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1 GEN FONKSIYONU

Klasik genetikte genlerin belli bir fenotipi olusturdugu ve kromozomlarla beraber yeni
nesillere tasindig1 kabul edilir; bu tasinma sirasinda isleyen kurallar incelenir. Bu bag-
lamda gen, soyut bir kimlik olarak ele alinir. Bunun aksine molekiiler genetikte genlerin
somut olarak ne oldugu ve genlerle kontrol ettikleri fenotipler arasindaki dogrudan ilig-
kinin nasil gerceklestigi incelenir. Bu béliimde gen ile fonksiyon arasindaki iligki incele-
necektir. Oncelikle belli bir fonksiyonu yiiriiten fonksiyon birimleri veya sistronlar
komplementasyon testi ile tanimlanacaktir. Daha sonra da bir gen iriiniinlin (protein,
polipeptit) fenotipin belirlenmesindeki fonksiyonu incelenecektir.

1.1 Komplementasyon Testi ile Genlerin Tanimlanmasi

Klasik bakis agis1 ile gen bir fonksiyon birimidir, yani her gen bir fonksiyonu yénetir. Ben-
zer 1950'li yillarda bakteriyofaj T4 genomunun ril boélgesinin bu klasik bakis acisina
uygunlugunu belirlemek iizere deneyler yapmistir. Bu deneylerde Edward Lewis'in Dro-
sophila'da fonksiyonel gen birimlerinin 6zelliklerini incelemek tizere gelistirdigi cis-
trans testi veya komplementasyon testi yaklasimini bakteriyofajlara uyarladi.

Komplementasyon testi ayni fenotipi etkileyen mutasyonlarin ne kadar fonksiyon
biriminden (genden) meydana geldigini belirlemek i¢in uygulanir. r/l mutantlariyla ilgili
calismada, tek olduklarinda E. coli K12(A) susunda ¢ogalamayan iki r/I mutant fajinin
her ikisinin birlikte bu susa verildiginde, birlikte ¢alisip projeni virtsler olusturup olus-
turamadig incelendi. Eger projeni fajlar tretilirse iki mutantin birbirini tamamladigi
(komplemente ettigi) sdylenir. Bunun yorumu sdyledir: Bu mutantlardaki mutasyonla-
rin her biri farkl genler (fonksiyon birimleri) icindedir yani her bir gen farkl bir fonksi-
yon birimini kodluyor olmalidir. Her bir mutant, fonksiyon i¢in gerekli olan iki iirtinden
sadece birini Uretiyor olmalidir (Sekil 1.1a). Eger hala projeni viriisler olusturulamadiy-
sa mutantlar birbirini tamamlayamazlar (komplementasyon gerceklesmez). Bu sonug
her iki mutasyonun da ayni fonksiyon birimi (gen) icinde oldugunu gosterir. Burada her
iki mutant da defektif (bozuk) trtini Uretiyor demektir, bakteriyofaj déngiisii ilerleye-
mez ve projeni viriisler olusturulamaz (Sekil 1.1b).

Bir komplementasyon testinde eger iki mutasyon farkli genomlarin tizerinde ise,
bu mutasyonlarin konfigurasyonuna trans konfigurasyonu denir (Sekil 1.1a ve b). Do-
layisiyla mutasyonlar trans durumunda birbirini tamamlayamiyorsa (komplementasyon
gerceklesmiyorsa) ayni fonksiyonel birim tzerindedirler. Eger incelenen her iki mutas-
yon da ayn1 kromozom iizerindeyse mutasyonlarin konfigurasyonuna cis konfiguras-
yonu denir. Bu cis ve trans durumu nedeniyle komplementasyon testlerine cis-trans
testi de denir.

Benzer (1955), cis-trans testleri sonucuna dayanarak genetik fonksiyon birimini
sistron olarak isimlendirmistir: Bir fonksiyonu yiiriiten genetik birime sistron denir. Bu
tarihten sonra sistron teriminin gen terimi yerine yaygin sekilde kullanilma egilimi yay-
ginlasmistir. Bu giin i¢in gen terimi daha yaygin olarak kullanilir. Sonugta gen de sistron
da genetik fonksiyon birimini ifade etmektedir. T4 rII lokusundaki bu iki fonksiyon bi-
rimini, rlIA ve rlIB sistronlari veya genleri olarak ifade etmek daha uygundur. Tahminen



bu genlerin triinleri E. coli K12(A) susunda T4 bakteriyofajinin ¢ogalabilmesi i¢in gerek-
li olan siireclerde is goriirler. Genetik olarak rllA sistronu 6 hb ve 800 baz cifti (bp)
uzunlukta iken r/IB sistronu 4 hb ve 500 bp uzunluktadir.
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Sekil 1.1: Bakteriyofaj T4’lin rII bolgesindeki fonksiyon birimlerini belirlemek iizere uy-
gulanan komplementasyon testi. E. coli K12(A) susu farkli T4 rIl mutantlariyla enfekte
edilmistir. a) Komplementasyon gerceklesir. b) Komplementasyon gerceklesmez.

Komplementasyon testi aymi fenotipe ait mutantlarin fonksiyonel birimlerini
(komplementasyon grubu-gen) tanimlamak i¢in kullanilir. Birbirini tamamlayamayan
mutasyonlar ayni fonksiyon birimi (sistron, gen) icindedir.

Komplementasyon testinin esas1 daima aynidir, sadece organizmaya bagl pratik
ayrintilarda farkliliklar vardir. Diploit organizmalarda komplementasyonu disiinelim.
Iki saf dol (ilgili allel ciftleri bakimindan homozigot) mutant Drosophila melanogaster
susu, (yabani tip grimsi sar1 viicut rengi yerine) siyah viicut rengine sahiptirler. Bu iki
sinek caprazlandiginda biitiin F1 sinekleri yabani tip grimsi sar1 viicut rengine sahiptir.
Bu veri nasil agiklanabilir? En basit agiklama her ikisi de viicut rengi fenotipinin olusma-
sinda gorev yapan iki gen icindeki mutasyonlar arasinda meydana gelen komplementas-
yondur. Yani resesif otozomal gen eboni (e) homozigot durumda siyah rengi olusturur.
Diger bir otozom tizerindeki farkl bir resesif gen siyah (b) de homozigot durumda siyah
viicut rengi olusturur. Her iki mutant da homozigot olduguna gore genotipik olarak
e/eb*/b* ve e*/e*b/b, ve fenotipik olarak siyah olacaklardir. F1 genotipi e*/eb*/b olacak-
tir. Bu durum rll sistron deneylerindeki trans konfigurasyonunu ile aynidir. F1 yabani
tip viicut rengine sahiptir, ¢linkii komplementasyon gerceklesmistir.

1.2 Enzim Yapisinin Genler Tarafindan Kontrolii

Ingiliz doktor Garrod alkaptonuri hastalig lizerine arastirmalar yapmistir. Bu hastalarda
idrar havayla temas ettiginde siyahlasmaktadir. Garrod gozlemine dayanarak hastaligin
genetik olarak kontrol edildigine karar vermistir: Yine alkaptonuri hastalarinin idrarla-
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rinda homogentisik asit (HA) bulundugunu ve HA'in havayla temas ettiginde siyah renge
dontistiigiinii belirlemistir. Garrod arastirmalarinin sonucunda normal insanlarin HA'i
metabolize ederken alkaptonuriklerin metabolize edemediklerini 6ne stirmiistiir.

Normal metabolik yol Alkaptonurik birevlerdeki metabolik vol
Fenilt_llanin Fenilalanin
Enzim Enzim
0 (fenilalanin ®_(fenilalanin
hiroksilaz) hiroksilaz)
Tirozin Tirozin '

@ |@

p-Hidroksifenilpiruvat p-Hidroksifenilpiruvat

lg l®
l l O)
Homogentisik asit (HA) L
Homogentisik asit (HA)
| (® HA oksidaz 3

Maleilasetoasetik asit Fonksiyonsuz Ta o
l© HA oksidaz HA birikir

o ®
'®

CO, + H,0

Sekil 1.2: Fenil alaninin metabolize edildigi yol ve alkaptonuriklerde bu yolun durdu-
rulmasi.

Normal bireylerde bir seri gen tarafindan kodlanan enzimler, fenilalaninin meta-
bolize edildigi metabolik yoldaki basamaklar1 katalizlerler. Garrod, alkaptonuri hastala-
rinda, otozomda yer alan HA oksidaz genindeki bir resesif mutasyonun HA oksidazin
fonksiyonsuzlasmasina neden oldugunu ileri siirmiistiir (Sekil 1.2'ye bakiniz).

Garrod diger t¢ hastaligi1 daha incelemis ve bu hastaliklarin da birer metabolik
yolun bloke edilmesinden kaynaklandigini sdylemis, olay1 i¢sel metabolizma hatasi
olarak adlandirmistir. Ancak o zamanin bilim ¢gevreleri ve hekimler bu sonuglara itibar
etmemislerdir.

Bir gen ile enzim arasindaki iliskiyi bilim alemine kabul ettirecek deneyler Beadle
ve Tatum tarafindan Neurospora crassa ile gergeklestirilmistir. Deney sonuglar1 1942
yilinda yayinlanmistir. Beadle ve Tatum elde ettikleri besin mutanti N. crassa hiicreleriy-
le calisarak Sekil 1.3’te gosterilen bir modelle bir metabolik yolda gérev alan enzimlerle
genleri iliskilendirmislerdir.

Arastiricilar gen A'da meydana gelen mutasyon sonucu 6ncii substratin hig kulla-
nilmadigini belirlediler. Gen B'de meydana gelen mutasyon, ara iirtin A'nin birikimine,
gen C'deki mutasyon ise ara tirtin B'nin birikimine neden olur.
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Sekil 1.3: Bir 6ncii substratin her biri bir enzim tarafindan katalizlenen li¢ basamak so-
nucunda son urin C'ye doniistiirildiigi hipotetik biyokimyasal yol. Her enzim bir gen
tarafindan kodlanur.

Beadle ve Tatum deneylerini biraz daha gelistirerek her bir mutanta, mutant en-
zimin normal formunun olusturdugu ara uriinii vererek gelismelerini saglamislardir.
S6zgelimi ornitin transkarbaminaz mutanti bir sus N-asetilornitinden baslayarak arjinin
sentezini gerceklestiremez (Sekil 1.3’e bakiniz). Ancak besin ortamina sitrulin verildi-
ginde arjinin sentezlenebilir ve mutant sus arjinin icermeyen minimal besin ortamlarin-
da iireyebilirler. Bu durumda ArgF* geninde meydana gelen bir mutasyon bir metabolik

basamagi katalizleyen fonksiyonel bir enzimin olusmasini engellemistir.
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Sekil 1.4: Arjinin biyosentetik yolu. N crassa'da her reaksiyonu katalizleyen enzimleri
kodlayan dort gen mevcuttur. Genler farkli kromozomlarda yer alir.

Sonucta Beadle ve Tatum metabolik yollarda her bir basamagin bir enzim tarafin-
dan yirutildigi ve her bir enzimin bir gen tarafindan kodlandigini ortaya attilar. Bu
sonug bir gen-bir enzim hipotezi olarak bilinir. Ancak burada goz ardi1 edilmemesi ge-
reken bir nokta, bazi enzimlerin birden fazla farkh polipeptitin bir araya gelmesiyle
meydana geldigidir. Boyle bir durumda birden fazla gen bir enzimin olusmasinda rol
almaktadir. Sonuc¢ olarak bir gen-bir enzim hipotezi de gen kavramini tam olarak acik-
lamak i¢in yeterli degildir. Ileriki béliimlerde gen kavraminin molekiiler boyutlar: tarti-
silmaya devam edilecektir.



1.3 insanlarda Genetik Nedenli Enzim Eksiklikleri

Bir cok insan hastalig1 tek bir gen lizerinde meydana gelen bir gen mutasyonu sonucun-
da meydana gelir. Boyle bir mutasyon tek bir anormallige veya ¢ok sayida anormallige
neden olabilir. Asagidaki Tablo 1.1’de bu hastaliklardan bazilan secilerek verilmistir.

Bunlardan sadece ikisi, fenilketonuri ve albinizm incelenecektir.

Tablo 1.1: Tek gen mutasyonlariyla meydana gelen bazi insan genetik hastaliklar:

Genetik Bozukluk Enzim Eksikligi

Albinizm Tirozinaz

Alkaptonuri Homogentisik asit oksidaz
Disakkarit intoleransi invertaz

Fenilketonuri Fenilalanin hidroksilaz
Fruktosuri Karaciger fruktokinaz

G6PD eksikligi (Akdeniz anemisi)

Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz

Hipoksantin fosforibosil transfe-

Gut (primer) raz

Glutation peroksidaz
Hemolitik anemi Heksokinaz

Piruvat kinaz
Immiin yetmezlik Adenozin deaminaz
Intestinal laktaz eksikligi (ergin) | Laktaz

Kseroderma pigmentozum

DNA-spesifik endoniikleaz

Fenilketonuri: Alkaptonuri gibi fenilketonuri (PKU) de i¢csel metabolik hatadan
kaynaklanir. Cok biiyiik oranda 1. kromozom ftizerindeki bir resesif mutasyon sonucu

olusur, bireyler homozigot mutant olmadik¢a karakteri gostermezler (Sekil 1.5).

Normal metabolik yol Fenilketonurili bireylerdeki metabolik
yol
Fenilalanin Fenilalanin
Enzim, fenilalanin N
hidroksilaz Fonksiyonsuz
fenilalanin —— "\,\‘
Tirozin 2;32:;“'32 Fenil ketonlarin
p ve diger tirevlerin
‘ ; birikimi; melanin
» - metabolik yolu
\ fenilalanin yikimu ile
" b desteklenmez
» K
Onceki sekilde Melanin
gosterilen (kahverengi
metabolik vol pigment)

Sekil 1.5: Normal ve fenolketonurik bireylerde fenilalanin-tirozin metabolik yolu.




Fenilalanin esasi amino asitlerden birisidir (diyetle alinmak zorundadir, viicutta
sentezlenemez). Proteinlerimizin yapisina katilir ancak fazla miktarlar zararhdir. Vii-
cuttaki fazla fenilalanin, tirozine dontstirulerek zararh etkisi yok edilir. Fenilketonurik
olarak dogan bir bebek ciddi problemlerle karsi karsiyadir. Boyle bir bebegin besinlerle
aldig: fazla fenilalanin idrarla atilamaz, enzimatik olarak yikilamaz ve viicutta birikir
(Dogum o6ncesinde fetiis nasil korunur?). Biriken bu fenilalanin, ikincil bir metabolik
yolla fenil piruvik asite dontstiiriiliir. Fenil piruvik asit merkez sinir sistemi hiicrelerini
etkiler ve ¢ok ciddi semptomlar olusur: Ileri mental gerilik, yavas gelisme ve erken 6liim.

Bir fenolketonurik birey tirozin de sentezleyemez. Bu amino asit protein sente-
zinde, tiroksin ve adrenalin hormonlar: ve deri melanin pigmentinin sentezinde kullani-
lir. Tirozin diyetle de alinir. Ancak fenolketonurik bireylerde tirozinin diyet disindaki
diger kaynagi yani fenilalanin yikimi ile saglanan kaynak engellenmis durumdadir. Bu
durumda yeterli melanin sentezlenemediginden bu bireylerin derileri daha uguk ve goz-
leri mavidir (kahverengi goz rengi genine sahiptirler, fenokopi!). Ayrica daha diisiik ad-
renalin seviyelerine sahiptiler.

Albinizm: Albinizm de otozomal resesif bir mutasyonun sonucu olusur. Mutas-
yon, tirozinden kahverengi pigment melaninin sentezlenmesinden sorumlu enzimi kod-
layan bir geni etkiler. Melanin sentezlenemedigi icin albino bireyler beyaz deri, beyaz
sag, kirmiz1 goze sahip olurlar yani iriste pigment yoktur. Melanin ultraviole 1sinlarini
emerek derinin bu 1sinlarin zararh etkisinden korunmasinda gorev yapar. Dolayisiyla
albino bireyler son derece duyarlidirlar. Metabolik basamagin blokaji ara triin (tirozin)
birikimi fenilketonuride oldugu gibi bir problem olusturmaz. iki biyokimyasal basamak-
tan biri bloke edilerek albinizm olusabileceginden iki tip albinizm mevcut olabilir (Sekil
1.6). Farkl tip albinizme sahip iki bireyin evliliginden normal ¢ocuklar dogabilir (komp-
lementasyon!).
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Sekil 1.6: Albino ve normal bireylerde fenilalanin-tirozin metabolik yolu.



1.4 Protein Yapisinin Genler Tarafindan Kontrolii

Biitiin proteinler enzim olmadiklarina gore genlerin tam fonksiyonlarini anlamak iizere
hemoglobin gibi enzim olmayan yapisal proteinlerle genler arasindaki iliskiyi de incele-
memiz gerekir. Orak hilicre anemisi, genlerin yapisal proteinleri kontroliine 6rnek olarak
incelenecektir.

Orak hiicre anemisi: Orak hiicre anemisi kanda oksijen tasiyan hemoglobin pro-
teininde tek bir amino asit degisikligine dayanan bir genetik insan hastahigidir. Ik defa
1910 yilinda Herrick hasta bireylerde diisiik oksijen basincinda alyuvarlarin tipik disk
yapisini kaybederek orak seklinde bir yapiya doniistiiglinii belirlemistir. Orak hiicreleri
normal hiicrelerden daha dayaniksizdir. Ayrica esneklikleri de zayiftir. Bunun sonucu
olarak kilcal damarlara ulastiklarinda tikanmalara neden olurlar ve ilgili dokuda oksijen
yetersizligi olusur. Oksijen yetersizligi genellikle ekstremitelerde olussa da kalp, akciger,
beyin, bobrekler, sindirim kanali, kaslar ve eklemler de oksijen eksikligine maruz kala-
bilmekte ve zarar gormektedir. Dolayisiyla hastalar kalp yetmezligi, zatiirre, kas erimesi,
bobrek yetmezligi, karin agrisi ve romatizma gibi saglik problemleri yasarlar.

Orak hiicre anemisi hemoglobin molekiiliindeki degisikliklerden kaynaklanir.
Hemoglobin iki farkli gen tarafindan kodlanir. Genlerden biri tarafindan kodlanan iki
o polipeptiti ve diger gen (-globin geni) tarafindan kodlanan iki B-polipeptitinden olu-
sur (Sekil 1.7a). Bu yapidaki hemoglobin Hb-A olarak bilinir. Orak hiicre anemisi du-
rumunda ise o polipeptitleri normaldir ancak B-globin geni homozigot mutant olarak
bulunur (/). Bu tip hemoglobin Hb-S olarak adlandirilir. Mutant allel /# ile yabani tip
allel /A esbaskindirlar. Dolayisiyla heterozigot bireyler, (/' /"), iki normal a polipeptiti,
bir normal 3 polipeptiti ve bir de mutant 3 polipeptiti tasirlar. (*Tek tek hemoglobin mo-
lekiilleri ele alindiginda bir hemoglobin molekiilii tek tip B zinciri tasir: normal veya mu-
tant!). Esbaskin A/ heterozigot bireyler orak hiicre karakteri gosterirler. Orak hiicre
karakteri gosteren heterozigot bireylerde normal sartlarda anemiklerdeki (/) semp-
tomlar goriilmez, ancak oksijen seviyesi ani olarak diistiigtinde (s6zgelimi havalanan bir
ucakta) alyuvarlar oraklasabilmekte ve tipik anemi belirtileri goriilebilmektedir.

Pouling 1950'lerde molekiillerin elektrik 6zelligine gore ayrilmas1 amaciyla uygu-
lanan 6zel elektroforetik yontemlerle, farkl tip hemoglobin polipeptit zincirlerini ayir-
mistir (Sekil 1.7b). fAfA normal bireylerine ait f zincirlerinin, elektroforetik ortamda,
[F[F anemik bireylerinkine gore daha yavas ilerledigi gortilmistiir. fA/ (heterozigot,
orak hiicre karakterli) bireylerde ise her iki tip polipeptitin de mevcut oldugu gérilmiis-
tiir. Pouling bu sonuclara dayanarak orak hiicre anemisinin hemoglobin molekiiliiniin
kimyasal yapisim1 degistiren bir mutasyondan kaynaklandigi sonucuna varmistir. Bu
yargl protein yapisinin genler tarafindan kontrol edildigi goriist i¢in gii¢lii bir kanit ola-
rak kabul gormistiir.
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Sekil 1.7: a) Hemoglobin molekiilli, b) anemik, heterozigot ve normal bireylerde farkli
hemoglobin polipeptit molekiilleri.

B zincirindeki gercek molekiiler degisikligin ne oldugu 1957 yilinda Ingram tara-
findan belirlenmistir. Hb-A (#Af*) ve Hb-S (5/)'nin amino asit dizisi belirlenmistir. 3
zincirinin amino ucundan itibaren altinci amino asitte bir degisikligin oldugu belirlen-
mistir. Bu pozisyondaki asitik glutamik asit notral valine degismistir (Sekil 1.8). Bu 6zel
degisim B zincirinin farkli bir sekilde katlanmasina neden olmustur. Bu katlanma sekli
bu bireylerde alyuvarlarin orak sekline doniismesine neden olmaktadir. 3-globin genin-
deki tek bir baz cifti degisimi ile glutamik asit kodonu valin kodonuna degismektedir. Bu
sonuglar yapisal proteinleri olusturan bir polipeptit zincirinin amino asit dizisinin genler
tarafindan kontrol edildigini gosterir.

1 2 3 4 5 6 7
Normal
f polipeptiti, Hb-A HN* — Val — His — Leu — Thr — Pro — Glu — Glu **°
Degisim
v

Orak hiicre ) 1 | p==oy | i Jil] | B .
B polipeptiti, Hb-S H.N* Val His Leu Thr Pro Val Glu
Sekil 1.8: Hemoglobinin 3 polipeptitinin normal ve mutant formlarinin ilk yedi amino

asit dizisi.

Genin, bu veriler 15181nda bir proteini degil bir polipeptiti kodlayan DNA bolgeleri
oldugu goriilmektedir. Bu durumda gen i¢in bir gen-bir polipeptit tanimi daha etkili bir
yaklasim olacaktir. Ancak 6karyotlarin bazilarinda belli bir gen bolgesinden birden fazla
polipeptitin kodlandig1 da bilinmektedir.
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2 DNA: GENETiK MATERYAL

Bu boliime kadar kromozomlar iizerinde bulunan genlerin fenotipik 6zellikleri kontrol
ettigini varsayarak kromozom ve genlerin gametler araciligi ile yeni nesillere gecis yol-
lar1 incelendi. Mantik olarak genler lizerinde bir cesit bilgi mevcut olmalidir. Yeni nesil-
lere aktarildiginda yavrularin karakterlerini etkileyen bu bilgi genetik bilgi olarak isim-
lendirilir. Ayni bilginin yavrularin ergin formuna doniisiinii de yonettigi sonucuna ula-
sabiliriz.

1944’e kadar hiicrenin genetik materyalini olusturan yapinin ve dolayisiyla gene-
tik bilginin tasindig1 materyalin ne oldugu bilinmemekteydi. Bu yapinin kromozomlarla
ve kromozom birimleri olan genlerle ilgili oldugu tahmin edilmekteydi. Ancak kromo-
zomlarin da DNA ve proteinlerden meydana gelmesi nedeni ile hangi molekiiliin genetik
materyal oldugu bilinmemekteydi. 1944, DNA'nin genetik materyal oldugu ve kalitim
slirecinin temel bilgi kaynagi oldugunu gosteren ilk deneysel arastirma sonucunun agik-
landig1 bir y1l olmustur. Bu béliimde DNA ve istisna durumlarda RNA’'nin genetik bilgiyi
tasidigini gosteren calismalar 6zetlenecektir.

2.1 Genetik Materyal Tartismalari (1900-1944)

Kalitim diisiincesi varoldugundan bu yana genetik materyalin fiziksel olarak nesilden
nesile aktarildig kabul gérmiistiir. Biyomolekiiller lizerinde yapilan 6ncii kimyasal aras-
tirmalar sonucu genetik materyal olmaya aday iki molekiil, DNA ve proteinler 6nerildi
ise de baslangicta proteinler daha agirlikli olarak kabul gérmiistiir. Bunun farkli neden-
leri vardir. her seyden 6nce hiicre i¢cinde proteinler boldur. Diger yandan niikleik asitle-
rin yapisini agiklamak iizere sunulmus olan model genetik cesitliligi aciklayamamaktay-
d1 (tetraniikleotit temel yapisi modeli). Ayrica 1940’lar oncesinde aktarim genetigi ve
mutasyonlar lizerine yogunlasildigindan genetik materyalin kimligi izerinde fazla du-
rulmamisti. 1940’larda tetrantikleotit modelinin dogru olmadig: ortaya c¢ikinca arastir-
malarin seyri temelden degisti ve kalitsal materyalin DNA oldugunu gosteren arastirma-
lar gergeklestirildi.

