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Kalitsal materyal DNA ve Tarlhge5|

* Mendel, 1866 |
Bezelye'lerde belirli 6zelliklerin nesilden /'@
nesile aktarildigini buldu.

e @Griffiths, 1928

llke kez kalitsal materyalin DNA oldugunu Streptococcus
penuomoniae’de rapor etti. Bu zamana kadar bilim adamlari
kalitsal materyalin RNA/Protein de olabilecegini
ongoruyorlardi. Bunda proteinlerdeki 20 amino asit’e karsilik
DNA’'da sadece 4 nukleotit’in karsilik gelmesi, cekirdekiteki
DNA miktari kadar proteinin bulunmasi birer etkendi.

Frederick Griffith (1879-1941)



Griffiths (1928) ve Avery (1944)'nin Calismalari

e S. pneumoniae’nin virilent olmayan formlarinin, isiyla
muamele edilmis virtlent formlarla karistirilarak virtlent
formlara donusturilebilecegi bulundu. Buradan cikan sonuc
virtlansin genetik bir olgu oldugu ve 1sil islemden
etkilenmedigi idi.

* Avery et al. (1944), Griffiths’in deneylerindeki mekanizmanin
DNA kokenli oldugunu, protein/RNA ile iliskili olmadigini rapor
etti. Nitekim protein/RNA’y1 degrede eden enzimler
‘transforming faktor’t parcalamazken, DNA’yI degrede eden
enzimler ‘transforming faktor’u parcalayabilmekteydi.

Frederick Griffith
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Hershey ve Chase’in Calismalari, 1952

 Bu calismalarda Hershey ve Chase, bakterileri
enfekte eden bakteriofajlara ait DNA ve
proteinleri farkli radyoaktif marker’larla
etiketleyerek, bu etiketlenen DNA ya da
proteinlerin konukcu durumundaki bakteriye
girip girmedigi arastirmislardir. Buna gore
sadece etiketlenen DNA'nin bakteriye
girebildigi bulunmus ve bir kez daha kalitsal
materyalin DNA oldugu ispatlanmistir.




Yeni sorular... St - |
* DNA’nin yapisi nasildi? J\‘ﬂ;z
* Genetik bilgi nasil Gretilmekteydi?

e Genetik bilgi hatasiz ve hicbir bir sekilde
degismeden nasil cogalmaktaydi?
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Rosalind Fraklin-Maurice Wilkins

e Saflastirilmis DNA'nin X-isini resimleriyle, DNA
yapisinin cozimlenmesinde gerekli kritik
pilgilerin eldesinin 6nunu actilar. Nitekim bu
oilgiler Watson&Crick’in dogru DNA modelini
kurgulamarinda en onemli ipuclarini vermistir.

* Nitekim daha onceki bilgiler DNA'nin Ug¢ zincirli
bir yapidan olustugunu onermekteydi.




1962 Nobel Odiilii

Watson&Crick&Wilkins!

Rosalind? ‘Nobel Odiilii ?’

* DNA'nin ayni ekseni
cevreleyen ikili sarmal bir
yapidan olustugunu ve
bazlarin sarmalin i
kisminda, fosfatlarin ise
sarmalin dis kisminda
bulundugunu kesfettiler.
Bu ikili sarmalin ise purin
ve pirimidin bazlariyla bir
arada tutulmasi ve bir
bazin hidrojen baglariyla
karsi sarmaldaki diger bir
bazla baglanmasi modelin
temelini olusturmaktaydi.




Piirin ve Pirimidin bazlari nasil genetik bilgiyi

tiretmekteydi?
3 baz=kodon=1 amino asit

* Crick et al. 1961 genetik kodun anlamani ¢cozdu. Genetik
bilginin Gretimi her G¢ nukleotitten olusan yani diger bir
deyisle Uc¢lu kodlama oranina dayanan bir aritmetige
dayanmaktaydi. Buna gbre bakteriofaj genleriyle yapilan
calismada Crick ve ark. Her hangi bir bazda ekleme ya da
cikartma ile meydana gelen bir mutasyonun ilgili proteinin
Uretiminin durmasi ile sonuclandigini buldu. isin ilginci ise,
ilgili protein, G¢ nukleotitin eklenmesi ya da cikartilmasiyla
tekrar eski haline getirilebilmekteydi.

