirir. E. coli” de bu onarim mekanizmasi: Uvr A, Uvr B, Uvr C, Uvr
D proteinleri tarafindan kontrol edilir. Hasarli bolge trimetrik bir protein
tarafindan tanmir(Uvr AZ2-Uvr B). Bu protein hasarli bolgeye baglanir.
Sonra Uvr AZ dimeri uzaklastirilir ve Uvr C yapiya katilir. Uvr B-DNA
kompleksi olusturulur. Uvr B hasarli bazlarin 3° ucundaki fosfodiester
baglarini keser. Uvr C ve hasarl bélgenin 5 ucundaki fosfodiester bagla-
rint keser. Uvr C ve hasarli bolge iceren parca Uvr D tarafindan uzaklas-

tirhr. DNA pol I enzimi de B'yi uzaklastirir. Aradaki bosluklart DNA pol |
enzimi tarafindan doldurur ve zincir ligazla kapatilir (Sekil 145).
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DMNA polymerase
DMNA ligase

Sekil 145. Nikleotit Eksisyon Tamiri
(http://slideplayer.cem/slide/8421707/, 2017)

SOS Tamiri

Hataya meyilli tamir sistemi ya da yasamak icin mutasyona goz
yummak olarak da bilinmektedir. DNA'nin yiksek oranda hasara ugra-
tilmasi normal DNA tamirini islemez hale getirmektedir. Bu durum hiic-
rede stres cevabinin harekete gegmesine sebep olur ve bir¢ok proteinin
sentezi artar. Bu olaya ‘SOS Cevabi’ denir. Tum careler tikendiginde
kullanilan yoldur. E. coli hiicreleri agir bir sekilde hasar gérmiis DNA'nin
letal (6ldarict) etkisinden kurtulmak icin bu sistemi kullanirlar Bu sis-
temde replikasyon sirasinda gortlen bir lezyonda duraklayip, bosluk
birakma yerine hata oldugunu belirten molekiller sentezlenir. Bu mole-
killer lezyon bélgesini hataya egilimli bélge haline getirir ve replikasyon
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hizla devam eder. Bu sistem DNA polimerazin hataya ragmen replikas-
yona devam etmesini saglar. Bosluk olusturulmaz, replikasyon dogrulu-
gundan fedakarlik edilir. Yasamak icin mutasyona géz yumuldugundan
hataya meyilli tamir sistemidir.

SOS tamirinde 15-20 protein gérev yapar. Bu sistemin islerligi
LexA+ RecA proteinlerinin iligkisine bagldir. Normal kosullar altinda
SOS genleri LexA denilen ve reglilasyonu saglayan bir re-
sepsor(baskilayici) protein tarafindan kontrol edilir (Sekil 146a). DNA
molekili agir bir hasara ugradiginda RecA proteini aktif hale gecerek
proteaz aktivitesi gosterir ve LexA’ nin yapisindaki alanin-glisin aminoa-
sitleri arasindaki peptit bagini kirarak represor proteini iki parcaya ayirir.
Iki parcaya ayrilan LexA proteini DNA tzerinden ayrilmakta ve bu sira-
da SOS tamirinden sorumlu 15 gen aktif hale gelir. Bu genlerden sentez-
lenen 15 protein SOS tamirinin yapilmasini saglar. Bu proteinler UmuD
ve UmuClyi kapsayan proteinlerdir. UmuD, RecA tarafindan UmuD’ (D’
tsstine)' ne donusturialir. UmuD'+ UmuC bir araya gelerek kompleks
olusturur. Bu kompleksin DNA pol enzim aktivitesi vardir ve DNA pol IV
olarak adlandirilir. DNA pol IV hatali boélgede onarima baslar, bu enzim
pirimidin dimerinin karsisina rastgele iki niikleotid ekleyerek hatali bol-
gede bosluk birakmadan gecilmesini saglar ve daha sonra yapiya giren
DNA pol Il replikasyon catalinin ilerlemesini miimkin kilar (Sekil 146b).

DNA damage
l Active!
Repressed
RecA Cleavage of LexA
LexA

—> Dy

. ~ activation ______ A~

SOS box SOS box

in SOS promoter l

Expression of SOS genes

Sekil 146a. SOS Tamir Sisteminde LexA ve RecA Proteinlerinin Etkisi
(http://2012.igem.org/ Team:@saka/Project., 2012)
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Sekil 146b. SOS Tamiri
(http://slideplayer.comyslide/ 7769239/, 2017)
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HUCRE SIKLUSU
PROGRAMLANMIS HUCRE OLUMU (APOPTOZIS)

HUCRE SIKLUSU

Hcreler icerdiklerini 2 katina ¢ikararak ve 2'ye boliinerek ¢coga-
lirlar. Bu stirece ‘hiicre siklusu{(dénguisii)’ denir. Hiicreler bir béliinme
sinyali olmadig: stirece hiicre siklusunun aktif fazlarina (G, S, Gz, M)
giremezler ve istiharat denen Ge fazinda beklerler. Strekli boliinen hiic-
relerde mitozdan sonra siklus interfaz (Gi, S, G2) ve mitoz (M) seklinde
tekrarlanir. Interfaz hiicre siklusunun %90'nini kapsar ve 16 -24 saat
stirerken, mitoz 1-2 saat stirmektedir (Sekil 147). Hiicre bélinmesi G;
fazinda kontrol noktas: tarafindan diizenlenir. Kontrol noktasinda hiicre
boliinmesi ya duracak ya da hiicre siklusu tamamlanacaktir.

G: (Gap: Aralik, Bosluk) fazi: Bu fazda hiicreler kendi cevrelerini
kontrol eder, sinyalleri alir ve béliinmeyi indtikler. Bu fazda DNA repli-
kasyonu icin hazirlik yapilir. RNA ve protein sentezinde yapilir.

S (Synthesis: Sentez) fazi: Bu fazda DNA sentezlenir.

G2 (Gap: Aralik, Bosluk) fazi: Bu faz hiicrede RNA ve protein

sentezi gerceklesir ve hiicre mitoza hazirlanur.

M (Mitoz ) Profaz, Metafaz, Anafaz ve Telofazdan olusur. Bir
hiicre siklusu fazlarn igleyis sirasina goére G, S, Gz ve M'den olusur.



MOLEKULER BiYOLOJININ TEMELLERI

Eukaroyotic Replication Cycle
(Times are for Cells Growing in Culture)

6-8 hours
DNA=2n -> 4n

GO0: Resting Phase

G1: Growth & Metabolism

S: DNA Replication

G2: Growth of Structural Elements
M: Mitosis

Sekil 147. Hicre Siklusu

(https://secratic.erg/questiens/hew-leng-are-the-phases-ef-mitesis, 2017)

Hucreyi bolinmeye sevk eden sinyaller ¢ok cesitlidir. Hiicre bo-
linme sinyali aldiginda sinyal ileti kaskadi (cascade/selalesi) denen bir
mekanizma devreye girer. Hiicre siklusunun siiresi hiicreden hiicreye
degisir. Sinek embriyosu 8 dk ile en kisa siklus siiresine sahipken, insan
karacige htlicresinin siklus stiresi 1 yildan uzun olabilir.

Huicre siklusu bazi proteinler tarafindan kontrol edilmektedir.
Bunlar siklinler, siklin bagimli kinazlar ve siklin bagimli kinaz inhibitorle-
ridir. Bu proteinlerin miktarlari hiicre siklusunun farkl fazlarinda farklilik-
lar gosterir.

Siklinler (Cyclins): Siklinler hiicre siklusunun cesitli fazlarmi
aktive eden spesifik proteinlerdir. Bunlar siklusun cesitli fazlarinda bir
taraftan sentez edilirken diger taraftan da yikilirlar. Bu yizden siklin de-
nir. Memeli hiicrelerinde hiicre siklusunun diizenlenmesinde 16 tane
siklin gérev yapar. A, B, D ve E olarak isimlendirilmiglerdir (Sekil 148).
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Siklin Bagimh Kinazlar (Cdks: Cyclin dependent Kinas-
es): Hucre doéngtisti protein kinaz kompleksleri tarafindan kontrol edilir.
Kinaz enzimi bir siklinle ¢alistiginda buna siklin bagiml kinaz (cdk) pro-
tein denir (Sekil 148). Yani cdk: siklin (yapisal protein) ve kinaz (en-
zim)'dan olusur. Kinazlar hedef proteinlere fosfat gruplari ekleyerek o
proteinlerin aktivitelerini diizenleyen bir enzimdir. Kinazlar kendi basla-
rina bulundugunda inaktiftir. Ancak siklinle etkileserek aktiflesir, boylece
aktif siklin-cdk komplekslerini olustururlar. siklin-cdk; siklin dizenleyici
alt tniteyi, cdk ise katalitik alt tniteyi olusturmaktadir. Bu aktif kompleks
hedef proteinlerini fosforile ederek dénguniin devamliligini saglarlar. Bu
kompleks Gi. S, Gz ve M'ye gegisi de kontrol eder. Memeli hiicrelerinde
hticre siklusunun diizenlenmesinde 11 tane cdk vardir.

G; fazinda sentezlenen siklin D, cdk4 ve cdk 6'va (D-CDKA4,
DCDK6) baglanir ve G; fazinda ilerlemesini saglar.,

G; fazinda sentezlenen siklin E cdk2'yve (E-CDKZ2) baglanir ve
hiicrenin Gy’'den S fazina girmesini ve S fazinda ilerlemesini saglar,

Siklin A, cdk2 ve cdk 1'e (A-CDKZ2, A-CDK1) baglanir ve bunlar
hiicrenin S fazini terk edip Gz evresine girmesini saglar,

Sonug olarak, Siklin B, cdkl’e baglanir (B—CDK1) ve bu komp-
leks hiicrenin Gz fazindan M fazina girmesini saglar.

CyclinB/CDK1
Cyclin D/CDK4/6
M G,
)Cvclin E/CDK2
Cyclin A/COK1

Cyclin A/CDK2

Sekil 148. Siklinler ve Siklin Bagimli Kinazlarin

Hucre Siklusu Boyunca Sentezi
(http://www.biescirep.erg/centent/30/4/243, 2010)
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Siklin Bagimh Kinaz inhibitorleri (cyclin-dependent ki-
nases inhibitors; CDIs, CKls ya da CDKIls): Bu inhibitorler, cdk
aktivitesini kontrol eder ve DNA replikasyonu inhibe ederler. 2 farkl
CKls ailesi vardir. Birincisi ink4 ailesi, ikincisi cip/kip ailesidir. Her ikiside

siklin cdk kinaz kompleksini inhibe eder (Sekil 149a ve b).