2.2 DNA’nin Genetik Materyal Oldugunu Gosteren Deneysel Kanitlar

2.2.1 Prokaryotlar ve viruslerle gerceklestirilen deneyler

0. Avery, C. MacLeod ve M. McCarthy tarafindan 1944 yilinda yayinlanan, bakterilerde
transformasyonun ozellikleri ile ilgili makale DNA'nin genetik materyal oldugunun ka-
buliintin baslangici olmustur. Bu makale biyolojinin sigramalar yapmasini saglayan ti¢
makaleden biri olarak kabul edilir. Digerleri Darwin’in evolusyon teorisini ve Mendel’'in
kalitim (aktarim) genetiginin kurallarini ortaya koydugu makaleleridir.

DNA’nin genetik materyal olduguna iliskin ¢calismalar 6ncelikle prokaryotik orga-
nizmalar olan bakteriler ve bakterileri enfekte eden virisler kullanilarak gerceklestiril-
mistir. Bu tercihin bazi nedenleri vardir: Her seyden once saatler icinde hayat dongiile-
rini tamamladiklari i¢cin hizh gelisir ve ¢ogalirlar. Deneysel olarak manipiile edilebilirler,
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mutasyonlar kolayca uyarilabilir ve secilebilir. Bu nedenlerle bu tip deneyler icin ideal-
dirler.

2.2.1.1 Transformasyon ¢alismalari

Avery ve arkadaslarindan 6nce baz1 6nci ¢alismalar gergeklestirilmistir. 1927 yilinda
Ingiliz Saghk Bakanhg doktorlarindan F. Griffith tarafindan ilk ¢alismalar yapilmistir.
Griffith, Diplococcus pneumoniae (Streptococcus sp.) bakterisiyle bir seri deney yapmis-
tir. Insanlar ve farelerin de dahil oldugu bazi omurgalilarda zatiirreye neden olan D.
pneumoniae suslari viriilent; hastaliga neden olmayan suslar da aviriilent suslardir. Virii-
lens (hastalik yapma yetenegi) polisakkarit bir kapsiiliin varlig ile ilgilidir. Kapsiilsiiz
suslara ait bakteriler fagositler tarafindan yutularak yok edilirken kapsiillii suslara ait
bakteriler fagositler tarafindan yutulamazlar, viicutta ¢cogalir ve zatiirreye neden olurlar.
Diger bir 0zellik olarak kapsiillii suslar agar kiltiirlerde tirediginde piiriizsiiz (smooth =
S) koloniler, kapsiilsiizler ise piiriizlii koloniler olustururlar. Her bir Diplococcus susu
ayrica farkl bir serolojik tipe de sahiptir. Griffith tip II ve tip III ile calismistir.

Griffith canl aviriilent suslar1 (IIR) fareye enjekte ettiginde zatiirre olusmadigj,
ancak canli viriilent suslar enjekte ettiginde (IIIS) farelerin zatiirreden 6ldiigiini belir-
lemistir. IIIS susuna ait bakterileri kaynatarak 6ldiirdiikten sonra farelere enjekte etti-
ginde farelerin hasta olmadigini belirlemistir. Daha sonra sicaklikla 6ldurilmis II1S bak-
terileriyle canl aviriilent IIR bakterilerini karistirmis ve fareye enjekte etmistir. Olme-
yecegi beklentisinin aksine farenin hastalandig1 ve 6ldiigu gorulmustir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1: Griffith’in transformasyon deneyi.
Bu sonucun deneysel bir hatadan mi kaynaklandigini belirlemek iizere dlen fare-
nin dokularindan bakterileri izole etmis ve bu bakterilerin orijinal IIIS bakterileri ile
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ayni oldugunu gérmistiir. Sonug olarak, “sicaklikla éldurilmis IIIS bakterilerinin, aviri-
lent IIR bakterilerini IIIS viriilent formuna doéniistirdiigiinii” ileri stirmiistiir. Bu olay1 da
transformasyon olarak adlandirmistir. Tek basina kapsiiliin hastalik olusturmadigini
bilmesine ragmen (6li I1IS bakterileri hastalik yapmaz!) transformasyona neden olan
seyin polisakkarit kapsiiliin bir parcasi veya kapsiil sentezi i¢in gerekli bir molekiil oldu-
gu oOnerisinde bulunmustur. Boylece deneylerinin sonucunu dogru bir sekilde ifade
edememistir.

Griffith, calismalarinin sonucunu tam dogrulukta ifade edemediyse de diger aras-
tiricilara 6nemli bir birikim sunmustur. Takip eden ¢alismalarda transformasyonun fa-
relere enjeksiyon yapilmaksizin in vitroda (test tiiplinde) de gerceklestigi, transformas-
yon i¢in tam hiicrelere ihtiya¢ olmadig, hiicresel parcalarin da yeterli oldugu sonuglari-
na ulasilmistir. Sonucta da transformasyonun bir molekil tarafindan gergeklestirildigi
genel kanis1 hakim olmustur.

Avery, MacLeod ve McCarthy 1944 yilinda molekiiler genetik alaninin klasik bir
makalesi olarak kabul edilen 10 yillik ¢alismalarinin sonug¢larina yayinladilar. Bu maka-
lede transformasyona neden olan molekiilii olduk¢a saf bir sekilde izole ettiklerini, bu
molekiiliin siipheye yer birakmayacak bir sekilde DNA oldugunu bildirdiler. Bu arastiri-
cilar buiytik miktarlarda IIIS susu treterek santrifiigasyon ile hiicreleri yogunlastirdiktan
sonra parcaladilar. Bu kaba hiicre pargaciklarimi stizerek bir hiicre stziintiisi (filtrat)
elde ettiler. Bu stizlintii ile yaptiklar1 denemede transformasyonun gerceklestigini belir-
lediler. Proteinleri ve polisakkaritleri uzaklastirici islemler uygulandiktan sonra dahi
stizlintliniin hala transformasyonu gergeklestirebildigini gordiiler. Daha sonra stziinti-
den etanol ile ¢oktiirerek elde ettikleri niikleik asitlerle yaptiklar1 denemede de trans-
formasyonun gergeklestigini gordiiler. Sonucta transformasyona neden olan molekiiliin
niikleik asitler oldugu sonucuna vardilar ve bu sonucu siipheye yer birakmaksizin gos-
termek tlizere incelikli bir sekilde tasarlanmis bir seri deney gerceklestirdiler.

[1IS hiicrelerden elde ettikleri siiziintii stokundan bir miktar alarak proteazlarla
muamele ettiler. Daha sonra bu siiziintiiyi IR canli bakteri hiicreleri ile karistirip fareye
enjekte ettiler ve fareler hastalanarak 6ldii. Bu sonu¢ transformasyona proteinlerin ne-
den olmadigini gostermektedir (Sekil 2.2). Stoktan aldiklar1 diger bir miktar stizlintiyt
bu sefer RNA’y1 parcalayan RNAaz enzimi ile muamele ettiler. Yine IIR bakterileri ile bu
stizlintli karistirilip fareye enjekte edildiginde farelerin hastalanarak 6ldiigiini gozledi-
ler. Buradaki sonu¢ RNA'nin da transformasyona neden olmadigidir. Son olarak stziinti
DNA'’y1 parcalayan DNAaz enzimi ile muamele edilip IIR bakterileri ile karistirilarak fare-
lere enjekte edildiginde farelerin hastalanmadigini belirlediler. Her deneme sonrasinda
oll ve canli farelerden S suslar1 aranmis, 6lii farelerin tamamindan canli S suslar elde
edilmistir. Buradan c¢ikarilacak sonu¢ DNA'nin transformasyona neden olan molekiil ol-
dugudur.

Avery ve arkadaslar1 calismalarinin genetik ve biyokimyasal boyutlarini da ta-
nimlamislardir. I1IS bakterilerinden elde edilen DNA'nin IIR bakterilerinde bir seri en-
zimatik reaksiyonu koordine ederek IIIS tipi polisakkarit kapsiil iretimini sagladigi so-
nucuna ulastilar. Ayrica transforme olan bu hiicrelerin viriilent 6zelliklerini nesiller bo-
yu devam ettirdiklerini belirlediler ve transformasyonun kalitlanabilir oldugunu ve
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transformasyon siirecinin genetik bilgiyi etkiledigi sonucuna vardilar. Bakterilerde bir
cok karakter transforme olabilmektedir.

( = Sy
/ - T~
[ ™\ S
| N
\\
5, Y N\
| \
A s A
- ENA o o
tloe - roenal o, 4 DAY et ) s
7o o s\ Litil naig | :
A ‘
A7) \\ \( it ™AL |
\ , ,
5
‘ L~
o ~-
To — | U L'_,‘) U - |
~ N i J .
| | |
o, l
W/ ¥ / N
- .
l = O . . y ose =
= | R o\ >,
O\
[
~ i d
| £ C"l'.l LRV L5
\YJ
v - .
:" & _.L - O M ‘Lr,
face A 0 o
|} Lo ke -

Sekil 2.2: Avery ve arkadaslarinin DNA'nin, transformasyona neden olan molekiil oldu-
gunu gosteren deney dlizenegi.

2.2.1.2 Hershey-Chase deneyi

DNA’'nin genetik materyal oldugunu destekleyici ikinci 6nemli kanit bakteriyofaj T2 ile
yapilan calismalardan saglandi. Bu viriis bakteriyofaj veya kisaca faj olarak adlandirilir,
Escherichia coli bakterisini konak olarak kullanirlar. Viriis par¢acig1 6z kisminda bulu-
nan bir DNA ve bu DNA’y1 saran protein ortiidden meydana gelir.

1952 yilinda Hershey ve Chase, faj cogalmasini saglayan olaylar1 agiklamak tizere
tasarladiklar1 deneylerin sonuglarini yayinladilar. Faj proteinlerinin ve niikleik asitinin
bakteri hiicresi ile iliski i¢cinde, faj cogalmasindaki rollerini arastirdilar. Deneylere bas-
lamadan 6nce T-2 hakkinda su verilere sahiptiler:

1. T2 faj1 %50 protein ve %50 ntikleik asitten meydana gelir.
2. Enfeksiyon, fajin kuyruk iplikg¢igi ile bakteri hiicre ytlizeyine tutunmasi ile baglar.
3. Yeni viris tiretimi bakteri hiicresi icinde gergeklesir.

Bu verilerden hareketle fajin molekiil yap1 veya yapilarinin, yani DNA ve/veya

proteinin bakteri hiicresine girecegi ve viral ¢ogalmay1 yonetecegi kesindir. Hangisi,
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DNA m1 yoksa protein mi yada her ikisi birden mi hiicreye girecektir? Bu sorunun ceva-
bini arastiricilar radyoizotoplar1 kullanarak aramiglardir. DNA fosfor igerir kiikirt icer-
mez, proteinler ise kukiirt icerir fosfat icermez (normal sartlarda!). Eger iki grup E. coli
hiicresi (kiltiir) ayr1 ayr uretilirken kiiltiirlerden birinin bulundugu ortama (besin or-
tamina) 32P, diger kiiltiiriin bulundugu ortama da 33S konulursa ve sonra her iki kultiir

de T2 ile enfekte edilirse, liretilecek viriislerin bir grubunun DNA's1 3
viriisiin proteini de 35S ile radyoizotopik olarak isaretlenmis olacaktir.
T2 fajlari izole edilerek her biri ayr1 birer radyoizotop icermeyen E.coli

2P ile diger grup
Bu iki kiiltiirden
kiltiri ile karis-

tirllarak hiicrelere tutunmalari beklenmistir. Enfeksiyon icin belli bir siire beklendikten
sonra hizli titresimlerle virlis parcaciginin hiicrelerden ayrilmasi saglanmistir. Her iki
kiltiir santrifiigasyona tabi tutulmus ve ¢okelti ile ¢c6zeltideki radyoizotoplar takip edil-

mistir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: E.coli hiicreleri icinde T2 faj iiretiminden proteinlerin degil viral DNA'nin so-

rumlu oldugunu gosteren Hershey-Chase deneyinin ana hatlar:.

32P jle DNA’s1 isaretlenen T2 ile enfekte edilen kiiltiirde eger radyoaktivite hiicre-
lerin olusturdugu ¢okelti icinde ise DNA hiicreye girmis, ¢ozeltide ise girmemis demek-

tir. Deney sonuclar1 radyoaktivitenin ¢okeltide oldugunu gostermistir,

dolayisiyla viral

DNA hiicreye girmistir. Obiir yandan 35S ile isaretlenmis T2 ile enfekte edilen kiiltiirde
eger radyoaktivite ¢okeltide ise viral proteinler hiicreye girmis, ¢ozeltide ise girmemis
demektir. Deney sonuglar1 radyoaktivitenin ¢6zeltide oldugunu yani viral proteinlerin
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hiicreye girmedigini gostermistir. Coktiirtilen hiicreler gelismeye birakildiginda viral
enfeksiyon devam etmis ve yeni viriis parcaciklari iiretilmigtir.

Hershey ve Chase bu sonuglar1 proteinlerin hiicrenin disinda kaldigi i¢in yeni vi-
riis pargaciklar tiretimine katilmadig1 seklinde yorumladilar. Obiir yandan DNA’nin hiic-
re icine girdigi ve viriis cogalmasini sagladigini gostermislerdir. Boylece T2 fajinda gene-
tik materyalin protein degil DNA oldugu gosterilmistir.

Avery ve arkadaslarinin ¢alismalari ile beraber Hershey ve Chase’in yaptigi bu ca-
lisma genetikgilerin ¢cogunu DNA'nin kalittmdan sorumlu molekiil olduguna ikna etmis-
tir. Bu temel kabule dayanarak bircok arastirma yirutiilmiis ve kalitimin molekiiler
esaslar1 belirlenmistir. Bu ¢alismalardan birisi ¢ok net bir sekilde biitiin genetik bilginin
DNA iizerinde oldugunu gostermistir. 1960 yilinda Guthrie ve Sinsheimer bakteriyofaj
$X174 DNA’si saflandirmislar, bu saf viriis DNA’sini, hiicre duvar1 enzimatik olarak
parcalanmis E. coli (protoplast) hiicreleri ile karistirmislardir. Bu hiicrelerde tam $X174
virtiis parcaciklar: tretilmistir. Sadece DNA’dan baslayarak tam bir viriis par¢aciginin
olusmasi virtsiin biitiin genetik bilgisinin DNA tizerinde oldugunu géstermistir.

2.2.2 Okaryotlarda dolayh ve dogrudan kanitlar

Yapilan bu deneyler prokaryotlar ve virtsler kullanilarak gerceklestirilmistir. O zaman-
larda o6karyotlarda dogrudan transformasyon gerceklestirerek sonuglar1 goézlemek
miimkiin olmadigindan DNA'nin kalitsal materyal olduguna iliskin genellikle dolayli de-
liller mevcuttu: Mutasyonlarla karakterler degisiklige ugramaktadir, dolayisiyla mutas-
yonlar genetik materyali etkiliyor olmalidir. En fazla mutasyon orani 260 nm dalga bo-
yunda saglanir. Dolayisiyla 260 nm’de en fazla absorbsiyon yapan molekiil etkileniyor ve
mutasyona ugruyor demektir. 260 nm’de DNA ve RNA maksimum absorbsiyon gosterir-
ken proteinler 280 nm’de maksimum absorbsiyon gosterir. Dolayisiyla mutasyona ugra-
yan ve genetik materyal olan molekiil DNA veya RNA olmalidir, protein olamaz.

Su an icin 6karyotlarda DNA'nin genetik materyal olduguna itiraz icin herhangi
bir neden olmamakla beraber, rekombinant DNA arastirmalar1 dogrudan deliller de sag-
lar. Insan insiilin geni (insiilin proteinini kodlar) klonlanarak E.coli'ye transfer edildigin-
de bu organizmalara, sahip olmadiklari insiilin proteini liretme yetenegini kazandirir ve
bu yetenek nesiller boyu kalitlanir. Dolayisiyla bu 6zellik insiilin geni tarafindan kazan-
dirilmistir. Yine spesifik genlerin milyonlarca kopyasi kurbaga Xenopus leavis oositlerine
enjekte edilmis ve bu oosit genomunda bulunmayan ilgili genlerin tirtinlerinin tretildigi
belirlenmistir. Yine insan B globin geni (DNA) ddllenmis fare yumurtasina enjekte edil-
mis ve gelisen fare normalde sahip olmadigi B globin proteinine sahip olmus ve bu 6zel-
lik yavrularina da aktarilmistir. Bu fareler, genomuna disardan gen veya genler eklenmis
organizmalar transgenik olarak adlandirilir. Yine ratlarin gelisme hormonu geni fare
yumurtalarina nakledilmistir, gelisen farelerin normal hemcinslerinden iki kat daha bi-
yuk olduklar1 ve bu 6zelligin yeni nesillere aktarildig1 belirlenmistir. Biitiin bunlar 6kar-
yotlarda da DNA’nin genetik materyal oldugunu ispatlamaktadir.
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2.2.3 Genetik materyal olarak RNA

Baz1 viriisler DNA yerine RNA iceren bir 6z tasirlar. Bu durumda bu viriislerin genetik
materyalinin DNA yerine RNA olmasi beklenebilir. 1956 yilinda tiitlin mozaik virtisii
(TMV)'niin saflandirilmig RNA’s1 tiitiin yapraklarina muamele edilmis, sonu¢ta normal
viriis parcacigl gibi lezyonlarin olustugu belirlenmistir. Bundan kisa bir siire sonra
Frankel-Conrad ve Singer farkli bir deney gerceklestirdiler (Sekil 2.4).

Bu arastiricilar iki farklh tipteki TMV’niin (TMV A ve TMV B) 6rtii proteinlerini ve
0z kismindaki RNA'larin1 ayri ayri izole ettiler. TMV A’nin RNA’s1 ile TMV B’nin 6rtii pro-
teinlerini karistirarak dis goriiniis olarak TMV B’ye benzeyen ancak TMV A'nin RNA’sin1
tasiyan bir melez viriis ede ettiler. Bu melez viriis tiitiin yapraklarina bulastirildi. Yap-
raklar tizerinde tipik TMV lezyonlari olustu. Lezyondan yapilan izolasyonda yeni viriis
parcaciklarinin TMV B parcaciklar1 degil TMV A pargaciklar: oldugu goriildi. Bu durum-
da TMV’niin RNA’s1 yeni virus parcaciklari i¢in gerekli genetik bilgiyi saglamistir.
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Sekil 2.4: a) Tiitiin mozaik viriisiinun sematik yapisi, b) Frankel-Conrad ve Singer tara-
findan gerceklestirilen RNA'nin TMV'niin genetik materyali oldugunu gosteren deneyin
ana hatlari.

Yine 1965 ile 1966’da Pace ve Spiegelma Qf fajinin RNA’sinin in vitroda replike
edilebilecegini gosterdiler. Bu replikasyon Q8 RNA replikaz denilen bir enzimin varligina
baghdir. In vitro’da ¢ogaltilan QB RNA’s1 E. coli protoplastlarina (hiicre duvari yok edil-
mis hiicreler) transfer edildiginde enfeksiyon ve viral ¢cogalma gerceklesmistir. Boylece
test tiipiinde sentezlenmis bir RNA molekiliniin bu fajlar icin genetik materyal olarak is
gordugl gosterilmigtir.
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3 NUKLEIK ASITLER: YAPI VE FONKSIYON

DNA’'nin (istisna olarak RNA’'nin) genetik materyal oldugunun belirlenmesinden sonra
sadece yap1 degil ayn1 zamanda replikasyon, depolama, ekspresyon ve mutasyon gibi
islevlerin nasil gerceklestirildigi ve yapi ile islev arasindaki iliskinin nasil saglandigina
yonelik ¢alismalar yogunlasmistir. 1940’dan 1953’e kadar ¢ok sayida arastirmact DNA
yapisi ile ilgilenmislerdir. Bu bilim insanlar1 biyoloji tarihinin en énemli sorusunun ce-
vabini bulmay1 timit etmislerdir: DNA hayatsal stireglerin isletilmesinde nasil is goriir?
Bu sorunun cevabinin DNA'nin yapisinda yattigina inaniliyordu. Sonunda Watson ve
Crick (Williams ve Franklin’in de 6zellikle X-ray analizleri konusundaki katkilariyla)
1953 yilinda DNA’nin ¢ift sarmal yapida oldugu hipotezini ortaya attilar. Bu giin de bu
model gecerlidir. DNA'nin genetik materyal olarak is gordiigi anlasildiktan sonra
DNA’nin 6zellikleri ve islevleri lizerindeki arastirmalar artarak devam etmistir.

3.1 Genetik Maddenin Fonksiyonlari

Genetik materyal bircok 6zellik ve fonksiyona sahiptir: Replikasyon, bilgi depolama, de-
polanmis bilginin ekspresyonu ve mutasyonlar yoluyla varyasyonlar olusturma gibi.

Replikasyon, hiicre boliinmesi sirasinda genetik bilginin esit dagilmasin saglar
(mitoz). Eseyli iiremede ise, iki bireyden gelen gametlerin birlesmesiyle olusacak yeni
bireyin atalari ile ayni miktarda genetik bilgiye sahip olmasini saglamak i¢in replikasyon
sonrasinda genetik bilgi yariya indirilir (mayoz).

Depolama, ekspresyonu gerceklesmeyen genetik bilgi olarak ifade edilebilir. Bir
hiicre tasidig1 bitiin bilgiyi ifade etmez. S6zgelimi sperm hiicreleri tam bir haploit gene-
tik bilgi takimina sahip olmasina ragmen bunun pek ¢ogunu kullanmaz yani depolar.
Belli bir hiicrede ifade edilen (ekspresyonu gerceklesen) ve ifade edilmeyen bilgi mev-
cuttur. Bu tercihin, (yani hangi bilginin ifade edilecegi, hangisinin ifade edilmeyeceginin)
nasil yapildiginin aciklanmasi amaciyla molekiiler genetik ve gelisme genetigi alanlarin-
da yogun calismalar siirdurtilmektedir.

Genetik madde icinde depolanmis bilginin ekspresyonu kompleks bir stiregtir
ve hiicrelerde bilgi akisini saglar (Sekil 3.1). Transkripsiyon yaygin olarak 3 tip RNA sen-
tezini gerceklestirir. mRNA, tRNA ve rRNA. Bunlardan mRNA’daki bilgi translasyonla
proteinlere donustiiriiliir. Translasyon veya protein sentezi, cok sayida molekiiliin, ener-
ji kaynaginin ve ribozomlarin dahil oldugu karmasik bir stirectir. Bu siirecte genetik bilgi
mRNA tarafindan tasinir (kodonlarda!), bu bilgiye uygun amino asitler tRNA tarafindan
tasinir (antikodonlar!).

Genetik materyal mutasyonlar yoluyla organizmalar arasinda yeni varyasyonlar
olusturulmasindan da sorumludur. Eger DNA'nin yapisinda bir degisiklik olursa bu
transkripsiyon ve translasyona yansiyacak ve muhtemelen belli proteinleri etkileyecek-
tir. Eger bir mutasyon gametlerde ise gelecek nesillere aktarilacak ve populasyonda ya-
yilacaktir.
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Sekil 3.1: Hiicre icinde DNA, RNA ve proteinlerin dahil oldugu bilgi akisinin sematik go-

runusu.

Bundan sonraki boliimlerde DNA'nin kisaca yapisi, depolama, replikasyon, eksp-
resyon ve mutasyon islevleri incelenecektir. Genetik bilginin depolanmasi, akisi ve degi-
simi odakta tutulacaktir.

3.2 Niikleotitler

Niikleotitler niikleik asitlerin temel birimleridir. U¢ alt birimden meydana gelmislerdir:
azot iceren bir baz, bir bes karbonlu seker ve bir fosforik asit grubu. Bes farkli baz mole-
kili degisken birimdir ve niikleotitlerin isimlendirilmesinde kullanilir. Piirinler: adenin
(A) ve guanin (G); pirimidinler: sitozin (C), timin (T) ve urasil (U). Urasil RNA’da timinin
yerini alir. Nukleotitlerin yapisinda iki farkli seker molekiilii vardir: riboz ve deoksiri-
boz. Riboz RNA'nin deoksiriboz DNA'nin yapisinda yer alir (Sekil 3.2). Fosfat gruplari
her iki niikleik asitin de yapisinda yer alir.

Sekil 3.2: DNA ve RNA yapisina katilan niikleotit monofosfatlarin molekiil yapisi.