Protein kodlayan genler (enhancers, promotorler)

X
Buyuik-kuclik RNA kodlayan genler



Central dogma? Crick, 1958...

Replication

DNA
* Transcription
RNA
* Translation
PROTEIN

1970’de revize edildi, ciinku bazi viruslerin genetik
bilgileri RNA’dan DNA’ya donustlrerek trettigi bulundu.

1997 prion (proteinimsi infektif birimler) adi verilen,
DNA icermeyen, ama yenildikleri zaman saglikli
bireylere bulasan ve bu bireylerde 6lumcdl
neurodejeneratif hastaliklara yol acan (Deli dana
hastaligi gibi ) mutasyona ugramis proteinler bulundu
(Prusiner ve Scott, 1997).



DNA mi RNA mi once vardi?

e Bazi bilim adamlari yerytuzinde yasamin ilk
evrelerinde RNA'nin genetik materyal olarak rol
aldigini iddia etmektedir. Nitekim RNA ribozim
olarak ta gorev yapabilir. Ancak bu rol, evrimsel
surecte ana katalitazor olarak enzimatik
proteinlere birakiimistir.

* RNA organizmasinin evrimsel strecte cok kopyall,
Iki sarmalli ve kendi basina rekombinasyon ve
splicing 6zelliklerinde oldugu disunilmektedir.



RNA mi DNA mi?

* RNA ilk genetik materyal olabilir, ciinkl kendi
kendine cogalmada bir 6rnek teskil
edebilmekte, nikleotitlerin polimerizasyonu
gibi kimyasal reaksiyonlari katalize
edebilmektedir.

e RNA-amino asit interaksiyonlarinin evrimsel
surecte daha stabil bir genetik bilgi depolama
birimi olan DNA'ya evrimlestigi
dusunulmektedir.



DNA’'nin molekiler yapisi

* DNA nukleotit adi verilen monomerlerden olusan uzun
ve iki sarmalli yapida polimerik bir molekuldir. Her bir

nukleotit ise,
- Seker (5 karbonlu deoksiriboz) Nukleosit
- Azotlu baz
Piirin (Adenin,Guanin) ya da
Pirimidin (Timin, Sitozin) bazlari
(Sekerin 1. karbon atomuna bagli azotlu baz)
- Fosforik asit
(sekerin 5. karbon atomuna bagli fosforik asit grubu)

Nuikleosit +Fosforik asit= Nukleotit



PURINES




Nukleotitler

2'deoksiadenozin 5’trifosfat (dATP=A)
2’deoksiguanozin 5’trifosfat (dGTP=G)
2'deoksisitidin 5’trifosfat (dCTP=C)
2'deoksitimidin 5’trifosfat (dTTP=T)

Nukleotitler birbirine ‘fosfodiester’ baglari ile
baglanarak polintkleotitleri olusturmaktadir.




Nukleosit’ten Niikleotit’e Donlisum

Buna gore sekildeki polintkleotit’in ucu 5. karbon
atomuna trifosfat grubu eklenmis bir ntukleotit’ten
olusturmaktadir. Ve burada bir fosfodiester bagi
olusmamaktadir. Bu uca 5" ucu denilmektedir.
Diger tarafta ise, 3. karbon atomunda fosfat grubu
verine bir OH grubu yer almaktadir. Bu uca ise 3’
ucu denilmektedir.



RNA’'nin molekuler yapisi

* RNA da polimerik bir molekul olup temelde

DNA'dan iki yonuyle ayrilir:
-Seker Ribozdur.
-Timin yerine urasil bulunur.

* Adenozin 5’trifosfat (ATP=A)
* Guanozin 5’trifosfat (GTP=G)
* Sitidin 5’trifosfat (CTP=C)
* Urasil 5’trifosfat (UTP=U)

 RNA tipik olarak tek

sarmalli olup DNA ya
gore daha az stabil
bir yapidir. Bununla
birlikte zaman zaman
kompleks yapilar
olusturabilir veya iki
sarmalli bir yapida da
olabilir. RNA. da da
nukleotitler
birbirlerine
fosfodiester baglari
ile baghdir.