Ink Cip/Kip
family family
p1 pinkda p2 1
p15Ink4b
p18linkdc BE7
p19inkad p57

| CDK4/6 . CDK1/2/3

Cyclin LJ

Sekil 149a. Siklin Bagimli Kinaz Inhibitér Ailesi
(https:/clinicalgate.cem/regulatien-ef-the-cell-cycle/, 2015)

CYCLIN DEPENDENT KINASE
INHIBITORS (CDKIs)

Cvclm

Cd

Cdk inhibitory proteins |
(CIPs)

acttve inactive
cyclin-Cdk p27-cyclin-Cdk
complex complex

cycl n
Inhibitors of Kinase 4 G’)
active
(lNK4S) cyclin-Cdk l 91&'232‘[:80@
complex compiex

Sekil 149b. Siklin Bagiml Kinaz Inhibitér Etkisi
(http://slideplayer.cem/slide/3246570/, 2017)
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Hiicre Siklusunun Kontrol Noktalar1 (Check Points)
Interfazda 2, mitozda 1 kontrol noktasi vardir (Sekil 150).
Interfazdakiler;

i1k Kontrol Noktass; gec G; fazinda, S fazinda girmeden énce
gelir (Sekil 150). DNA sentezi icin uygun sinyaller olsa bile hiicrenin G4
fazini terketmeden énce DNA'nin dogru durumda (hasarsiz) olmasi ge-
rekir. Eger herhangi bir hasar saptanirsa hiicre ya hasar onarir ya da
apoptozise giderek olur.

ikinci Kontrol Noktas:; hiicreler mitoza girmeden hemen 6n-
ce gelir. Gz'nin sonuna dogru olan kontroldiir (Sekil 150). Hicre siklus
inhibitorleri hiicreyi yeni olusacak hucrelerin dogru genetik kopyaya
sahip olacaklarindan emin olana kadar durdurur. DNA replikasyonu
tamamiyla ve dogru sekilde degilse hiicre bu kontrol noktasinda herseyi
basariyla diizenleyene kadar durur ve sonra M fazina girer.

G, Checkpoint

/

“___.— M Checkpoint

\ G, Checkpoint

Cell Cycle Checkpoints

Sekil 150. Hicre Siklusunun Kontrol Noktalar: (Check Points)

(http://www.easybielegyclass.cem/cell-cycle-checkpeints-regulatien-cancer/, 2017)
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HUCRE OLUMU

Okaryotik hiicrelerde morfolojik ve biyokimyasal analizlerle ayirt
edilmis iki tip hiicre 6limu belirlenmistir. Bunlar, nekroz ve apoptozis'tir.

1- Nekroz: Kontrolsiiz, programsiz hiicre dlumudur. Asiri 1s1 de-
gisiklikleri, toksinler gibi cesitli fiziksel ve kimyasal etkenler sonunda geli-
sen travmatik hiicre dlumudir. Nekroz patolojik bir olaydir (Sekil 151).

2- Apoptozis: Kontrollii, programl hiicre dlumuadir. Yaglanmus,
fonksiyonunu vyitirmis, fazla Gretilmis, diizensiz gelismis veya genetik
olarak hasari hiicrelerin organizma icin glivenli bir sekilde yok edilmele-
rini saglayan ve genetik olarak kontrol edilen programli hiicre élumuadur
(Sekil 151). Apoptozis, Yunanca'da Ape (ayri) ve otozis (diismek) keli-
melerinin birlesmesiyle olusmus ve sonbaharda yapraklarin dékilmesi
anlamina gelen apoptozis ilk kez 1972'de Kerr, Wyllie ve Currie adh
patologlar tarafindan kullanilmistir. Programli hiicre éliumu olarak apop-
tozis fizyolojik kosullarda viicudun temel bir mekanizmasi olup hasarli ya
da zararl hlcrelerin ortadan kaldirilmasini saglar. Apoptozis'i gergekles-
tiren genler hayvanlarda ve bitkilerde bulunmustur.

Apoptozisi nekrozdan ayiran en énemli ézellikler; apoptozis de
hicrelerin toplu olarak degil teker teker dlmesi, aktif protein, sentezinin
gerekmesi, fagositoz sirasinda proteolitik enzimler (proteaz) ortaya ya-
yilmamasi, hticre zarinin ve organellerinin biatinltklerinin korunmasidir.
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Sekil 151. Nekroz ve Apoptozis
(httw://geoffreye-reedlife.blogspot.com.tr/2011/83/programmed-cell-death-apoptosis.html. 2011)
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APOPTOZIS (KONTROLLU, PROGRAMLI HUCRE OLUMU)

Apoptozis’de Kaspaz Enzimleri

Kaspaz enzimleri hiicresel giyotin olarak da bilinmektedir. Apop-
tozisin erken dénemlerinde bir protein ailesi olarak bilinen kaspazlarin
oénemli roli vardir. Bu proteinler normal hiicresel fonksiyonlar icin ge-
rekli olan yapisal proteinleri ve DNA tamirinde rol alan niklear protein-
lerin pargalanmasindan sorumludurlar. Kaspaz enzimleri buyiik bir pro-
teaz enzim ailesidir. Enzim aktif merkezinde sistein aminoasitini tasir ve
hedef proteinleri aspartik asit (aspartat) birimlerinden kestigi icin kaspaz
(caspase) ismi verilmistir (Sekil 152).

¢ (cysteine: sistein) — asp (aspartate: aspartat) — ase (-az, enzim
eki): kaspaz (caspase)

Sekil 152. Kaspaz Enzimi ve Substratina Etkisi
(http://pdb1@1.rcsb.erg/metm/56, 2004)

Kaspazlar hiicre icerisinde inaktif olarak sentezlenirler ve prokas-
paz adini alirlar. Bu inaktif prokaspazlar apoptozis sinyali alininca hiic-
redeki diger kaspazlar tarafindan aspartik asit birimlerinden kesilerek
aktive edilirler. Kaspazlar 1'den 14’e kadar siniflandirilmistir (Sekil 153).
Apoptoz sirasinda ilk goérev olan kaspaza ‘baglatici ya da éncli kaspaz’
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(kasp 2, 8. 9, 10). apoptozun diger asamalarinda yer alanlara ‘efektor
kaspaz' (kasp 3, 6, 7) denir. Kaspazlar proteolitik olarak birbirlerini aktif-
lestirir. Boylece bir selale seklinde iglev gorirler.

Group |
Casp-1 (ICE
Casp4 (ICE__-1_ ICH-2, TX)
Casp$ (ICE__-_TY)
Casp-19
Casp-12
Casp-13
Casp-14 (WICE
Group I
Casp-2 (ICH-1
Casp-8 (FUCE. MACH, MchS)
Casp® (ICE-LAPS_Mch &
Casp-10 Mchs

11!
Casp-d (Yama CPPI2 apopan)
Casp-6 Mcn2

Casp-7 (ICE-LAP3 Mch3 CMIH-1)

Sekil 153. Kaspaz Ailesi

(https://epeni.nlm.nih.gev/detailedresult.php?img=
PMC3347503 AN20758251-01-080-g003&req=4, 2009)

Bcl-2 Ailesi

Bu ailede bulunan proteinler apoptozun kontrol noktasinda gé-
rev alirlar. Bcl-2 kurucu Giyedir ve B hiicre lenfomasinda tanimlandigin-
dan bu isim verilmistir (Bcl=B cell lymphoma).

Mitokondride bulunur. Bcl-2 ailesi tiyelerinin bir kisminin apop-
tozisi hizlandirdigi yani indukledigi{(uyardigr) ki bunlara pro-apoptotik
(Bax, Bad, Bid proteinleri), bir kisminin ise inhibe ettigi ki bunlara da
anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-XL proteinleri) proteinler denilmektedir (Sekil
154).
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Bcl-2 Family
Anti-Apoptotic
-3._._@_._..8 -2, Bcl-XL
S 0—C S Mcc|-1. CCED-Q

A1, Bfl-1

Pro-Apoptotic

— Bad, Bid, Egl-1

Sekil 154. Bcl-2 Ailesi
(http://flipper diff.@rg/app/items/infe/1214, 2008)

P33 geni

Hucrede i¢ ve dis nedenlerle DNA hasari olustugunda aktive ola-
rak apoptoza neden olan en énemli gendir. Bu genden ifade edilen »53
proteini (TP53 ya da timoér proteini) apoptozisi uyarmaktadir (Sekil
155). Bu genin kanser hiicrelerinin olusumunu énlemede 6nemli rol
oynadigr kabul edilir. Normalde inaktif olan p53geni hiicrenin G; fazinda
kalarak S fazina gecmesini engeller. Boylece hiicre siklusu durdurularak
olusmus olan DNA hasarli hiicrenin ¢cogalmasi engellenir. Hiicre hasari-
nin tamiri basarili olmazsa bu gen Bax proteinini aktive ederek hiicrenin
mitokondri araciligiyla apoptozise gitmesini saglar. Béylece hasarli hiicre
ortadan kaldirilir. Insan p53 geni on yedinci kromozom tizerinde yer alir.

Apoptosis

Sekil 155. P53 proteinin Apoptosizdeki Roli
(http://www.bieinfermatics.erg/p53/intreductien.html, 2017)
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APOPTOSIZDE SINYAL YOLAKLARI

Apoptosizde en iyi anlasilan iki mekanizma igsel yolak (mito-
kondriyal yol olarak da adlandirilir) ve digsal yolaktir.

