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BOLUM ON
DNA MOLEKULUNUN REPLIKASYONU

Kalitim materyali olan DNA molekiilleri kendilerindeki bilgiyi, her yeni hiicre
generasyonuna aktarir. Bunun i¢in hiicre boliinmesinden 6nce kendini kopya ederek iki katina
cikmasi gerekir. Demeli, her hiicre boliinmesinden iki yavru hiicre ortaya ¢iktigina gore, kalitim
materyalinin de ikiye katlanmasi, DNA molekiiliiniin kendi kopyasini sentezlemesi gerekir Ki
her iki yavru hiicrede de 6zdes DNA bulunsun. DNA molekiiliiniin kendi kopyasini1 yaparak
miktarin1 iki katina ¢ikarmasina replikasyon denir. Bu boliimde DNA’nin replikasyonunu,
bunun i¢in gerekli biyokimyasal reaksiyonlarda gérev alan enzimleri ve mekanizmanin genel
isleyisini ele alacagiz.

X.1- Semikonservatif Replikasyonu Kanitlayan Denemeler

Watson ve Crick modeliyle ve hemen sonraki caligmalarla, DNA’nin kendini
kopyalayarak yavru hiicrelere genetik materyalin esit sekilde dagilmasini saglayan replikasyon
mekanizmasinin nasil calistigina iligkin ii¢ ayr teklif ortaya atildi. Ebeveyn molekiil ile yavru
molekiil arasindaki bu muhtemel iliski bigimleri 1957°de, Konservatif, Semi-Konservatif ve
Dispersif replikasyon olarak ifade edilmistir (Griffith ve ark. 2000). Bu modeller Sekil: X.1’de
gosterilmistir. Ozetlemek gerekirse konservatif replikasyon modelinde ebeveyn ¢ift sarmal
oldugu gibi kalmakta yeni bir yavru ¢ift sarmal sentezlenmektedir (Sekil: X.1b). 1953’te
Watson ve Crick tarafindan da Onerilen semi konservatif modelde ise, ebeveyn ¢ift sarmal
ayrilir ve her eksen kendine yeni bir komplementer eksen sentezler; bdylece yavru molekiillerin
her birisi bir eski bir de yeni eksenden meydana gelmis olur (Sekil: X.1a). Dispersif modelde
ise, yeni yavru sarmallar yine eski ve yeni molekiillerden olugsmakta ancak her iki sarmalda da
eski eksenin bir segmentinin karsisinda yine eski eksenden bir komplementer, sonra yeni
sentezlenen bir segmentin karsisindaki eksende yine yeni sentezlenen bir komplementer
segment bulunmaktadir (Sekil: X.1c).
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Sekil: X.1- Miimkiin Olan Ug Replikasyon Modeli (Griffith ve ark. 2000, sh. 250,
Sekil:8-11°den uyarlanmistir).

X.1.1- Meselson Stahl Denemesi

Meselson ve Stahl 1958°de, E. coli’de yaptiklar1 deneme sonuglarina gore, bu ig
modelden semi konservatif olanin gecerli model oldugunu buldular (Griffith ve ark. 2000).
Arastiricilar énce, E. coli hiicrelerini, radyo izotop azot (**N) bulunan ortamda yetistirdiler.
Boylece, radyoizotop azot, organik bazlarda, oradan da yeni sentezlenen DNA eksenlerinde yer
ald1 ve birgok generasyondan sonra hiicrelerdeki DNA, N ile etiketlenmis oldu. Daha sonra
bu E. coli hiicreleri N ortamindan ¢ikarilarak, '*N ortamma konuldu. Birkag¢ hiicre
boliinmesine yetecek kadar siire gegtikten sonra alinan Orneklerden DNA izole edildi.
Arastiricilar bu sekilde elde ettikleri DNA’lar1, her generasyon, cesium gradient centrifugation
denilen bir usulle birbirinden ayirdilar. Cesium chloride (CsCl) dakikada 50 bin devir hizla
uzun bir siire ¢evrilirse cesium ve chloride iyonlar tiipiin dibine dogru itilirler. Sonugta tiipiin
icinde iyonlar, en agirlar dipte en hafifler yukarida olacak sekilde yogunluklarina uygun sekilde
bantlar olusturur. Cesium chloride ile santrifiijje edilen DNA, bu y1gin i¢inde agirligina en
uygun yerde bir bant olusturur (Sekil: X.2). Izotop *N’de biiyiiyen hiicreler yiiksek yogunluklu
DNA’ya sahip olurlar. Bu DNA sekil: X.2’de sol tarafta tliplin dibinde goriilmektedir.
Arastiricilar bu hiicreleri normal N ortaminda bir generasyon yetistirip sonra santrifiije
ettiklerinde Sekil: X.2’nin ortasindaki gibi tiipilin ortasinda bir bant olustugunu gordiiler. Ciinkii
DNA’nmn yeni kopya olan yarist N etiketliydi! ikinci generasyon sonuglari da, semi
konservatif replikasyonu destekler sekilde Sekil: X.2 nin sag basindaki gibi, bir ortada bir de
en yukarida iki DNA band seklindeydi. Kirmiz1 (**N) ve mavi (**N) renkler, DNA eksenlerinin
yogunlugunu da ifade etmektedir. (Griffith ve ark. 2000)
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Sekil: X.2- Semi konservatif DNA Replikasyonu (Meselson Stahl 1958 Deneyi).
(Griffith ve ark. 2000, sh. 250, Sekil:8-12’den uyarlanmaistir)