Ikili Sarmal-Watson&Crick, 1953

* Azotlu bazlar ikili sarmalin ic kisminda yer
almaktadir.

e Seker ve fosfat gruplari ise dis kisimda yer alip
tasiyici durumundadir.

* AileT (2 H bagi), Gile C (3 HBagi) hidrojen
baglari ile birbirine baglanmaktadir.



Ikili Sarmal-Watson&Crick, 1953

DNA sarmali yaklasik her 10 bazda bir donls yapmakta
olup her baz arasinda 3.4 A2 yani dolayisiyla da bir donus
icin 34 A2|Uk bir mesafe gerekmektedir. (1 A=10-10 m)

Sarmalin capi ise 20 A civarinda olup genelde saga
yaslanmis durumdadir.

DNA farkli kristal formlarda bulunabilir. B-DNA en yaygin
bulunan form olup, daha siki yapida olan 12 A’lik capa sahip
ve 11 bazda bir dénls yapan A-DNA da zaman zaman
gorulebilir. Bu formlarin yanisira C, D, E, ve Z formlari da
mevcuttur. Bunlar arasinda Z formu, sola-yaslanmis bir
sarmal yapisina sahiptir. H-DNA olarak bilinen tc¢lt sarmal
yap! da son 5 yilda rapor edilmistir.

A, H, Z formlarinin hucrede, C, D, ve E formlarini ise
laboratuar kosullarinda Uretilebilecegi 6ngorulmektedir.



Genler

Genler kromozomlarda spesifik bir lokasyonda olabilen bir
nevi biyokimyasal materyaller olup canlilarin gelisimini
saglayan temel birimlerdir.

Genler birden fazla protein kodlayabilir ancak her gen her
zaman protein Uretmeyip RNA'y! Ureterek diger genleri
reglle edebilir.

Genler 75 nt-200 kb (1 kb=1000 nt)

Genetik bilgi DNA ikili sarmalinin birisi tarafindan belirlenir
ki bu sarmala ‘coding strand (sense)’ adi verilmektedir.
Diger sarmal ise buna eslenik olan ‘non-coding strand (anti-
sense)’ adini alir.

Protein Uretmeyen genler son Grin olarak RNAyi Greten
genlerdir. Bu RNA’lar direkt olarak tRNA, rRNA, kiictk
nukleolar RNA (snoRNAs), kiicik ntuklear RNA (snRNA) ve
diger duzenleyici elementler olabilir.



‘Protein-ureten genler i¢gin sifre tgludur’

* Protein ureten genlerin genetik kodu DNA
molekulindeki Gc¢lt ndkleotitlerin dizisine
dayanir. Bu ucli dizi (kodon) proteinlerdeki
amoni asitlerin bir sira halinde tGretimini
belirler.

e 4 Farkl bazin (A,T,C,G) uc¢ farkli kombinasyonu
64 triplet, diger bir deyisle 64 kodon
demektir.Ancak 20 amino asit olduguna gore

‘Diger 44 kodon ne ise yaramaktadir?’
sorusu hemen akla gelmektedir.




Table 1.1. The 20 Amino Acids That Occur in Proteins and Their Codons

Amino acid Abbreviations Codons

GCU GCC
AGA AGG
AAU AAC
GAU GAC
uGu uGcC
GAA GAG
CAA CAG
GGU GGC
CAU CAC
AUU AUC
UUA uuG
AAA AAG
AUG

uuu uucC
CcCu ccc
AGU AGC
ACU ACC
UGG

UAU UAC
GuUu GucC GUA GUG

Alanine ala

Arginine

Asparagine

Aspartic acid

Cysteine

Glutamic acid glu

Glutamine gln
Glycine cly
Histidine his

Isoleucine ile

Leucine leu

Lysine lys

Methionine? met
Phenylalanine phe
Proline pro
Serine ser
Threonine thr
Tryptophan trp

Tyrosine ty—r
Valine val

<K EgHduTTmIZAC=I0Q0mMNANTZR>

“Methionine and tryptophan are underlined because they are specified by only one codon.