1- igsel Yolak (intrinsic pathway, mitokondriyal yol):
Hicreden kaynaklanan ¢ok cesitli sinyaller tarafindan tetiklenen yoldur.
Bu yolda mitokondri gérev alir (Sekil 156a ve b). Mitokondrinin dis za-
rinda olusan gegirgenlik artisi Bcl-2 ailesinde bulunan pro ve anti-
apoptotik proteinlerin karsilikli etkilesimleri sonucu olusur. Hem pro
hem de anti-apoptotik tiyeleri olan bu ailelerin mitokondri tzerindeki
etkileriyle ya sitokrom-c'nin (cyt-c) sitoplazmaya salinmasi gerceklesir ve
apoptozisin baglatiimasi olayi gerceklesir ya da sitokrom-c'nin sitoplaz-
maya salinmasinin baskillanmasi ile apoptozis inhibe edilir. Anti-
apoptotik Bcl-2 proteinleri mitokondri dis membranina ve apoptozu
aktive edici faktor olan apaf-1'e tutunmustur. Hiicre icinden alinan
apoptotik sinyaller apaf-1'in mitokondriden ayrilmasina sebep olur. Bu
ayrilma mitokondri zarmin gegirgenligini arttirir. Bu artis mitokondrinin
iki zar1 arasinda bulunan sitokrom-c’nin sitoplazmaya salinmasina yol
acar. Sitokrom-c sitoplazmada apaf-1’le birlesir. Bu yapiya prokaspaz 9
ve ATP katilarak apoptozom denen bir biitiin olusturulur. Apoptozomda
prokaspaz 9 proteolitik olarak aktiflesir ve sitoplazmada bulunan diger
kaspazlari aktive eder (kaspaz 3, 6 ve 7'yi). Aktive olan kaspazlar hiicre-

deki bircok yapiyt enzimatik olarak tahrip eder ve apoptozisi basglatirlar
(Sekil 156a ve b).
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Opening of the

mitochondrial Cytochrome-c
transition pores (MTP)(3
Mitochondrion
= dATP
Apaf1

caspases
/
Cytochrome-c
dATP = 1 Apoptosome

Apaf

Sekil 156a. Icsel Yolak (intrinsic pathway, mitokondriyal yol)

(https://www.researchgate.net/publicatien/5770600 Ischemic precenditiening Pretectie
n_against myecardial necresis and apeptesis/figures?’le=1, 2007)

7 complexes of

INTRINSIC PATHWAY OF APOPTOSIS

(Mitochondria Mediated Programmed Cell Death Pathway)

Mitochondria

Severe DNA Damage cytochrome ¢
000/ I& u} \XX Activation of Pro-
ApoptoticFactors
- \ J Release of
- e ’ ==l Cytochrome c
- = Bax creates pores on ..Q"
Bax Mitochondrial membrane Sy

P o o Cytochrome c
- O [~
=g l : * APOPTOSOM/

Inhibition of Anti- v ‘
apoptotic Factors G -— -
Apaf-1 &
Pro-caspuse-9
L] Activation
nae \ f Procaspase-9
= APOPTOSIS — 4—? — ﬁ — -E“
Caspase-3 Pro-caspase-3 Caspase-9

Activation of Caspase-3 by Caspase-9

Sekil 156b. Icsel Yolak

(http://www.easybielegyclass.cem/intrinsic-pathway-ef-apeptesis-apeptesis-melecular-
mechanism-part-1/, 2017)
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2- Dissal Yolak (extrinsic pathway): Apoptozu tetikleyen
sinyal molekdllerinin hiicre zarinda bulunan hiicre 6lim reseptérlerine
baglanmasi apoptozu baslatir. Hiicre 6lim reseptéri olarak bilinen Fas
ya da timoér nekroz faktorta (TNFR-) ile etkilesime girmesiyle indiiklenir.
Fas kendisine dogal olarak baglh bulunan ve oélum boélgeleri denen
FADD (Fasla ilgili 6lim domaini, Fas-associated death domain) ile iligki-
ye girerler. Bu 6lum bolgeleri ise sitoplazmada bulunan prokaspaz 8'i
aktiflestirerek diger kaspazlarin (kasp 3, 6. 7) selale tarzinda aktivasyo-
nunu baglatirlar. Aktive olan kaspazlar hiicredeki bircok yapiyt enzimatik
olarak tahrip eder ve apoptozisi baglatirlar (Sekil 158).

EXTRINSIC PATHWAY

TNF receptor familey
(TMF DR4, DRS, Fas)

po— 8 o1 C-\@

=0 -1- et

procaspases [

-

corpme 1 [0
+

EXTRINSIC
APOFTOMS

Sekil 158. Dissal Yolak (Extrinsic Pathway)

(https://openi.nlm.nih.gov/detailedresult.php?img=
PMC3217194 fnmel-04-00045-g001&req=4, 2011)

APOPTOZUN ASAMALARI

Apoptoz hiicre iginden veya disindan gelen sinyallere baslatilan
ve birbirini takip eden olaylar zinciri olarak seyreder. Sonugta hiicrenin
fagositozu ile apoptozis sona erir. Bu agsamalar;
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Hiicre Siklusu Programlanms Hiicre Olimii (Apoptozis)

1- Apoptozisin baglatiimasi (sinyallerin alinmasi)

2- Kaspazlarin aktivasyonu

3- Hucrede morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin olusmasi
4- Fagositoz

Apoptozdaki Morfolojik ve Biyokimyasal Olaylar

Biyokimyasal degisiklikler: DNA kiriklarinin olusumu, hiicre iske-
letinin yikilmasi, hiicre membrani degisikliklerini kapsar.

Morfolojik olaylar: Hicre buzilmesi, kromotin yogunlagmasi,
nikleusun parcalanmasi, apoptotik cisimciklerin olusumunu kapsar.

Apoptotik Cisimcikler ve Hiicrelerin Fagositozu

Apoptotik uyaridan sonra hiicre yuvarlaklasir ve icerigi bir araya
toplanir, sitoplazmasi buzilur. Hiicre parcalanarak apoptotik cisimcikler
olusur. Bu birkag dk siirer. Bu cisimciklerin fagositozu icin 12-18 saat
gerekir (Sekil 159).

Yakindaki komsu hticreler ve makrofajlar apoptotik cisimcikleri
parcalarlar. Olusan bosluk komsu hticrelerin gécii veya ¢ogalmasiyla
apoptotik hiicrenin boslugu doldurulur.

Cell begin Formation of blebbing
apoptosis
- 7

(G
‘E-/'l » vty

VA

-

Nucleus

condensing Ble-ltl)s
- A2

- a @ f ‘

Apoptotic body

Partition of
cytoplasm and
nucleus into
Phagocytosis apoptotic bodies

Sekil 159. Apoptotik Cisimcikler ve Hiicrelerin Fagositozu
(http://www.wisegeek.cem/what-are-phagecytes.htm#diagram-ef-apeptesis, 2017)
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MOLEKULER BiYOLOJININ TEMELLERI

Vicuddaki fagositozdan sorumlu hiicreler, 16kositler ve makrofaj-
lardir. Bunlar profesyonel ¢épcti hiicrelerdir. Ortamdaki artiklari temiz-
lerler. Artiklarin temizlenmesi 2 yolla olur:

1- Heterofoji: Dis cevreden materyaller endositozla almir. Kati
partikillerin alinimi ‘fagositoz’, sivi ve kicik molekillerin alinim: ‘pi-
nositoz’ olarak adlandinlir. Heterofaji bir hiicrenin bagka bir hiicrenin
artiklarini yemesidir (Sekil 160). Noétrofil ve makrofajlarda yaygindir.

2- Otofoji: Bazen hiicrenin kendi icerisinde organelleri zarar
gorlr ve organel duzeyinde bazi atiklari kendi kendine yok eder. Bu
olayda hiicre hayattadir, 6lmemistir. Sadece bazi organelleri zarar gor-
mustir. Bu atiklar ya da bazi metabolik organel artiklarini hiicre icinde
yok etmesine ‘otofaji’ denir (Sekil 160). Hicre zedelenmesi sirasinda
yaygin olarak goralir.

HETEROPHAGY AUTOPHAGY!
Primary lysosome Primary lysosome
Phagocytosis P o
(endocyloms)\ e —
\ 1 .\f;"
\.\'/ J b
\ . ‘_"‘*;- Autophagic
( 1 / vacuole
Phagolysosome — @)/ ‘ :
(secondary
lysosome)
__ body
Lipofuscin

' igment granule
A Residual body Exocytosis - 9

© Elsevier 2005

Sekil 160. Heterofoji ve Otofoji
(http://slideplayer.com/slide/10294128/, 2017)
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Hiicre Siklusu Programlanms Hiicre Olimii (Apoptozis)

Apoptozun Kontrol Noktalan

Apoptozun olup olmayacag Bax, Bcl-2 dengesinin dogrulugu
belirler. Hiicrenin apoptozise gitmesi igin Bax diizeyinin Bcl-2'den fazla
olmasi gerekir. Bu mekanizma apoptozda kontrol noktasi-1 olarak éne-
rilmistir. 2. Kontrol noktasi ¢ok iyi belirlenmemistir.

APOPTOZUN HESAPLANMASI
Yontemler:
1) Morfolojik Géruntileme Yontemleri
2) Immunohistokimyasal Yéntemler
3) Biyokimyasal Yontemler
4) Immunolojik Yéntemler
5) Molekiiler Biyoloji Yoéntemleri

Apoptotik hiicredeki morfolojik degisiklikleri saptamak icin 1sik
ve elektron mikroskobu kullanilir. Kaspazin aktivitesinin él¢iilmesi, mito-
kondrinin yapisina bakilmasi ve Bax/ Bcl-2 oraninin saptanmasiyla
apoptotik hlicreler belirlenir.
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REKOMBINAT DNA TEKNOLOJISI
(rDNA Teknolojisi)

Klon: Genetik olarak birbirinin ayni hiicreler grubu

Gen klonlama: Bir genin kopyalarinin olusturulmast Ana gen
ile ayni (wild-type) Ana genden farkl (mutant)

Rekombinant DNA: Farkli DNA parcalarinin birlestirilmesi

Rekombinant DNA (rDNA) Teknolojisi: Rekombinant DNA
molekillerinin bir konak hicreye aktarilarak cogalmalarmi (klonlama)
saglayan bir dizi islemi kapsayan teknoloji.