Seker molekiiliiniin 1’ pozisyonuna bir baz baglanir. P grubu ise 5’ pozisyonuna
baglanir. iki niikleotidin birlesme pozisyonlar: ise birinin 3’0H ve digerinin 5P pozis-
yonlaridir. Bir seker molekiiliine bir baz baglandiginda yap1 ntikleosit, bu yapiya fosfat
baglandiginda niikleotit adini alir. Niikleotitler tasidiklar: seker molekiilii tipine ve fosfat
grubu sayisina gore isimlendirilirler: ANMP, dNDP, dNTP, NMP, NDP ve NTP. Niikleotit-
ler birbirlerine 3’OH ucu ile 5'P ucu arasinda meydana gelen fosfodiester baglariyla bag-
lanirlar. Bu sekilde baglanmalar sonucu olusan uzun zincirlere poliniikleotitler denir.

19



1000 nitikleotit uzunlugunda bir polintikleotit 41000 farkli sekilde dizilebilirler! Bu muaz-
zam farklilik potansiyeli hiicresel aktiviteleri yonetmek icin gerekli biiyiik miktardaki
bilgiyi depolama kapasitesi saglar.

3.3 DNA’nmin Fiziksel Yapisi

Bir DNA molekiilii iki poliniikleotit zincirden meydana gelmistir. Bu zincir sag yonelimli
(saat yoniinde) bir cift sarmal yapi1 olusturur. Sarmalin ¢ap1 2 nm’dir. Zincirler antipara-
lel ve komplementerdir (Bir zincir 5'-3"' digeri 3'-5' yoniinde). Seker fosfat omurgasi
sarmalin dis kismini olustururken bazlar i¢ kisimda omurgaya dik bir sekilde st iiste
dizilmislerdir, ancak her baz 36°lik bir ac1 ile kivrilma gosterirler. Merkezde konumlan-
mis olan bazlar hidrojen baglariyla birbirlerine tutunur (Sekil 3.3). Hidrojen baglar iki
spesifik (komplementer) baz arasinda olusabilir: bir piirin ile bir pirimidin arasinda yani
A:T ve G:C arasinda. Baz giftleri (b¢) DNA molekiilii icinde birbirinden 0.34 nm uzakta-
dir. Aralarindaki 36°1ik a¢1 diistintiliirse 10 baz cifti (b¢) bir sarmali tamamlar dolayisiy-
la bir sarmalin uzunlugu 3,4 nm’dir. Bazlarin bu 6zel baglanis tarzi, iki seker omurgasi-
nin esit sekilde kivrilmasini engeller, orantisiz bir kivrilma seklinin olusmasina neden
olur. Bu orantisiz kivrilma nedeniyle bir birim sarmalda iki esit olmayan oyuk olusur. Bu
oyuklardan biri biiylik oyuk digeri de kiiciik oyuk olarak adlandirilir. Bu oyuklar prote-
inlerin DNA ile temas kurma noktalaridir.

Ayrintili DNA yap1 arastirmalarinda farkh sartlar altinda DNA'nin fiziksel yapi-
sinda farkhliklarin olustugu ve buna bagh olarak farkli DNA formlarinin olustugu belir-
lenmistir. Yukarida tanimlanan DNA yapisi1 B-DNA formu yapisidir. Hiicrenin ¢ogu fizyo-
lojik sartlarinda B-DNA formu olusur. Nemlilik arttikca B-DNA olusur, nemlilik azaldikca
A-DNA formu denilen diger bir formun olustugu bilinir. A ve B DNA sag yonelimli (saat
yoniinde) sarmallardir. Diger tip DNA formlar1 da belirlenmistir. Bunlar arasidan en dik-
kat cekeni Z-DNA formudur. Seker omurgasinin zikzakl bir yapida olmasi nedeniyle Z-
DNA ismi verilmistir. Z-DNA, A-DNA ve B-DNA'nin aksine sol yonelimli (saat yoniiniin
tersine) bir ¢ift sarmaldir.

Cozelti icinde (in vitro’da) DNA genellikle B-DNA formundadir. Hiicrede de muh-
temelen B formu yaygindir. A formu dehidratasyon sartlarinda olustugu icin hiicrelerde
onemli uzunlukta DNA bélgeleri olarak temsil edilme olasilig1 zayiftir. Z-DNA'nin hiicre-
de varlig1 uzun siiredir tartisma konusu olmaya devam etmektedir. Drosophila, insan,
bugday ve bakteri hiicrelerinde Z-DNA’y1 stabilize eden Z-DNA baglayic1 proteinlerin
varlig1 hiicrede Z-DNA’nin varligini destekleyici yondedir.
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Sekil 3.3: DNA zincirlerinin yonii ve ¢ift sarmal yapisi

3.4 DNA’nin Kromozomlarda Organizasyonu

DNA kromozomlar i¢inde nasil organize olur? Okaryotlarin kromozomlar1 prokaryotla-
rinkinden ¢ok daha karmasiktir. Okaryotik kromozomlar DNA ve proteinlerin (bazen
RNA'nin) olusturdugu olduke¢a diizenli kompleksler olup, kromozom fonksiyonunda
onemli rolleri olan sentromer ve telomer boélgelerini de igerir. Bir organizmanin genleri
uzun DNA molekiillerinin belli bolgeleridir. DNA'nin kromozomlar i¢inde nasil organize
oldugunu bilmek gen ekspresyonunun nasil gercgeklestigini anlayabilmek i¢in gereklidir.

3.4.1 Bakteriyel kromozomlar

Tipik bir bakteri olan Escherichia coli'nin kromozomu oldukg¢a kivrilmis ¢ift zincirli hal-
kasal tek bir DNA molekiltdiir ve yaklasik 1100 pm (1.1 mm) (4.1x103 kb) uzunlugun-
dadir. Organizmanin, cogu dogal sartlar altinda varligini siirdiirebilmek icin gerekli gen-
lerin tamamini igerir. Bu kromozom, icinde bulundugu hiicrenin ortalama bin kati daha
uzundur. Buna ragmen hiicrenin merkez kismina sigdirilir.

Halkasal yapidaki kromozom hiicrede iki formda bulunur: normal halkasal form
ve stiper sarili form. Normal halkasal form cift sarmal bir DNA molekiiliiniin, u¢ kisim-
lardan baglanarak halkasallasmis halidir. Siiper saril1 form ise bu halkasal yapinin tek-
rar kendi tizerinde sarilmasiyla olusur. Stiper sarilma iki sekilde olabilir: Negatif siiper
sarilma ve pozitif sliper sarilma. Negatif siiper sarilmada, siiper sarilma yonii B-DNA'nin
sag yonelimli sarilmasinin tersi yonde, yani sol yonelimlidir. Pozitif siiper sarilmada ise
stiper sarilma yonii B-DNA ile ayn1 yondedir yani sag yonelimlidir. Sonug olarak E. coli
kromozomu halkasal, yogun olarak negatif siiper sarili olduk¢a siki bir yapidir (Sekil
3.4a, b, ).
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Stiper sarilma tipi ve miktar1 topoizomeraz enzimleri tarafindan belirlenir. To-
poizomeraz II (DNA giraz) halkasal DNA'nin siiper sarili forma doniistiirilmesini gercek-
lestirir. Topoizomeraz [ ise negatif stiper sarili DNA’y1 normal halkasal forma dontstii-
rur.

E. coli hiicreleri pargalandiginda DNA'nin halka alt birimler seklinde organize ol-
dugu gorilir. Bu halkalarin olusmasinda 6karyotlarin histonlarina benzer bazik (pozitif
yukli) proteinlerin rol aldig1 diistiniiliir. Yapilan ¢alismalarda E. coli hiicrelerinde (kro-
mozoma baglh halde degil!) histon benzeri baz1 proteinlerin (HU ve H) mevcut oldugu
belirlenmistir. Bu bilgilerden hareketle E. coli kromozomunun yapisini aciklamak iizere
bir model gelistirilmistir. Bu modele gore tek bir halkasal DNA molekiiliinden ibaret olan
kromozom, birbirine bitisik 100 bagimsiz halka seklinde diizenlenmistir, her halka yak-
lasik 40 kb biiytikliiktedir. Her halkanin uglar1 tahminen (!) proteinler tarafindan birbi-
rine tutturulur (Sekil 3.3¢, d). Bu halkalardan her birinin topolojik formu (halkasal veya
super saril1) digerinden bagimsiz olarak belirlenir. Dolayisiyla tek bir DNA molekiilii
olan kromozom belli bolgelerinde stiper sarili iken diger bodlgelerinde normal halkasal
formda olabilir.

Ana kromozoma ek olarak bakteri hiicrelerinde kromozomdan ¢ok kiiciik, cift
zincirli halkasal DNA molekiilleri de vardir. Bu molekiiller plazmid olarak adlandirilir.
Plazmidler siiper sarili formdadirlar ve kromozomdan bagimsiz olarak (otonom) replike
olurlar. Dogal sartlarda bakteri hiicresel DNA’sinin %1-2’sini plazmidler olusturur.
Plazmidler, antibiyotik diren¢ genleri ve toksin genleri gibi hiicrenin 6nemli fenotiplerini
olusturan genleri de tasirlar.
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Sekll 3.4: E. coli’'de kromozom organizasyonu. a) halkasal, b) stiper sarili formlar, c) hiic-
reden disar1 ¢ikmis kromozom halkalar1 ve d) muhtemel halkalanma modeli.

Viriislerde kromozomlar c¢ift zincirli halkasal veya dogrusal DNA, tek zincirli hal-
kasal DNA, ya da tek veya cift zincirli RNA’dan meydana gelebilir. Bakteriyofaj lambda
(A) cift zincirli dogrusal bir DNA molekiiliinden ibaret bir genoma sahiptir, genom her-
hangi bir proteinle kompleks olusturmaz. Kromozomun her iki ucu tek zincirlidir. Bu tek
zincirli uglar birbirinin komplementeridirler (yapiskan uclar). Bu uclar eslesir ve DNA
ligaz tarafindan baglanir. Uglarin baglandigi bu bolge cos olarak adlandirilir. cos dizileri
yardimiyla halkasallasan lamba genomu (¢ift zincirli DNA) E. coli kromozomuna integre
olabilir. (Bu olaya lizojeni denir). Lamda genomunun E. coli genomundan ayrilmasiyla
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beraber litik dongii basladiginda, halkasal A genomundan konkatamerler olusturulur.
Konkatamerler ¢ok sayida birim lamda genomundan olusan uzun DNA molekiilleridir.
Konkatamer DNA iizerinde, birim genomlar arasinda cos bolgeleri vardir. Lamda geno-
mundaki ter bolgesi denilen bir DNA bolgesinden kodlanan bir enzim yardimiyla cos
bolgeleri kesilerek konkatamer DNA’dan birim genomlar olusturulur. Birim genomlar
yeni viriis parcaciklari icine paketlenir.

3.4.2 Okaryotik kromozomlarin yapisal 6zellikleri

Okaryotik organizmalarin hemen biitiin viicut hiicrelerinde diploit sayida kromozom
mevcuttur. insanin kromozom sayis1 46’'dir. Bu say1 diploit (2N) sayiy1 ifade eder. Bu
kromozom takimlarindan biri (N, 23 kromozom) yumurtadan, diger takim (N, 23 kro-
mozom) da spermden gelir.

Karyotip bir hiicredeki metafaz kromozomlarinin tam takimidir (mitoz metafaz,
2N). Metafaz kromozomlari sayi, sekil ve biiytikliik bakimindan 6énemli farkliliklar goste-
rirler. Dolayisiyla karyotip tiire 6zeldir. Bir erkek insanda karyotip 46 kromozomdan
olusmustur: 22 cift otozom, bir X ve bir de Y kromozomu (Sekil 3.5). Geleneksel olarak
otozomal kromozom ciftleri biiyiikliiklerine gére siralanir ve numaralandirilirlar. (Insan
genom projesi verilerine gore bu biiyiikliik siralamasinda degisikliklerin oldugu belir-
lenmistir, fakat numaralandirma degistirilmemistir). Erkeklerde esey kromozomlari
farkli kromozomlar (X ve Y) olduklar i¢cin kromozom boyunca tam bir eslesme gercek-
lesmez. Benzer morfolojiye sahip kromozomlar gruplandirilarak gruplar A’dan G'ye dog-
ru isimlendirilmislerdir.

Kromozomlar 6zel boyalarla boyandiginda spesifik bandlanma 6zellikleri goste-
rirler ve birbirlerinden bu bandlanma 6zellikleriyle kolayca ayirt edilebilirler. Bu boya-
ma tekniklerinden birisi G bandlanmasi olarak adlandirilir. Bu teknikte metafaz kro-
mozomlari Giemsa boyasi ile boyanir. G bandlar1 denilen koyu bélgeler olusur. G bandla-
r1 adenin ve timince zengin DNA bélgelerini ifade eder. Insan metafaz kromozomlarinda
300 civarinda G bandi1 gozlenebilmektedir. Bandlanmalar olusturmak iizere boyama
yapmanin iki amaci vardir. Bunlardan birisi sitolojik analizlerde kromozomlari birbirin-
den ayirt etmektir. Digeri ise olusmakta olan bandlar1 kromozomlar iizerinde belli gen-
lerin konumlarini ifade etmek tizere kullanmaktir.

AMB v oo« ww

== A B

¥ £ &
88 8B 4% I3 KB &@ BB i uoshoisomoorog g
L6 A 9 1011 12, 4 7 e 9 0 1 12 X

C

h' a. ‘6 “ l ‘6 cd Ap ad ia e id
13 ]; . 15, |16 v.17 18 13 1 1% 15 17 )
. X 18 :
. - - g0
'!?,{ x‘o‘ ?1‘__ ‘::\ \‘ 19 20 21 22
F G

Sekil 3.5: Bir erkek insan bireyinde karyotip. Sagda G bandlanmasi.
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ilk bakista daha kompleks organizmalarda DNA miktarinin daha ¢ok olacag: tah-
min edilebilir. DNA miktarini ifade etmek tizere C degeri kavrami kullanilir. Haploit bir
genomu olusturan toplam DNA miktar1 C degeri olarak bilinir ve her tiir i¢in karakteris-
tiktir (Tablo 3.1). Buna ragmen C degerleri organizmalar arasinda 6nemli oranda farkli-
liklar gosterir. Akraba organizmalar arasinda DNA miktarlarinda énemli farklar olabilir
veya olmayabilir. Yine organizmalarin C degerleri ile yapisal veya organizasyonal komp-
leksligi arasinda dogrudan bir iliski yoktur. Bu olay C degeri agmazi olarak adlandirilir.

Tablo 3.1: Bazi organizmalarda baz cifti sayisindan hesaplanmis C degerleri.

Organizma Genom biiytikliigii Uzunluk
(bp) (10bp=0.34 nm)

Escherichia coli 4.10x 10° 1.4 mm
Salmonella typhimurium 1.10x 107 3.8 mm
Lamda virtsii 4.65x 104 16 um
T2 faji 1.75x 10° 60 um
Insan 3 x10° 101 cm
Fare 2.20x 10° 75 cm
Kurbaga 2.25x 1010 7.7 m

Drosophila melanogaster 1.75x 108 6 cm

Lilium longiflorum 3.00x 1011 100 m
Zea mays 2.70x 10° 93 cm
Saccharomyces cerevisiae 1.75x 107 6 mm

3.4.3 Okaryotik kromozomlarin molekiiler yapisi

Okaryotik hiicrelerde prokaryotlardakinden ¢ok daha fazla miktarda DNA vardir. Bir
insan hiicresi E. coli hiicresindekinin bin katindan daha fazla DNA tasir. E. coli hiicresi
4.1x10¢ bp DNA tasirken bir diploit insan hiicresi 6x10° bp DNA tasir. Siki bir sekilde
sarilmaksizin kromozomlardaki (46 kromozom) DNA’lar ucuca eklenseydi bu DNA'y1
icine alacak hiicrenin uzunlugunun 200 cm olmasi gerekirdi.

Her o6karyotik kromozom dogrusal, biitiin, cift zincirli bir DNA molekiiliinden
meydana gelmistir ve tasidigi DNA miktarinin iki kati proteine sahiptir. Kromozom,
DNA, kromozomal proteinler ve RNA'nin olusturdugu bir kompleks yap1 olup kromatin
olarak adlandirilir. iki tip kromatin bélgesi vardir: Okromatin ve heterokromatin bélge-
leri. Okromatin bélgeleri acik renkli boyanirlar, interfazda acilirlar ve mitozda yogunla-
sirlar. Genomun ¢ogu 6kromatin seklindedir. Heterokromatin boélgeleri ise koyu boya-
nirlar, ¢cok yogun sekilde sarilmis bolgelerdir. Okromatin bolgeleri genetik olarak aktif,
yani ekspresyonu gerceklesen genlerin bulundugu bélgelerdir. Heterokromatin bélgeleri
ise genetik olarak inaktif bolgelerdir. Bu bolgeler ya genleri icermezler yada igerdikleri
genlerin ekspresyonu yapilmaz.

DNA ile kompleks olusturan iki tip protein vardir: histonlar ve histon olmayan
(nonhiston) proteinler. Histon proteinleri bazik proteinler olup yapilarinda bulunan li-
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Molekiiler Genetik

zin ve arjinin amino asitlerinin NH gruplariyla DNA etkilesir. Farkl tip histon proteinle-
ri vardir. Nonhiston proteinler ise yapiya katilabilir veya enzimatik olarak rol alabilirler.

DNA’nin ¢ekirdekte paketlenmesi birka¢ kademede gerceklestirilir. Bu paketleme
sonucu santimetrelerce (insanda ~200 cm) uzunluktaki DNA birka¢ mikrometrelik ce-
kirdege sigdirilir. Ik paketleme seviyesi, sekiz alt birimden olusan histon oktameri etra-
finda yaklasik 147 bp DNA'nin iki tur ile negatif olarak sarilmasidir. Bu yap1 niikleozom
adim alir (Sekil 3.6a). iki niikleozom arasinda yaklasik 38-53 bp DNA yer alir. Dolayisiyla
her niikleozoma 185-200 bp kadar DNA sarilir. Niikleozomlar 10 nm’dir. Elektron mik-
roskobunda bir tele dizili boncuklar seklinde goériiliirler ve bu yap1 10-nm niikleofila-
ment adini alir. Niikleozom yapilariyla DNA 7 kat kisaltilabilir. Bundan sonraki paket-
lenme seviyesi 30-nm kromatin iplik¢igi seviyesidir. Bu sarilma seviyesinde 10-nm
niikleofilament kendi iizerinde sarilir. Her alt1 niikleozom bir donilis tamamlar ve sole-
noid de denilen 30 nm kromatin iplik¢igi olusur (Sekil 3.6b). Sonra bu 30-nm iplik¢ikler
biiyiik halkalar olusturacak sekilde diizenlenirler. Bir insan kromozomunda yaklasik
2000 halka olusabilmektedir. Bu halkali yap1 tekrar kivrilarak yogunlasir ve bu yogun-
lasma tamamlandiginda metafaz kromozomu olusur. Ayrica histonlar disinda iskele
(scaffold) proteinleri denilen proteinler tipik kromozom morfolojisini veren bir iskelet
olustururlar. Bu iskeletin yeterli kisalmay1 saglamak icin gerekli oldugu kabul edilir (Se-
kil 3.6¢).
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Sekil 3.6: a) Bir niikleozom, b) alt1 niikleozomun olusturdugu 30-nm kromatin iplik¢igi,
ve c) kromozom paketlenme seviyeleri.
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3.4.4 Sentromerler ve telomerler

Kromozom boyunca kromozom yapisi kesintisiz devam etmez. Kromozomlarin davrani-
sin1 dogrudan etkileyen iki bolge mevcuttur: Sentromerler ve telomerler.

Sentromer bir kromozomun daralmis bir bolgesidir. Bu bolgede sarilma tam ola-
rak tamamlanmamis durumdadir. Hiicre boliinmesi sirasinda ig iplik¢iklerinin baglandi-
g1 bolgedir. En iyi bilinen sentromer boélgelerinden biri Saccharomyces cerevisiae kromo-
zomlarinin sentromeridir. Bu organizmanin sentromer bolgesi incelendiginde ntikleotit
dizileri bakimindan fark gosteren ii¢ bolge mevcuttur: I, I ve III bolgeleri. I ve III bolge-
lerinin dis tarafina yakin niikleaz duyarli bélgeler mevcuttur. Ig ipliklerinin sentromere
baglanmasinda niikleaz duyarh bu boélgeler arasinda kalan I, II ve III bélgelerini de ice-
ren 220 bp uzunlugunda bir bélge gorev alir. Baglanmanin mekanizmasi i¢in 6nerilen bir
model asagidaki Sekil 3.7'de 6zetlenmistir.
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Sekil 3.7: Maya kromozomunun sentromer ve sentromere bitisik bolgeleri.

Telomerler dogrusal kromozomlarin u¢ kisimlaridir. Replikasyon i¢in ve kromo-
zomun stabilitesi icin gereklidir. Telomer bolgeleri kromozom uglarinin diger kromo-
zomlarin uclariyla birleserek kromozom mutasyonlarinin olusmasini engeller. Belli bir
tiirde mevcut telomer bolgeleri iki tip dizi olustururlar. Bunlardan birisi basit telomerik
dizilerdir. Bu diziler kromozomun en ucunda bulunan pes pese tekrarlayan diziler olup
tlire 6zeldirler (Tablo 3.2). Digeri telomer iliskili diziler olup kromozomun ucuna yakin-
dirlar fakat uca ulagsmazlar. Bunlar daha uzun ve kompleks dizilerdir.

Tablo 3.2: Okaryotlarda pes pese tekrarlayan baz telomerik diziler

Organizma Dizi (5°-3’
Tetrahymena (siliat) TTGGGG
Trypanosoma (flagellat) TTAGGG
Insan TTAGGG

Arabidopsis (gigekli bitki) TTTAGGG
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3.4.5 Okaryotik kromozomlarda tek (emsalsiz) ve tekrarlayan DNA dizileri

Prokaryotik ve 6karyotik genomlar incelendiginde ti¢ farkli dagilim tipi gosteren DNA
dizisi belirlenmistir:

1. Emsalsiz (tek) diziler genomda bir veya birka¢ kopya halinde temsil edilen dizi-

lerdir.

2. Orta derecede tekrarlayan diziler genomda birkag ila 103-105 defa tekrarlayan

diziler.

3. Cok sayida tekrarlayan diziler 105-107 defa tekrarlayan diziler.

Prokaryotik genomlar ribozomal RNA genleri, transfer RNA genleri ve diger birkag
dizi hari¢ tutulursa tamamen emsalsiz dizilerden olugur. Okaryotlarda ise hem emsalsiz
hem de tekrarlayan diziler olduk¢a komplekstir. insan genomunun %64’ii emsalsiz dizi-
lerden, %25’i orta derecede tekrarlayan dizilerden ve %10’u ¢ok sayida tekrarlayan dizi-
lerden olusur. Bu oranlar su kurbagasinda sirasiyla %22, %67 ve %9’dur. Cogu proteini
kodlayan diziler (genler) emsalsiz DNA dizileri grubuna girer, ancak herhangi bir prote-
ini kodlamayan emsalsiz diziler de vardir.

Tekrarlayan DNA dizileri genom icinde pespese (yan yana) veya ayrilmis durum-
da olabilir. Pespese tekraralayan diziler oldukca yaygindir. Buna tipik 6rnek rRNA ve
tRNA genlerinin 6karyotik kromozomlardaki temsil sayisidir. rRNA genlerinin karakur-
bagasinda 450, insanda 160-200 ve bezelyede 3900 kopyasi mevcuttur. Histon genleri
de tekrarlayan dizilere 6rnektir. Pespese veya ayrilmis olarak mayada 2, Drosophila’da
100, karakurbagasinda 25 ve insanda 5-20 kopya halinde bulunur. Son olarak pespese
tekrarlayan dizilere 6rnek herhangi bir geni kodlamayan sentromer ve telomer bolgele-
rindeki DNA dizileri verilebilir. Her bir sentromerde ytizlerce hatta binlerce defa tekrar-
layan kisa diziler vardir.