* Dikkat edilecegi Uzere kodonlardaki bilgi Urasili
icermektedir, cinkt DNA’daki bilgi Timin yerine
urasil’i kullanan mRNA’ya donusturidlmektedir.

* AUG baslangic ya da start (initiation) codon
olarak bilinmektedir ve gen 6n ucunda yer alir ve
Methionin (M) rezidisinu kodlar. Ancak AUG’ler
genlerin orta bolgelerinde de bulunabilir
dolayisiyla her AUG start kodon olamaz.

* Genetik bilgi ayni zamanda ‘stop codon’ ya da
‘termination codon’ olarak bilinen ve protein-
ureten genin sonunda bulunarak translasyonu
bitiren bilgilerde icerir. UAA, UAG, UGA stop
kodonlarini olusturmaktadir.



Bir istisna...

 Genetik kod Universal degildir yani her kodon
her kosulda ayni amino asiti Gretmeyebilir.
Nitekim mitokondrial DNA’lardaki genlerin
farkl bir genetik koda sahip oldugu sonradan
anlasiimistir. Ornegin, AGA kodonu tipik olarak
arginin amino asidini tretirken, Drosophila
mitokondrisinde amino asidini kodlar.




Gen organizasyonu

Butun genler kromozomlarda bulunur.
Her bir kromozom bir tek DNA molekula tasir.

Boceklerde her bir DNA moleklli yuzlerce hatta
binlerce gen tasiyabilir. Ornegin Drosophila
melanogaster 4 kromozom Uzerinde 13,600 gene
sahiptir.

Bazi DNA segmentleri ‘spacer’ olarak bilinen ve
her hangi bir Urtuin kodlamayan ara bolgeler
barindirir. Yapilan calismalar bu kisimlarin
genellikle transkribe oldugu ve dizenleyici
elemanlar olarak gorev alabildiklerini gostermistir.




Multigen familyalari

* Bu genler benzer nukleotitlere sahip olan
vakin iliskili gen gruplarina verilen isimdir. Bu
familyadaki genler bir ata genden duplike
olarak benzer 2 ya da 3 genlerin olusmasina
vol acmistir. Bunlar zamanla daha fazla
varyasyon kazanarak birbirine benzer
fonksiyonlara sahip birden fazla genin
olusmasini saglamistir. Boceklerde bunlara
ornek olarak aktin, tubulin, heat shock,
salivary glue, chorion, cuticle ve yolk protein
genleri verilebilir.




Pseodugenler

* Bu genler fonksiyonel genlere dizi bazinda
benzer olan fakat genetik bilgileri mutasyona
a fonksiyonelligini

ugramis dolayisiylac
kaybetmis olan gen
fonksiyonlarinin kay

erdir. Bun

nolmasina

nukleotit dizilerinde hizli degisi
gidebilir ve daha onceki dizi bilgisi mumkun
olmadigi icin tanimlanamayabilir. Boyle
DNA’lar ‘Junk (gereksiz) DNA’ olarak ta

nitelenebilir.

ar
oagli olarak

Kliklere



Pre-mRNA?

* |ntronlarin pek cok 6karyotik protein-treten
gende bulunusu transkripsiyon ve translasyon
arasinda ilave bir reaksiyonun daha varligini
gostermektedir. Buna gore, DNA RNA'ya
transkribe oldugunda, aslinda ilk RNA transkribi
MRNA degildir. Bu sentezlenen RNA, bir mRNA
oncusu (precursor) olup, ‘Pre-mRNA’ adini alir.
Pre-mRNA, stoplazmaya gecmeden 6nce,
cekirdekteyken intronlarindan kurtulmak icin
splicing gibi cesitli proseslere ugrar.




Ekzon ve Intronlar

Ekzon, bir genin protein kodlayan bolgesidir. Transkripsiyondan sonra mRNA
olusunca bunun olgunlasmasi icin intronlar atilir, kalan ekzon badlgeleri
protein kodlar. Ekzon terimi bu yuzden asil olarak DNA'da bulunan ama
aslinda RNA'da da bulunan gen parcasidir.