Konservatif model dogru olsaydi ilk generasyonda da ikinci generasyonda da bir yukarida
bir de altta iki bant olusacakti. Dispersif modele gore ise, her iki generasyonda da ortada bir
bant olusacakti. Meselson ve Stahl’in deneme sonuglari, bu modelleri degil, kesinlikle semi
konservatif modele gore olmas1 beklenen sonuclar1 destekliyordu; ilk generasyonda ortada bir
bant, ikinci generasyonda ise, Watson ve Crick tarafindan 6ngoriilen semi konservatif modele
gore olmasi beklendigi gibi, hem orta hem de diisiik yogunlukta iki bant miisahede edildi. Bu
deneme sonucuna gore, replikasyonun nasil cereyan ettigini soyle ifade etmek miimkiindiir:

DNA replikasyonu, ikili sarmalin iki ekseninin birbirinden ayrilmasi ve her eksenin
kendisine yeni bir tamamlayici eksen yapmasi seklinde cereyan eder ve yavru DNA’lar biri eski
biri yeni iki eksenden olusur. Bu replikasyona semi konservatif replikasyon denilir.

X.1.2- Replikasyon Catali

Watson ve Crick modelinin DNA replikasyonuyla ilgili diger bir tahmini, DNA
molekiiliinde replikasyon esnasinda bir replikasyon fermuari, ya da g¢atali olmasi gerektigi
yoniindeydi. Bu catal, DNA’nin kopyalama i¢in her biri bir kalip olacak olan iki ekseninin
birbirinden ayrildig1, sarmalin agildig: yerdir.

1963’te John Cairns bu tahmini, bakteri hiicrelerindeki DNA’y1 *H hidrojenli timinle
(Radyoizotop hidrojenle etiketlenmis timin niikleotidine trityum denilir.) etiketleyerek test etti.
Beklentiye gore, yeni sentezlenmis her yavru molekiil, bir radyoaktif (sicak) eksen, bir de
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radyoaktif olmayan (soguk) eksenden olugmalidir. Sicak ortamda degisik araliklarda ve
dolayisiyla degisik sayida replikasyondan sonra Cairns bakterileri ¢6zdii ve hiicre muhtevasini
mikroskop altina koydugu bir filtre kagidi {izerine yaydi. Arastirici bu filtreyi fotograf serbetiyle
kapladi ve 2 ay karanlik odada muhafaza etti. Otoradyografi denilen bu uygulamada *H ciiriirken
beta partikiilleri nesreder. Bu partikiiller fotograf serbetinde siyah noktalar seklinde kimyasal
bir iz birakir ve bdylece serbet bir fotograf ¢iktisi gibi olur.

Sicak ortamdaki bir replikasyon periyodundan sonra otoradyografta bu noktalardan bir
yliziik olustu. Cairns bunun, ¢ember seklindeki yavru DNA molekiiliiniin yeni olusmus
radyoaktif ekseni oldugunu diislindii. Caligmanin bir sonucu, bakteri kromozomunun ¢ember
seklinde oldugunun fiziki olarak da gdsterilmis olmasiydi. Ikinci replikasyon periyodunda,
modelin 6ngordiigii catal gergekten goriindii (Sekil: X.3a); catalin {i¢ eksenindeki tanelerin
yogunlugu, Sekil: X.3b’de goriildiigii gibi yorumlanabilirdi: DNA ¢emberinin ortasinda bulunan
kalin egri, bu defa iki radyoaktif eksenden olusan yeni sentezlenen yavru eksen olmaliydi.
Cairns bu orak (hilal) sekilli otoradyografik hallerin, sicak ortamda farkli siirelerde tuttugu
numunelerde, replikasyon ¢atalinin yiiziik boyunca ilerleyen hareketlerine karsilik gelen biitiin
genisliklerini gordii. Sekil: X.3b’de goriilen tipten yapilara teta (0) yapisi denir (Griffith ve ark
2000).
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Sekil: X.3- Bakterilerde Replikasyon Catali (Cairns, 1963’den Grifftih ve ark
2000, sh. 253, Sekil: 8-18’den uyarlanmistir).

X.2- Semi Konservatif Replikasyon

Kanitlarin1 bu sekilde gordiigiimiiz semi konservatif replikasyon sematik olarak Sekil:
X.4’te gosterilmistir. Sekilde seker-fosfat omurgasi kalin seritler seklinde olup bunlar arasindaki
baz ciftlerinin dizilisleri rastgeledir. Ikili sarmali, sekildeki gibi, bir ucundan agilmanin basladig
bir fermuar analogu gibi diislinebiliriz. Buna gore, iki eksenin ayrilmasiyla her eksende tek
bazlar ortaya ¢ikacaktir. Tek kalan her baz, ortamdaki serbest niikleotidlerle eslesme
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potansiyeline sahiptir. Ancak DNA yapisi, kat1 eslesme ilkelerine sahip oldugu i¢in, her ayrilmig
baz sadece kendi komplementer baziyla eslesebilir: A ile T ve G ile C. Boylece birbirinden
ayrilmig iki eksenden her biri, orijinaliyle 6zdes bir yeni ikili sarmal yapmak {izere,
komplementer bazlarin yeni diziye eklenmesini saglayan bir kalip olarak hareket eder. Yeni
eklenen niikleotidlerin hiicre ortaminda mevcut olan serbest niikleotidler havuzundan geldigi
varsayilir.