Ayrilmis tekrarlayan diziler i¢cin multigen familyas: genleri (ayn1 fonksiyonu
goren fakat farkli yapida olan proteinleri kodlayan genler) ve histon genleri 6rnek veri-
lebilir. Multigen familyasina ait a-globin geni 3 kopya halinde 16. kromozom tzerinde
iken B-globin geni 5 kopya halinde 11. kromozom iizerindedir. Diger bir tipik ayrilmis
tekrarlayan dizi transpozonlardir. Kromozom iizerinde bir bolgeden digerine yer degis-
tirirler. Cogu 6karyotta genom, muhtemelen herhangi bir kodlama gorevi olmayan mil-
yonlarca defa tekrarlayan ayrilmis diziler tasir. Bu diziler iki grupta toplanir: Kisa ayril-
mis tekrarlayan diziler (SINE) 100-300 bp biiytikligiindedir. 1000-5000 bp veya daha
uzun ayrimis tekrarlayan diziler (LINE) de diger bir grubu olusturur. Biitiin 6karyotik
organizmalarda her iki grup tekrarlayan diziler de mevcuttur. Drosophila ve kuslar ge-
nellikle LINE, insan ve kurbagalar SINE dizilerine sahiptirler.
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4 DNA REPLIKASYONU

Yavru hiicrelere ata hiicrelerdeki kadar DNA saglayabilmek icin hiicre béliinmesinden
once DNA'nin replike olmasi ve dolayisiyla kromozomlarin iki katina ¢cikmasi gerekir. Bu
giin icin DNA replikasyonu mekanizmasi oldukca acik bir sekilde aydinlatilmistir. 1958
yilinda M. Meselson ve F. Stahl Escherichia coli’de DNA replikasyonunun yarikorumali
(semikonsevatif) olarak gerceklestigini gosteren deneyler yapmislardir. Daha sonra bii-
tiin organizmalarda DNA replikasyonunun yarikorumal bir sekilde gerceklestigi anla-
silmistir. Yarikorumali replikasyon sirasinda genetik bilgi bir hiicreden digerine aktari-
lir. Eseyli tireyen organizmalarda, eger boltunen hiicre esey hiicresi ise bu durumda ge-
netik bilgi yeni nesillere aktarilir. Her durumda (mitoz veya mayoz) eski zincir kalip ola-
rak kullanilarak yeni bir zincir sentezlenir. Bu sentezin esasi kalip olarak kullanilan zin-
cir lizerindeki bazlarin komplementerlerinin yeni zincire eklenmesidir. Bu islem tam bir
dogrulukta yapildiginda genetik bilgi eksiksiz bir sekilde (daha dogru ifade hemen he-
men eksiksiz!) aktarilmis olur.

4.1 Prokaryotlarda DNA Replikasyonu

Prokaryotlarin hemen tamami halkasal genoma sahiptirler. Halkasal prokaryotik ge-
nomlar teta (0) modeli denilen bir replikasyon mekanizmasina sahiptirler. Bir model
sistem olarak E. coli'nin replikasyon mekanizmasi incelenebilir. Bu bakteride replikas-
yonun baslayabilmesi icin baslatici protein denilen bir proteinin baglanabilecegi yakla-
sik 245 bp uzunlugunda bir replikasyon orijinine ihtiya¢ vardir. Baslatic1 proteinle be-
raber DNA helikaz da bu boélgeye baglanarak iki zincirin birbirinden her iki yonde ay-
rilmasini saglar (¢ift yonlii replikasyon). Birbirine ters yondeki bu iki ayrilma bélgesine
replikasyon c¢atali denir. Tek zincir baglayici proteinler bir replikasyon catalindaki
ayrilmis zincirleri tek olarak tutar, yani tekrar eslesmeyi engeller. Her bir zincir yeni
sentezlenecek zincir icin kalip goérevi goriir. Kalip zincirleri kullanarak onlarin komple-
menterini sentezleyen enzim DNA polimeraz III enzimidir. Ancak DNA polimeraz yeni
bir DNA zincirinin sentezini baslatamaz; dNTP'lar1 5'P u¢glarindan uzamakta olan bir zin-
cirin 3'0OH uclarina tek tek baglayabilir.

Zincirler agildiktan sonra RNA primaz acgilan DNA boélgesine komplementer olan,
yaklasik 10 baz uzunlugunda bir RNA primer sentezler. RNA yapisinda olan bu primerin
ucunda saglanan 3'OH uclarina dNTP'lar tek tek DNA polimeraz III tarafindan baglanir.
Kalip zincirlerin yont, yeni zincirin kesintili veya kesintisiz sentezini gerektirir (Sekil
4.1a). Bir replikasyon c¢atalinda 3'-5' kalip zinciri lizerinden stirekli bir DNA zinciri sen-
tezlenir ve sentezlenmekte olan bu yeni zincire ilerleyen zincir denir. Ancak 5'-3' kali-
bindan kesintili bir sentez gergeklestirilmek durumundadir ve bu kalip lizerinden sen-
tezlenen yeni zincire gerileyen zincir adi verilir. Replikasyon catal ilerledikce yeni
primerler sentezlenerek ilerleme yoniiniin tersine dogru pargalar halinde sentez gercek-
lestirilir. Bu parcalar bazen Okazaki fragmentleri olarak adlandirilir.
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Halkasal kromozomda replikasyon terminasyon bélgesi vardir. Her iki repli-
kasyon catali bu replikasyon terminasyon bélgesinde birlesir. Ancak bu arada diger bazi
enzimatik olaylarin da gerceklesmesi gerekir. Bunlardan biri yeni sentezlenen zincirde
dogruluk kontroliidiir (Sekil 4.1b). Yanhs diizeltme fonksiyonu sentezin hemen arkasin-
dan DNA polimeraz III tarafindan gergeklestirilir. Bir diger enzim DNA polimeraz I
yeni zincir tizerindeki RNA primerleri uzaklastirarak yerine DNA niikleotitlerini ekler.
Parc¢alar halindeki yeni zincirin birlestirilmesi DNA ligaz tarafindan gerceklestirilir.
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Sekil 4.1: a) Bir replikasyon catalinda meydana gelen olaylar. b) 6 modeli ile replikasyo-
nun genel akisi.

Burada vurgulanmasi gereken diger bir konu DNA replikasyonunun hizidir. E. coli
kromozomu yaklasik 40 dakikada replike edilir. Genom biiytkligi yaklasik 4.1 milyon
baz cifti olarak kabul edilirse saniyede 2000 bp bir bolgenin replikasyonunun yapilmasi
gerekir. Replikasyonun iki ¢atalda yiiriitiildiigi diistiniildiigiinde her bir ¢atalin hizinin
saniyede 1000 bp olmasi gerekir. Bu hizli ve yanlissiz gerceklestirilmesi gereken siirecin
yuriitiilebilmesi i¢cin replikasyon sirasinda gerceklestirilen islemlerin ¢ok ytliksek bir es-
gidim icinde yurutilmesi gerekir. Gercekte DNA polimeraz replikasyon c¢atalindaki
olaylar koordine eden biiytik bir niikleoprotein kompleksinin bir parcasidir. Bu komp-
leks replizom olarak adlandirilir ve “molekiiler makina”ya tipik bir érnektir. Replizom-
lar replikasyonda gorev alan enzim ve yardimci proteinleri kapsar ve replikasyon cata-
linda meydana gelen biitiin olaylarin istenen hizda ve dogrulukta ylirimesini saglar.

4.1.1Viruslerde replikasyon

Virtislerde farkl tip niikleik asitler genom olarak kullanilir (DNA, RNA, tek zincirli, ¢ift
zincirli, halkasal veya dogrusal). Bu genomlarin replikasyonu i¢in de ¢ok farkli meka-
nizmalar kullanilir. Bunlardan sadece ikisinden kisaca s6z edilecektir.
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Bakteriyofaj lamda (A) genomu bakteri hiicresine girince cos denilen ug¢ bolgele-
rinden halkasallasirlar (Sekil 4.2a). Bu halkasal ¢ift zincirli DNA © mekanizmasiyla hiic-
resel enzimlerle replike edilerek cogaltilir. Yeni sentezlenen bu halkasal A genomlarinin
zincirlerinden biri kesilir ve kesilen zincirin 5' ucu yapidan ayrilmaya baslar Ayrilan zin-
cirin ve hala halka seklinde olan diger zincirin tek zincirli kisimlar: kalip olarak kullana-
rak yeni zincir sentezlenir. Halka yap1 bir ¢ok defa donerek uzun bir dogrusal ¢ift zincirli
DNA {iretilir. Bu uzun zincir konkatamer adini alir. Konkatamerler daha sonra A geno-
munun ter gen bolgesinin yiiriittiigii fonksiyon ile cos bolgelerinden birim A genomlarina
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Sekil: a) Donen halka modeliyle A DNA replikasyonu, b) retrovirtislerde araci DNA {ize-
rinden RNA genomunun replikasyonu.

Retroviriisler insanda AIDS'e neden olan HIV'i (insan immiin yetmezlik viriisii) de
kapsayan bir grup olup tek zincirli dogrusal RNA genomuna sahiptirler. Virus insan htic-
relerine girdiginde (buyiik cogunlukla T lenfositlere) kendilerinin kodladig: bir RNA ba-
gimli DNA polimeraz (revers transkriptaz) ile tek zincirli RNA seklindeki genomu sitop-
lazmada cift zincirli DNA'ya (cDNA) cevirir. Bu cDNA ¢ekirdege gecerek hiicresel geno-
ma integre olur ve genomdan normal transkripsiyon mekanizmasiyla virtsiin RNA ge-
nomlari ¢ogaltilir (Sekil 4.2b).

4.2 OKkaryotlarda DNA Replikasyonu

DNA replikasyonunun biyokimyas1 ve molekiiler biyolojisi prokaryot ve 6karyotlarda
benzerdir. Ancak 6karyotlarda genom birden fazla kromozom igindedir ve histon prote-
inleriyle kompleks olusturmus durumdadir. Replikasyon sirasinda bu kompleks acilmali
ve her hiicre dongiisiinde sadece DNA'nin replikasyonu degil ayni zamanda histon sen-
tezi de gerceklestirilmelidir. DNA replikasyonu ve kromozom duplikasyonu hiicre don-
giisiiniin sentez safthasinda gerceklestirilir.

Eger her bir insan kromozomunun, tek bir replikasyon orijininden baslanarak
replikasyonu gerceklestirilseydi, 2 kb/sn hizla gerceklesen bir replikasyon ile yaklasik
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880 saate ihtiya¢ duyulurdu (haploit genom biiytkligi 3 164 000 kb). Halbuki insanda
bir ¢ok hiicre bundan ¢ok daha hizli bélliniir. Kiiltiire alinmis insan ve diger hayvansal
hiicreler 24 saatte bollinebilirler. Drosophila'da replikasyon 3 dakikada tamamlanir
(Tablo 4.1). O halde 6karyotlarda replikasyon bir sekilde hizlandiriliyor olmalidir. Ger-
cekte okaryotlarda DNA replikasyonu prokaryotlarin aksine ¢ok sayida bolgede basla-
yabilmektedir (Sekil 4.3). Bu bolgelerde replikasyon orijininden sentez baslar ve cift
yonli olarak devam eder. Yani bir kromozom {izerinde ¢ok sayida replikasyon orijini
vardir. Okaryotlarda bir replikasyon orijini ile bu orijinin her iki tarafinda yer alan ter-
minasyon bolgeleri arasinda kalan DNA boélgesi replikon veya replikasyon birimi ola-
rak adlandirilir. Cok sayidaki nispeten kiigiik (kisa) replikonlar replikasyon hizini olduk-
ca artirmaktadir. Prokaryotik genomlar tek bir replikondur.

Tablo 4.1: Okaryotik ve prokaryotik replikonlarin sayi, biiyiikliik ve hizlarinin karsilas-
tirmasi (Not: replikon sayisi ve biiytikliikleri nisbi olarak verilmistir. Genomunlarin ger-
cek buyiikliikleriyle uyumlu olmayabilir).

Organizma Replikon Ortalama Catal hiz1 Gercek genom
sayisl biiytkliik biiyukliigi
Bakteri (E. coli) 1 4600 kb 50000 bp/dak 4 600 kb
Maya (S. cerevisiae) 500 40 kb 3600 bp/dak 12 000 kb
D. melanogaster 3500 40 kb 2600 bp/dak 180 000 kb
Kara kurbagasi 15000 2000 kb 500 bp/dak 5040 000 kb
Fare 25000 150 kb 2200 bp/dak 2500 000 kb
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Sekil 4.3: Okaryotik kromozomlarin replikonlarinda replikasyonun baslamasi ve zamana
bagl olarak ilerlemesi.
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Prokaryotlarda oldugu gibi topoizomerazlarin niikleozomlarin agilmasinda rol
aldig1 bilinmektedir. Okaryotlarda bes tip DNA poimeraz vardir: a, B, §, € ve y DNA poli-
meraz. o. ve Y DNA polimerazlar cekirdekte replikasyondan sorumludurlar (prokaryo-
tik DNA polimeraz IlI'e benzer). B DNA polimeraz DNA tamirinde gorev yapar. y DNA
polimeraz mitokondrial DNA replikasyonunu gerceklestirir. o DNA polimeraz ayni za-
manda primaz aktivitesine sahiptir. Yanlis diizelme fonksiyonu ise a, 6 ve y DNA polime-
razlar tarafindan gergeklestirilir.

4.2.1 Okaryotlarda kromozomlarin uglarinin replikasyonu

Dogrusal DNA molekiliiniin replikasyonu tamamlandiginda eger 6zel 6nlem alinmazsa
telomer bolgelerinden her yeni molekiiltin kalip zincirinin 3’ ucundan bir primer kadar
(insanda 50-200 bp) DNA kaybolur, kromozom kisalir. Bunun nedeni bu boélgede (ugta)
3’0H ucu saglanamamasindan dolayidir. Hiicrelerde bu kisalmanin 6niine ge¢gmek igin
gecici onlemler alinmistir. Kromozomlarin uglarinda yani telomerlerde pespese tekrar-
layan diziler vardir. Bu diziler telomeraz enzim sistemi tarafindan telomerlere eklenir.
Telomeraz aktivitesi dogrudan replikasyonla iliskili degildir.

Insanda telomeraz normal doku hiicrelerinde aktif degildir. Embriyonik safhada
farklilasmaya paralel olarak telomeraz aktivitesi de azalir. Telomeraz aktivitesi sonlana-
na kadar gegen siire icinde, yani erken embriyonik safhalarda telomer bolgelerine tek-
rarlayan diziler eklenir. Bu tekrarlayan diziler gelisme ve erginlik safhasinda kromo-
zomlarin kisalmasinin telomer bolgelerindeki tekrarlayan diziler icinde kalmasini sag-
lar. Telomer bolgeleri belli bir sinira kadar kisaldiginda o hiicre artik béliinmez, gen
ekspresyonu degisir, bu degisim ¢evre dokular etkiler ve dokunun yaslanmasina neden
olur. Kanser hiicrelerinde telomeraz aktiviteleriyle telomer bolgelerine tekrarlayan dizi-
lerin eklendigi ve kanser hiicrelerinin élumsuzlik 6zelliginin saglandigina yonelik veri-
ler mevcuttur.
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5 TRANSKRIPSiYON VE RNA iSLEME

Bir organizmanin yapisi, fonksiyonu, gelismesi ve iiremesi hiicrede ve dokuda mevcut
proteinlerin 6zelliklerine baghdir. Proteinleri olusturan polipeptitlerin amino asit dizisi
DNA'da bulunan gen bélgelerindeki genetik bilgi ile belirlenir. Genetik bilginin dogru bir
sekilde proteinlere aktarimi iki basamakta gerceklestirilir: Transkripsiyon ve translas-
yon. DNA'dan RNA'ya ve proteinlere dogru gerceklesen bu bilgi akisi sentral dogma
olarak da adlandirilir. Baz1 durumlarda genetik bilgi akis1 RNA'ya kadardir (Ribozomal
RNA'lar, tRNA'lar ve snRNA'lar).

DNA niikleotit dizisinin RNA nitkleotit dizisine dontustiruldigu transkripsiyon
stireci prokaryot ve okaryotlarda temelde aynidir. DNA bir genin bitisiginden acilir.
Promotor denilen bu acilan bélgeden DNA'ya baglanan RNA polimeraz DNA'nin 3'-5'
yoniindeki zincirini kalip olarak kullanarak 5'-3' yontinde bir RNA sentezler. Bazi istis-
nalar disinda bir DNA bélgesindeki zincirlerden sadece biri RNA sentezi icin kalip olarak
kullanilir. Transkripsiyon stlirecinde de genetik bilginin degismeden (hemen hemen de-
gismeden!) RNA'ya aktarilir. Bu aktarim bir DNA zincirinin kalip olarak kullanilmasi esa-
sina dayanir. RNA zinciri DNA zincirinin komplementeri olarak sentezlenir ve dolayisiy-
la genetik bilgi dogru bir sekilde RNA’ya aktarilmis olur.

Hiicrede dort tip RNA vardir: mRNA, tRNA, rRNA ve snRNA (kiiglik ¢ekirdek
RNA's1). Prokaryotlarda mevcut olan ti¢ tip RNA (mRNA, tRNA ve rRNA) tek bir RNA po-
limeraz enzimi tarafindan sentezlenir. Enzim 3'-5' DNA zincirini kalip olarak kullanarak
5'-3" yoniinde yeni RNA zincirini sentezler, yeni zincire riboz sekerli niikleotitleri (NTP,
niikleotit trifosfat) ekler. Okaryotlarda ise ii¢ tip RNA polimeraz enzimi mevcuttur.
RNA polimeraz I sadece ¢ekirdekgikte yer alir ve ribozomlarin yapisina katilan iic RNA
molekiliini (28S, 18S ve 5.8S rRNA) sentezler. RNA polimeraz Il ¢ekirdek plazmasinda
yer alir, mRNA ve snRNA sentezini ger¢eklestirir. RNA polimeraz III ise ¢ekirdek plaz-
masinda bulunur, tRNA'larla 5S rRNA'y1 ve bazi snRNA'lar1 sentezler.

5.1 Prokaryotlarda Transkripsiyon

Tipik bir prokaryotik organizma olan Escherichia coli gen bolgelerinin 6zel bir organi-
zasyonu vardir. Belli bir gen veya genlerin bulundugu DNA kisminda bir promotor bol-
gesi vardir, RNA polimerazin sigma alt birimi bu bdlgeyi tanir ve baglanir (Sekil 5.1).
Promotor bélgelerinde transkripsiyonun basladigi niikleotitten (+1 pozisyonu) 10 niik-
leotit 5' tarafinda (yukarisinda = upstream) korunmus yani bir ¢ok promotorda ayni
diziye sahip olan konsensus dizisi vardir. Bu dizi -10 bolgesi veya Pribnow kutusu ola-
rak adlandirilir. Yine yaklasik 35 niikleotit yukarida diger bir konsensus bolgesi vardir,
bu bolge de -35 bolgesi olarak adlandirilir. Sigma alt tinitesi -35 ve -10 bolgelerine bag-
lanarak RNA polimeraz 6z enziminin gen bolgesine baglanmasini saglar. Bu baglanma
bolgesinde bir transkripsiyon halkasi olusur. 8-9 niikleotit (NTP, dNTP degil!) uzunlu-
gunda bir RNA molekiilii sentezlendiginde sigma alt iinitesi kompleksten ayrilir ve 6z
enzim RNA sentezini devam ettirir. Prokaryotlarda bir promotoru takip eden ribozom
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baglanma bélgesi ve benzeri diizenleyici dizilerden sonra genellikle birden fazla gen
bolgesi vardir. Bu bolge yapisal gen bélgesi olarak adlandirilir. Yapisal gen bolgesinde-
ki gen veya genler tek bir RNA molekiiliine dontstiriliur. Gen bélgesinin sonunda bir
transkripsiyon terminasyon bélgesi vardir. Bu bolgede transkripsiyon durdurulur,
RNA ve RNA polimeraz 6z enzimi yapidan ayrilir. Bu olaylarda farkli asamalarda ¢ok
sayida faktor olarak anilan katalitik kompleks is goriir.
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Sekil 5.1: Prokaryotlarda gen bodlgesinin organizasyonu ve promotor bélgelerinin ayrin-
til1 yapisi.

5.2 Okaryotlarda Transkripsiyon

RNA sentez mekanizmalar1 ayni olmakla beraber, gerek DNA'nin kromozomlardaki or-
ganizasyonu, gerek oOkaryotik DNA ilizerinde genlerin organizasyon sekli ve gerekse
transkripsiyon sirasindaki ve sonrasindaki olaylar bakimindan prokaryotlarla 6karyot-
lar arasinda énemli farkliliklar vardir. Her seyden 6nce transkripsiyon baslamadan énce
histonlarla kompleks olusturmus olan DNA'nin agilmasi gerekir. Bu DNA'nin agilmasi
okaryotlarda gen diizenlenmesinin temel hedeflerinden biridir ve olayin bu boyutu bu-
rada harig tutulacak ve acilmis bir DNA iizerinden transkripsiyon incelenecektir.

Okaryotlarda protein kodlayan genlerin transkripsiyonu RNA polimeraz II tara-
findan gerceklestirilir. Senteze genel transkripsiyon faktorleri (GTF) olarak isimlen-
dirilen proteinlerden olusmus bir kompleks yardim eder. Transkripsiyon son iiriinii bi-
rincil transkript veya 6ncii mRNA'dir. Transkripsiyon son iirtinii olan bu 6ncii mRNA,
olgun mRNA'ya doniistiiriilmek iizere, cekirdekte bazi modifikasyonlara ve islemlere
tabi tutulur. Bu DNA bolgesindeki kodlayici gen bolgesinin yukarisinda bazi diizenleyici
elementler yani diizenleyici DNA bolgeleri vardir. Gene yakin diizenleyici element
promotor, uzak olanlar gii¢lendiriciler (veya bazi durumlarda susturucular) olarak
adlandirilirlar.

Promotor boélgesinde transkripsiyon baslama bolgesinin 30 bp yukarisinda siklik-
la TATA dizisini bulunduran bir bélge vardir. Bu bolge -30 bolgesi veya TATA kutusu
(TATA elementi) olarak adlandirilir. GTF'nin bir ¢esidi olan TFIID’nin bir pargasi olan
TBP bu bolgeye baglanir. Dolayisiyla transkripsiyonun baslama boélgesi dogru olarak
belirlenmis olur. Sonra TFIID bu bélgeye baglanir. Takiben diger GTF'lerin yardimiyla
RNA polimeraz II bu bolgeye baglanarak baslama kompleksini olusturur (Sekil 5.2a).
Baslama kompleksi olustuktan sonra RNA polimeraz II'nin karboksil ucu domain’inin
(CTD) fosforlanmasiyla uzama baslar. RNA polimeraz II'nin CTD bdlgesi, transkripsiyo-
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nun yuritilmesini koordine eder. CTD bolgesindeki bir grup amino asitin fosforlanma-
s1/defosforile olmasina bagh olarak komplekse uygun fonksiyonu ytriitecek diger
kompleksler baglanir: kep baglama enzimleri, RNA kirpma kompleksi (splaysozom) ve
poliA kuyrugu ekleme proteini (Sekil 5.2b). Uzama AAUAA vaya AUUAA dizisine ulasana
kadar devam eder. Bu dizi sentezlendiginde bir RNA endoniikleaz bu diziden RNA’y1 ke-
serek transkripsiyonun sonlanmasini saglar (Sekil 5.2c).
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Sekil 5.2: RNA polimeraz II tarafindan yiiriitiilen transkripsiyon. a) Baslangi¢c komplek-
sinin olusmasi, b) Uzama (kep takma ve kirpma) ve c) terminasyon.

Transkripsiyon baslama boélgesinin 1000 bp yukarisinda veya nadiren asagisinda
giiclendirici DNA elemetleri vardir. Bunlarin gérevi genin maksimum transkripsiyo-
nunu uyarmaktir. Gui¢lendiricilerin aksine uzak bolgelerde transkripsiyonu baskilayan
susturucu DNA elementleri de bulunabilir.

5.3 Prokaryotik ve Okaryotik mRNA'lar

Bir mRNA molekiilii bir 6ncti bélge, bir kodlayici bolge ve bir de art¢1 bélgeden meydana
gelir (Sekil 5.3). Oncii bolge mRNA'nin ribozomlara baglanmasinda gérev alir. Kodlayici
bolge DNA'dan alinan ve proteine aktarilacak genetik bilginin kodonlar halinde tutuldu-
gu bolgedir. Artci bolge ise ribozomlarin mRNA'dan ayrilmasi ve mRNA'nin dayanikliligi
ile ilgili goérevler gerceklestirir. Oncii ve artc1 bolgeler translasyona katilmaz, yani prote-
inlere donistiiriilmezler.
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Sekil 5.3: Tipik bir mRNA'nin 6ncii, kodlayici gen ve artci bolgesi.

Prokaryotik genomlarda gen boélgeleri kesintisizdir ve bir yandan DNA'dan mRNA
sentezlenirken, mRNA tzerindeki ribozom baglanma bélgesinden (Shine-Dalgarno dizi-
si) ribozomlar mRNA'ya baglanarak protein sentezi de gerceklestirilir.
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Okaryotlarda ise DNA iizerindeki gene ait kodlayic1 bélgeler (ekson), kodlamada
gorev almayan DNA boélgeleriyle (intron) kesintiye ugratilmistir. Transkripsiyon sirasin-
da hem ekson ve hem de intronlar ilk sentezlenen mRNA'nin yapisinda mevcuttur. int-
ronlar1 da tasiyan bu mRNA birincil transkript veya énciit mRNA adini alir ve genetik
bilgiyi kesintisiz olarak tasimaz. Bu 6ncii mRNA translasyon icin sitoplazmaya transfer
edilmeden once cekirdekte bazi islemlerden gegirilir. Bunlar 5' kep baglama (5' cap-
ping), RNA splicing (intron ¢ikarma, kirpma) ve 3' poli A ekleme islemlerini icerir (Sekil
5.4). Yakin zamana kadar RNA isleme dedigimiz bu islemlerin transkripsiyondan sonra
(posttranskripsiyonal) gerceklestirildigi diisiiniilmekteydi. Ancak RNA isleme islemleri-
nin transkripsiyon ile es zamanl olarak (kotranskripsiyonal) ytriitiildiigiint artik bili-
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Sekil 5.4: Bir olgun 6karyotik mRNA olug.um basamaklari.