Intron, DNANnin okunmadan atlanan bu bolimune intron adi verilir.
Intronlar, mMRNA ve protein kodlamasina katilmazlar. Genlerin kodlamaya
katilmayan bu bolimu, toplam insan genomunun yaklasik %97'lik bir kismini
olusturur.Prokaryotlarda ve maya gibi okaryotlarda duslk frekansta bulunur.
Bazi 6karyotlarda da nadiren intron bulunmayabilir. Tipik olarak bazen
coding bir alani bolebilir ya da genin UTR (untranslated region) alanlarinda
bulunabilir. Tipik olarak 100-10,000 bp uzunlugundadir.



Verimli bir DNA replikasyonu esastir!

* Her organizmada her hicre bolinmesi
esnasinda hicredeki her genin bir kopyasida
meydana getirilmektedir. Bu replikasyon
iIsleminin hizli ve dogru olmasi esastir. Nitekim
sadece 100,000 nukleotitte 1 meydana
getirilecek bir hata bile organizmada 6nemli
hasarlara ya da mutasyonlara yol acabilir.
Nitekim mutasyonlarin cogu 6lumcul
sonuclara yolacarken cok azi notr ya da faydali
olabilir.



DNA replikasyonu semi-konservatiftir!

DNA replikasyonu semi-konservatif olmasi
her yeni DNA heliksinin bir eski bir yeni DNA
sarmalil icermesi anlamina gelir. Bu sekilde
eski DNA sarmali karsisinda ters eslenik
olacak sekilde yeni bir DNA sarmali
meydana gelmektedir.



Replikasyon, ‘replikasyon orijinlerinde’ baslar

Kromozom uzerinde replikasyonun basladigi bolge
“replikasyon orijini" olarak adlandirilir. Kromozom
uzerinde replikasyonun oldugu noktada sarmala ait
zincirlerin acilmasiyla meydana gelen catala
“replikasyon catali" denir. Bu catal, 6nce sentezin orijin
noktasinda meydana gelir ve replikasyon devam ettikce
ilerler. Iki DNA zincirini bir arada tutan hidrojen
baglarini kiran helikaz enzimi tarafindan olusturulur.




DNA Replikasyonunun Temel Mekanizmalari

Hem prokaryotik hemde 6karyotik hiicrelerde
replikasyonun temel mekanizmalari aynidir.

Replikasyon baslangic noktalarinin tayini
DNA cift ipliginin cozinmesi
Replikasyon catalinin olusmasi




DNA c¢ift ipliginin ¢coziinmesi

* Replikasyonun basliyabilmesi icin DNA c¢ift
zincirinin sarmal yapisinin ¢cézulmesi gereklidir.

e Cozulme islemi baslatici protein kopleksinde
ver alan DNA helikazlar ile gerceklestirilir.



ikili sarmali ayirdigi zaman ‘single-st
ng proteinler’ her bir tekli sarmala bagl
arin tekrar bir araya gelmesini (anneal) eng
sekilde




Replikasyon catalinin olusmasi

e Helikaz aktivitesi ile acilan cift
zincirde replikasyonun oldugu
bolgeye replikasyon catali
denir.

e Replikasyon olayi “replikasyon
catali”nin ana DNA molekuli
boyunca ilerlemesi ile
gerceklesir.
DNA replikasyon yonii (yeni sentezlenen zincirin
yonti) 5 3’ ucuna dogrudur



DNA replikasyon yonii (yeni sentezlenen zincirin
yonii) 5’—3’ ucuna dogrudur

DNA molekulu birbirize zit yonde paralel iki zincir
icerdiginden (biri 5—3’ digeri 3’—5’) sentezin
ayni anda ve devamli olarak ilerlemesi mimkun
degildir.

e Bu nedenle replikasyon catalinda iki farkl sentez
tipi ortaya cikar.