Semi konservatif replikasyon kanitlandiktan sonra, arastirmalar serbest niikleotidlerin
acilan ikili sarmal kaliba nasil getirildigi ve sarmalin eksenlerinin yeni sentezlenecek eksenlere
kalip olacak sekilde nasil ayrildigi sorularini cevaplamaya yoneldi. (Griffith ve ark 2008):

Arastirmacilar, enzimlerin bu fonksiyonlarin gerceklesmesinde rol oynadigini
diisiiniiyorlard1 ama Kornberg’in 1959°da yaptig1 calismaya kadar enzimlerin niikleotid tagima
rolii ispat edilemedi. Arastirici, bu ¢alismasinda, DNA - polimeraz isimli enzimi E. coli’den
izole etti ve onun niikleotid tasima eylemini in vitro gosterdi. Gergekten bu enzim,
deoksiriboniikleotidleri, DNA’nin ikili sarmalinin mevzi olarak agilmasiyla serbest kalmis olan
tek bir eksenini kalip yerine kullanarak, biiylimekte olan bir niikleotid zincirinin 3’ ucuna ekler
(Sekil: X.5). DNA - polimeraz i¢in materyal deoksiribozlarin trifosfat formlaridir: dATP, dGTP,
dCTP, dTTP.
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Sekil: X.4- Semikonservatif DNA Replikasyonu. Ebeveyn eksenler (koyu mavi), yeni sentezlenen
eksenlerin (Ag¢ik mavi) polimerizasyonu igin kalip vazifesi goriir. Yeni sentezlenen eksenlerin baz dizilisleri, kalip
eksenlere komplementer olacak sekildedir. (Griffith ve ark. 2000, sh. 249, Sekil:8-10’dan uyarlanmistir.)
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Sekil: X.5- Niikleotidlerin polipeptid baglariyla birbirine baglanmasi.(Russel, 2006, sh.
287, Sekil: 11.4b’den uyarlanmistir)

Bugiin E. coli’de bes gesit polimeraz enzimi oldugu bilinmektedir. Kornberg’in buldugu
ilk enzim polimeraz-l veya kisaca, Pol-I olarak isimlendirilmistir. Baz1 bilim adamlari, pol I
enziminin DNA sentezi icin gerekenden c¢ok yavas hareket ettigini (yaklasik 20
niikleotid/saniye) ve oldukca fazla oldugunu (400 molekiil/hiicre) ve 20-50 niikleotidi
birlestirdikten sonra DNA’dan uzaklastigindan kuskulandiklari i¢in, replikasyon catalinda
sentezleme isini baska bir enzimin yaptigim1 digiinmekteydiler. Nitekim 1969 yilinda John
Cairns ve Paula De Lucia, bir E. coli hattinda pol I enzimi kodlayan gende bir mutasyona
ragmen, hiicrelerin hala normal c¢ogaldigin1 ve dolayisiyla DNA replikasyonunun devam
ettigini gosterdiklerinde olay netlesti. Replikasyon ¢atalindaki sentezi, Pol-III denilen baska bir
DNA polimeraz katalize ediyordu.

E. coli’de yapilan ¢aligmalar DNA replikasyonunun ¢ok hizli ve hatasiz gergeklestigini
gosteriyordu. Replikasyon c¢atalinda her iki yone dogru devam eden sentezleme isi 40 dakika
gibi bir slirede tamamlaniyor, ama hatasiz bir kopyalama oluyordu. Toplam 5 milyon kadar
niikleotid demek ki, her bir yonde 1000 niikleotidden, 2000 niikleotid/saniye gibi bir hizla
sentezleniyordu. Ne hizdan ne de miilkemmellikten taviz verilmiyordu. Hiicre i¢inde bu kadar
diizgilin bir 1sleyis bu kadar hizli bir sekilde nasil gerceklesmektedir? Aslinda DNA polimeraz,
biiyiik bir hiicre makinesinin, bir “niikleoprotein” kompleksinin pargasidir. Griffith ve
arkadaslar1 (2008), bu komplekse replizom adini1 veriyor. Hiicrede, replikasyon, transkripsiyon
ve translasyon gibi, enzimlerle katalize edilen her biyokimyasal sentez i¢in bdyle bir makineden
bahsetmek miimkiindiir.

E. coli’de sonraki galismalar replizomun isleyisiyle ikili sarmalin bir fermuar gibi nasil
acildigini, iki eksende birden ve iki yone dogru replikasyonun nasil gerceklestigini ve biitliin bu
stiregte gorev alan enzimleri ayrintili bir bigimde oryaya koydu.

X.2.1- Replikasyonun Baslatiimasi:

E. coli replikasyonu, oriC denilen sabit bir yerden baslar ve olusan gatal iki y6ne dogru
acilirken replikasyon da iki yone dogru ¢atallar birlesinceye kadar devam eder.(Sekil: X.6)
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Replizom denilen aygitin ise baslamasi i¢in ilk adim, oriC’de, DnaA denilen bir proteinin 13 bg
(baz c¢ifti)’den olusan ve “DnaA kutusu” denilen ve bes kere tekrarlanan spesifik bir diziye
baglanmasidir. DnaA’nin baglanmasiyla, orijinde A ve T niikleotidlerince zengin bir bolgede iki eksenin
ayrilmasi baglar. Bu noktada AT baz ¢iftlerinin arasinda sadece iki hidrojen bag1 oldugunu, halbuki GC
baz ciftleri arasinda ii¢ hidrojen bulundugunu hatirlamak gerekir. ikili sarmalin, DNA’nin A ve T
bazlarinca zengin yerlerinden ayrilmasi daha kolaydir.