1970 yilinda Hamilton Smith mikroorganizmalarda bulunan ve
DNA'y1 spesifik dizi bolgelerinden kesen restriksiyon endontikleaz enzim-
lerinin bulunmasiyla rekombinant DNA teknolojisi ortaya ¢ikmustir. Bu
teknoloji ile dogada normalde gérilmeyen rekombinant varyasyonlar
elde edilebilmekte, genlerin organizmalarda etki diizeyleri degistirilebil-
mekte, organizmalara ¢ok uzak kaynaklardan yeni genler aktarabilmekte
ve genemlarin niikleik asitlerin analizi gerceklestirilebilmektedir. Bu tek-
noloji ile tipta bircok genetik bozukluklar ve hastaliklarin teshis, tedavisi
yapilr. Yine bu teknolojiyle mutasyonlarin adlandirilmasi ve kromozom-
lar Uzerinde haritalanmasi, kalitsal hastaliklarin tasiyict ve hasta bireyler-
de teshisi. tedavi amaciyla saglikli bireyden hasta bireye gen transferi
mimkin kilmistir. 1979°da rekombinant DNA teknolojisi ile insiilinin
biyosentezi gerceklestirilmistir.



MOLEKULER BiYOLOJININ TEMELLERI

rDNA TEKNOLOJISINDE KULLANILAN VEKTORLER

Gen klonlanmasinda kullanilan araci molekullere vektor denir.
Kendini bagimsiz olarak replike edebilmelidir. Bir bolgesinde bircok RE
icin tek kirlma noktasina sahip olmalidir ki, bu noktadan RE ile kesip
yabanct DNA parcasi ile birlessin. Uzerinde secilebilir bir belirleyici (se-
lection marker) tasimalidir. Bu sayede yabanci DNA'yi tasiyan konakgl
hiicreler ayirt edilebilir. Konakgidan kolayca izole edilebilir olmaldir.

Vektorler olarak, Plazmidler, Bakteriyofajlar, Kosmidler, Bakteri
yapay kromozomlar (BAC), Maya yapay kromozomlar1 (YAC), Memeli

yapay kromozomlari (MAC), Insan yapay kromozomlari (HAC) kulla-
nilmaktadir.

Plazmidler

Plazmidler bakterilerde bulunan kromozom disi (ekstra kromo-
zamal) DNA parcaciklaridir. Hemen her tir bakteride plazmidlere rastla-
nabilmektedir. Genellikle cift zincirli cembersel DNA'lar olmakla birlikte,
bazi bakterilerde cizgisel plazmidlere de rastlanmistir. Kromozomal DNA
gibi, cesitli proteinleri sentezleyebilen genler bulunmaktadir. Bu protein-
ler genellikle yasam igin sart olan proteinler degil, belli ortamlarda, &zel
kosullarda, bakterilere avantaj saglayan proteinlerdir. Bunlar arasinda
antibiyotik ve basgka toksik maddelere karsi direng, antibiyotik sentezi,
toksin yapimi sayilabilir. Plazmidlerin kromozomdan bagimsiz var ola-
bilmeleri icin baslangi¢c proteinlerinin taniyabilecegi bir replikasyon oriji-
ni ‘ori’ bolgesi bulunur. Bircok ‘ori’, sadece bir tiir bakteri tarafindan
tanindidi icin sadece o bakteri igerisinde ¢ogalabilir. Bircok tiirde bakteri
icerisinde ¢ogalabilen plazmidler saptanmistir. Bu tir plazmidler genel-
likle kendi cogalmalari icin gerekli genlerin cogunu kendi tzerlerinde
tasirlar.

Dogal olarak bulunan plazmitler buiytik ve kullanissiz olduklarm-
dan, bunlarin yerine in vitro ortamda amacina yonlik olarak hazirlanan
yapay plazmid vektérler kullanilmaktadir. Uzerlerinde ampiciline. tetra-
siklin, kanamisin gibi antibiyotiklere karsi diren¢ genleri tasirlar. Bunlar
seleksiyonda énemli fonksiyonu olan marker genlerdir. Plazmid vektor
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Rekombinat DNA Teknolojisi (rDNA Teknolojisi)

10 kb yabanci DNA alabilir. Yapay plazmidler pBR 322, pUC 18, pUC-
19 plazmitleridir. pBR322 en fazla kullanilan yapay plazmittir (Sekil
161).

Cie1(1)23
HndM(1)29

EcoRT(1)4,359
oRILH EcoRV(1)185

AstX(1)4.204 Mhel (1)220
Ssp1(1)4.168 BmHI(1)375
HincI( 2) 3905 e EcoT 381(2)471
. SohI( 1)562
Pw1(1)3733 er-i:i.\ T (1)85
4 SalI(1)851
Pst1(1) 3607 B Hc1(2)
Asel(1) 3537 o Accl(2)

)
pBR322 DNA ;“‘* NrsI( 11972

4,361 bp i

StyI(1)1.369
AvaI(1)1,425

Ball(1)1.444

Acclli(1)1,664

Ndel (1)2.295 Pwii(1)2,064

i1 I(1)2217
Acc1 (2)2.244

Sekil 161. pBR 322 Plazmid Yapisi ve Kesim Bolgeleri
(http://www.nippongene.conysiyaku/product/dna-cloning/per322-dna/per322-dna.html. 2017)

Shuttle (mekik) plazmid vektorler

Prokaryotik promotor tasiyan ekspresyon vektorlerine, dkaryotik-
lere ait bir promotor da ilave edilirse, bu tarzda hazirlanan vektér hem
prokaryotik ve hem de o6karyotik mikroorganizmalarda replike olabilir
(bifonksiyonel plazmitler).
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Bakteriyofajlar

Faj'lar bakteriyi enfekte eden viruslerdir. En énemlileri Lambda
(A) ve M13 bakteriyofaj vektorleridir. Bunlar E.coli virtsii olup, klonla-
nacak DNA ile lamda DNA'’s birlestirilir, bir protein kilif icinde konak
hicreye girerek orada cogalir. Bakteriofajlar plasmidler gibi antibiyotige
karsi direng geni tasimazlar. Lambda bakteriyofaji 50 kb uzunlugundadir
ve 20 kb yabanci DNA bu vektorlere sokulabilmektedir.

Kozmid vektorler

Dogal yolla meydana gelmezler. Plazmid ile lambda DNA'sinin
birlestirilmesi ile elde eden hibrit vektor sistemleridir. Yani bir bakteriye
ait ve replikasyon orijin bolgesine sahip plasmidle, buna birlestirilmisg
lambda faji yapiskan ucundan (cos, cohesive ends) olusturulmuslardur.
Cos dizisi vektorin protein kilif icine paketlenmesi igin gerekli sinyal
dizisidir. Bunun yaninda bir kozmid vektéri bir replikasyon merkezi, bir
antibiyotik direng geni ve ¢oklu klonlama bdlgesi icerirler. Restriksiyon
enzimi ile kesilen bir kozmid vektére 35-50 kb buytkluginde DNA par-
calar: eklenebilir.

Bakteri yapay kromozomlar1 BAC
(Bacterial artifical chromosomes) vektorleri

Antibiyotik diren¢ geni, RE bolgeleri, F faktoér genlerini icermek-
tedir. BAC vektorleri buyik DNA fragmentlerini klonlamada ve 6zellikle

blyik genomlarin sira dizilerinin eldesinde kullanilirlar. BAC vektéri
300kb’a kadar yabanct DNA'y1 icine alabilir.

Maya yapay kromozomu, YAC
(Yeast artificial chromosomes) vektorleri

Cok buyuk DNA (200-500 kb veya 1-2 Mb ) fragmentlerini ka-

bul edebilir. Bir kromozomun énemli 6geleri olan telomerleri, sentromeri
ve replikasyon baslangi¢ noktasini igerirler. 1 Mb DNA tasiyabilir. Maya
hiicresinde ¢ogalabilir. Insan Genom Projesinde kullanilmustir.

176
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Memeli yapay kromozomu (MAC) vektorleri

Memeli yapay kromozomlari, kromozomlarin fonksiyonel boélge-
lerini (sentromer, telomer, replikasyon orijini) tasiyan ve hiicreden ba-
gimsiz olarak ¢ogalabilen molekillerdir. MAC yuzlerce kb buytkliginde
genomik DNA tasiyabilir.

insan yapay kromozomu (HAC) vektorleri

HAClar, insan DNA dizileri, sentromer dizisi, telomer dizisi ve
DNA replikasyon noktasmnin olmasi ile gen tedavisi icin avantajlari olan
bir vektordur.

Ekspresyon Vektorleri

Promotor bolgesi bulunan vektoérlerdir (plazmid, mekik, vs olabi-
lir). Bir proteini ytiksek miktarda tiretmek igin kullanilir.

rDNA TEKNOLOJISINDE MAKAS GOREVi YAPAN RESTRIKSIYON
ENZIMI

Restriksiyon enzimi (restriksiyon endontikleazi, kesme enzimi,
makas veya sinirlama enzimi de denir) cift zincirli DNA molekillerindeki
belli ntikleotid dizilerini taniyan ve her iki zinciri birlikte kesen bir enzim
taradar. Nukleazlarin adlarint ayrica bir 6n ek ‘endo’ veya ‘ekzo’ ilave
edilmistir. Restriksiyon endontkleazlar, bir niikleik asit zincirini i¢ kisim-
dan ve belirli bir niikleotit dizisinden kesen nukleazlari, restriksivon ek-
zonlikleazlar ise DNA zincirini uglardan kesen ntikleazlar: ifade eder.

Restriksiyon enzimleri DNA cift sarmalinda kendilerine 6zgt ta-
nima dizilimini seker ve fosfat omurgasindan kirar (Sekil 162). Bazi rest-
riksiyon endontikleazlar spesifik tanima dizilimine ihtiyag duymazlar.

e Tanima dizileri baz1 restriksiyon enzimleri igcin DNA zincirinin
her ikisinde de aynidir. Bunlar palindiromik diziler olarak ad-
landirilirlar.

e Restriksiyon enzimleri DNA helixiyapiskan veya kit uclar mey-
dana getirebilir. Yapigkan uglar komplementerleriyle birlesme
egilimindedir.
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Bu 6zel enzimler, bakteri ve arkelerde bulunurlar. ilk olarak
1968'de K.W. Wilk, H.O. Smith ve T.S. Kelley tarafindan Haemmophil-
lus influenza bakterisinden Izole edilen bu ilk enzim Hind II'nin kesfidir.
Gunumuzde yaklasik 250 adet farkl bakteri susundan (irkindan) elde
edilmis 1200°e yakin RE enzimi saptanmustir. Bu enzimlere genellikle
izole edildikleri mikroorganizmay: yansitan isimler verilir. Bu enzimler
adlandiribirken izole edilen bakterinin cins isminin ilk harfi ve tir isminin
ilk iki harfi kullanilir. Romen rakamu ise enzimin izolasyon sirasi belirtilir.
Ornegin EcoRI enzimi (E = cins (Escherichia), co = tirr (coli), R = sus
(RY 13) I = Bu mikroorganizmadan izole edilen ilk RE oldugunu belir-
tir), Hind Il (Haemophilus influenzae Rd susu)

Bu enzimler virtislere karst bir savunma mekanizmasi olan restrik-
sivon modifikasyon sistemine aittirler. Bakteri ox igindeki gorevleri hicre
icine giren yabanci kaynakli DNA'lari parcalamaktir. Bu islem sirasinda
bakterinin kendi DNA's1 zarar gérmez cinkl metilasyon enzimi olan
metilaz enzimleri restriksiyon enzimlerinin kesim bolgelerine metil grubu
ekleyerek (metilasyon) DNA'y1 restriksiyon enzimlerin kesiminden korur
ve hiicrenin kendi DNA'sin1 parcalamasimi 6nler (Sekil 162).