1- Devamli iplik (DNA) senteazi

(3= 5" kalibina uygun sentez )
2- Kesikli iplik (DNA) sentezi
(5°—— 3" kalibina gore yapilan sentez)



Genetik Bilgi Akisi

 Okaryotik hiicrelerde DNA’nin cogu
cekirdekte bulunurken proteinler
sitoplazmada sentezlenir.

* RNA okaryotik huicrenin
cekirdeginde sentezlenir ve
kimyasal olarak DNA'ya benzer.

e RNA'nin cogu sitoplazmaya tasinir.

e Genellikle hucredeki RNA miktari,
protein miktari ile orantihidir.



TRANSKRIPSIYON

(DNA’dan RNA sentezi)

DNA kalibindan RNA sentezlenmesine
transkripsiyon denir.

Transkripsiyon, hicre ici genetik bilgi akisinin ilk
basamagi oldugu icin 6nemlidir.

Transkripsiyon sonucunda, ikili sarmal DNA'nin

bir dizisinin eslenigi olan mRNA molekuld
sentezlenir.

MmRNA’daki her tcli kodon, ayrica peptit zincirine
girecek olan aminoasiti tasiyan tRNA'nin
antikodonuna da esleniktir.



Replikasyon-Transkripsiyon: Farklar

Replikasyon sirasinda tim kromozom kopyalanir fakat
transkripsiyon daha spesifiktir. Ayni anda sadece bir
gen grubu kopyalanabilir.

Gen ekspresyonu organizmanin ihtiyaci ve ekolojik
faktorler ile iliskilidir.

DNA segmentinin basi ve sonunu belirleyen spesifik
duzenleyici dizeler hangi DNA segmentinin sablon
olarak kullanilacagini gosterir.

Transkripsiyon bir primer’e ihtiya¢c duymaz.
Transkripsiyon icin sadece bir DNA zinciri kalip olarak
IS gorur.



RNA'nin DNA'ya Bagimli Sentezi

* RNA polimerazlar RNA'nin sentezinde gorev
alir.

* Sentez icin DNA-bagimli RNA polimeraz, bir
DNA sablonu, nukleozid 5° trifosfatlar (ATP,
GTP, UTP ve CTP) veya Mg?* gereklidir.

e Sentez ribonukleotidlerin 3"-hidroksil ucuna
eklenmesi ile 5"2>3" yonunde ilerler.

e Baslama, RNA polimerazin promotor olarak
adlandirilan spesifik bdlgelere baglanmasi ile
baslar, primer’e gereksinim yoktur.



Promotor?

* Promotor, RNA polimerazin transkripsiyonu
oaflatmak uzere DNA'da baglandigi 6zel
oolgelerdir.

* Promotorlarda, turler arasinda korunmus
konsensus diziler vardir.

e Okaryotik promotorlarda -10 dizisine benzer
konsensus diziler bulunmustur (ornek, TATA
kutusu)

* Transkripsiyon faktorleri gen ekspresyonunu
etkileyen faktorlerdir.

* Promotor mutasyonlari gen ifadesini onemli
bicimde azaltir.




RNA Polimeraz ve RNA Sentezi

DNA kalibi Gzerinden RNA sentezi, RNA
polimeraz enzimi tarafindan gerceklestirilir.

RNA polimeraz, DNA polimerazla ayni genel
substratlara ihtiyac duyar.

Ancak dNTP yerine NTP kullanir.
Ve primere ihtiyac duymaz.




MRNA'nin Olusum Basamaklari

* mMRNA'nin 5" ucuna sapka (cap) yapisi takilir. 5°
cap’in, translasyonun baslamasini
kolaylastirdigi ve mRNA'nin dayanikliligini
artirdigi dustnulmektedir.

* MRNA'nin 3’ ucuna kuyrugu eklenir.

* Oncul mRNA yapisindaki proteine
donusmeyecek bolgeler ( ) cikartilarak
proteine donusecek bolgeler ( )
birlestirilir. Bu isleme siplaysing ( )
denir.



Genetik Sifre (kodonlar RNA Ulzerinde ve 55— 3°
yonunde ilerler. Buna gore DNA'da yer alan
tamamlayici kodonlar ters yonde (3'—>5'), tRNA
antikodonlari ise mRNA’dakinin tamamlayicisi ve
onunla ters yonde).