5' kep baglama: Bu islem 6ncii mRNA'nin 5' ucuna genellikle 7 pozisyonuna me-
til baglanmis bir guanin (7-Me guanin) niikleotitinin baglanmasi islemidir. Bu baglanma
alisilmadik bir sekilde 5'-5' ester bagi ile gerceklestirilir. Ayrica 6ncii mRNA'nin ilk iki
niikleotitine de metil grubu baglanir. 5' sapka yapisi translasyonun baslangi¢c basama-
ginda ribozomun olgun mRNA'ya baglanmasi i¢in esasidir.

RNA splicing (RNA kirpma): Oncii mRNA yapisindaki intronlar RNA splicing
(splayslama, kirpma) denilen bir mekanizma ile uzaklastirilir. Her bir intronun 5' ve 3'
uclarinda tipik sinyal bélgeleri vardir. intron, bu bolgelerden taninarak éncii mRNA
yapisindan uzaklastirilir. Bu islem cekirdekte "splaysozom" denilen komplekslerde ger-
ceklestirilir. Bu kompleksler snRNA molekiilleri ve 6-10 protein molekiilliinden meydana
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gelmistir. Bu kompleksler ¢ekirdek riboniikleoproteinleri (RNP) olarak adlandirilr.
Hiicrelerde ¢ok sayida farkl cekirdek RNP'leri mevcuttur ve her biri 6zel bir intronu
oncii mRNA'dan kopartr.

3' poli A ekleme: Prokaryotlardaki gibi transkripsiyon terminasyon bdlgesi
mRNA'da mevcut degildir. Bunun yerine mRNA transkripsiyonu ytzlerce, binlerce ntik-
leotit boyunca devam ettikten sonra bir poli A kuyrugu baglama boélgesine ulasir ve bu
bolgeyi gecer. AAUAAA dizisi poli A ekleme bdlgesi sinyali olarak algilanir ve bir RNA
endontikleaz tarafindan kesilir. Sonra a¢iga ¢ikan 3' OH ucuna poli A polimeraz tarafin-
dan 50-250 kadar A niikleotiti eklenir. Poli A kuyrugu mRNA'nin dayanikliligini artirir.
Bu islevini muhtemelen, mRNA'y1, sitoplazmada bulunan riboniikleazlardan koruyarak
yapar.

5'kep baglama, intron uzaklastirma (RNA splicing) ve 3' poli A ekleme islemlerinin
tamamina RNA isleme denir. RNA isleme cekirdekte gercgeklestirilir ve islem tamamlan-
diginda olgun mRNA sitoplazmaya bakilir.

5.4 Ribozomal RNA'nin Transkripsiyonu

Escherichia coli'nin 16S, 23S ve 5S rRNA genleri tek bir transkripsiyon birimi halinde
bulunur ve her bir bolge arasinda aralayici dizileri vardir. Transkripsiyonda olusturulan
tek bir transkriptten (RNA molekiilii) RNaz III tarafindan aralayici diziler uzaklastirilr.
ikinci bir RNA isleme siirecinden sonra her bir rRNA serbest kalir. rRNA transkriptini
kodlayan DNA bolgesi rDNA olarak adlandirilir.

Okaryotlarda 5S rRNA geni, genomda ayr1 bir lokasyonda bulunur. Diger rRNA
genleri (18S, 5,8 S ve 28S) tek bir transkripsiyon tinitesi halinde pes pese tekrarlayan
rDNA seklindedir. Tipik olarak 100 ila 1000 rDNA kopyasi tekrarlanir. Bu rDNA kopya-
lar1 tek bir promotor tarafindan 6ncii rRNA'ya transkribe edilir. Sonra prokaryotlarda
oldugu gibi aralayici diziler yikilir ve her bir transkriptten 18S, 5,8S ve 28S rRNA'lar tire-
tilir.

RNA yapisindaki bazi intronlarin kendi kendilerini 6ncii rRNA'dan uzaklastirdikla-
r1 bilinmektedir. Bu intronlar RNA yapisinda bir protein enzim gibi katalitik aktivite gos-
terirler ve ribozim adini alirlar, spesifik olarak belli intronlar: keserler.

5.5 Transfer RNA'nin Transkripsiyonu

Genomda c¢ok sayida (61 adet) tRNA geni vardir. Bu genler bazen kiimeler seklinde bir
arada bazen tek tek bulunabilmektedir. E. coli'de tRNA genleri tek kopya halinde bulu-
nur. Okaryotlarda prokaryotlardan ¢ok daha fazla sayida tRNA geni vardir. Mayalarda
400 civarinda tRNA geni varken, karakurbagasinda her bir tRNA geni (61 adet) icin
200'den fazla kopya mevcuttur. Baz1 6karyotik tRNA genleri intronlar igerir; bu intronlar
mRNA'dakine benzemeyen bir yolla uzaklastirilir. tRNA transkripsyonu sirasinda bazi
bazlar modifiye edilir.

tRNA'lar genetik bilginin mRNA'dan proteinlere aktarilmasinda gorev alirlar. 3'
ACC uglarina spesifik bir amino asit baglanir. Antikodon tRNA'nin diger bir kolunda yer
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alir (Sekil 5.5). Belli bir antikodon tasiyan bir tRNA sadece belli bir amino asiti tasir. Bir
amino asitin hangi tRNA’ya baglanacagi aminoasil-tRNA sentetaz enzimleri tarafindan
belirlenir. Hiicrede 20 farkli aminoasil-tRNA sentetaz vardir. Her amino asit i¢in bir adet
mevcut olan bu enzimler tRNA'nin antikodon ve amino asit baglanma bdlgeleri ile etkile-
serek antikodona uygun amino asitin tRNA'ya spesifik olarak baglanmasini saglar. Bu
spesifiklik genetik bilginin proteinlere, dogru bir sekilde ge¢cmesini saglayan kilit bir
olaydir. Antikodon ribozoma tutunmus mRNA iizerindeki kodon boélgesine baglanirken
tasidig1 amino asit protein sentez bélgesine ulastirilmis olur.
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Sekil 5.5: a) Maya alanin tRNA'sinin sematik yapisi1 (yonca yapragi modeli) ve transkrip-
siyonda rol alan fonksiyonel bolgeleri, b) gercek ii¢ boyutlu yapisinin semasi. Modifiye
bazlar: ml = metilinozin, T = ribotimidin, y= pseudotiridin, D= dihidroiiridin, mG = me-
tilguanozin, mG = dimetilguanozin ve UH; = dihidrotiridin.

Goruldugu gibi baz1 RNA molekiilleri herhangi bir proteini veya polipeptiti kod-
lamadig1 halde hiicresel siireclerde yapisal veya fonksiyonel olarak gorev yapmaktadir
(rRNA’lar, tRNA’lar ve snRNA’lar). Dolayisiyla genetik bilgi bu RNA molekiillerine kadar
tasindiktan sonra bir gorevi gerceklestirmektedir. Bu durumda bir gen-bir polipeptit
yaklasimi da gen kavramini tam olarak ifade edememektedir. Bunun yerine bazi arastir-
cilar bir gen-bir transkript kavramini dnermislerdir. Buna gore her gen bir transkript
olusumundan, yani bir RNA molekiiliintin sentezinden sorumludur. Ancak prokaryotlar-
da polisistronik mRNA molekiilleri (birden fazla gene ait sifreyi tasiyan mRNA molekiil-
leri) diisiiniildiigiinde bu kavramin da geni, tam olarak ifade etmedigi ortadadir.

Sonugta, mevcut degerlendirmeler 1s181inda soyle bir gen tanimi yapmak miimkiin
olabilir: Bir polipeptitin veya fonksiyonel bir RNA molekiiliiniin kodlanmasindan sorumlu
DNA bolgelerine gen denir.
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6 GENETIK SiFRE VE GENETIK MESAJIN TRANSLASYONU

Bir protein, polipeptit denilen bir veya daha fazla molekiiler alt birimden meydana gelir.
Polipeptitler daha kiiciik yapitaslarinin, amino asitlerin birbirine peptit baglariyla bag-
lanarak olusturduklar1 uzun zincirlerdir. Birincil amino asit dizisi, proteinin ikincil,
Uclincil ve dordiinciil yapisint ve dolayisiyla fonksiyonel formunu belirler. O halde
mRNA molekiilii tizerindeki niikleotitler proteinlerin birincil amino asit dizisini nasil
belirler? mRNA’ya aktarilmis genetik bilgi dogru bir sekilde nasil polipeptitlere aktarilir?
Bu boéliimde bu sorular cevaplandirilacaktir. Genel olarak su soylenebilir ki mRNA’daki
genetik bilginin dogru bir sekilde polipeptitlere aktarilmasinda komplementer kodon-
antikodon eslesmesi esastir. Ozgiil bir antikodona sahip bir tRNA, 6zgiil bir amino asite
baglanabilir. Bu yolla genetik bilgi en dogru bir sekilde proteinlere aktarilir. Bu meka-
nizmalarin biraz daha ayrintisinin incelenmesine gegebiliriz.

6.1 Genetik Sifre (Kod)

Dort ntikleotit kullanilarak (A, C, G ve U) ti¢ harfli yani ii¢ niikleotit veya bazdan olusan
64 muhtemel kodon olusturulabilir. Bu sayidaki kodon proteinlerin yapisina katilan 20
(veya 21) amino asit icin fazladir. Bu durum bazi amino asitler i¢in birden fazla kodonun
kullanildigini gosterir. Yapilan deneysel calismalarda 64 kodonun her birinin hangi ami-
no asiti kodladig1 veya hangilerinin durdurma kodonu oldugu belirlenmistir (Sekil
6.1a,b). Bu kodonlarin tamami genetik kod olarak adlandirilir. Genetik kodun 6zellikleri
su sekilde 6zetlenebilir:

1. Genetik sifre ticlidiir, yani mRNA tizerindeki her bir kodon ii¢ niikleotitten olusur
ve her kodon bir amino asiti kodlar.

2. Genetik sifre siireklidir. Uclii gruplar (kodonlar) pes pese devam eder.

3. Sifre hemen hemen evrenseldir (Mitokondri, kloroplast ve bazi organizmalarda ali-
silmadik kodlamalar da mevcuttur).

4. Sifre dejeneredir. Yani ikisi (AUG metionin ve UGG triptofan) hari¢ diger amino
asitler birden fazla kodon tarafindan kodlanirlar. Bu dejenere sifreler (ayn1 amino
asiti kodlayan farkl kodonlar) biitiin organizmalarda ayni oranlarda kullanilmaz-
lar. Bu olaya, yani ayni amino asiti kodlayan farkli kodonlarin farkli organizmalar-
da farkli oranlarda kullanilmasina kodon kullanimi (kodon tercihi) denir.

5. Sifre st tiste gelmez. mRNA tgli gruplar halinde pes pese okunur. Bir mRNA tize-
rinde strekli devam eden bir kodon grubu okuma satir1 (okuma cercevesi) olarak
adlandirilir. Farkl ntikleotitlerden baslayarak bir mRNA {izerinde ti¢ farkli okuma
yapmak mumkiindiir. Ancak ¢ok nadir istisnalar disinda bir mRNA'nin belli bir
bolgesinde tek bir okuma satir1 vardir.

6. Sifre baslama ve bitis sinyallerine sahiptir. Baslama kodonu genellikle AUG'dir, me-
tionin amino asitini kodlar. Nadir durumlarda GUG de baslama kodonu olarak is
gorebilir. GUG kodonu normal sartlarda valini kodlar ancak baslangi¢ pozisyonun-
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da iken metionini kodlar. 64 kodondan 61'i aminoasitleri kodlar, bunlar anlaml
kodonlardir. Geriye kalan ti¢ kodon UAG (amber), UAA (okre) ve UGA (opal) hi¢
bir amino asiti kodlamaz, hiicrelerde bu kodanlara uygun antikodanlara sahip
tRNA'lar mevcut degildir. Bu kodonlar bitis kodonlari, anlamsiz kodonlar veya
zincir sonlandiric1 kodonlar olarak adlandirilir. O halde bir agik okuma satiri
bir baslama kodonu ile baslayarak belli sayida anlamali kodonla devam edip bir
anlamsiz kodonla sonlanan mRNA bolgesidir.

a)
Genetik Sifre (mRNA’da bulundugu gibi)
U C A G
UUU Phe (F) UCU Ser (S) UAU Tyr (Y) UGU Cys (C)
uuc" ucc" UAC“ UGC“
UUA Leu (L) UCA" UAA Ter UGA Ter
uuG " UcG " UAG Ter UGG Trp (W)
CUU Leu (L) CCU Pro (P) CAU His (H) CGU Arg (R)
cuc” cce" CAC" cGgeC"
CUA" ccA™ CAAGIn (Q) CGA™"
cuG" ccg" CAG" CGG™"
AUU lle (1) ACUThr (T)  aauAsn(N)  AGUSer (5)
AUC" ACC" AAC" AGC"
AUA" ACA" AAA Lys (K) AGA Arg (R)
AUGMet (M)  |5cG " AAG" AGG"
GUU Val (V) GCU Ala (A) GAU Asp (D) GGU Gly (G)
Gguc" GCc" GAC" GGC"
GUA" GCA" GAA Glu (E) GGA"
GUG" GCG" GAG" GGG "
b)
Asidik Bazik Notral, nonpolar Notral, polar
Aspartik asit Asp D |Lizin Lys K |Triptofan Trp W |Tirozin Tyr Y
Glutamikasit Glu E |Arjinin Arg R |Fenilalanin Phe F |Serin Ser S
Histidin His H |Glisin Gly G |Treonin Thr T
Alanin Ala A |Asparajin Asn N
Valin Val V |Glutamin GIn Q
izolésin Ile 1 |Sistein Cys C
Losin Leu L
Metionin Met M
Prolin Pro P

Sekil 6.1: a) Genetik sifre (mRNA iizerinde kodonlar seklinde) ve b) amino asitlerin tg¢lu
ve tekli isimlendirme kodlar.
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7. Antikodonlarda yalpalama meydana gelir. 61 kodona karsilik belli bir hiicrede 61
cesit tRNA mevcut degildir. Bunun nedeninin tRNA'larin yalpalamasinin oldugu hi-
potezi ortaya atilmistir. Hipoteze goére bir kodonun 5' ucundan itibaren iki bazi, an-
tikodonun 3' ucundan itibaren iki bazi ile eslesir ancak kodonun 3' ucundaki baz ile
tRNA'nin antikodonunun 5' ucundaki baz eslesmesi atlanir Bu durumda polipeptit
zincirine baglanacak amino asitin kimligi kodon tzerindeki ilk iki baz tarafindan
belirlenir. Bu olaya yalpalama (wobble) denir.

8. Her bir kodon esas olarak sadece tek bir amino asiti kodlar. Bir kodonun birden
fazla amino asiti kodlamasi nadirdir. Bu nadir duruma bir érnek GUG kodonudur.
Bu kodon diger pozisyonlarda valini kodlar ancak baslama pozisyonunda metio-
nini kodlar. Bu olay kodon translasyonunda konum etkisi olarak bilinir. Kodonun
bulundugu mRNA bdélgesindeki diger niikleotit gruplari, hangi amino asitin bu ko-
don tarafindan kodlanacagini belirler. Konum etkisine diger bir 6rnek UGA kodo-
nudur. Normalde opal bitis kodonu iken 6zel kodon dizilimlerinde selenosistein
amino asitini kodlar ve selenoproteinlerin olusmasini saglarlar. Selenosistein ami-
no asiti redoks enzimlerinin aktif merkezinde yer alir.

6.2 Genetik Mesajin Translasyonu

mRNA {izerinde, acik okuma satir1 halinde diizenlenmis {i¢lli baz dizileri tarafindan tutu-
lan genetik bilginin proteinlere aktarilmasi gerekir. Bu aktarma isinde mRNA, ribozom,
tRNA ve ¢ok sayida faktor (enzim kompleksi) rol alir ve olay translasyon veya protein
sentezi olarak isimlendirilir.

Protein sentezi ribozomlarda meydana gelir. Ribozomlarda, mRNA icinde tasinan
genetik mesaj terciime edilir. Amino asitler ribozomlara, yiiklenmis tRNA'lar (aminoagil
tRNA'lar) tarafindan tasinir. Bir polipeptitin dolayisiyla proteinin dogru amino asit dizisi
iki mekanizma tarafindan saglanir:

1. mRNA'nin kodonu ile tRNA'nin antikodonu arasindaki spesifik komplementer
baglanma.

2. Her amino asitin, sadece spesifik bir antikodon tasiyan kendi spesifik tRNA'sina
baglanmasi.

6.2.1 Translasyonun baslamasi

Prokaryot ve dkaryotlarda protein sentezi AUG baslama kodonu ile baslatilir. Nadiren
GUG ile de baslayabilir. Bu durumda GUG valini degil metionini kodlar. Dolayisiyla yeni
sentezlenen bir proteinin NH2 ucundaki amino asit daima metionindir.

Prokaryotlarda baslangi¢c metionini formillenmistir. Yani baslangic AUG veya GUG
kodonu fMet-tRNAMet jle eslesir. (tRNAMet yiiklenmemis tRNA’y1 fMet-tRNAMet jse formil
metionin ile yliklenmis tRNA’y1 ifade eder; diger amino asitleri tasiyan tRNA'lar icin de
ayn1 terminoloji kullanilir). Normal AUG kodonlar1 Met-tRNAMet jle eslesir. Okaryotlarda
da baslangi¢c kodonu AUG'dir, ancak prokaryotlarin aksine formillenmemis bir metionin
tasiyan Met-tRNAMet jle eslesir; yine de kodon ayni olmasina ragmen baslangi¢ metio-
ninini ve zincir i¢i metionini tagsiyan tRNA'lar farklidir. Prokaryot ve 6karyotlarda trans-
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lasyon baslangici temelde benzer sekilde gerceklestirilir. Yani ribozom kii¢iik alt birimi
once mRNA'ya baglanir. Bu baglanmaya baslama faktorleri denilen 6zel protein komp-
leksleri de yardim eder. Sonra biiylik alt birim yapiya baglanir. Bu yap1 translasyon
baslangi¢ kompleksi adini alir.

Prokaryotlarda protein sentezinin dogru pozisyonda baslayabilmesi i¢in baslama
kodonunun 5' tarafinda 6zel bir niikleotit dizisine ihtiya¢ vardir. Ribozom baglanma
boélgesi veya Shine-Dalgarno dizisi olarak adlandirilan bu bélge ribozomun, dogru
okuma satirini bulmasina yardim eder. mRNA {izerindeki ribozom baglanma bdlgesi 4-
10 baz uzunluktadir ve ribozomun kiiciik alt biriminin 16S rRNA'sinin 6zel bir bélgesiyle
komplementerdir (Sekil 6.2a,b). Bu bolgeden 30S ribozom alt birimi mRNA’ya baglanir.
Boylece Shine-Dalgarno dizisi ribozomun dogru okuma satirini bulacak sekilde mRNA'ya
baglanmasini saglar (Sekil 6.2c). Bu baglanma islemine baslama faktorleri ve GTP'de
katilir; fMet-tRNAMet molekiiliiyle beraber 30S baslangic kompleksi olusur. Daha sonra
GTP hidroliz edilirken ribozomun biiytik alt birimi yapiya katilarak 70S baslangi¢c komp-
leksi olusur.

a)

mRNA kaynagi 5’ baz dizisi (rbb ve baslama kodonlari kalin ve alt1 ¢izilidir)
Faj A Cro AUG UAC UAA GGA GGU UGU AUG GAA CAA CGC

E. coli trpB AUA UUA AGG AAA GGA ACA AUG ACA ACAUAA

E. colilacZ UUC ACA CAG GAA ACA GCU AUG ACC AUG AUU

E. coli RNA polimeraz § AGC GAG CUGAGG AAC CCU AUG GUU UAC UCC

b)
3'..AUUCCUCCAUAG...5’

c)

MRNA 5 ucu

57 .. . UGUACUAAGGAGGUUGUAUGGCAACAACGC. . . 37
[ A | 11
a'...AUUCCUCCAUAG. . 5

16S rRNA 3' ucu

Sekil 6.2: a) Farkli mRNA molekiillerinin 5’ u¢larinda ribozom baglanma bélgesinin ve
baslama kodonlarinin organizasyonu, b) E. coli’'nin 16S rRNA’sinin 3’ ucunun baz dizisi,
c) bir mRNA’da AUG baslama kodonunun yukarisindaki ribozom baglanma bélgesinin,
16S rRNA'nin 3’ bolgesi ile komplementerlik esasina gore baglanmasi.

Okaryotik mRNA'da bir Shine-Dalgarno dizisi mevcut degildir. Diger bir yolla bas-
lama kompleksi olusturulur. Sapka (kep) baglanma proteininin de dahil oldugu 6karyo-
tik baslama faktorii mRNA'nin 5' sapka ucunu tanir ve baglanir. Sonra 40S alt birim, bas-
latici Met-tRNAMet ve GTP birbirine baglanir ve mRNA iizerinde yiirimeye baslar. Yakin
bir pozisyonda bulunan AUG kodonunu bulana kadar yiiriimeye devam eder. Okaryot-
larda da, AUG kodonu cevresinde, prokaryotlarin RBB’ne benzer bir dizinin bulundugu

rapor edilmektedir. 5’-ACCAUGG-3’ seklindeki bu dizi Kozak dizisi olarak adlandirilir. Bu
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dizinin ribozomun kiiciik alt birimine baglanmaya yardim ettigi tahmin edilmektedir.
Genellikle 5' sapka ucundan sonraki ilk AUG kodonu baslangi¢ kodonu olarak algilanir
(bazen farkli durumlar da olabilir). AUG kodonu bulunduktan sonra baslama faktori
yapidan ayrilir ve 60S ribozom alt birimi yapiya baglanarak 80S baslama kompleksi olu-
sur.

6.2.2 Uzama ve sonlanma

Baslama kompleksinde ribozom biiyiik alt birimi tizerinde A, P ve E bolgeleri vardir. P
bolgesine ilk yerlesen amino asit prokaryotlarda formilmetionin (fMet-tRNAMet olarak),
okaryotlarda metionindir (Met-tRNAMet olarak). Siradaki kodona uygun antikodona sa-
hip bir tRNA komplekse baglanir ve tasidig1 amino asit A bolgesine yerlesir. A bolgesin-
deki amino asit ile P bolgesindeki amino asit (ilk amino asit veya translasyonun ileri
asamalarinda bir amino asit zincirinin karboksil ucundaki amino asit olabilir) birlesir.
Birlesme A bolgesindeki amino asitin amino (NHz) grubu ile P bolgesindeki amino asitin
karboksil (COOH) grubu arasinda olusan bir peptit bagi ile gerceklestirilir. Bu reaksiyon
ribozom biiytik alt biriminin 23S rRNA'sinin peptidil transferaz aktivitesi ile katalizle-
nir. P bolgesindeki tRNA bosaltildiginda (amino asitten ayrildiginda) bu boélgeden ayrilir,
E bolgesine gecer ve ribozom bir kodon ileri kayar. Bosalan A bélgesine mevcut kodona
komplementer antikodonu olan bir diger aminoagil (yiliklenmis) tRNA yerlesir. Protein
sentezinde A, P ve E bolgeleri disinda ribozom iizerinde énemli iki merkez daha vardir.
Bunlardan biri A boélgesinin hemen yaninda yer alan kiiciik alt birim lizerinde sifre ¢6-
zucii merkezdir. Bu merkez A boélgesindeki kodon ile komplementer olan antikodona
sahip yiiklenmis tRNA’larin girisini denetler. Diger merkez de peptidil transferaz mer-
kezidir. Bu merkez biiytik alt birimin petit baglarinin olustugu bolgesindedir. Son za-
manlarda yapilan atomik seviyedeki arastirmalar bu bolgelerin tRNA-rRNA temas bolge-
leri oldugunu gostermektedir. Bu sonuclar, peptit bagi olusumunun rRNA’ya ait bir aktif
merkez tarafindan gercekletirildigini ve ribozomal proteinlerin sadece yardimc bir ro-
liiniin oldugunu gostermektedir.