(a) A (b)
)Y Restriction f\ce%?il B
W [ enzyme ylas
Ecofl

L]

& ' e - GJAJALITRET)C e
] RI
Unmethylated u B8 | rics?ricticn Unmethylated —~
DNA ! DNA ~
—MM'—W e i i
3 5 3 5%

%Ckmvage

L)

; Restriction
Cohesive ends enzyme Y EcoRl will not cleave
z 1 Ecofl . T - CH, methylated DNA
5’ KK 5 3
l ! GJAjJAjTTC
Methylated
DNA =
CITATRARALG
3 5' 3 5

CH,

Sekil 162. Makas Goérevi Yapan Restriksiyon Enzimi
(Rewland-Geldsmith, 2012)
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Bir restriksiyon endontkleazlari énce bir DNA molekuliinii boydan
boya tarar. Kendi tanima zinciriyle karsilagtiginda ona baglanir ve cift
sarmalin her 2 ipligi Gizerinde birer adet seker fosfat bagini keser. Seker-
fosfat omurgasindaki fosfodiester baglarmi keser. H baglarini kesemez.
H baglar fosfodiester baginin kirilmasiyla ¢ozeltideki termal (is1) hareke-
tinden dodan enerjinin etkisiyle kendiliginden kirilir. RE enzimlerinin
cogu 6zgun bir tanima dizisinden DNA'y1 keser ve 3 farkl tipte ug tretir:

1) 5’ Yapiskan Uclar:

Enzim 5 uctan tek iplikli birka¢ ntikleotit uzunlukta bir uzanti
birakarak DNA'y1 keser (Sekil 163).

Ornek: BamH [ (Bacillus amyloliquefaciens H)

. v .
BamH | 5-A-T-6-6-A-T-C-C-Aa-A-3 BamHl -A-T-G 5 6-A-T-C-C-A-A-
5...GGATCC...3 FTrrrrrrrni —» |11 I
) . ae-T-R-C-C-T-A-6-6-T-T-g+ —T-R-C_C-T- G-T-T-
3 CCTAGG. 5 3T1CCT1\G‘GTT5 T-A-C-C-T-R-G

Sekil 163. 5 Yapiskan Ug¢ Olusumu

(http://www sigmaaldrich.cem/catalog/preduct/sigma/r8268?lang=en&region=TR, 2017)
(https://www.slideshare.net/veerender kambam/dna-clening-intro, 2012)

2) 3’ Yapiskan Ugclar:

Bu kez uzantilar 3’ ucta olusur (Sekil 164). Ornegin: Kpn I
(Klebsiella pneumoniae)

Kpn | . v . 5
) ; . 5.¢-a-6-6-T-ac-c-cT-3 Kpnl “6-A-6-6-T-A-C C-C-T-
5...66TAdC...7 | (NEEEEl A #— 111 o
3 .. CICATGG...5 3 -C-T-C;C—R-T-G-G—G-h- 5 -C-T-C 3.(:_]1_1‘_(;_[;_(;_];_

Sekil 164. 3’ Yapiskan Ug Olusumu

(http:/ /mvww .sigmaaldrich.cem/catalog/preduct/sigma/r125&8?lang=en&region=TR, 2017)
(https://www.slideshare.net/veerender kambam/dna-clening-intro, 2012)
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3) Kiit Uclar:

Kesimin her 2 ipligi Gizerinden ayni noktadan yapilmasiyla
uzantisiz esit uclarm olusma durumudur (Sekil 165). Ornek:
Sma [ (Serratia marcescens)

. v .
Smal 5 1-n-€c-c€-6-6-6-T-c-3 Sma 1 -T-A-C-C-C 6-G-G-T-C-
5...CCOGGG. .. 3 [ T I | .t I I | [ I I |
, . 2-R-T-6-6-6-C-C-C-A-G- 5+ -A-T-6-6-G C-C-C-R-6-
3...GGGcCC...5 3 - 5

Sekil 165. Kit Ug Olusumu

(http://www.sigmaaldrich.com/catalog/preduct/sigma/r45037lang=en&regien=TR, 2017)
(https://www slideshare.net/veerender kambarmy/dna-cloning-intro, 2012)

Bazi restriksiyon enzimlerinin kesim boélgeleri tablo 10’da veril-
mistir.

Tablo 10. Bazi restriksiyon enzimlerinin kesim boélgeleri

Some restriction enzymes

[ q Restriction recognition site in
Enzyme Source organism double-stranded DNA Structure of the cleaved products
(a) .
EcoRi Escherichia s SR =4 5 RN
ofi ] _—
i SRS RSN GSs —C—T—T—A—A 5 6—
t S’ overhang
{
Pstl Providencia 5 ST L] EET=EECA 3 =
tuartii L i
stuartis g1 2
t 3’ overhang
{
Smal Serratia 5’ e TEe= =G ER=esg GGG~
marcescens ] =
Bt r== s = oo o ==
] Blunt ends
(b) |
Haelll Haemophilus s’ m == s ==
i —_—
REpaas —€—€c—G—G— 5 = s 6—6—
t Bluntends
f
Hpall Haemophilus s’ EEEEEGaaE =a €—G—G—
infl ® —
i —6—G—C—C— & —6—6—¢ 5 e«
t S’ overhang

(http://slideplayer.com/slide/7876413/, 2017)

Baglama veya ligasyon, rDNA teknolojisinde klonlanacak ge-
ni tagiyan DNA parcgalar ile vektorin bir enzim aracidi ile birbirlerine
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baglanmasi islemine denir. Bu islem icin ligaz enzimleri gérev yapar.
Yapiskan uglarin ligasyon etkinligi kit uglara gore oldukga yiiksektir. Bu
nedenle klonlama cgalismalarinda genellikle yapiskan uclar tercih edil-
mektedirler. Klonlama calismalarinda eger klonlanacak DNA kiit uclu ise
kisa cift iplikli adaptér ya da baglayicr (linker) molekiller eklenir. Bu
molekiller yapigskan u¢ meydana getiren, vektdr DNA ile uyumlu bir
restriksiyon enzimi kesim bolgesi icerirler ve cok yiksek DNA konsant-
rasyonlari ile ¢alisiimasini gerektirir.

GEN KLONLAMA BASAMAKLARI

rDNA teknolojisinin ilk asamasi calisilan organizma DNA’s1 ve
vektér DNA’sinin izolasyonudur. Daha sonra organizmadan elde edilen
DNA'nin ilgili parcasmin restriksiyon enzimleriyle kesildikten sonra bak-
teri plazmiti gibi kendisi cogalabilen bir tasiyict DNA (vektoér) icine enteg-
re edilmesidir. Vektér DNA'st ve icine eklenen DNA pargasmin olustur-
dugu yeni DNA molekiliine “rekombinant DNA” denir. Daha sonra bu
molekul bakteri hiicrelerine aktarilarak ¢ok fazla miktarda ilgili genin
uretimi saglanir (Sekil 166). Bunlari acacak olursak;

1- Kaynak DNA’nin ve vektor DNA’sinin izolasyonu:
rDNA Uretiminin ilk asamasi calisilan organizma DNA'si ve wvektor
DNA'sinin izolasyonudur. DNA izolasyonu hticre duvari ve/veya hiicre
zarmin SDS (sodyum dedosil sulfat) gibi deterjanlarla zayiflatiip parca-
lanarak DNA'nin agi@a cikarilmasi, protein ve polisakkaritlerin organik
cozicllerle, RNA'nin da RNaz enzimi ile ortamda uzaklastirilmasi ve
sonrasinda DNA'nin tuz ortaminda alkol ile ¢coktiriilmesi basamaklarin-
dan olusmaktadir. Vektér DNA'larinin izolasyon metotlart kullanilan
vektor tiplerine gore bazi degisiklikler gostermektedir. En yaygin vektor
olan plazmitlerden DNA izolasyonu i¢in kullanilan yéntemler genomik
DNA izolasyonunki ile aynidir. Kaynak DNA PCR ile c¢ogaltilmis gen
veya genler, in vitro kosullarda yapilmis sentetik DNA'lar olabilir. Eger
genomik DNA kaynak ise o zaman DNA restriksiyon enzimleriyle kesilir,
belli boyutlarda DNA pargalari iceren karisim elde edilir (Sekil 166).
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2- Restriksivon enzimleri ile DNA’nin kesilmesi: Kesim
noktalari simetri merkezinde veya diginda olabilir ve buna bagh olarak
da kit veya yapigkan uclu DNA fragmentleri verirler. RE enzimi DNA cift
sarmalinin seker-fosfat omurgasindan keser. Genomik DNA fragmentler
icin hangi RE kullanilmigsa, ayni enzim vektér icin de kullanihir. Cinki
vektdr DNA'st ile genomik DNA fragmentleri arasinda birlesmenin sag-
lanabilmesi icin bu uclarin birbirlerinin komplementeri olmasi gerekmek-
tedir (Sekil 166).