Translasyon

mRNA halinde kopyasi cikarilmis olan genetik bilgiye gore polipeptid molekullerinin
sentez edilmesi islemidir. Polipeptidler proteinlerin primer yapisini olusturur.

Cekirdekteki genlere ait proteinlerin sentezi sitoplazmadaki ribozomlarda,
organellerdeki genlere ait proteinlerin sentezi organellerdeki ribozomlarda meydana
gelir.

Tum organizmalarda en fazla korunmus ve hlicre icin enerji sarfiyati agisindan pahali
bir prosestir.

Bakterilerde, hiicredeki enerjinin ~ %80’i ve hlicrenin kuru agirhginin %50’si protein
sentezine ait (tek bir proteinin sentezi 100’Gn Ustinde protein ve RNA'nin uyumlu is
birligi gerekli)

mRNA daki genetik bilginin polipeptid haline ¢evrilmesinin yonu: 5’—>3’

Sentez edilen polipeptid zincirlerinin bir ucunda serbest -COOH grubu tasiyan bir
amino asit (C- ucu), diger ucunda serbest -NH, grubu tasiyan bir amino asit (N-
ucu).



Translasyon ile 4 bazl bir alfabeyle yazilmis genetik sifrenin 20 amino
asitlik dilde yazilmis bir sifreye ceuvrilir.

Translasyon aygitinin baslica bilesenleri:

mRNA translasyon aygiti tarafindan okunmasi gereken bilgiyi saglayan
kalip.

tRNA'lar polipeptid zincirine girecek amino asitlerle mRNA'daki
kodonlar arasindaki fiziksel ara yuz.

Ribozom mRNA'nin dogru tRNA’lar tarafindan taninmasini dizenleyen
ve uzamakta olan polipeptid zinciri ile tRNA'ya bagh amino asit
arasindaki peptid bagi olusumunu katalizleyen yapi.



tRNA’larin Protein Sentezine Katilmalari

Translasyonda araci molekuller = mRNA'daki kodonlarin tamamlayicisi
olan antikodona sahip tRNA’lar.

tRNA’larin tasidigi amino asitlerin kodonlara uygun bicimde siraya
dizilip aralarinda peptid bagi olusmasi.

Cesitli tRNA’larin her biri, mRNA’daki bir kodonu (ya da kodonlari)
taniyan 6zel bir amino asitle yliiklenir .

Protein sentezinin dogrulugu <

(1) tRNA’ya 6zqgtil ve dogru amino asidin baglanmasi

(2) ribozomlarda mRNA’daki bir kodona yanit olarak dogru
antikodonu tasiyan tRNA’nin secilmesi.



rRNA’lar
rRNA’lar ribozomun hem yapisal hem de katalitik belirleyicisidir

eTfemelde ribozom yapisini olustururlar ve aralarinda H baglari
olusturarak ribozomun iki alt biriminin bir arada bulunmasina yardim
ederler.

e MRNA ile baz eslesmesi 0zelliginden dolayl protein sentezine
katilirlar. Yakli tRNA’larin antikodon ilmekleri ve mRNA’'nin kodonlari
ktcuk alt birimdeki rRNA ile iliski kurarlar.



Entomolojide Siklikla Kullanilan Molekiiler Teknikler
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Niikleik Asit (DNA, RNA) Izolasyonu

Amaca gore boceklerden DNA ve RNA izolasyonu molekuler
calismalarda temel (birincil) asamayi olusturur.

DNA ve RNA'nin duzgin bir sekilde izolasyonu sonraki asamalar
acisindan oldukca 6nemli olup, izole edilen nukleik asitin, jel
elektroforezi, klonlama vya da dizileme vyoluyla kontrolt
mumkunddar.

RNA calismalari, DNA calismalarina gore daha fazla hassasiyet
gerektirir cinkii RNA daha az stabildir. (Ozellikle RNA’y1 parcalayan
RNAz enzimleri avucumuzdaki terde bulunur!)

Butin nukleik asit calismalarinda kontaminasyon riskinin
azaltilmasi acisindan ortamin ve kullanilan arac¢ gereclerin steril &
temiz olmasi 6nemlidir.