Ribozomun A bélgesine bir sonlandirma (bitis) kodonu gelene kadar protein sen-
tezi devam eder. Bitis kodonu bir veya bir ka¢ ayrilma faktorii tarafindan okunur. Son-
ra polipeptit ve tRNA ribozomdan ayrilir; ribozom mRNA'nin okuma satirindan ayrilir.

6.2.3 Proteinlerin gorev yerlerine transferi

Genetik mesaj proteinlere aktarildiktan sonra, bu proteinlerin hiicre icindeki (veya hiic-
re disindaki) gorev yerlerine nakledilerek yapisal veya fonksiyonel birimler olarak is
gormeleri gerekir. Proteinler gorev yerlerine 6zel sinyal (hedefleme) dizilerinin yar-
dimiyla tasinir. S6zgelimi endoplazmik retikuluma girecek proteinler amino ucunda bir
sinyal dizisine sahiptir. Protein, bir yandan sentezlenirken bir yandan endoplazmik reti-
kuluma girer. Giris tamamlandiktan sonra sinyal dizileri sinyal peptidaz tarafindan ko-
parilir. Daha sonra Golgi kompleksi araciligiyla son gérev yerlerine gonderilirler. Mito-
kondri, kloroplast ve cekirdege gidecek proteinler gorev yerlerine girise yardim edecek
transit dizisi denilen 6zel amino asit dizilerine sahiptirler. Tamamen sentezlendikten
sonra hedef organele gegerler. Ilgili organele girildiginde (mitokondri veya kloroplast)
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transit dizisi uzaklastirilir. Cekirdek proteinlerinde ise transit dizisi kalicidir, hiicre bo-
liindiigiinde yeni hiicrelerde bu proteinlerin tekrar ¢cekirdege gecisinde gorev yaparlar.
Prokaryotlarda da 6zellikle hiicre disina (hiicre zarn disina) salgilanacak proteinlerde
ozel sinyal dizileri mevcuttur.

Biitiin bu 06zetlenen genetik bilgi transferi olaylarinin sonunda, (replikasyon,
transkripsiyon, translasyon, gorev yerine nakil, fonksiyon) DNA'daki genetik bilgi, belli
gorevleri yapan RNA molekiilleri ve proteinler seklinde hiicrede ilgili bolgelere iletil-
mekte ve hiicre, atalarindan gelen bir tarzda canlilik denilen aktivitelerini siirdiirmekte-
dir. Test edebildigimiz veya iletisim kurabildigimiz biitiin organizmalarda genetik bilgi
akisin1 6zendirici mekanizmalarin varligini biliyoruz. Boylece genetik bilgi, sadece bir
bireyi hayatta tutmakla sinirli kalmayip olabildigince uzun siire kendi varligini stirdtr-
mek lizere de olaylar1 yonlendirir. Bireyler yeterince uzun siire hayatta kalamadiklarina
gore pespese yeni bireylerin Uretilmesi gerekmektedir ki genetik bilgi organizmalar:
lireme denilen siire¢le daima yeni bireyler olusturmaya yonlendirir. Bir bakima bireyler,
genetik bilginin zaman boyunca giivenli bir sekilde varligini stirdiirdiigu araglardir. Kul-
lanilmakta olan bir arag, eskiyeceginden eski ara¢larin (yash birey) yerini almak tizere
yenileri olusturulur. “Genetik bilgi boylece kendi varligini siirdiirmek tizere bireyleri
kullanir” (R. Dawkins, Gen Bencildir, TUBITAK, 1995).
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7 GEN MUTASYONLARI

Genetik materyalin, DNA replikasyon siirecinin miikemmel isleyisinden dolay1 hiicreden
hiicreye ve nesilden nesile degismeden aktarildig1 6nceki boliimlerde anlatilmisti. Bu
genellemeye ragmen genetik materyal bazi yollarla degisebilmektedir. Bu yollardan bas-
licalar1 kendikendine degisme, replikasyon hatalari, baz1 kimyasallar ve radyasyondur.
Genis anlamda iki tip genetik materyal degisimi miimkiindiir: Biitiin bir kromozomla
ilgili degismeler (kromozom mutasyonlari veya kromozom kusurlari) ve bir veya bir-
ka¢ baz ciftinin degismesi. Biitiin organizmalar baz ¢ifti degisikliklerini tamir eden me-
kanizmalara sahiptirler. Fakat biitiin baz cifti degisimleri her zaman tamir edilemeye-
bilmektedir. Tamir edilemeyen degisiklikler baz cifti mutasyonlar1 olarak adlandirilir.
Baz cifti mutasyonlar1 bir organizmanin genomunun herhangi bir yerinde meydana ge-
lebilir. Organizmalarin genomlarinin biitiin bolgeleri genleri tasimadigindan genlerde
veya kontrol bolgelerinde meydana gelmedikce baz c¢ifti mutasyonlari belli bir fenotipik
degisiklige neden olmaz. Dolayisiyla genetikciler icin 6nemli olan mutasyon, genleri etki-
leyen mutasyonlardir ve gen mutasyonlari olarak adlandirilirlar. Bunun da 6tesinde
hiicresel fonksiyon, proteinlerin bir sonucu oldugu i¢in protein kodlayan genlerin eksp-
resyonunu etkileyen mutasyonlara daha fazla ilgi duyulmustur (Sekil 7.1).

Normal gen

Gen urina, Normal
—— > ———— o -
"Om‘f’l fenotip
<0 protem
| Transkripsiyon
Mutasyon ve
| Translasyon
v Y Anormal
tain Ve Anormal
” plotgn veya : g
= protein son enolip

trin yok
Mutasyona
ugramis gen

Sekil 7.1: Mutasyon kavraminin sematik gosterimi.

7.1 Mutasyonlarin Tanimlanmasi

Mutasyon DNA baz cifti degisimi veya kromozomal degisimlerdir. Baz dizisi degisimleri
baz cifti eklenmesi, silinmesi, baz ¢ifti degisimi (AT—GC, AT—TA ...), bir grup baz ciftinin
ters dontisu ve bir baz cifti veya belli bir grup baz ciftinin yeni bir pozisyona transferini
icerebilir. Cok hiicreli organizmalarda mutasyon eger somatik hiicrelerde meydana gel-
diyse sadece ilgili bireyin ilgili hiicrelerini ve dokusunu etkiler, yani yeni nesillere akta-
rilmaz. Bu tip mutasyonlar somatik mutasyonlar olarak adlandirilir. Eger mutasyon
eseyli iireyen organizmalarin germ (esey) hiicrelerinde meydana geldiyse gametler ara-
ciligiyla yeni nesillere aktarilir. Bu tip mutasyonlar germ hatti mutasyonlari (esey hiic-
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resi mutasyonlari) olarak adlandirilir. Somatik mutasyonlar, mutasyonun meydana gel-
digi bireyi etkiliyorken germ hatti mutasyonlar1 gelecek nesilleri etkiler. Eseysiz lireyen
cok hiicreli organizmalarda somatik mutasyonlar yeni nesillere aktarilabilir. Prokaryot-
larda ise viicut hiicresi-esey hiicresi gibi bir ayirim olmadigindan biitiin mutasyonlar
yeni hiicrelere (yani nesillere) aktarilir.

Bir kromozomun organizasyonundaki bir degisiklik kromozom mutasyonu veya
kromozom kusuru olarak adlandirilir. Bir gen dizisi icindeki mutasyon ise gen mutas-
yonu olarak adlandirilir. Gen mutasyonlarina baz ¢ifti degisimi, bir veya daha fazla baz
ciftinin eklenmesi veya silinmesi gibi DNA dizisindeki degisiklikler neden olur.

Mutasyonlar dogal olarak kendiliginden meydana gelebilir. Mutajenler uygulana-
rak mutasyonlarin uyarilmasi da miimkiindiir. Bir mutajen kendiliginden olusan mutas-
yon oraninin lizerinde bir mutasyon sikligini olusturan fiziksel ve kimyasal ajanlardir.
Mutajenlerin uygulanmasiyla olusan mutasyonlara uyarilmis mutasyon denir. Dogal
olarak olusan mutasyonlar da kendiliginden mutasyonlar olarak adlandirilir. Uyaril-
mis ve kendiliginden mutasyonlar arasinda kesin bir sinir olusturmak miimkiin degildir.
Bir polipeptitin dordiinctl yapisi (fonksiyonel formu) birincil amino asit dizisi tarafin-
dan belirlenir (Birincil amino asit dizisi de bir gen tarafinda kodlanir). Bir mutant sus
tarafindan sentezlenen bir polipeptit yabani tip polipeptitten yapisal olarak farkl olabi-
lir. Eger farkli ise mutant polipeptit kismen fonksiyonel olabilir, fonksiyonsuz olabilir
veya hig tiretilmez.

7.2 Gen Mutasyonu Tipleri

1. Baz cifti degisim mutasyonu (nokta mutasyon): Bir gendeki bir baz ciftinin diger
bir baz ciftine degismesidir. Biitiin olasiliklar miimkindiir: AT—-GC, AT—>TA, GC—CQG,
GC—-TA..

57...TCTCAAARATTTACG...3’ Mutasyon s5’...TCTCAAGAATTTACG...3’
3’...AGAGTTTTTARATGC. .. .5’ 3’...AGAGTTCTTAAATGC. . .5’

2. Proteinin amino asit dizisindeki etkisine gore mutasyonlar:

a) Yanhis anlamh (missense) mutasyonlar: Bir baz cifti degisimi sonucu mRNA
tizerinde farkli bir amino asiti kodlayan farkl bir kodon olusumuna dolayisiyla fe-
notipik bir degisiklige neden olan mutasyonlardir. Insanlarda B-globin geninin 6.
kodonundaki bir baz cifti degisimi orak hiicre anemisine neden olmaktadir.

5'...TCT CAA AAA TTT ACG...3' I\"lUt'ﬂSyon 5'...TCT CAA GAA TTT ACG...3

D 2 —_— . i

3! oo JAGA GTT TTT AARA TGC...5' 3' . ..AGA GTT CTT AARA TGC...5
.Ser-Gln~Lys~-Phe~Thr... .+« Ser-Gln-Glu~Phe~Thr...

b) Anlamsiz (nonsense) mutasyonlar: DNA {izerinde bir baz ¢ifti degisimi sonucu
mRNA'da normalde bir amino asiti kodlayan bir kodonun yerine bir sonlanma ko-
donunun (UAG, UAA, UGA) olusmasidir. Zincir i¢cinde olusan bu sonlanma kodonu
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polipeptit zincirinin tamamlanmasini engeller ve fonksiyonsuz bir polipeptit olu-
sumuna neden olur.

5'...TCT CAAR AAA TTT ACG...3' :Nhﬂasyon 5'...TCT CAA TAA TTT ACG...3’

D ; —_—

3/ . ..AGA GTT TTT AAA TGC...5' 3’ ...AGA GTT ATT AAA TGC...57
.Ser-Gln~Lys~-Phe~Thr... Ser-Gln-Dur

c) Notral mutasyonlar: DNA dizisindeki bir baz cifti degisimi sonucu olusan yeni
kodonun yabani tip kodondan farkli bir amino asiti kodlamasina neden olan mu-
tasyonlardir. Ancak yeni kodlanan amino asit ile yabani tip amino asitin kimyasal
ve yapisal 6zelliklerinin ayn1 olmasi nedeniyle, protein fonksiyonunda bir degisik-
lige neden olmazlar. S6zgelimi arjinin—lizin degisiminde her ikisi de bazik amino
asitler oldugundan proteinin fonksiyonu degismez.

5'...TCT CAA AAA TTT ACG...3' hhﬂasyon 5'...TCT CAA AGA TTT ACG...3’

- ; —_—

3" . ..AGA GTT TTT AARA TGC...5' 3" ...AGA GTT TCT AAA TGC...5’
¢+« o Ser-Gln~Lys-Phe~Thr... « s+ o Ser -Gln-Arg-Phe~Thr...

d) Sessiz (silent) mutasyon: DNA yapisinda bir baz ¢ifti degisir ve mRNA'da yeni bir
kodon olusur. Ancak yeni olusan kodon ve yabani tip kodon ayn1 amino asiti kodlar

(dejenere kodonlar!). Dolayisiyla mutasyon protein yapisina aktarilmaz. AAA ve
AAG lizini kodlar.

5'...TCT CAAR AAA TTT ACG...3' hhﬂasyon 5'...TCT CAA ARG TTT ACG...3’

: < 2 _ ok

3" . ..AGA GTT TTT AAA TGC...5' 3" ...AGA GTT TTC AAA TGC...5’
¢+« o Ser-Gln~Lys-Phe~Thr... « s« Ser-Gln-Lys-Phe~Thr...

e) Satir kayma mutasyonu: Bir genden bir veya daha fazla baz ciftinin silinmesi ve-
ya eklenmesi ile olusan mutasyonlardir. Bu tip mutasyonlarda genellikle gen bol-
gesine daha 6nceki pozisyona sonlandirma kodonu eklenerek daha kisa proteinler
tiretilir. Yada normal pozisyondaki sonlandirma kodonu atlanarak daha uzun bir
protein uretilir. Her iki durumda da protein genellikle fonksiyonsuz olmaktadir.

.TCT Can AAR TTT ACG...

+  Mutasyon 5‘...TCT CAA GAA ATT TAC G...
..AGA GTT TTT AAA TGC.. ”

3’ ...AGA GTT CTT TAA ATG C...
.Ser-Gln-Lys-Phe-Thr... ... 32r-Gln-Glu-Ile-Tyr-

-

w w
-
~

oW

o W

-

Eger li¢ veya li¢lin katlar1 kadar baz cifti ¢ikarilir veya eklenirse okuma satiri
kaymaz ancak yapiya yeni amino asitler eklenir veya yapidan ¢ikarilir.

Nokta mutasyonlar olusturduklan fenotipe gore iki gruba ayrilirlar: ileri mutas-

yonlar ve geri mutasyonlar. ileri mutasyonlar yabani tip fenotipi mutant fenotipe dé-
niistiiren mutasyonlardir. Geri (ters) mutasyonlar ise mutant bir fenotipi yabani tip
fenotipe doniistiiren mutasyonlardir. Ters mutasyonda mutant amino asit yabani tip
amino asite dontstiiriilerek tam bir déniis saglanabilir. Bu olay reversiyon olarak ad-

47



landirilir. Ters mutasyonlarda yabani tipe degil de diger bir amino asite degisim ile kis-
mi bir reversiyon saglanabilmektedir. Bir mutasyon baska bir gende meydana gelen di-
ger bir mutasyon sonucu yabani tipe dontistiriilebilir. Bu tip genler (bir mutasyonu ya-
bani tipe doniistiiren genler) baskilayici (represor) gen adini alir.

7.3 Mutasyonlarin Nedenleri

Mutasyonlar kendiliginden olusabilir veya uyarilabilir. Kendiliginen olusan mutasyonlar
hiicresel siireclerdeki hatalar sonucu veya giinesten gelen ultraviole 1sinlari gibi cevresel
nedenlerle olusur. Uyarilmis mutasyon ise belli fiziksel ve kimyasal ajanlarin uygulan-
masiyla olusturulur.

7.3.1Kendiliginden (spontan) mutasyonlar

Organizmalarda kendiliginden mutasyonlar olusur. Bu mutasyonlarin nicel 6lgiisii ola-
rak iki kavram kullanilir: mutasyon orani ve mutasyon sikligl. Mutasyon oranui belli bir
zaman biriminde belli bir mutasyonun olusma olasiligidir. Yani her bir nesilde mutasyon
meydana gelen gen sayisi gibi. Drosophila melanogaster’de belirlenen kendiliginden mu-
tasyon orani1 10-4 ila 10-5 gen-! nesil-''dir. Insanda bu oran 10-* ila 4.10-6 gen-! nesil-1'dir.
Bakterilerde ve bakteriyofajlarda mutasyon orani 10-4 ila 10-7gen-Inesil-1'dir. Mutasyon
sikligi ise belli bir gen bakimindan mutant bireylerin veya hiicrelerin biitiin populasyon
icindeki sikligidir. 100 000 organizma i¢indeki mutant birey sayisi veya 1 000 000 gamet
icindeki mutant gamet sayisi gibi.

Kendiliginden mutasyonun bir¢ok nedeni olabilir. Bunlardan DNA replikasyon
hatalari, DNA i¢inde kendiliginden kimyasal degisimler ve transposibil (yer degistirici)
genetik elementlerin hareketi en 6nemli nedenlerdir.

Replikasyon hatalarinin bir nedeni DNA yapisina katilan bazlarin nadir formlari-
nin (totomerlerinin) alisiimadik eslesme 6zellikleridir. Totomer C normal A ile totomer
T normal G ile totomer A normal C ile ve totomer G normal T ile eslesebilir. Bu yanls
eslesmeler DNA polimerazlar tarafindan diizeltilir, ancak diizeltilemeyenler bir nokta
mutasyona neden olurlar. Replikasyon sirasinda ayrica kalip zincirin kisa bir bolgeden
halkasallasmasiyla silinme (delesyon) ve yeni sentezlenen zincirin halkasallasmasiyla da
eklenme meydana gelir. Bu silinme ve eklenme sayisi ti¢ baz veya katlar1 degilse satir
kayma mutasyonu olusur. (Eklenme ve silinme de mutasyondur!).

DNA molekiliinde kendiliginden kimyasal degismeler de diger bir 6nemli mutas-
yon nedenidir. Bunlardan ikisi deaminasyon ve depurinasyondur. Deprunasyon olayin-
da A ve G (purin bazlar1) DNA yapisindan uzaklastirilir. Her bir DNA molekiiliinde bin-
lerce kayip olusabilir. Eger bu bosluklar tamir edilemezse replikasyon sirasinda baz dizi-
lisinde degisiklikler olusacaktir. Deaminasyon ise bir bazdan bir NH, grubunun uzak-
lastirilmasi islemidir. C'in deaminasyonu sonucu U olusur (dU, DNA yapisinda urasil!).
Eger bu U yapidan uzaklastirilmazsa A ile eslesir. Baslangicta CG olan baz ¢ifti bu olay
sonucu TA baz ciftine doniisiir. Prokaryotik ve dkaryotik genomlardaki sitozinlerin kii-
clik bir kismi1 5-metil sitozin (5™ C) seklindedir. Normalde 5™ C, G ile eslesir. Ancak 5™
C'in deaminayonu sonucu T olusur. T genomun normal bir bazi oldugu i¢in tamir meka-
nizmalarinca degistirilemez. Sonug olarak baslangi¢ta CG olan baz dizisi TA sekline do-
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nisir. Genomun 5™ C bulunan boélgeleri daha yiiksek oranda mutasyona maruz kalirlar.
Bu 5™ C bolgelerine mutasyonal sicak benekler denir.

7.3.2 Uyarilmis mutasyonlarin nedenleri

Kendiliginden mutasyonlarin orani ¢ok distik oldugundan genetikgiler belli bir gen ba-
kimindan mutant olan bireylerin sikligin1 artirmak iizere mutajenler kullanirlar. Bunlar-
dan en yaygin olanlarindan ikisi radyasyon ve kimyasallardir.

Mutasyonlar1 uyarmak tizere X ve u.v. 1isinlari kullanilir. X 1s1nlari tarafindan tire-
tilen iyonize radyasyon molekiiller arasindaki kimyasal baglar1 kopararak kromozom
kirilmalarini, kromozom yeniden diizenlenmelerini ve nokta mutasyonlar1 uyarir. u.v.
1s1nlar iyonize degildir. Yine de DNA yapisinda fotokimyasal degisikliklere bagli olarak
mutasyonlara neden olur. u.v. 1sinlarinin en énemli etkilerinden biri pirimidinler arasin-
da anormal (kovalent) baglar olusturmasidir. Bu baglar biiylik cogunlukla ayni zincir
lizerinde pes pese iki timin arasinda olusur ve bu yap1 timin dimerleri olarak adlandiri-
lir. Timin dimerleri genellikle tamir edilebilir. Tamir sirasinda bazen mutasyonlar olusa-
bilmektedir.

Bir cok kimyasal, mutasyonlar1 uyarir. Bunlardan en 6nemli {li¢li baz analoglari,
baz modifiye edici ajanlar ve aralayici ajanlardir (Tablo 7.1). Baz analoglar icin tipik
ornek 5-bromurasil (5BU)'dir. 5BU timinin bir nadir formudur fakat A ile eslesebildigi
gibi G ile de eslesebilir. Replikasyon sirasinda 5BU:A cifti C:G ciftine doniisebilmekte ve
sonucta bir nokta mutasyona neden olmaktadir. Baz modifiye edici ajanlar dogrudan
DNA'daki baz1 degistirebilmektedir. Bu ajanlara tipik 6rnekler nitrik asit (HNO3), hid-
roksilamin (NH20H) ve alkilleyici ajanlardir. Bu mutajenlerin etki mekanizmalar: asagi-
da gosterilmistir (Tablo 7.1).

Tablo 7.1: Mutasyonlar1 uyaran bazi kimyasallar ve etki sekilleri.

Orijinal Mutajen Modifiye Baz Eslestigi Tahmini
Baz Baz Degisiklik
Guanin Nitrik asit Ksantin Sitozin -
Sitozin Nitrik asit Urasil Adenin CG>TA
Adenin Nitrik asit Hipoksantin Sitozin AT->GC
Sitozin Hidroksilamin Hidroksiyalaminositozin =~ Adenin CG>TA

_ Metilmetansulfonat ) ) .
Guanin (MMS) (alkilleyici ajan) 06 Metilguanin Timin GC>AT
Timin MMS 06 Metiltimin Guanin TA->CG

Aralayici ajanlar ise ayni zincirdeki iki baz arasina girerler. Replikasyon sirasin-
da bu ajanlar nedeniyle bir baz eklenmesi veya eksilmesi gerceklesir. Sonucta da bir sa-
tir kaymasina neden olur. Aralama olay1 kalip zincirde olursa yeni zincire fazladan bir
baz eklenir, yeni zincirde olursa bir baz silinir.
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7.4 DNA Tamir Mekanizmalari

Kendiliginden veya uyarilarak olusan mutasyonlar hilcrenin veya organizmanin
DNA'sinda hasara neden olur. Bu hasar o6zellikle yliksek doz mutajenler kullanildiginda
oldukca fazla olabilmektedir. Prokaryotik ve okaryotik hiicreler DNA hasari ile basa
cikmak i¢in ¢ok sayida tamir sistemine sahiptir. Bunlardan bazilar1 DNA polimeraz kont-
rol okuma tamiri, fotoreaktivasyon veya 1sik tamiri, koparma tamiri, yanls eslesme ta-
miri ve SOS tepkisidir. Bu tamir sistemlerinden bir veya birkaci bir arada ¢alisarak mey-
dana gelen hatalar diizeltirler. Ancak nadir olarak bu tamir mekanizmalarindan kagabi-
len mutasyonlar yeni nesillere tasinirlar. Bu sistemlerden sadece SOS sistemi, kendisinin
yuriittiigi tamir islemi sirasinda mutasyonlara neden olabilir. SOS sistemi eger hiicrenin
veya organizmanin DNA's1 agir sekilde hasar gordiiyse devreye girer. Boyle bir durumda
yok olmaktansa mutasyona razi olmak gibi bir tercih yapilir.

7.5 Mutasyonlarin izolasyonunda Gériintilleme Yontemleri

Gortlebilir mutasyonlar organizmanin fiziksel goriiniisiinii ve morfolojisini etkiler. G6z
rengi, kanat sekli, koloni biiytkligii ile ilgili mutasyonlar dogrudan goézlenebilir. Bir mu-
tasyon sonucu eger mutant hiicreler bir avantaj kazanirsa (antibiyotik direnci gibi) bu
avantaj kullanilarak izole edilebilirler. Fakat biitiin mutasyonlar dogrudan gézlemlene-
bilir olmayabilir ve avantaj da saglamayabilir.

7.5.1 Besin mutantlari

Organizmalarin gelismesi icin esasi olan bir besinin sézgelimi bir amino asitin sentezini
etkileyen mutasyonlara oksotrof mutasyon veya besin mutasyonu, ilgili organizmaya
da besin mutanti veya oksotrof denir. Oksotrof mutasyonlar ilgili organizmaya 6zel bir
fiziksel farklilik veya avantaj saglamaz aksine dezavantajli bir durum olusur. Dolayisiyla
bunlarin izolasyonu i¢in 6zel yontemler gerekir. (Minimal besiyerinde ilave bir besine
ihtiya¢ duymadan gelisebilen yabani tip organizmalar prototrofturlar).