Agilma bagladiktan sonra, ilave DnaA proteinleri yeni agilmis tek eksenli bolgelere baglanir.
DnaA’larin orijini kaplamasindan sonra, iki helikaz enzimi (DnaB proteini), replikasyon c¢atalinda, iki
yone dogru da sarmali agmaya baslamak iizere 5’—3’ istikametinde kayar. Bundan sonra da, primaz ve
DNA pol 111 holoenzim, protein — protein interaksiyonlariyla, replikasyon catalina eklemlenir ve DNA
sentezi baslar. DnaA, replikasyonun baslamasi i¢in gerekli olmakla birlikte, replizom denilen
replikasyon makinesinin elemani sayilmaz. Onlarin gorevi, replikasyonun baglatilmasi i¢in replizomu,
cember seklindeki kromozomda dogru yere getirmektir.
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Sekil: X.6- E. coli’de replikasyon ¢atali (solda otoradyografik goriintii, sagda sematik gosterim).
(Grifftih ve ark. 2000, sh. 253, Sekil:8-17 ve Sekil:8-18’den uyarlanmustir.)

X.2.2- Eksenlerin Replikasyona Uygun Sekilde Tutulmasi:

DNA’nin ikili sarmali nasil bu kadar hizli agilmakta ve agilan yerlerde tek eksenli DNA kendi
iizerine kivrilmamaktadir? Bugilin artik bilinmektedir ki, replizom, sarmali agan ve kivrilmasini
engelleyen iki protein siifina sahiptir: sirasiyla helikazlar ve topoizomerazlar. Helikazlar, ikili sarmalin
iki eksenini bir arada tutan hidrojen baglarim tahrip eden enzimlerdir. Helikaz DNA tek eksenini, bir
kelepce gibi sarar; bu pozisyondan baslayarak DNA sentezi yoOniinde ikili sarmali siiratle ¢ozer.
Coziillmiis DNA, tek eksen DNA’ya baglanan ve yeniden sarmal olusmasini engelleyen tek-eksen tutucu
(SSB) proteinler tarafindan sabit tutulur.

10/7



s e 771204 GENETIK DERSI
BOLUM 10 10. Hafta Ders Notlari

Kaynak: Prof. Dr. Orhan KAVUNCU (2020). Genetik Ders Notlar1

Cember seklinde DNA, lastik bir bantta olabilen ekstra katlanmalar gibi, ikiye katlanabilir ve
sarilabilir. Replikasyon g¢atalinin helikaz tarafindan acilarak iki eksenin birbirinden diiz bigimde
ayrilmasi, diger bdlgelerde ekstra katlanmalara ve siiper sargi denilen sargilara sebep olur.
Replikasyonun devamini saglamak i¢in bu katlanmalar ve siiper sargilar atilmalidir. Bu siiper sargilar,
meseld DNA giraz gibi topoizomer denilen enzimler tarafindan olusturulup gevsetilebilir.
Topoizomerler, siiper sarilmis DNA’y1, ya tek DNA eksenini veya her ikisini keserek, uzaklastirir,
boylece DNA’nin rahatca acilabilen gevsek bir molekiile donlismesini saglar, sonra da gevsemis DNA
eksenlerini kesik uclarindan birlestirir. Topoizomeraz enziminin hemen 6niinde, tek eksenli DNA’y1
baglayan proteinler (SSB), eksenin DNA Pol III tarafindan kolayca okunmasini saglayacak sekilde sabit
durmasini saglar.

X.2.3- Replikasyonun Ilerlemesi:

DNA pol III ilerlerken, ikili sarmal, kalip olarak rol oynayacak tek eksenin yeni bir
uzunlukta kopyalanmasini saglamak {izere enzimin oniinde siirekli agilir (Sekil: X.7). DNA pol
I, ikili sarmalin acgilma alani olan replikasyon catalinda calisir. Ancak, DNA polimeraz,
niikleotidleri daima biiyliyen 3’ ucuna ekledigi i¢in, sadece antiparalel iki eksenden birisi,
replikasyon c¢atali yoniinde kalip olarak is goriir. Bu eksen i¢in, sentez replikasyon c¢atalinin
acilma yoniinde diiz bir siireklilik seklinde cereyan edebilir; bu eksenin kalip oldugu yeni
sentezlenen eksene rehber (veya siirekli) eksen denir.

Siirekli eksen tizerinde
Surekli (Leading) eksen DNA polimeraz 111

YANOE ) e
AR

Sablonu Helikaz
RNA praz
Kesikli eksen Ebeveyn DNA

.\\m £

nu
5
/\ l—.’
Okazakl Primosome (SSB)

parcaciklan
Kesikli eksen tizerinde
DNA polimeraz I11

Sekil: X.7- Replizom isleyisi ve elemanlar1. (Grifftih ve ark. 2000, sh. 254, Sekil:8-20°den
uyarlanmistir.)