Nukleik asit izolasyonunda pek cok yontem vardir. GUnumuzde
hazir kitleri zamandan buyuk tasarruf saglamakta ve islemleri
oldukca kolay hale getirmektedir.



PCR

- |n vitro kosullarinda DNA dizilerinin cogaltilmasi esasina
dayanan bir tekniktir.

- Direncli ve hassas bireyler arasinda single nucleotide
polymorphisim (SNP) veya mutasyonlarin taranmasi: 1 Bazin

varhgi ya da yoklugu



PCR-RFLP

Restriksiyon enzimleri kullanilarak DNA'nin farkli buyuklikteki
fragmanlara ayrilmasi RFLP (Restriksiyon Fragment Length
Polymorphism) olarak adlandirilir. Bu yontem polimorfizm
calismalarinda siklikla kullanilmaktadir. RFLP tek nokta
mutasyon analizlerinde siklikla kullanilan bir yontemdir.



Real-Time PCR (qPCR)

DNA'nin ya da mRNA orneklerinin cogaltimini ve
urtnlerinin miktarini tespit etmeye yonelik bir yontemdir.

Real-time PCR floresan tabanli deteskiyon yontemi ile
amplifiye edilen Grinitn gercek zamanli takip
edilebilmesini saglar. gPCR, bir referans gene gore
normalizasyon gerektirdigi icin relatif kantitasyon
yapabilmektedir.

Real time PCR, mRNA ekspresyon analizleri, DNA kopya
sayisl olcumleri, allellerin ayirimi veya SNP
genotiplemelerini tespit edebilir.

Direnc calismalarinda referans gen olarak kabul edilen
ekspresyonu sabit olan bir gen baz alinarak hedef genin
ekspresyon seviyesi hakkinda bilgi sahibi olunabilir.



Droplet-digital PCR (Dijital damlacikli
PCR, ya da ddPCR)

* Geleneksel PCR temelinde, DNA'nin bir yag emulsiyonu
icerisinde damlaciklara parcalanmasi sonucu, teker teker
floresan detektor tarafindan tespit edilmesi metoduna
dayanir. Bu yontem, teker teker okuma aldigindan
orneklerin mutlak kantitasyonunu saglar ve referans gene
ihtiyac duymaz.

e 20ul 6rnekten 20.000 damlacik olusturularak, her bir
damlaciktan ayri bir okuma elde edilerek hassasiyet ve

dogruluk artar. Bu sekilde dliisuk varyant fraksiyonuna sahip
mutasyonlar da tespit edilebilir.

* Bu teknikte ozellikle yiksek kopya sayisindaki ktictik sayida
degisimleri tespit etmek mimkuindur.



RNA interferans (Gen susturma)

RNAI yonteminin entomolojide kullanimi yenidir.
RNA interferans (RNAi), mRNA degredasyonuna dayali
fonksiyonel bir genom analiz teknigidir. Diger bir
deyisle genlerin ne ise yaradigini anlamamizi saglar.
RNAI, gene spesifik iki sarmalli RNA'lar (dsRNA’lar)
kullanilarak, 6karyot modellerde ilgili mMRNA'nin
parcalanmasi saglanir.

RNAI gene spesifiktir.

Gunumuzde direnc calismalarinda en populer teknik
hale gelmistir. Bu metotta direncten sorumlu oldugu
dusunulen gen spesifik olarak hedeflenmektedir!




RNA interferans’in Etki Mekanizmasi

Hicre icerisine giren dsRNA, dicer adi verilen bir RNaz Ill enzimi
tarafindan 21-23 nikleotitten olusan siRNA adi verilen kiicik RNA'lara

parcalanir.

siRNA’lar “RNA induced silencing complex (RISC)” olarak bilinen
endonukleaz komplekslerine baglanir.

SiRNA’lar, tek sarmalli RNA’lara donuisur ve RISC komplekslerini,
eslenikleri olan mRNA’ya yonlendirerek bu mRNA’lari parcalar. Boylece
protein sentezi gerceklesmez.