Besin mutantlarinin izolasyonunda kullanilan yontemlerden biri replika ekim
yontemi olarak adlandirilir. S6zgelimi arjinin amino asitini sentezleyemeyen bir mutant
bakteri arjinin bulunmayan bir ortamda gelisemeyecektir. Ortama arjinin konuldugunda
ise hem yabani tipler hem de mutantlar gelisecektir. Dolayisiyla mutanti dogrudan izole
etmek mumkiin olmayacaktir. Replika ekim yonteminde ilgili besinin de bulundugu bir
besiyerine mutantlarin da bulundugu diisiiniilen bakteri populasyonu ekilir. Bu besiye-
rinde mutant ve yabani tiplerin her ikisi de gelisir (Sekil 7.2). Bu ana petrideki kolonile-
rin konumlar1 degistirilmeksizin iki besiyerine her koloniden ekim yapilir. Bu besiyerle-
rinden biri ilgili besini iceren tam besiyeri, digeri de ilgili besini icermeyen minimal be-
siyeridir. Mutantlar tam besiyerinde iireyecek, minimal besiyerinde liremeyecektir. Mi-
nimal besiyerinde konumu bos olan koloni veya koloniler tam besiyerinde belirlenir ve
mutant olarak izole edilir.
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Sekil 7.2: Replika ekim yontemi ile oksotrof mutantlarin izolasyonu.

7.5.2 Sarth mutasyonlar

Bazi gen irinleri, sozgelimi DNA polimeraz ve RNA polimeraz, hiicreler i¢in esasi olan
suirecleri yurittiiklerinden (DNA ve RNA besin ortamindan alinamaz!) mutasyonla akti-
viteleri sifirlandiginda hiicre hayatta kalamaz. Bu tip mutasyonlara letal mutasyonlar
veya Oldiiriicii mutasyonlar denir. Bu tip genler i¢in ancak sarthh mutasyonlar elde edi-
lebilir. Sarthh mutantlar belli bir sartta normal fenotipi gosterirken diger bir sartta 6l-
dirtcu fenotipi gosterir. Sarthh mutasyonlar ilgili genin yapisinda meydana gelen nokta
mutasyon sonucu bu genin kodladig1 polipeptitin amino asit dizisinde meydana gelen bir
amino asit farkliligindan kaynaklanir. Bu amino asit degisimi, belli bir sartta proteinin
fonksiyonel forma dontisiinii engellerken diger sartlarda fonksiyonel forma doniisii sag-
layabilir. Dolayisiyla organizma bir sartta normal fenotipi, diger sartta 6ldiirticii fenotipi
gosterir. Bu tip mutantlara tipik olarak sicaklik duyarli mutanlar 6rnek verilebilir.
Boyle bir sicaklik duyarli mutant hiicrede s6zgelimi 28°C'de protein fonksiyonel forma
dontisiir, organizma normal fenotipi gosterir, 30°C'nin {izerinde ise protein fonksiyonel
forma doniisemedigi icin oliir. Bu gen bakimindan yabani tip olan hiicreler ise hem
30°C'de ve hem de 28°C'de yabani tip fenotipi gosterir, hayatta kalir.
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8 GEN EKSPRESYONUNUN DUZENLENMESI

Bir organizmanin sahip oldugu genlerin tamami organizmanin hayati boyunca siirekli
olarak ve ayn1 miktarlarda anlatilmaz (ekspresyonu yapilmaz). Genlerden bazilar tiriin-
lerine siirekli olarak ihtiya¢ duyulan genlerdir ve siirekli olarak ekspresyonlar1 yapilir.
Bu tip genlere yapisal genler (temel, asli genler) denmektedir. Organizmalarin i¢ ve
dis ¢cevresinden gelen sinyallere uygun olarak diger bazi genlerin ekspresyonlari yapilir
veya yapilmaz; ekspresyonlar1 yapiliyorsa yine bu sinyallere uygun olarak ne kadar ya-
pilacagi da belirlenir. Bu tip genlere de diizenlenebilir genler denmektedir. Yine diger
bir grup gen, 6zellikle gelismis okaryotlarda bireysel gelisme basamaklarinin belli za-
manlarinda ifade edilmektedir (ekspresyonlar1 yapilmaktadir). Bu tip genlerin ekspres-
yon modelleri gelisme genetigi alaninin konusu olup burada s6z edilmeyecektir. Bu bo-
limde, prokaryot ve okaryotlarda diizenlenebilir genlerin diizenlenis mekanizmalari,
bazi 6rnek modeller lizerinden anlatilacaktir.

8.1 Bakterilerde Gen Ekspresyonunun Diizenlenmesi

Organizmalarin yasadigi cevrelerdeki biitiin sartlar sabit degildir. Degisen cevresel sart-
lara uyum saglayarak farkli ¢cevrelerde hayatsal faaliyetlerini stirdurebilirler. Sartlar de-
gistiginde yeni sartlarda gerekli olan proteinleri kodlayan genlerin aktivitelerini ayarlar-
lar. Bu tarz, yani degisen ortam sartlarina gore genlerin aktivitelerinin ayarlanmasi mik-
roorganizmalar arasinda daha yaygindir.

Prokaryotlarda, sentezlenecek gen iirtinlerinin hangileri olacagi, gen ekspresyo-
nunu (gen anlatimini) kontrol eden diizenleyici mekanizmalar tarafindan belirlenir. Bir
hiicre veya organizmanin, ihtiyaca gore ekspresyonlar1 kontrol edilen genleri diizenle-
nebilir genler olarak adlandirilir. Diizenlenebilir genlerin tiriinleri organizmaya, spesi-
fik sartlar mevcut oldugunda gereklidir. Ancak diger bir grup gen iiriint hiicrede temel
hayatsal faaliyetlerin ylriitiilmesi i¢in gerekli olup gelismekte olan hiicrelerde bu genler
daima aktiftir (ekspresyonlar1 gergeklestirilir). Bu tip genlere konstitutif (temel, asli)
genler denir.

8.1.1E.coli’de laktoz genlerinin ekspresyonunun diizenlenisi

Ortama bir madde eklendiginde ekspresyonu (anlatimi) baslatilan genler indiiklenebi-
lir genler olarak adlandirilir. Bir genin indiiksiyonuna neden olan diizenleyici madde
indiiser (indiikleyici) olarak adlandirilir. Indiiserlerin de dahil oldugu diizenlenebilir
genlerin kontroliinde rol alan kii¢lik molekiil grubuna effektorler denir, yani indiiserler
effektorler olarak adlandirilan bir molekiil grubuna dahildir. Effektorler indiikleyici veya
baskilayici (represor) olarak is gortirler.

Sekil 8.1’de indiiklenebilir bir gen bolgesi gorilmektedir. Bu DNA boélgesinde in-
diklenebilir genler vardir. Bu DNA segmentinde promotor bdlgesiyle indiiklenebilir
genler arasinda bir kontrol bélgesi vardir. Diizenleme ile ilgili olaylar bu kontrol bolge-
sinde gergeklesir. Kontrol bolgesine bagli durumda bir protein (baskilayici protein) var-
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sa ekspresyon gerceklesmez. Ortamda indiikleyici varsa, baskilayic1 proteinle etkilesir
ve kontrol bolgesinden ayrilmasini saglar. Baskilayici protein kontrol bdlgesinden ayril-
diginda RNA polimeraz promotora baglanir, transkripsiyon ve translasyon yani ekspres-

yon gerceklesir.
Promotar I{Flntm! fapisal genler
F\ hul%em
Indiksiyon Indksiyon sonrast Transkripsiyon

we Translasyan

Enzim Enzim Enzim

Sen drinlen

Sekil 8.1: indiiklenebilir bir gen bélgesinin organizasyonu

E. coli hiicreleri temel mineralleri ve glukoz gibi bir karbon kaynagini iceren besi-
yerine kondugunda biitiin hiicresel yapitaslarini sentezleyebilirler. Enerji ihtiyac1 da
glukozun konstitutif olarak sentezlenen enzimler tarafindan yikilmasi ile saglanir. Eger
glukoz yerine laktoz gibi diger bir seker ortama konulursa bu sekerin metabolizasyonu
icin (glukoz+galaktoza dontstiriilmesi icin) gerekli olan birka¢ enzim hizla sentezlenir.
Dolayisiyla bu sekerin varligl, bu enzimleri kodlayan genlerin ekspresyonunu indiikler.
Ayn1 metabolik yolda gorev alan enzimleri kodlayan bazi genlerin ekspresyonunun bir-
likte diizenlendigi bilinmektedir, bu olay koordineli indiiksiyon olarak adlandirilir.

Laktoz ortama kondugunda (glukoz yok!) ii¢ enzimin koordineli olarak indiiklen-
digi belirlenmistir. 3-galatosidaz, laktoz permeaz ve transasetilaz. B-galaktosidaz lacZ
geni tarafindan kodlanir ve laktozu glukoz ve galaktoza pargalar. Ayrica laktozun allo-
laktoz formuna doniisiinu saglar. Laktoz permeaz lacY geni tarafindan kodlanir ve hiicre
zarindan laktozun gecisini saglar. lacA tarafindan kodlanan transasetilaz enziminin lak-
toz metabolizmasindaki rolii tam olarak anlasilabilmis degildir.

Laktoz metabolizmasi enzimlerini kodlayan genlerin ekspresyonunun diizenlen-
mesi lizerine ¢alismalar Jacob ve Monod tarafindan (1961) gergeklestirilmistir. Bu gen-
leri tasiyan DNA segmenti, dlizenleyici bolge ve yapisal gen bolgelerinden meydana gel-
mistir. Yapisal gen bolgesinde lacZ*, lacY* ve lacA* genleri yer alir. lacZ* geninin yukari-
sinda diizenleyici bolge bulunur (Sekil 8.2). Diizenleyici bélgenin baslangicinda bir pro-
motor bolgesi (Piac) vardir. Promotor bolgesi ile yapisal gen bolgesi arasinda bir opera-
tor bolge (lacO*) yer alir. Laktoz metabolizmasi enzimlerinin transkripsiyonunda rol
alan, yapisal genler, promotor ve operator bolgeleri transkripsiyon birimini olusturur.
Bir transkripsiyon birimi operon olarak adlandirilir. Yani bir veya bir grup genin eksp-
resyonundan sorumlu yapisal gen, promotor ve operator bélgelerini iceren DNA bélgesi
operon olarak adlandirilir.
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Bakteri hiicresinde laktoz bulunmadiginda (ortamda yok demektir), laktoz ope-
ronunun hemen yukarisinda yer alan bir operonun lacl* yapisal geni tarafindan kodla-
nan ve baskilayici protein denilen bir protein lacO* bolgesine baglanir (Sekil 8.2). Baski-
layic1 protein operatore bagh iken RNA polimeraz promotora baglanamaz ve dolayisiyla

yapisal genlerin transkripsiyonu engellenmis olur.

Promotor
(Plac*) lac operonu

Operator (lac O*) ’
Duzenleyic: Trans-
gen T asetlaz

E. coli \\ : B-Galaktosidaz Permeaz
- [T e I we T s T wr )]

kromozomu l l l

Promotor Temunator Termanator

Iacl operonu

Sekil 8.2: E. coli lac genlerinin ve kontrol elementlerinin organizasyonu.

Ortama laktoz verildiginde permeaz tarafindan hiicreye alinir. Hiicreye alinan bu
laktozun az bir kismi hiicrede diisiik seviyelerde bulunan p-galaktosidaz tarafindan allo-
laktoza dontstiiriliir. Allolaktoz operatérde bagh bulunan baskilayici proteine baglanir.
Bu baglanma sonucu baskilayici proteinin konformasyonu degisir ve operatérden ayri-
lIir. Operator bos iken RNA polimeraz promotora baglanir ve yapisal gen bolgesinden
mRNA sentezi gerceklestirilir. Dolayisiyla lac operonu genlerinin ekspresyonu allolaktoz
(indiikleyici) tarafindan tesvik edilir, olay indiiksiyon olarak adlandirilir. indiikleyici
yoklugunda lac operonu bir baskilayici protein tarafindan bloke edildigi i¢in indiiksiyon
bir negatif kontrol olarak kabul edilir.

Jacob ve Monod’un E.coli lac operonunun negatif kontrol altinda oldugunu soéyle-
dikleri modellerini agikladiktan yillar sonra, lac operonunu ayni zamanda pozitif kontrol
altinda da oldugu gosterildi. Yani bir dizenleyici sistem, operonun ekspresyonunu bas-
latir (baskilayici protein gibi durdurmaz).

E. coli, bulundugu ortamdaki en uygun karbon kaynagini tercih eder. Glukoz bu
bakteri i¢in en tercih edilen karbon kaynagidir. Ortamda sézgelimi glukoz+laktoz oldu-
gunda, laktoz mevcudiyetine ragmen lac operonu baskilanir. Bu olay katabolit repres-
yonu veya glukoz etkisi olarak bilinir (Sekil 8.3). Ortamda glukoz yokken (laktoz mev-
cut) cAMP tiretimi uyarilir, cAMP seviyesi ylikseldikce katabolit gen aktivator protein
(CAP) denilen bir protein ile cAMP birleserek bir kompleks olusturur. CAP-cAMP komp-
leksi Pic bolgesinin icinde yer alan CAP baglanma bélgesi denilen diziye baglanir. Bu
baglanma gerceklestiginde, RNA polimerazin Pj bolgesine daha gii¢lii baglanmasi sag-
lanir ve yapisal genlerin ekspresyonu daha hizli gerceklestirilir. Tersi durumda yani or-
tamda glukoz mevcutken (glukoz+laktoz) cAMP seviyesi dolayisiyla CAP-cAMP komp-
leksi seviyesi diiser, CAP baglanma bolgesi bosalir. Bu sartlar altinda ortamda indiikleyi-
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ci allolaktoz mevcut bile olsa RNA polimeraz promotora ¢ok zayif olarak baglanir ve dii-
stk seviyelerde ekspresyon gergeklesir.

0 - &

CAP cAMP CAP-cAMP

lac operonu

/ac]"ii ‘ | 11uc(7‘; lacZ* lacY*

CAP Ging
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RNA polimeraz Gelir ve RNA polimeraz baglamr
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Sekil 8.3: Glukoz duyarlh operonlarda (lac operonu gibi) cAMP’nin roli.

8.1.2 lac mutantlari

lac operonunda farkli bolgelerde meydana gelen mutasyonlar lac genlerinin isleyisini
farkl sekillerde etkiler. Bunlardan bazi érnekler su sekilde 6zetlenebilir:

lacZ- : Sadece B-galaktosidaz enzim aktivitesi gozlenmez.

lacY- : Sadece laktoz permeaz aktivitesi yoktur.

lacO¢: Konstitutif operator mutasyonu. Represor proteinin baglandig1 bolgede
meydana gelen bir mutasyondur. Bu mutasyon sonucu operon siirekli olarak cali-
sir hale gelir yani konstitutif hale gelir (laktoz yoklugu sartlarinda durdurula-
maz).

lacl- : Represor protein sentezlenemeyeceginden lac operonu siirekli calisir, yani
konstitutiftir.

lacl: Stiper represor mutasyon. Mutant baskilayici protein operatére kalici olarak
baglanir, operon kalici olarak baskilanir.

lacA- mutasyonu operonun normal ¢alismasini etkilemez.

Pioc mutasyonu olmasi durumunda RNA polimeraz operona baglanamayacagin-
dan operon fonksiyonsuzdur.

E. coli her ne kadar haploit ise de, bazen plazmidler lizerinde veya genomda bas-
ka bir yere integre olmus bir sekilde bir operonun iki kopyasi mevcut olabilmektedir. Bu
durum kismi diploitlik olarak adlandirilir. Kismi diploit durumda farkli mutasyon
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kombinasyonlar: olusur. Asagida haploit ve kismi diploit mutasyon kombinasyonlarina
bazi 6rnekler verilmistir:

lacl-  lacO* lacZ* lacY*

lacl* lacO- lacZ* lacY*

lacl* lacO* lacZ lacY*

lacl* lacO* lacZ* lacY-

lacl* lacO* lacZ- lacY*
lacl- lacO* lacZ* lacY

8.1.3 E. coli 'nin triptofan operonu

Protein sentezi i¢in gerekli biitiin amino asitler ortamda mevcut olmayabilir. Boyle bir
durumda eksik amino asit metabolik yollarla sentezlenir. Bu tip bir metabolik yolda gé-
revli enzimleri kodlayan genler operonlar seklinde organize olmuslardir. Laktoz opero-
nunun aksine bu tip operonlar, bir amino asit ortamda mevcut olmadiginda, transkripsi-
yona izin verirken ilgili amino asit yeterli seviyede mevcutken, operon baskilanir. Bu tip
operonlara baskilanabilir operonlar ve olaya represyon denir. Baskilanabilir operon-
lara tipik 6rnek E. coli’nin triptofan operonudur (trp operonu).

Trioptofan operonunda 5 yapisal gen (trpA - trpE) vardir. Bu yapisal genler trip-
tofan biyosentez yolunda gorev alan enzimleri kodlarlar. Promotor ve operatdr bolgeleri
siki bir sekilde birbirine integre olmus durumdadir, trpE geninin yukarisinda yer alir
(Sekil 8.4). Promotor-operator bolgesi ile trpE geni arasinda dncii bolge denilen bir DNA
bélgesi yer alir. Oncii bélgenin nispeten trpE genine yakin bolgesi atteniiator bolge
adini alir ve triptofan operonunun diizenlenisinde énemli rol oynar. Operonun tamamai 7
kb buytikliigiindedir ve bes yapisal geni iceren bir poligenik (polisistronik) mRNA iire-
tilmesini saglar. Bu mRNA tizerinden gen boélgelerinin her biri proteine dontstiirtlr.

F—‘lﬁ)tp —,4(—162bp ;IL’ G200 tp "TI
I

[o= Jo] wt_ | wr | wo | wc Jws [ws
S p—" 4
attenuatdr
- - Transkripsivon ve Translasyon
" ‘
v ‘ .
et | 1 trp E = Antraralat sentetaz parga |
\ / trp D = Antranlat sentetaz parga Il
trp C = PRA 1zomeraz — In GP sentetaz
dncts bolee trp B = Tnptofan sentetaz f-altbirimi

trp A = Tnptofan sentetaz a-altbirimi

Sekil 8.4: E .coli triptofan operonunun kontrol bolgeleri ve yapisal genlerinin organizas-
yonu
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trp operonunun ekspresyonunun kontroliinde iki diizenleme mekanizmasi rol
oynar. Mekanizmalardan biri bir baskilayic1 protein/operator etkilesimi ile ¢alisir. Dige-
ri, bir transkripte (mRNA) yapisal genlerin katilip katilmayacagina karar vermek esasina
gore calisir.

Operonun uzaginda bir DNA bdlgesinde yer alan trpR geni operonun diizenleni-
sinde rol alir. Bu genin iirtinii aporepresor protein adini alir. Ortamda triptofan yoksa
veya cok diisiik seviyelerde ise aporepresdr operator bolgesine baglanamaz, RNA poli-
meraz promotora baglanir ve yapisal genlerin transkripsiyonu gerceklestirilir. Eger or-
tamda yeterli triptofan varsa aporepresor protein triptofanla birlestikten sonra trp ope-
ronunun operator bolgesine baglanir. Bu durumda yapisal genlerin transkripsiyonu en-
gellenir. Bu olay represyon (veya baskilama) olarak adlandirilir. Represyon da bir ¢esit
negatif diizenleme seklidir. Represyon yolu ile trp operonunun transkripsiyonu 70 kat
azaltilabilir.

Triptofan achgl veya sinirlamasi sartlarinda ikinci bir diizenlenme mekanizmasi
devreye girer. Agir triptofan achgi sartlarinda trp operonu maksimal diizeyde calistirili-
yorken daha hafif aglik sartlarinda maksimal seviyenin altinda calistirihr. Bu tercih
(maksimal ekspresyon veya daha alt diizeyde ekspresyon), operonda olusturulan
transkriptlerin (mRNA’larin) yapisal genleri tasimasi veya tasimamasi saglanarak, ger-
ceklestirilir. Yapisal genlerin transkripte dahil edilip edilmemesi 6ncii bolgeden sentez-
lenecek oncii polipeptitin tamamlanip tamamlanmamasina baghdir. Oncii bélge igeri-
sinde yer alan attentiatér bolgede birkag triptofan kodonu vardir. Ortamda triptofan
seviyesi diisiikse veya hi¢ yoksa bu 6nct polipeptit tamamlanamaz (triptofan baglana-
madig1 icin), ve bu sartlar altinda yapisal genlerin transkripsiyonu devam eder. Eger
yeterli triptofan mevcutsa 6ncii polipeptit tamamlanir, tamamlanmis 6ncii polipeptit
mevcutken transkripsiyon oncii bolgede sonlandirilir, yapisal genler mRNA’ya doniistii-
rilmez. Bu olaya atteniiasyon denir. Bir hiicredeki (E. coli) yapisal genleri iceren
transkript sayisi ile triptofan miktar1 arasinda bir ters oranti vardir. Ne kadar az tripto-
fan varsa o kadar ¢ok tam transkript vardir.

8.1.4 iKili pozitif ve negatif kontrol: Arabinoz operonu

Laktoz operonunda oldugu gibi prokaryotik transkripsiyonun kontrolu sadece pozitif
veya sadece negatif kontrol seklinde olmayip siklikla pozitif ve negatif kontroliin farkh
yollarinin bir karisimi ve eslesmesi seklinde gerceklesir. Arabinoz operonunun diizen-
lenme mekanizmasi tek bir DNA baglanma proteininin ya bir represor ya da bir aktiva-
tor olarak is gérmesine bir 6rnektir (Sekil 8.5).

C==ry—

A D
—_— —A v
Kontrol Kontrol Yapisal
geni bolgeleri genler

Sekil 8.5: ara bolgesinin haritasi. B, A ve D genleri I ve O bolgeleriyle beraber ara opero-
nunu olusturur.

57



Yapisal genler (araB, araA ve araD) arabinoz sekerini yikan metabolik enzimleri
kodlar. Bu ii¢ genin transkripsiyonu tek bir RNA molekiilii olarak tek birim seklinde ger-
ceklestirilir. Transkripsiyon, baslatic1 bolge olan aral tarafindan aktive edilir. Bu bolge
bir operator bolge ve bir promotor boélge igerir. araC geni operonun bitisiginde yer alir
ve bir aktivator protein kodlar. Arabinoza baglandiginda bu protein ara operonunun
transkripsiyonunu aktive eder. Bunu, muhtemelen RNA polimerazin promotora baglan-
masina yardim ederek yapar. Ayrica lac operonunu diizenleyen CAP-cAMP katabolit
represyon sistemi ara operonunun expresyonunu da diizenler.

Arabinoz varhiginda, RNA polimerazin promotora baglanmasi ve ara operonunun
transkripsiyonunu gerceklestirebilmesi icin CAP-cAMP kompleksi ve AraC-arabinoz
komplekslerinin her ikisinin de aral’'ya baglanmasi gerekir (Sekil 8.6a). Arabinoz yoklu-
gunda, AraC proteini yeni bir konformasyon alir, aral ve ikinci bir operetor olan
araO'nun her ikisine birden baglanir. (Sekil 8.6b). Bu baglanma geceklestiginde transk-
ripsiyona izin vermeyen bir halka olusur ve ara operonu baskilanir. Dolayisiyla AraC
proteini biri aktivator digeri de represor olarak is goren iki konformasyona sahiptir. Al-
losterik effektor olan arabinozun proteine baglanip baglanmamasina bagh olarak olusan
bu iki konformasyon, operonun araO boélgesi icindeki spesifik bir hedef diziye baglanma
yeteneginde degisiklige neden olur.

a) Aktivasyon
’ - Aktiftranskripsiyon
CAP
- mANA
() cAMP -
e e e— AL D -
| | AraCprotein+
‘W arabinoz
b) Represyon

"O_—C'?‘\.

( C ﬁl AraC protein

e S — ¢ ——————

Sekil 8.6: ara operonunun ikili kontrolii. a) Arabinoz varliginda, AraC proteini aral bol-
gesine baglanir. CAP-cAMP kompleksi de aral bélgesinin bitisigindeki bir bolgeye bagla-
nir. Bu baglanma araB, araA ve araD genlerinin transkripsiyonunu uyarir. b) Arabinoz

yoklugunda, AraC proteini aral ve araO bolgelerinin her ikisine de baglanir, bir DNA hal-
ka yapisi olusur. Bu baglanma sekli ara operonunun transkripsiyonunu engeller.