Diger kaliptaki sentez de 3’ biiyliyen ucunda cereyan eder, fakat bu sentez ters
istikamettedir, ¢linkii bu eksen i¢in 5°—3’ sentez istikameti, replikasyon catalina dogru degil
cataldan uzaga dogrudur (bakimmiz Sekil: X.7). Daha sonra goérecegimiz gibi, replikasyon
makinesinin tabiati, her iki eksendeki sentezin replikasyon catali bdlgesinde cereyan etmesini
gerektirir. Bu sebepten agilan cataldan uzaga dogru sentez uzun siire devam edemez. Kisa
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segmentler halinde olmalidir: polimeraz bir segmenti sentezler, sonra segmentin, ¢atalin yeni
kalib1 serbest birakti§i 5° ucuna geri doner ve islem tekrar baglar. Yeni sentezlenen bu kisa
DNA kirik ¢izgilerine (1000-2000 niikleotid) Okazaki parc¢aciklari adi verilir.

DNA replikasyonunda diger bir problem, DNA polimeraz enziminin bir zinciri uzatabilir
fakat baslatamaz olmasindan dolay1 ortaya ¢ikar. Bu sebepten, hem rehber eksenin hem de her
bir Okazaki parcaciginin sentezi, iki eksenli bir niikleik asit teskil etmek iizere kalip eksene
baglanan bir primer denilen kisa bir niikleotid zinciriyle baslatilmalidir. DNA replikasyonunda
rol alan primer Sekil: X.7’de goriilmektedir. Primerler, merkez eleman1 primaz (bir ¢esit RNA
polimeraz) isimli enzim olan ve primozom denilen bir protein seti tarafindan sentezlenir.
Primaz, kromozomun belirli bir bdlgesine komplementer olan kisa (8—12 niikleotid) bir RNA
pargacigl, yani primer sentezler. Rehber eksende sadece bir baglangi¢ primeri gereklidir ¢linkii
baslangi¢ fitilinden sonra siirekli biiyliyen DNA eksenine sonraki ilaveler i¢in bu ilk ve tek
primer yeterlidir. Fakat diger eksende, her Okazaki pargaciginin kendi primerine ihtiyaci vardir.
Primeri olusturan RNA zinciri sonra DNA pol III enzimi tarafindan bir DNA zinciri olarak
uzatilir.

Diger bir DNA polimeraz, pol I, RNA primeri uzaklastirir ve ortaya ¢ikan bosluklart DNA
ile doldurur. Daha 6nce bahsedildigi gibi, pol I, 6zgiin olarak Kornberg tarafindan damitilan ilk
polimeraz enzimidir. Diger bir enzim DNA ligaz, boslugu dolduran DNA’nin 3’ ucunu, akinti
yoniindeki Okazaki par¢aciginin 5° ucuna baglar. Boylece olusan yeni eksene geciken (veya
kesikli) eksen denilir. DNA ligaz kirik DNA pargalarini, bir pargacigin 5° fosfat ucu ile diger
parcacigin 3’ OH grubu arasinda bir fosfodiester bagi olusturma isini katalize ederek birlestirir.

X.2.4- Hatalarin Kontrolii (Griffith ve ark. 2008 'den 6zetlenmistir):

DNA replikasyonunun ayirt edici 6zelligi, glivenilirligi, yanlighigin yok denecek kadar az
olmasidir; ortalama olarak 10 niikleotidde birden daha az hatali giris olur. Bunun bir sebebi,
gerek pol | ve gerekse pol III enzimlerinin, 3’ =5’ eksoniikleaz aktivitesi yiiklenmis olmalaridir.
Bu enzim aktivitesi, yanlislikla eklenmis yanlis bazlar1 kesip atarak bir ¢esit “musahhihlik”
hizmeti yapar. 3’—5’ eksoniikleaz fonksiyonu eksik olan hatlar daha yiiksek mutasyon
oranlarina sahiptir. ilaveten, primaz musahhihlik fonksiyonuna sahip olmadigi icin RNA
primer, DNA’ya nazaran daha fazla hata ihtiva eder. Replikasyonun yiiksek gilivenilirligini
korumak i¢in, Okazaki fragmentlerinin sonundaki RNA primerleri atilmali ve yerine DNA
ikame edilmelidir. Bu atma ve ikame islemleri DNA pol I tarafindan yapilir. DNA pol I,
Okazaki fragmentinin 3’ ucuna baglanir ve DNA sentezini, sonraki Okazaki fragmentinin RNA
primerini degistirmek iizere katalize eder. Sentezden once, RNA primer, pol I'in 5’—-3’
eksoniikleaz aktivitesiyle distiriliir (Sekil: X.7).