3- Uygun gen tasima aracina (Vektor) aktarilmasi: En ¢ok
kullanilan vektér pBR322 plazmittir. Restriksiyon enzim kesimi ile olustu-
rulmus ayni yapigkan ug dizisini tasiyan DNA parcalar birbirleri ya da
aynt restriksiyon kesim yapilmis bagska DNA parcalari ile in vitro sartlar-
da birlestirilebilir. Bu islem DNA ligaz enzimleri ile gergeklestirilir ve li-
gasyon olarak bilinir. Rekombinant DNA teknolojisinde ligaz enzimi ilgi
duyulan DNA parcalarini vektér DNA molekillerine in vitro sartlarda
kovalent baglarla baglayarak rekombinant DNA elde edilmesinde kulla-
nilir. DNA ligaz enzimi ATP varliginda birbirine gegici olarak hidrojen
baglar ile tutunmus yapigkan ug tasiyan DNA pargalarindan birinin 3°
hidroksil ucuyla, vektérin 5° fosfat ucu arasinda 3°-5' fosfodiester bagi

olusumunu Kkatalizler. Rekombinant DNA (Rekombinant Plasmid)
elde edilir (Sekil 166).

4- Rekombinant DNA'nin alici hiicreye aktarilmasi: Alici
hicre olarak bu plasmidlerin ait oldugu uygun konakei hiicreler kullani-
lir. pPBR322 ve pUC i¢in en uygun alict E. coli’dir. pUB110 plasmidi igin
ise B. Subtilis’tir. Vektor ve genomik DNA segmentleri birlesmesinden
olusan rekombinant plamid, yeteri miktarda konakci E. coli ile birlikte
bulundurulduktan sonra, icinde Ca*? iyonlar1 bulunan uygun bir sivi
besi yerine transfer edilirler. E. coli 60-90 dakika kadar 37°C'de uretilir.
Ortama katilan CaClzE. coli 'nin ylzeyini, sirkiler plasmid DNA's1 icin
gecirgen hale getirir ve rekombinant plasmid kolayca bakteriye transfer
olur. Rekombinant vektoriin konakgr bir hiicreye aktarilmasinda eger
hiicre igerisine aktarilan vektor plazmit ise ‘transformasyon’ aktarilan bir
virGs ise “transfeksiyon” denir.

5- Istenilen geni tasiyan E. coli 'lerin secimi (seleksi-
von): Sivi ortamda uretilen saf E. coli kiltirinden iginde antibiyotigi
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iceren kati besi yerlerine tretilirler (Sekil 166). Antibiyotiklere direnclilik,
secici ortamlar hiicre seciminde etkilidir. Bu durum karsisinda, antibiyo-
tikli ortamda tireyen kolonilerden biri segilerek saf olarak uretilir. Bunlar
uygun kosullarda saklanabilir ya da arzu edildiginde adi gegen geni tre-
ten bir fabrika gibi kullanilabilir. Giniimuzde degerli proteinlerin genleri
ekspresyon vektoérlerine klonlanmig olarak mevcuttur ve bunlar cesitli
firmalardan tcreti 6denerek temin edilebilmektedir.
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Sekil 166. rDNA Teknolojisinin Ana Basamaklar:
(Rewland-Geldsmith, 2012)
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REKOMBINANT TEKNOLOUJISiNIN KULLANIM ALANLARI

Rekombinant teknolojisinin kullanim alanlari ¢ok genistir. Bu
teknoloji sayesinde instlin Gretimi, farmosotik Grinlerin Gretimi, herbisit-
lere karst dayanikl kiltar bitkileri, rekombinant asilar yapildigi gibi, ge-
netik hastaliklarin tedavisinde, adli tipta kullanilir. Hastaliklarmm moleki-
ler seviyedeki patolojik tanilar1 (Diyabet, koroner arter hastaliklari, Alz-
heimer, sizofreni, Parkinson), Genetik hastaliklarin molekiiler nedenleri
(Thalessemia, Fenilketonuri, Tay-Sacs hastaligi, Hiperkolesterolomi,
Kistik fibrozis vd), Ilac sanayisinde, Cevre mithendisliginde biyolojik
savag super bakterilerin elde edilmesinde, endustriyel enzimlerin ve
hormonlarin Gretiminde énemli bir yere sahiptir.

Rekombinant DNA Teknolojisinde en buiyiik bulug 1985 yilinda,
bir ya da iki hiicreden elde edilen DNA materyalinin birkag saat icerisin-
de cogaltilarak genetik taninin konmasini saglayan Polimeraz Zincir Re-
aksivonu (Polymerase Chain Reaction: PCR) yénteminin uygulamaya
konmasidir. 1984: Mullis ve arkadaslarinin kesfi, daha sonra Nobel 6dii-
G almiglardir. Bu reaksiyon ile DNA >106 kat c¢ogaltirabilir. PCR igin
Sicakliga dayanikli (thermostabil) DNA polimeraz (Taq, Vent, Pfu, vs.).
gene 6zgl oligonukleotidler (primer) ve dNTP’ler ve tampon gereklidir.

Temel 3 asama 30-35 dongti (cycle) tekrarlanir (Sekil 167):

1. Denaturasyon (90-95°C): Dubleks DNA*“nin (cift iplik¢ikli
DNA) yuksek sicaklikta tek iplikciklere ayrilmasi

2. Hibridizasyon (Annealing) (50-70 °*C): Primerlerin uygun si-
caklikta hedef DNA*“ya baglanmasi.

3. Amplifikasyon (Extension) (70-75 °C): DNA polimeraz ile
primerin 3'OH grubuna ntklectitlerin eklenerek DNA'nin
uzatilmasi.
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‘lh’ﬂﬂ""ﬂb'ﬂ“’«ﬁﬂ*ﬂb% ‘ Kalip DNA

| 1. Asama
L g - PNyl uilly  Denatiirasyon
(94°C’de 1 dakika)

2. Asama
Primer Baglanmasi
(50-54°C’de 1 dak)

T, 3
s IS 3, Asama

ST s T WL N 2 7 Yeni Zincir Sentezi
'l Y (72°C’de 2 dakika)

Sekil 167. Polimeraz Zincir Reaksiyonun Temel Asamalari
(https://genotyping.files.wordpress.com/2007/03/per.git, 2007)
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HUCRESEL SINYAL ILETIMI

Cok hicreli organizmalarda canlihigin devami hiicreler arasi ha-
berlesme agiyla farklh doku ve organlar arasinda buytime, farklilasma ve
metabolizmanin diizenlenmesine baglidir. Bir hiicre tzerindeki 6zel bir
proteinin komsu hiicre Gizerindeki reseptorlerine baglanmasi komsu hiic-
renin farklilasmasina neden olur. Hicreler arasindaki iletisim hiicre sin-
yaliyle gerceklesir. Hiicre ve uyaran tipine bagl olarak sinyale verilen
dzel cevap gen ifadesi, enzim aktivitesinin degistirilmesi, hicre iskelet
yapisinin diizenlenmesi, DNA sentezinin aktive edilmesi ve hiicre 6la-
muyle olabilir. Hicre haberlesmesindeki temel prensip ¢evreden veya
diger bir hiicreden alinan uyarinin hiicre ici bilesenlerine iletilmesidir.
Sinyalin hticre icine iletilmesine ‘sinyal transdiiksiyonu’ denir.

Hucreler arasi haberlesme 6 kisimda incelenir;
1- Haberci molekuiliin sentezi

2- Sinyal molekilunin salgilanmasi

3- Sinyal molekuliiniin hedef hiicreye iletilmesi

4- Sinyal molekultiiniin 6zglin bir reseptére birlesmesi
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5- Reseptor sinyal kompleks tarafindan hiicresel cevabin olugtu-
rulmasi

6- Sinyalin ortadan kalkmasi ve hilicresel cevabin sonlanmasi

Hucre disi haberlesme hayvanlarda sinyal etkisini mesafesine go-
re endokrin, parakrin ve otokrin olmak tizere 3’e ayrilir (Sekil 168);

1- Endokrin Sinyal: Sinyal molekiili hormon olarak isimlendi-
rilir. Hormonlar endokrin organlarin hiicreleri tarafindan sentezlenir ve
kan yoluyla tasinarak kendinden uzak mesafedeki hedef hiicrelere etki

eder (Sekil 168).

2- Parakrin Sinyal: Sinyal molekili nérotransmitter olarak
isimlendirilir. Burada bir hiicre tarafindan salgilanan sinyal molekulleri
yalnizca kendisine yakin mesafedeki hiicrelere etki eder (Sekil 168).
Ornegin; bir sinir uyarisini bir sinir hiicresinden bir baska sinir hiicresine
ya da kas hticresine iletimi parakrin sinyaliyle olur.

3- Otokrin Sinyal: Hucreler kendi salgiladiklar1 kimyasallara
cevap olustururlar (Sekil 168). Bir¢cok buyime faktora bu sinyalle etkile-
nir. Sinyali tasiyan molekuiller (hormon, nérotransmitter) ‘ligant’, bu
liganti kabul eden molekule ‘reseptér (almag) denir. Ligantin reseptore
baglanmasi sonucu reseptérde yapisal bir degisiklik olur ve ligant resep-
tor kompleksi olusur. Ligantlarin hiicre yiizeyindeki reseptorlere bag-
lanmalari 2. haberci olarak adlandirilan hiicre ici sinyal molekiillerinin
konsantrasyonunda bir artisa ya da azalisa neden olur. En énemli 2.

haberciler; cAMP, cGMP ve Ca*“dir.
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Forms of Chemical Signaling

Autocrine A cell targets itself.

Signaling across gap junctions | A cell targets a cell connected by gap junctions.

Signaling Target
cell cell

Paracrine A cell targets a nearby cell.

Signaling b Target
cell cell

Endocrine A cell targets a distant cell through the bloodstream.

Signaling Target
cell cell

bloodstream

Sekil 168. Endokrin, Parakrin ve Otokrin Sinyal
(http://blog.essaycorp.cem/what-is-a-cell-signaling/, 2017)

SINYAL ILETIMINDE cAMP'nin ROLU

cAMP Kkatalitik bolgesi hiicre zarinin sitoplazmaya bakan yiiziin-

de bulunan ve integral membran protein olan adenil siklaz enzimi tara-

findan ATP’den sentezlenir.

ATP___ADENiLSiKLAZ ______ >cAMP.

Bu molekil bir hormon ya da baska bir ligantin reseptére bagla-

narak getirdigi 1. mesaji hiicre icine tasir. Hiicrede glikoz mobilizasyonu

cAMP ile sinyal iletimine bir 6rnektir (Sekil 169).
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Kanda seker seviyesinin ayarlanmasinda 2 énemli hormon rol
almaktadur.