Ozet olarak, DNA replikasyonu, ikili sarmalin agildigi ve iki eksenin ayrildig
replikasyon catalinda vuku bulur. DNA replikasyonu, rehber eksende replikasyon g¢atalinin
acildig1 istikamette cereyan eder. Geciken eksende ise, DNA, replikasyon ¢atalindan uzaga
dogru Okazaki parcgaciklar1 denilen kisa parcalar halinde sentezlenir. DNA polimeraz, sentezi
baslatmak icin, zaten ortamda bulunan ve primer denilen kisa bir RNA niikleotid zincirine
ihtiya¢ duyar.
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E. coli’deki replizomun birlikte ¢alisan bazi elemanlar1 sekil X.7’de gosterilmistir.
Replikasyon catalinda katalitik DNA pol III koru, iki katalitik kor ve birgok protein
aksesuarlarindan olusan ve pol III holoenzim denilen ¢ok daha biiytlik bir kompleksin parcasidir.
Katalitik korlardan biri rehber eksenin sentezini yaparken digeri geciken eksenin sentezini
yapar. Aksesuar proteinlerden bazilar1 (Sekil: X.7°de goriilmemektedir), iki katalitik koru
birlestiren, bdylece rehber ve geciken eksenlerdeki sentezin koordinasyonunu saglayan bir bag
olusturur. Geciken eksen, replizom her iki eksendeki sentezi koordine edecek ve replikasyon
catal1 istikametinde ilerleyecek sekilde diger eksendeki pol III ile bir hizada olabilmek i¢in bir
lup yapar. DNA’y1 bir kelepge gibi saran ve pol III'ti DNA molekiiliine bagh tutan ve B
kelepgesi denilen onemli bir aksesuar protein de goriilmektedir. Boylece pol III, kalib1 terk
etmeden once sadece 10 niikleotid ekleyebilen bir enzimden (dagitict enzim terimi kullanilir),
ilerleyen catalda duran ve on binlerce niikleotidi ekleyen bir enzime (ilerleyen enzim) doniisiir.
Toplamda, aksesuar proteinlerin eylemleriyle, rehber ve geciken eksenlerin sentezi, hizli ve
oldukea yiiksek derecede koordineli olur. RNA primerini sentezleyen enzim, primaz, kelepge
proteine temas etmez. Bu yiizden primaz, dagitan bir enzim gibi hareket eder —kaliptan
ayrilmadan once sadece birkag riboniikleotidi ekler.(Griffith ve ark. 2008)

X.3- Okaryotlarda Replikasyon

DNA replikasyonu hem prokaryotlarda hem okaryotlarda semi konservatif mekanizmayla olur
ve biraz once ele alinan rehber eksen - geciken eksen sistemi Okaryotlarda da gegerlidir. Dolayisiyla,
prokaryotlarla Okaryotlarin replizom unsurlarinin ¢ok benzer olmasi siirpriz olmamalidir. Ancak,
organizma komplekslestikge, replizom unsurlarinin sayisi da artar.

X.3.1- Okaryotik Replizom

Simdilerde, E. Coli replizomunda 13, maya ve insanda hi¢ olmazsa 27 unsur oldugu
bilinmektedir (Griffith ve ark. 2008). Okaryotik replizomun bu fazla unsurlari icin bir sebep, dkaryotik
sablonun daha yiiksek karmagikligidir. Bakteri kromozomunun ¢iplak DNA olmasinin aksine, 6karyotik
kromozomlar, ¢ekirdekte kromatin olarak paketlenmistir. B6liim 3’de tanimlandigi {izere, kromatinlerin
ana linitesi, histon proteinleri etrafinda sarilt DNA’dan ibaret olan niikleozomdur. Bu sebeple replizom,
sadece ebeveyn eksenleri kopya etmekle degil, ayn1 zamanda niikleozomun ebeveyn eksenlerini histon
proteininden ayirmakla ve yavru molekiillerde bunlari tekrar baglamakla yiikiimliidiir. Bu manevra, esKi
histonlar1 (mevcut niikleozomlarda) yavru molekiillere rastgele dagitarak ve yeni histonlar1 kromatin
birlestirme faktorii - 1 (CAF-1) denilen bir proteinle birlikte replizoma tasiyarak yapilir. CAF-1
histonlara baglanir ve onlari, yeni sentezlenen DNA’yla birlesebilecekleri replikasyon ¢atalina yoneltir.
CAF-1 ve tasidig1 histon kargo, ¢ogalan hiicre cekirdek antijeni (PCNA) denilen B kelepcesinin
okaryotik versiyonuna baglanarak replikasyon ¢atalina ulasir.

Ozet olarak dkaryotik replikasyonda prokaryotik replikasyondaki biitiin islemler cereyan eder,
ilaveten niikleozom denilen protein — DNA kompleksleri 6nce ¢6ziiliip sonra tekrar baglanmalidir.

X.3.2- Replikasyonun Okaryotik Orijinleri

E. coli (coli) gibi bakteriler bir replikasyon — béliinme devrini ¢ogunlukla 20 ile 40 dakikada
tamamlar fakat 6karyotlarda devir, mayalarda 1.4 saatten kiiltiir hayvanlar hiicrelerinde 24 saate kadar
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degisebilir ve bazi hiicrelerde 100-200 saat kadar siirebilir. Ciinkii 6karyotlar, kromozomun kendi
karmagik yapisini replike etmek yaninda, birden fazla kromozom replikasyonunu koordine etmek
durumundadir.

Okaryotik replikasyon orijinlerini anlamak i¢in dnce basit 6karyotik canlilar olan mayalarda
calisildi. Mayadaki replikasyon orijinleri, E. coli’deki oriC’ye ¢ok benzer. 100-200b¢ uzunlugundaki
orijinler olup, bir baslangi¢ proteini ardil baglanma sitelerine baglandig1 vakit acilan AT ce zengin
bolgeler iceren korunmus bir DNA bdlgesine sahiptir. Prokaryotik kromozomlarin tersine her bir
Okaryotik kromozom, ¢ok daha biiyiik Okaryotik genomun c¢abucak kopyalanmasi icin, bircok
replikasyon orijinine sahiptir. Yaklagik olarak 400 replikasyon orijini ekmek kiifiiniin 16 kromozomu
boyunca dagilmistir ve insanin 23 kromozomunda binlerce agilan ¢atal var oldugu tahmin edilmektedir.
Buna gore, 0karyotlarda replikasyon birgok baslangi¢ noktasindan her iki yone dogru devam eder
(sekil:X.8). Replikasyonun her bir c¢atalinda iiretilen ikili sarmallar uzayarak sonunda biri digerine
baglanir. Iki eksenin replikasyonu tamamlandigi zaman DNA’nin iki 6zdes kardes molekiilii ortaya

cikar.
Autoradiogram
A AV WL ANt NPl KUY ity

Replikasyon Baslangic Noktalar
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Drosoﬁt.'ila nin polytene kromozomunda meydana geién’replltésyon modeli

Sekil: X.8- Drosophila polyten kromozomunda ¢oklu replikasyon c¢atallar1 ve baglangig
noktalar1 (Griffith ve ark. 2000, sh. 256, Sekil: 8-25 ve Sekil 8-26’dan uyarlanmistir)

DNA sentezi Okaryotik hiicre ¢ogalma dongiisiinde S (sentez) doneminde cereyan
etmektedir. Ekmek kiifti hiicrelerinde yapilan arastirmalar, replikasyonu baslatmak i¢in gerekli
proteinlerin ge¢ mitoz ve G1 fazinda sentezlenip, sentez basladiktan sonra hemen pargalanarak
tahrip edildigini gostermistir. Bu sekilde replikasyon mekanizmast S fazindan hemen &nce

kurulmaktadir.

Ekmek kiifiinde 400 replikasyon baslangi¢ noktasinin gogunda 100-200 bg vardir. Daha
yiiksek Okaryotik organizmalarda ise DNA {izerinde replikasyon baslangi¢ dizileri on binlerle
ifade edilecek kadar cok sayida bg¢ ihtiva etmektedir. Dolayisiyla yiiksek okaryotlarda
replikasyon mekanizmasini baglatan proteinlerin 6zgiin bir DNA dizisini tanimaktan daha farkl
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bir faaliyet gosterdikleri diisiiniilmektedir. Ancak bugiin i¢in boyle organizmalardan baglangic
noktalar1 izole ederek ¢alismak, prokaryotlardaki ve ekmek kiifiindeki kadar kolay degildir. S
doneminde replikasyonun, gen bakimindan zengin 6kromatin bolgelerinde daha dnce basladigi
bilinmektedir. Baglangi¢c noktalarini tanima proteinleri baslangi¢ dizilerini tanima isi yapsalar
bdyle bir zamanlama farki ortaya c¢ikmamasi gerekir. Bu proteinlerin dnce gence zengin
bolgelerde baslangic dizilerinde replikasyonu tamamlayip, sonra kromatinin gence fakir yogun
bolgelerinde baslangi¢ dizilerine baglanmalari, izah edilmesi gereken bir bulgudur.

Ozet olarak, replikasyonun nerde ve ne zaman olacagi, hiicredeki replikasyon
mekanizmasi (replizom) tarafindan dikkatle kontrol edilir. Cember seklindeki prokaryotik
kromozomda replikasyon bir baslangictan, diiz 6karyotik kromozomlarin her birinde ise yiizlerce
hatta binlerce baglangictan her iki yone dogru devam eder. (Griffith ve ark 2008)

Prokaryotlarda replikasyonun sonlanmasi ¢atal, gember seklindeki DNA nin tamamini kat ettigi
zaman sonlanmaktadir. Okaryotlarda ise bircok replikasyon baslangic noktasindan baslayan
replikasyonlar her iki yone devam ederek birbirleriyle birlesir, sonunda lineer DNA molekiiliiniin
telomerler denilen iki ucuna ulasir. Rehber eksen devamli sentezlenerek kromatinin sonuna ulasir,
geciken eksen ise siirecin 6niinde giden bir primere gerek oldugu i¢in yeni DNA molekiillerinin birinde
tek eksenli bir ug kalacaktir. Ikinci replikasyon generasyonunda bu ugtaki kayip dizi replike olmayacak
ve eger tedbir alinmazsa DNA kisalacaktir. Bu tedbir islemi yiiziinden telomerlerin replikasyonu ve
dolayisiyla replikasyonun sonlanmasi, 6karyotlarda daha karmasik bir iglemdir.

Ozet olarak, Telomerler, kromozom uglarinda, telomeraz enzimi tarafindan 3’ uglarina
eklenmis olan kisa bir DNA dizisinin tandem tekrarlarini iceren 6zellikli yapilardir. Telomerler,
her bir DNA replikasyon raundundan sonra olasi genomik enformasyon kaybini engelleyerek
ve kromozom uglarini hiicre DNA tamir makinesinden “saklayan” bir sapka olusturmak {izere
proteinlerle birleserek kromozomlar sabit yapar.

Telomerler somatik hiicrelerde yasla birlikte kisalir ¢linkii bu hiicrelerde telomeraz yapilmaz.
Oysa cinsiyet hiicrelerinde ¢okga telomeraz vardir. Kusurlu telomerlere sahip olan bireyler erken
yaslanma olgusu yasarlar.

X.4- Ozet: DNA Replikasyonunda Rol Alan Enzimler ve Rolleri
* (Catali helikaz enzimi acar.

* Topoizomeraz enzimleri agilan DNA catalinda helikaz enzizminin rahat ilerlemesi i¢in
catalin Ooniinde kivrilmalar1 6nler.