1- Glukagon: Pankreastan salgilanir. Kanda seker seviyesi di-

stince salgilanir. Karacigerdeki glikojenin yikimini uyarmakta-
drr.

2- [nsiilin: Pankreastan salgilanir. Kanda seker seviyesi yikse-
lince salgilanir. Kas ve karacigerde glikozu glikojene ceuvirir.

Glukagon ve instilin zit etki gosterirler. Glukagon instlinin etkisi-
ne ters tepki vermektedir.

Glikoz mobilizasyonunda ilk olarak hormonun reseptore (adenil-
siklaza) baglanmasi ve yapisal bir degisiklikle adenilsiklazin aktif olmasi-
dir. Sentezlenen cAMP, sitoplazmaya yayilir ve sitoplazmada bulunan
protein kinaz A (pKA) olarak isimlendirilen bir enzime baglanir ve béyle-
ce pKA'nin aktif olmasi saglanir (Sekil 169). Karaciger hucrelerinde
PKA'nin hedef substratlar glikojen mobilizasyonunda rol alan glikojen
sentataz ve fosforilaz kinazdir. Glikojenin parcalanmasini fosforilaz, sen-
tezin ise glikojen sentaz saglar.

,First messenger
Adenylyl

G protein _ cyclase

G protein- coupled
receptor

Second
messenger

Cellular responses

Sekil 169. Sinyal iletiminde cAMP’nin Roli
(https://www.slideshare.net/jayswan/chapter-11-textbeek-presentation, 2010)
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Glikojen sentatazin fosforilasyonu pKA'nin katalitik aktivitesiyle
inhibe edilir ve boylece glikozun glikojene dénisimi engellenir. Buna
karsilik fosforilaz kinazin fosforilasyonun aktive edilmesiyle bu enzim
aktive edilir ve glikojenin yikimi uyarilir (Sekil 170). Fosforilaz reaksiyo-
nunda glikoz 1 fosfat, glikoza dénustr ve bu sekilde kan dolasimina veri-
lir. Glikojen sentetaza P eklenmezde (defosfo) bu enzim aktiftir ve gluko-

zu glikojen halinde depolar (Sekil 170).

Glikejen sentataz

Glukoz - . Glikojen

-+

Glikejen fosforilaz

Defosfosekil (alitif)

Glikojen sentataz
Fosfo sekil  (inalktif)

Fesfo sekil (alktif)
Glikojen testerilaz =

—— Defosfosekil (inalstif)

: : O
S - OH Fostorilasyon o7 I
/serin ' > /serin ——0—l|)—0

0O

| L-] l . |
\Enzim .. : . \Enzim

_J
y & ]
o

Sekil 170. Fostorilasyon ve Defostorilasyon ile Enzimlerin
Aktif ve Inaktif Halleri

(http://194.27.141.99/d esya-depe/ders-notlari/emel-ulakoglu-zengin/
enzimler%Z2@sunum.ppt, 2017)

191






KANSER MOLEKULER BiYOLOJISI

Kanser, normal bliyiime ve farklilasmay: saglayan mekanizmalar
Gizerindeki konroliin kaybolmasi nedeniyle degisime ugramis bir hiicre-
nin sinirsiz ¢ogalmast sonucu gelisen bir hastaliktir. Kanser hiicrenin
cogalmasini farklilasmasimni ve sag kalmini denetleyen kritik genlerde
gerceklesen degisikliklerden kaynaklanir. Tumoér viruslar ile yapilan
aragtirmalar belirli genlerin hicreleri transforme edebildiklerini gostere-
rek kanserin molekiler temelleri hakkinda ilk bulgularin elde edilmesini
saglamigtir. Buna ragmen insan kanserinin biiyiik cogunlugu (yaklasik
% 80’i) viruslarin etkisiyle degil, radyasyon ya da kimyasal karsinojenez
gibi bagka nedenlerle ortaya cikar. Bu yizden viral onkogenler ile yapi-
lan arastirmalarin énemli bir yonii de viruslara bagl olmayan kanserle-
rin olusumunda rol oynayan hiicresel onkogenlerin calismalarla belir-
lenmis olmasidir. Viral ve hicresel onkogenler arasindaki temel iligki
onkogenik retroviruslar Gzerinde yapilan arastirmalar sayesinde tanim-
lanmustir

Canli organizmalarda hiicre ¢cogalma regiilasyonu cesitli faktorle-
rin etkisiyle bozulur. Canlinin ihtiyaci clmadig: halde herhangi bir doku-
da meydana gelen kontrolstiz hiicre béllinmesi sayisal olarak hiicre arti-
sina ve sonugta timor olusumuna neden olur. Tumoérler iyi huylu (be-
nign) ve kota huylu (malign: kanser) olmak Gzere 2'ye ayrilir. Tumor
ayrica kemik, kas ve bag doku hiicrelerinden kaynaklanan ‘sarkoma’
deride oldugu gibi epitel doku hiicrelerinden kaynaklanan ‘karsinoma’
ve kan dokudan kaynaklanan ‘losemi’ olmak lizere 3’'e ayrilir. Sayisal
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olarak artig gosteren kanser hiicreleri artan besin ihtiyaclarini karsilamak
icin kan ve lenf yolyla diger dokulara yayilirlar. Viicudumuzdaki birgok
hiicrenin serbest dolagsma izni yoktur. Yani bolindikleri yerde yasar ve
olurler. Kanser hiicreler ise vicut icinde dolasirlar. Her timor hiicresel
DNA molekiliindeki bir ya da daha fazla mutasyon sonucu ortaya cikar.
Kanserli hasta grubunun % 20’ si kalitsaldir ve yavru hiicrelerde kanserli
olur,

Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

e Kanserlesen hiicre ireme kontroliinii kaybetmistir.

e Kanserlesen hiicre dokuya 6zgl olan yapisal ézelligini ve mor-
folojik yapisint kaybetmistir. Kanserlesen hiicreler normal hiic-
relere gore kiictik, ancak nukleuslart bayuktir.

e Kanserlesen hiicrenin metabolizmasi degismistir, seker alinimi
artmustir.

¢ Kanserlesen hiicrede proteinlerin bir kismi sentezlenemez.
e Kanserlesen hiicrenin antijenik dzellikleri degismistir.

e Kanserlesen hicrenin sitoplazmik hacimleri normal hicrelere
oranla daha kiictik ve mikroskopta kolaylikla ayirt edilir.

e Kanserlesen hiicrede apoptozis mekanizmasi engellemistir.

KANSER OLUSUMUNDA ETKILi OLAN GENLER

Protoonkogenler ve Selliiler (hiicresel) Onkogenler (c-onc)

Protoonkogenler hiicrelerin biiyiime ve farklilasmasinda rol alan
bliytme faktorl ile bu buyime faktdrlerinin sinyal iletiminde yer alan
proteinleri (reseptorler, sitoplazmik proteinler ve c¢ekirdekte yer alan
transkripsiyon faktérleri) kodlayan normal genlerdir.

Normal hiicrelerdeki protoonkogenlerin asiri aktivasyon ve asiri
ekspresyonu sonu selliller onkogenler (c-onc) meydana gelirler. Proto-
onkogenlerin asirt uyarimlar birkag tarzda meydana gelebilir. Bunlar:
Insersiyonal mutagenezis. kromozal transpozisyon (translokasyon), gen
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amplifikasyonu, nokta (point) mutasyonu, retroviral (transdiiksiyon)
aktivasyondur (Sekil 171).

Bu genlerde olugsan bir takim degisiklikler sonucu onkogenler
olumaktadir. Diger bir deyisle onkogenler protoonkogenlerin degisiklige
ugramis homologlaridir.

Protonkogenlerin onkogenlere déniisimii sonucunda bliyime
faktorlerinin Gretimi artmakta, hiicre boliinmesi Gizerindeki kontrol kay-
bolmakta, hiicre membraninda biyume faktérii uyarisiyla baglayip, ce-
kirdege ulasan sinyal ileri sistemi kontrolstiz uyarilmakta, c¢ekirdekte
transkripsiyon faktérlerinin sentezi artmakta, hiicre kontrolsiiz bir sekilde
cogalmaya devam etmektedir.

proto-oncogene ->oncogene

Pnbm
ONA QD N
Traradacztion or ransposiiion
gene moaved 1o new locus, Gene arryilificstiorc Poim mustation
under new contrals multiple copise of e gene withen the gene
AR WY AN N\%  SANEEERNY | AN
New
= | e
000 999 0O
Wm mzﬂ Hyperactive or
protein in excess protein in excess resistant protein

Sekil 171. Protoonkogenin Onkogene Dénitismesi
(https://www.slideshare.net/vishakha 99/oncogenes-52480851. 2015)
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Baslica Onkogenler

Erb-B2: Epidermal buiyiime faktéri (EGF) igin hiicre ylizey re-
septoruni sifreleyen gen ailesi tarafindan kodlanmakta. Gen amplikas-
yonu ile aktiflenen erb-B2 onkoproteininde tirozin kinaz stirekli olarak
aktiftir ve gekirdege stirekli olarak béliinme sinyaller iletmektedir. erb-B2
onkogeninin meme, over ve gastrik kanserle iligkili oldugu belirlenmistir

(Tablo 11).

ras: ras protoonkogen ailesi hiitcre membraninin i¢ yiziine loka-
lize olmustur. GTPaz aktivitesine sahiptir ve hiicresel bliyimenin kontro-
liinden sorumlu olan p2l1 proteinini kodlanmaktadir. Mutasyona ugra-
mis ras onkogeninin Grint olan p 21'in intrinsik GTPaz aktivitesi ¢ok
distktir. Bu durumda p21 stirekli GTP baglh aktif formunda kaldigin-
dan hiicre proliferasyona devam etmektedir (Tablo 11).

myc: Hicre buyumesi ile iligkili genlerin ekspresyonunu kontrol
eden bir transkripsiyon faktéridir. Anormal myc ekspresyonu anormal
buyume ile iligkilidir (Tablo 11).

abl: Normalde 9. Kromozomda bulunan abl geni 22. Kromo-
zomda bulunan bcr boélgesi ile birlegsmistir. Bel-abl geninin Girinit non-
reseptor bir tirozin kinazdir. Tirozin kinazlar proliferasyonu uyaran sinyal
ileti mekanizmasinda goérev yaparlar (Tablo 11).