* Ayrnlan eksenlerin tekrar kivrilmamasi i¢in single strand binding proteinler eksenin
arkasina destek olur.

* Catal agilirken DNA Polimerase III enzimi bir eksen boyunca hemen niikleotidleri
birbirine baglar. (Leading Eksen)

* Diger eksen (Lagging Eksen) tarafinda ise primosome denilen, etkili maddesi Primase
enzimi olan proteinler yoluyla 5-8 niikleotidlik bir RN A baglangi¢c molekiilii olusturulur.
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Polimerase I1I enzimi hemen ¢atalin oldugu yerden 1000-2000 niikleotidlik bir fragment
olusturur; (Okazaki Fragment). Sonra hemen 5’ ucuna, c¢atala doner. Ciinkii catal
acildigindan orada primosome yeni bir primer olusturmustur. Leading eksende ise
primosome, sadece bir defa baslangic RNA’s1 olusturur. Orada yeni zincir 3’ - 5’
istikametinde siirekli uzar.

* RNA primeri Okazaki fargmentinden pol I enzimi yoluyla uzaklastirilir. Ve Pol 1
RNA’dan kalan boglugu DNA ile doldurur.

* Ligaz iki pargay1 birlestirir.

X.5- Calisma Problemleri

V.1 Bir DNA molekiiliinii 3’—5’ yoniinden okuyarak komplementer eksen
sentezleyen enzim asagidakilerden hangisidir?
a)DNA polimeraz ~ b)Niikleaz c)Helikaz d)Ligaz e)Transferaz
V.2. Okaryotik canlilarda replikasyon nasil gerceklesir?

a)Tek bir noktadan baslar, her iki yone devam eder, semikonservatiftir.
b)Tek bir noktadan baslar, tek yone devam eder, semikonservatiftir.
c)Birden fazla noktadan baslar, her iki yone devam eder, semikonservatiftir.
d)Birden fazla noktadan baslar, tek yone devam eder, semikonservatiftir.
e)Tek bir noktadan baslar, her iki yone devam eder, konservatiftir.

V.3. DNA replikasyonuyla ilgili asagidaki bilgilerden hangisi yanligtir?
a)Prokaryotik canlilarda replikasyon her iki yone devam eder.
b)DNA replikasyonu semikonservatif sekilde meydana gelir.
¢)Okaryotik canlilarda replikasyon tek bir noktadan baslar.
d)Helikaz, ¢ift sarmal DNA eksenlerini birbirinden ayiran enzimdir.
e)SSBP, DNA tek eksenlerine baglanip eksenlerin ayri halde kalmasini saglayan proteinlerdir.

V.4, I.Topoizomeraz enzimi okazaki fragmentlerini birlestiren enzimdir.
I1.DNA polimeraz III, replikasyonda uzayan DNA zincirine niikleotidleri ekler.
I11.DNA replikasyonunun ger¢eklesmesi i¢in primere gereksinim vardir.
IVV.DNA replikasyonunda kesikli zincirin sentezinde primerin bir kere sentezlenmesi yeterlidir.
Yukaridaki bilgilerden hangisi/hangileri yanlistir?

a)l-1l b)I-111 o)l d)l-1v e)lll
V.5. DNA replikasyonunda primer sentezleyen enzim asagidakilerden hangisidir?
a)Helikaz b)Topoizomeraz C)DNA pol I d)DNA pol 1l e)RNA pol primaz
V.6. DNA molekiiliiniin replikasyonuyla ilgili olarak asagidaki se¢eneklerden hangisi
yanlistir?

a)Helikaz enzimi sarmal yapiy1 acan enzimdir.

b)Topoizomeraz enzimi kalip eksenin 5’ ucuna 8-10 bazlik bir primer sentezler.
C)Replikasyonun ana enzimi DNA polimeraz III olup niikleotid sentezini yapan enzimdir.
d)Okazaki fragmentleri arasindaki bosluklar1 kapatan enzim ligaz enzimidir.
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e)5’—3’ kalip ekseninde daima kesikli sentez yapilir ve okazaki fragmentleri olusur.

V.7. Prokaryotik canlilarda replikasyon nasil gerceklesir?

a)Tek bir noktadan baslar, her iki yone devam eder, semikonservatiftir.
b)Tek bir noktadan baslar, tek yone devam eder, semikonservatiftir.
c)Birden fazla noktadan baslar, her iki yone devam eder, semikonservatiftir.
d)Birden fazla noktadan baslar, tek yone devam eder, semikonservatiftir.
e)Tek bir noktadan baslar, her iki yone devam eder, konservatiftir.

V.8. DNA replikasyonu sirasinda okazaki fragmentlerinin arasini birlestiren enzime
ne ad verilir?
a)Topoizomeraz b)Peptidaz c)Primaz d)Ligaz e)SSBP

V.9. Asagida verilen replikasyon semasinda “C” segmentinde nasil bir replikasyon
gerceklesir?

A B

C D

a)Saga dogru ilerleyen kesikli sentez
b)Saga dogru ilerleyen siirekli sentez
c)Sola dogru ilerleyen kesikli sentez

d)Sola dogru ilerleyen siirekli sentez

V.10. Asagida verilen replikasyon semasinda hangi segmentte “sola dogru ilerleyen
kesikli sentez” gerceklesir?

A B

a)A b)B c)C d)b
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