Tablo 11. Bazi Onkogenler

Virus Name Species Tumor Oncogene
Rous sarcoma RSY chicken sarcoma sre
Harvey murine sarcoma Ha-MuSV  rat sarcoma & erythroleukemia Has
Kirsten murine sarcoma Ki-MuSV rat sarcoma & erythroleukemia K-ras

M oloney murine sarcomaMo-MuSY mouse sarcoma mos

FBJ murine osteosarcom&BJ-MuSY mouse chondrosarcom a fos
Simian sarcom a SSvY monkey sarcoma 88

Feline sarcoma PI-FeSVY  cat sarcoma sis

Feline sarcoma SM-FeSVY cat fibrosarcoma fms
Feline sarcoma ST-FeSV  cat fibrosarcoma fes

Avian sarcoma ASVA17 chicken fibrosarcoma Jun
Fujinami sarcom a Fusy chicken sarcoma fps

Avian m yelocytomatosis MC29 chicken carcinom a, sarcoma, & m yelocyt orya
Abelson leukemia MuL VvV mouse B cell lymphoma abl
Reticuloendotheliosis REV-T turkey Iyrn phatic leukemia vel

Avian erythroblastosis AEV chicken erythroleukemia & fibrosarcoma em8, erbA
Avian m yeloblastosis AMY chicken m veloblastic leukemia myb

(http://genes.atspace.org/28.3.html, 2017)
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Tiumor olusturan viruslar;

Bazi normal genlerin onkogenlere déniisebildigi ilk olarak timor
virGsleri ile ilgili calismalarda dikkati cekmistir. Virts ile enfekte konak
hiicre genomunda bulunan baz genlerin viral onkoproteinleri sentezlet-
tigi belirlenmistir. Insanlarda ve hayvanlarda tumér olusturan bircok
nedenin arasinda biyolojik faktérlerden olan viruslar da (onkojenik vi-
ruslar, onkoviruslar) bulunmaktadir.

RNA Viruslari: Retroviruslari ve DNA Viruslar:: Adenoviruslar,

herpesviruslar, hepadnaviruslar, papovaviruslar, poxviruslar'dir (Tablo
12).

Tablo 12. Onkogenik DNA ve RNA Viruslar
Oncogenic viruses

DNA viruses RNA viruses
» HMHerpesviridae * Flaviviridae
- HumantHerpes Virus 8 - (hepatitis C virus HCV)

(HHVS8) a.k.a Kaposi's
sarcoma associated virus i Ralkoimdae

- Epstein-Barr virus (EBV) 9
o - Human T-cell lymphotropic
* Papovaviridae virus (HTLV typel)

- human paplliloma virus
(HPV)

> HMepadnaviridae
- hepatitis B virus-(HBV)

(http://slideplayer.com/slide/781355/, 2017)

Protoonkogenlerin kodladigi proteinler 6nlerine c (cellular), on-
kogenlerin kodladigi proteinler ise onlerine viral kaynakli olduklarmni
ifade eden v harfi ile izole edildigi virGsti tanimlayan tg¢ harfli bir kelime
ile ifade edilmektedir. Ornegin; v-sis Simian Sarkoma viriisiine ait prote-
ini gdstermektedir. Orn: Raus sarkoma virtstiniin tasidigi onkogen ‘v-
src’, hiicresel genomdaki benzeri olan gen ise ‘c- src’ olarak tanimlanir.

Bazi v-onkogenler, c-onkogenlerden Kkalitatif olarak farkhdir. c-
onkogenler yiksek seviyelerde bile aktif degilken v-onc’ ler diisiik pro-
tein seviyelerinde bile onkogeniktir.

19.7



MOLEKULER BiYOLOJININ TEMELLERI

Viral enfeksiyon sirasinda bazen bir protoonkogenin DNA dizisi
virtis tarafindan kopyalanir ve kendi genomuna yerlestirilir. Tekrarlayan
viral enfeksiyonlar sirasinda bu genin bazi noktalari mutasyona ugraya-
bilir. Bunu takip eden viral enfeksiyon sirasinda bu viral onkogen ifade
edildiginde sentezlenen anormal protein konak hiicrenin normal hicre
blylmesini etkileyerek, hiicreyi bir timér hiicresine déniigtiirebilmekte-
dir. Onkogenler hiicrenin malign degisimine yol agan ¢esitli proteinlerin
sentezinden sorumludur. Onkogenlerin Uriinleri olan onkoproteinler
hicrede surekli olarak etkin kalmakta, inaktive olamamaktadir.

Tiuimor Supresor Genler (Antionkogenler, Onkosupresor
Genler)

Hucre cogalmasini kontrol altinda tutan genlerdir. Etkilerini; bo-
zulmus hiicre déngistuniin devamint engelleyerek, gerekli durumlarda
hiicreleri apoptozise yonlendirerek, hiicre icerisinde DNA replikasyonu
ve tamiri ile segregasyonun hatasiz gerceklesmesini kontrol altinda tuta-
rak, mutasyon oranlarmin disiik seviyede tutulmasini ve genomun stabil
kalmasini saglayarak gosterirler.

Proliferasyonu dogrudan baskilayan timér sipresdr genlere
‘bekci’ (gatekeeper) tipi genler denmektedir. Bekgiler hiicre ¢evrimini
(siklusunu) denetlerler, hiicreyi apoptozise yoénlendiren genlerde bu
gruptadir.

Bu genlerin kodladigi proteinler, protoonkogenlerin sentezlerini
spesifige ettikleri proteinlerin gérevlerini kontrol ederek, bunlarin normal
limitler icinde etkinlik gostermelerini saglarlar ve protoonkogenlerin asiri
uyarim ve ekspresyonlarini 6nlerler. Boyle aktivite gosteren 6zel genlere
timor supresér genler (onkostatik genler, antionkogenler veya ireme
supresor genleri) adlari verilmektedir. Eger bu genlerde mutasyonlar
ortaya c¢ikarsa, bunlarin inaktivasyonuna veya normal fonksiyonlarinin
bozulmasina yol acarak kodladiklari regiilatér proteinlerin de non fonk-
siyonel olmalarina neden olur ve kontrol mekanizmasi igleyemez hale
gelir. Bu olgunun sonunda, protoonkogenlerin devamli tireme proteinle-
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ri senezleri nedeniyle hiicreler sinirsiz ve kontrolsiiz trerler ve timoér
gelisimine sebep olurlar.

Tumoér supresdr genler tarafindan spesifige edilen timor supre-
sor proteinlerin (onkostatik proteinler) fonksiyonel olabilmeleri icin, bun-
larin da hicre yuzeylerinde spesifik reseptérlere, sinyal transdiiserlerine,

nikleer transkripsiyon regiilator faktorlerine gereksinimleri bulunmakta-
dir.

Tumoér supresdr genlerin inaktivasyonlari, dolayli olarak, proto-
onkogenlerin kontrolstiz kalmalarina ve devamli (ireme proteini sentezle-
rine yol acarlar. Insanlarda saptanan baslica onkostatik genler arasinda,
Rb (13q14), P53( 17p13.1), APC (5g21), WT-1 (11p13) gibi genler
bulunmaktadir. Bunlardan p53 geni Uzerinde dermatoloji alaninda faz-
laca calismalar yapilmistir. PS3 proteini bir transkripsiyon faktoridir ve
hiicre déngusiinin énemli bir diizenleyicisidir. Mutasyonla ya da DNA
timor virtisiiniin onkogen proteini tarafindan inaktive edildiginde, hiicre
déngist diizeni bozulur ve timoér gelisebilir (Sekil 172).

Hiicre DNA'sinin zedelenmesi sonucunda sentezlenen protein 53
(p53), zedelenme bélgesine etkinlik gdstererek hiicre tiremesini G1 fa-
zinda tutarak agirt iremeyi kontrol eder ve DNA'daki bozukluk giderilin-
ce de bu protein ayrigarak etkinligi sona erer. Bu fonksiyon, gen de olu-
san mutasyonlarla kaybolur ve sonunda hiicre transformasyonlari ve
deri kanserleri meydana gelir.

Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar, hiicre élimlerinin
kontrol diginda kalmalarina ve Slimlerinin kontrolstiz hale gelmelerine
yol agmaktadirlar (Sekil 172).

Bu genlerin mutasyona ugramasiyla onkogenler meydana gelir.
TSG genlerinden en iyi bilinenni 17. Kromozomda bulunan »53 ad: veri-
len gendir. Bu genden sentezlenen proteinin ismi (53 proteini) normal
formu hicre siklusunu diizenlemek tizere DNA molekiiliine baglanan bir
transkripsiyon faktoridir. »53 geninde ve dolayisiyla proteininde olusa-
cak bir mutasyon sonucunda G1 fazinda hazirlik dénemi tamamlama-
dan S fazina gecis olur. Yani kromozom yapilanmasi tamamlanmadan
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replikasyon baslatir. Ozellikle sigara dumaninda bulunan ‘bezopiren’ ve
kuru yemiglerdeki ‘aflotoksin® maddesi »53'in mutasyonunda énemli rol
oynar. Onkogenler kanser hiicrelerindeki kontrolsiiz cogalmay: baglatan
faktorlerdir. Ik kez RNA virtslerinde belirlenmistir. Onkogenlerin biyiik
bir bolim hiicre bliylimesi, cogalmasi ve farklilasma kontroliyle iligkili
‘protoonkogen’ denen normal genlerin mutasyona ugramig formudur.
Onkogenler sentezledigi proteinlere ise ‘onkoprotein’ denir.

Normal p53 Mutated p53
DNA damage DNA damage
Cell cycle abnormalities Cell cycle abnormalities
Hypoxia Hypoxia

O |

Cell cycle » Apoptosis Cell cycle continues
arrest (programmed
cell death)
DNA repair l
Cell cycle Cells can become cancerous
restart
When cellular damage occurs. P53 Mutated p53 does not arrest the cell
arrests the cell cycle until the damage cycle. The damaged cell continues to
is repaired. If damage cannot be divide, which may result in cancer.

repaired, apoptosis occurs.

Sekil 172. Normal ve Mutasyona Ugramig P53’un Ektisi

(https://ceurses.lumenlearning.cem/beundless-bielegy/chapter/cancer-and-the-cell-cycle/,
2017)
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