8.1.5 Prokaryotik gen ekspresyonunun diizenlenmesinde 6zel durumlar

Yapisal genlerdeki genetik bilgiyi tasiyan mRNA molekiilleri prokaryotlarda transkripsi-
yonla eszamanl olarak protein sentezine de katilir. Yani bir yandan mRNA sentezlenir-
ken bir yandan ribozomlar bu mRNA’ya baglanarak protein sentezini gerceklestirir. Bir
mRNA’ya ¢ok sayida ribozom baglanabilir.

mRNA’larin hiicredeki 6miirleri ¢ok kisadir. Bunun nedeni degisen sartlara hiic-
renin daha hizli adapte olmasini saglamaktir. Dolayisiyla operonlardan bir mRNA sen-
tezlendiginde kisa siirede yikilir. Eger sartlar hala degismediyse (s6zgelimi hala tripto-
fan ag181 varsa veya laktoz mevcutsa) yeni mRNA molekiilleri sentezlenir.
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Operonlarin aktiviteleri genellikle sifirlanmaz. Cok kiiciik seviyede gen ekspres-
yonu devam eder. S6zgelimi lac operonunda baskilayic1 protein laktoz yoklugunda sii-
rekli olarak operatore bagh kalmaz. Daha uzun stire bagh kalir ancak kisa siire i¢in dahi
olsa yapidan (operatorden) ayrildig1 anlarda ¢ok diisiik miktarda ekspresyon gercekle-
sir. Ayrica bir operon tarafindan kodlanan proteinler ilgili operonun faaliyeti dursa bile
belli bir siire, pargalanana kadar hiicrede mevcuttur.

Hiicresel seviyede (prokaryot) gen ekspresyonunun diizenlenmesinde operon
lizeri diizenleme seviyeleri mevcuttur. Bu diizenleme Kkiiresel diizenlenme olarak ad-
landirilir. Cok sayida operon icsel ve cevresel sinyallere gore kiiresel kontrol sistemleri
tarafindan kontrol edilir. Kiiresel kontrol sistemlerinin farkl kategorilerini ifade etmek
lizere regiilon, modiilon ve stimiilon terimleri kullanilmaktadir.

8.2 Okaryotlarda Gen Ekspresyonunun Diizenlenmesi

Prokaryotlarda, belli bir fonksiyonu yiiriiten proteinleri kodlayan genlerin koordineli
diizenlenisi, operon modeli ile agciklanmaktadir. Yapilan biitiin ¢alismalarda 6karyotlar-
da operonlarin mevcut olmadig1 ortaya ¢ikmistir. Dolayisiyla 6karyotlarda operon mo-
deli disinda diger yollarla gen ekspresyonu diizenlenir. Okaryotlarda gen ekspresyonu-
nun diizenlenmesi iki ana kategoriye ayrilarak incelenir.

1. Kisa donem diizenlenmesi: Hiicrenin veya organizmanin i¢inde bulundugu cev-
redeki cevresel veya fizyolojik sartlardaki degisime gore bir gen grubunun hizla
aktive veya deaktive edilmesidir (ekspresyonun baslatilmasi veya durdurulmasi).

2. Uzun donem diizenlenmesi: Hizli lokal ¢cevresel ve fizyolojik degisikliklere bagh
diizenlenme mekanizmalari disinda kalan mekanizmalari icine alir. Yeni bir or-
ganizmanin gelismesi ve farklilasmasi icin gerekli olaylar1 kapsar. Bu konu genel
olarak gelisme genetigi olarak adlandirilir.

8.2.1 Okaryotlarda gen ekspresyon kontrol seviyeleri

Okaryotlar prokaryotlardan onlarca kat daha fazla gene sahiptir. Buna bagh olarak da,
diizenlenme sekilleri olaganiistii karmasikliktadir. Belli bir zamanda okaryotik genlerin
cok biiytk bir kismi1 “kapali” durumdadir. Dolayisiyla ekspresyonu diizenleyen meka-
nizmalar genomdaki genlerin ¢ogunun ekspresyonunu kapatabilmelidir. Ayrica ¢ok sa-
yida gene karsilik nispeten daha az sayida diizenleyici protein vardir. Bu az sayidaki dii-
zenleyici protein yardimiyla binlerce farkli diizenleme sekli olusturabilirler.

Okaryotik gen diizenlenisinde iki temel etken basrolii oynar. Bunlardan biri gen
bolgelerinin hemen yukarisindaki ve daha uzak noktalarda yer alan diizenleyici DNA
elementleridir. ikinci etken ise DNA elementlerine baglanan diizenleyici proteinler-
dir. Diizenleyici proteinler durdurucu veya giiclendirici olarak gérev yaparlar. Okaryot-
larda gen ekspresyonunun kontrolii ¢ok farkli seviyelerde olabilmektedir. Bu seviyeler
asagida sematize edilmistir (Sekil 8.7). Bunlardan bazilar1 daha ayrintili olarak incelene-
cektir.
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Sekil 8.7: Okaryotlarda gen ekspresyonunun kontrol edilebilecegi seviyeler.

8.2.2 Transkripsiyonel Kontrol

Transkripsiyonel kontrol, bir genin transkripsiyonunun yapilip yapilmayacagini ve ne
kadar yapilacagini belirler. RNA polimeraz II, maksimum hizda RNA sentezlemek i¢in
cok sayida cis-etKili element ile birlikte ¢alisir (cis-etkili, ayn1 DNA iizerindeki geni etki-
leyen anlamidadir). Nisbi durumlarina gore ti¢ farkl cis etkili elemet vardir.
1. Promotor elementleri: Transkripsiyon baslama bélgesinin yakininda yer alan
DNA elementleridir.
2. Promotor proksimal elementleri: Promotor yakinindaki cis-etkili dizilerdir,
diizenleyici proteinlerin baglanma bolgeleridir.
3. Gii¢lendirici ve susturucu elementler: Genlerden uzak bolgelerde bulunan ve
dizenleyici proteinlerin baglandig1 elementlerdir (uzak bagimsiz elementler).
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Promotor ve promotor-proksimal elementler diizenleyici proteinler ve RNA po-
limeraz II ile kompleks olusturarak transkripsiyonun baslamasini saglarlar. Promotor-
proksimal elementler promotor yukarisi elementler (UPE) olarak adlandirilirlar (Sekil
8.8). UPE’ler prokaryotlarin diizenleyici elemetlerine benzer, ancak bu bélge 6karyotlar-
da yeterli etkinlikte bir diizenlenmeyi saglayamaz.
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Sekil 8.8: Yiiksek okaryotlardatranskripsiyon baslama bdélgesinin yukari bolgesi.

Gercekte okaryotlarda bazi genler belli dokularda veya belli sinyaller (hormon,
patojen...) alindiginda daha fazla anlatilirlar (ekspresyonlar1 yapilir). Bunun basarilma-
sinda, uzak bagimsiz elementler gorev yapar. Gii¢lendiriciler, proteinlerin baglandigj,
ayni DNA molekiilii tizerindeki promotorlardan transkripsiyonu biiyiik oranda artiran
DNA dizileridirler. Susturucular ise baskilayici proteinlerin baglandig: ve transkripsi-
yonu azaltan veya durduran elementlerdir. Eger bir diizenleyici protein transkripsiyonu
aktive ediyorsa pozitif diizenleyici protein, durduruyorsa veya azaltiyorsa negatif dii-
zenleyici protein ismini alir. Uzak bagimsiz cis-etkili elementler UPE’lere benzeler, 50
kb kadar yukarida veya asagida yer alabilirler. Cis-etkili elemetlere bagh diizenleyici
proteinlerin kendi aralarindaki veya diizenleyici proteinlerle RNA polimeraz Il komplek-
si arasindaki etkilesimlerle veya her iki etkilesim birlikte ilgili genin transkripsiyon ora-
nini belirler.

Uzak giiclendirici ve susturucu elementler, transkripsiyonu nasil diizenler? Bas-
lama kompleksi olustuktan sonra bu uzak elemente bagh bir diizenleyici protein arada
bulunan (100 kb kadar olabilen) DNA bolgesinin bir halka sekline gelmesiyle RNA poli-
meraz Il ve diger UPE bagl proteinlerle temas kurar. Bu temasin kurulmasi RNA polime-
raz Il kompleksinin stabilitesini ve transkripsiyon oranini artirir (Sekil 8.9).
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Sekil 8.9: RNA polimeraz [I'nin UPE ve giiclendirici elementlerle diizenlenisi.

Transkripsiyon faktorleri (UPE ve uzak diizenleyici elementlere baglananlar) iki
farkl fonksiyon ytriitiirler: i) DNA’ya 6zel bir bélgeden baglanma ve ii) transkripsiyonu
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uyarma veya susturma. Dolayisiyla bu proteinler en azindan iki domainden meydana
gelmeleri gerekir, her domain bu fonksiyonlardan birini ytritiir. Bu faktoérler incelene-
rek bu domainlerin DNA'ya baglanmasini saglayan bazi 6zel desenler belirlenmistir.
Bunlar sarmal-doniis-sarmal deseni, ¢cinko-parmak deseni, sarmal-halka-sarmal deseni
ve losin-fermuar desenidir. Sarmal-doniis-sarmal baglanma domaini en iyi bilinen de-
sendir ve DNA'nin pozitif yiiklii seker-fosfat iskeletine baglanir (Sekil 8.10).
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Sekil 8.10: Sarmal-doniis-sarmal baglanma domaininin DNA ile etkilesimi.
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Diizenleyici proteinler kontrol ettigi gen veya gen gruplar i¢in 6zellesmistir. Bu
ozellesme, genin ekspresyonunun diizenlenmesinde gorev yapan promotor elementleri-
ne baglanabilme yetenegi ile saglanir. Belli bir gen i¢in birka¢ veya ¢ok sayida promotor
elementi bulunabilir. Sartlara bagh olarak (!) bu elementlere bir veya birkac¢ diizenleyici
protein baglanarak, genin ekspresyonu diizenlenir. Farkli genlerin promotor elementle-
rinin yapisinda (DNA dizisi!) farkliliklar vardir. Bu farkliliga bagh olarak bu elementlere
farkll duzenleyici proteinler baglanir. Promotor elementleri transkripsiyonun baslayip
baslamayacagini1 belirlerken, gili¢clendiriciler maksimum ekspresyonu saglar. Her bir

promotor elementi ve gii¢clendirici 6zel bir proteinle baglanarak islevini gergeklestirir.
Baz1 diizenleyici proteinler biitlin hiicrelerde mevcut iken diger bazilari belli hiicrelerde
mevcuttur. Eger promotor elementlerine ve gli¢clendiriciye pozitif diizenleyici proteinler
baglanirsa maksimum seviyede transkripsiyon gerceklesir, eger promotor elementine
sozgelimi pozitif diizenleyici protein, giiclendiriciye negatif diizenleyici protein baglanir-
sa bu durumda sonug iki element arasindaki etkilesime baghdir. Eger negatif diizenleyici
protein gliclii ise transkripsiyon baskilanir. Bu durumda gii¢lendirici bir susturucu ele-
ment olarak is gortir.

Bir grup giliclendirici element (DNA!) ve promotor elementi (DNA!) aymn tip dii-
zenleyici proteine baglanabilir. Ilging olan toplam hiicre proteinleri ile karsilastirildigin-
da az sayida diizenleyici protein ¢esidinin olmasidir. Belli bir diizenleyici protein ile ilis-
kiye giren farkli tip genlerin transkripsiyonu birlikte yapilabilmektedir. Bu olay kombi-
ne gen diizenlenisi olarak adlandirilir.

8.2.3 Okaryotik gen diizenlenmesinde kromatinin rolii

Diizenlenme sekli nasil olursa olsun 6karyotlarda transkripsiyon faktorlerinin diizenle-
yici elementlere baglanabilmesi icin bu DNA bolgelerinin “agik” olmasi gerekir. Yani ntik-
leozomlar seklinde sarii olmamasi gerekir. O halde bir genin ekspresyonu oncelikle
kontrol bélgelerinin niikleozom iginde sarili olup olmadigina baghdir. Dolayisiyla belli
bir gen bolgesi, niikleozom seklinde sarilarak veya sarilmayarak ekspresyonu kontrol
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edilebilir. Gen bdlgelerinin ¢ok biiylik bir ¢cogunlugu 6kromatin boélgelerinde yer alirlar
yani “acik” pozisyondadirlar. Heterokromatin bolgeleri ise tekrarlayan dizileri igerir ve
“kapall” DNA dizileridirler. Gen bélgelerinin ac¢ik veya kapali olmasi gen ekspresyonu-
nun diizenlenmesinde aktif bir rol alir.

Memelilerin disilerinde X kromozomu inaktivasyonunda X kromozomlardan biri
rasgele inaktive edilir, yani heterokromatin haline getirilir. Dolayisiyla bu hiicrelerden
koken alan viicut hiicrelerinde sadece inaktive edilmeyen X kromozomu tlizerindeki ge-
nin ekspresyonu sonucu bir fenotip olusur. Disi kedilerde derilerindeki turuncu-siyah
tiilylenme, embriyonik gelisim sirasinda viicut hiicrelerindeki farkli X kromozomlarinin
inaktivasyonu sonucu olusur. Inaktive edilmis bir kromozom (tasidigi DNA degismeden
kalir) o hiicrenin soyundan gelen biitiin hiicrelerde ayni (inaktif formda) kalir. Bu olay
epigenetik kalitim olarak adlandirilir ve gen fonksiyonunda, DNA baz dizisindeki her-
hangi bir degisiklikten kaynaklanmayan degisiklikleri ifade eder. (DNA dizisinde her-
hangi bir degisiklik olmaksizin ortaya ¢ikan kalitlanabilir fenotipik degisiklikleri incle-
yen alan epigenetik olarak adlandirilir.)

Epigenetik kalittma atasal izleme (imprinting) de 6rnek olarak verilebilir. Me-
melilerde bazi otozomal genler hemizigottor (Normalde otozomal genler hemizigot ol-
maz!). Bu genlerden atalardan birinden gelen gen epigenetik olarak inaktive edilir.

Diger bazi durumlarda heterokromatin bdlgelerine yakin bolgelerdeki genlerin
sonradan heterokromatin seklinde sarildigl, bir bakima heterokromatin boélgesinin cev-
reye yayildigi bilinir. Bu olay pozisyon etkisi diizensizligi olarak bilinir.

Atasal izleme, X-kromozomu inaktivasyonu ve pozisyon etkisi diizensizligi olayla-
r1, DNA dizisinde degisiklik olmaksizin, gen ekspresyonunun azaltilabilecegini veya sus-
turulabilecegini gostermektedir. Bu durum (epigenetik kalitim sekli), niikleozom orga-
nizasyonunun, gen ekspresyonunun diizenlenmesinde, dolayisiyla gelisme ve metabo-
lizmada dinamik bir roliiniin oldugunu gostermektedir.

Aktif gen ekspresyonu yapilan ve yapilmayan hiicrelerde yapilan arastirmalarda,
bir gen bolgesinde, 6zellikle diizenleyici bolgelede, niikleozom pozisyonunun degistigi
belirlenmistir. Sonucta niikkleozomlar, dinamik yapilar olup organizmanin hayati boyun-
ca farkli zamanlarda pozisyonlar:1 degisebilir. TATA kutusu ve ¢evresi niikleozom iginde
sarili iken RNA polimeraz Il baglanamaz. Niikleozom bagka bir bolgeye yer degistirince
ilgili gen aktive edilir. Niikleozom pozisyonundaki bu degisim kromatin yeniden mo-
dellenmesi olarak adlandirilir. SWI-SNF adi verilen bir proteinin, belli hiicresel sartlar-
da, niikleozomu iterek bir gene ait kontrol bolgelerinin agiga ¢ikmasini sagladig: belir-
lenmistir (Sekil 8.11). Kromatin yeniden modellemesi 6karyotik gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde 6nemli bir kontrol noktasidir.

8.2.4 Hayvanlarda gen ekspresyonunun steroid hormonlarla diizenlenmesi

Hormonlar hiicrenin bulundugu ¢evrenin sabit tutulmasinda rol alan kimyasallar olup
cesitli sinyallerle uyarilan hiicreler tarafindan salgilanip kan dolasimi ile ulastiklar: he-
def hiicreyi uyarirlar. Gen ekspresyonunun diizenlenmesi ile steroid hormonlar arasin-
daki iliski iyi bir seklide anlasilmistir. Bu hormonlar mantarlardan insanlara kadar bir-
cok organizmada fizyolojik diizenlenmede ve gelismede dnemlidirler.
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Sekil 8.11: Kromatin yeniden modelleme mekanizmasi

Steroid hormonlara hidrokortizon, aldosteron, testosteron ve progesteron érnek
verilebilir. Bu hormonlarin hiicre i¢i reseptorlere baglanarak bazi proteinlerin sentezini
indiikledikleri bilinmektedir. Bu hormonlarin reseptorleri organizmanin belli dokula-
rindaki belli hiicrelerde mevcut olup diger dokularda mevcut degildir (Tablo 8.1). Dola-
yisiyla hormonun etkisi doku spesifiktir, hormonun reseptoériine sahip olan dokularda
etkilidir. Bu hormonlar hiicreye girdiginde genellikle transkripsiyonu arttirarak protein
sentezini indiikler ancak baz1 durumlarda mRNA'nin 6mriinii uzatarak da bu etkiyi gos-
terebilmektedir.

Tablo 8.1: Bazi steriod hormonlar, etkili olduklar1 doku ve indukledikleri proteinler.

Hormon Doku indiiklenen protein
Ostrojen Ovidukt (tavuk) Ovalbumin, Lizozim
Pituitar bez (fare) Prolaktin
Glukokortikoidler Karaciger (fare) Trozin aminotransferaz
Pituitar bez (fare) Gelisme hormonu
Testosteron Karaciger (fare) a-Globin

Memeli hiicreleri 10 000 ila 100 000 steroid reseptor molekiilii tasirlar. Bu pro-
tein molekilleri ilgili hormona kars1 olduk¢a duyarhdirlar. Biitiin steroid hormonlar
benzer sekilde calisir. S6zgelimi glukokortikoid hormon reseptérii hiicrede (fonksiyonel
formda sadece g¢ekirdekte) Hsp90 adl bir proteinle kompleks olusturmus sekilde bulu-
nur. Glukokortikoid hormon hiicreye girdiginde Hsp90'1 reseptérden ayirarak, bu resep-
tore baglanir (Sekil 8.12).

Reseptor ile glukokortikoidin birlesmesi sonucu hormon reseptér kompleksi olu-
sur. Daha sonra bu kompleks reseptor kismi ile spesifik bir diizenleyici DNA bdlgesine
baglanir. Ilgili geni aktive eder veya transkripsiyonunu durdurur. Steroid hormonun
eklenmesinden birka¢ dakika sonra yeni mRNA molekiilleri olusur ve ilgili protein sen-
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tezlenir. Steroid hormon reseptorlerinin DNA'ya baglanan kismi genellikle ¢cinko-parmak
deseni (zinc-finger motif) gosterir.

Steroid hormonlarla diizenlenebilen biitiin genlerin bulundugu DNA bélgesinde
steroid reseptdor kompleksinin baglandig1 6zel bir bolge mevcuttur. Bu bolge steroid
hormon respons (tepki) elementi (HRE) olarak adlandirilir. Farkl tip steroid HRE dizile-
ri mevcuttur. S6zgelimi GRE glukokortikoid hormon respons (tepki) elementi; ERE, est-
rojen hormon respons (tepki) elementi gibi. HRE bolgeleri, genlerin giiclendirici bolgele-
rinde ¢ogunlukla ¢oklu kopyalar seklinde bulunurlar. HRE bdlgesine hormon reseptor
kompleksi baglandiktan sonra nasil bir mekanizma ile transkripsiyonun kontrol edildigi
tam olarak bilinmez ancak farkli HRE bélgelerinin (GRE, ERE...) birbirleri ile ve transk-
ripsiyon faktorleri ile etkilesimi sonucu bir diizenlenme bi¢iminin olustugu distintiilmek-
tedir.

Glukokortikoid
hormon

Reseptdr hormon kompleksi
HspO0 ayrilir, hormon baglanir DNA *va baglanir ve
‘l‘ transkripsiyonu aktive eder

]
!
\ y
;”“ /I’/
PR /
AN
Glukokortikoid o
reseptril N K
x
/N
3 ~
¥ S~
Glukokortikoid-reseptor
kompleksi

Hormon fonksiyonu ile
iliskili protein sentezlenir

Sekil 8.12: Memeli hiicrelerinde steroid hormon glikokortikoidin gen ekspresyonunun
diizenlenmesindeki rolii.

Ayni steroid hormon reseptoriine sahip olmasina ragmen, baz hiicrelerde bu
hormonlar farkli gen gruplarini aktive ederler. Bu nasil gerceklesir? Promotor element-
lerine ve giiclendiricilere sadece steroid-reseptér kompleksi degil diger bircok diizenle-
yici protein de baglanir. Belli bir hiicredeki steroid hormonun etkisi diger diizenleyici
proteinlerin durumuna da baghdir. Bu nedenle ayni steroid hormon reseptoriine sahip
hiicrelerde bu hormonlar farkli genlerin ekspresyonunu aktive edebilir.
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8.2.5 Okaryotlarda gen diizenlenmesine genel bakis

Bu béliimde 6karyotlarda gen diizenlenmesi ile ilgili az sayida mekanizma 6rnek olarak
verilmistir. Ger¢ekte bugiin icin bilinen ¢ok daha fazla sayida mekanizma mevcuttur.
Okaryotlarda her seyden énce genler operonlar seklinde organize olmamistir. Fakat yine
de genlerin ekspresyonu koordineli sekilde gergeklestirilir.

Okaryotlarda gen ekspresyonunun diizenlenmesi iki kategoride incelenmek du-
rumundadir: Kisa donem diizenlenmesi ve uzun déonem diizenlenmesi. Kisa donem dii-
zenlenme transkripsiyonun kontrolii, kromatin yeniden modelleme, 6ncii RNA isleme,
olgun mRNA'nin transportu, mRNA translasyonu, mRNA’'nin yikimi ve protein son trtu-
niin yikimi seviyelerinde olabilir. Uzun donem diizenlenme ise gelisme ve farklilasma-
nin olustugu surecgler boyunca gen ekspresyonunun diizenlenmesini icine alir. Klasik
deneylerle farklilasan ve gelisen hiicrelerde bir DNA kayb1 olmadigi, genlerin farkl akti-
viteleri ile gelisme ve farklilasmanin gerceklestirildigi belirlenmistir. Dolayisiyla gelisme
ve farklilasma sirasinda gen ekspresyonu kisa donem diizenlenme yontemleri ile diizen-
leniyor olmali, fakat olaylar daha kompleks olmalidir. Her bir gelisme siirecinde ¢ok faz-
la sayida genin diizenlenmesi ve farklilasan diger dokularla iletisim kurulmasi gerekir.
Ayrica bu olaylar sirasinda genlerin aktivasyon ve baskilanma zamanlarinin ayarlanmasi
gerekir. Ornek, bir hiicrenin yap1 ve fonksiyonu ¢ok énceden belirlenir, bu belirlenme
gelismenin ileri safhalarina kadar gozlenebilir degildir. Bu tip erken belirleme olaylari,
genlerin sonradan aktive olmak tizere bir sekilde programlanmasiyla gerceklestirilir.
Drosophila’da bazi ilerlemeler saglandiysa bile ne 6nceden programlanma olayinin esas,
ne de gelisme siirecinin zamanlama mekanizmalar1 omurgalilarda bu giin i¢in iyi bir se-
kilde anlasilmis degildir.
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9 REKOMBINANT DNA VE INSAN GENOM PROJESI

9.1 Rekombinant DNA Teknolojisi

Molekiiler genetik arastirma tekniklerinin gelismesi arastiricilara, farkli kaynaklardan
yani farkl organizmalardan gelen DNA molekiillerinin in vitro’da birlestirilebilme yete-
negini saglamistir. Farkli kaynaklardan gelen DNA molekiillerinin birlestirilmesiyle olus-
turulan DNA molekiillerine rekombinant DNA denir. Rekombinant DNA {izerinde rest-
riksiyon endonukleaz analizleri, DNA dizileme ve yonlendirilmis mutasyon gibi genetik
analiz ve manipulasyonlar gergeklestirilebilir. Rekombinant DNA elde etmek ve rekom-
binant DNA iizerinde genetik manipulasyonlar yapmak i¢in kullanilan tekniklerin ta-
mamina rekombinant DNA teknolojisi denir. Rekombinant DNA teknolojisi genetik
miihendisligi olarak da adlandirilir.

Bir genomun belli bir bolgesi (s6zgelimi bir gen bolgesi) tizerine molekiiler gene-
tik arastirmalar yapilmak istendiginde bir biitiin olarak genomla beraber bu bdlgenin
analizi muhtemelen miimkiin olamayacaktir. Bunun nedeni organizmaya ait tam bir gen
seti icinde ilgili gene veya DNA bolgesine dogrudan miidahalenin zorlugu ve diploit bir
organizmada ilgili gen bolgesinin interfazdaki bir hiicrede sadece iki kopyasinin bulun-
masidir. Bunun yerine ilgili gen bolgesinin genomdan ayrilip daha kiigiik olan ve bir hiic-
rede ¢ok sayida temsil edilen plazmid veya viriis gibi bir vektor DNA molekiiliine bagla-
narak incelenmesi daha kolay ve etkili olacaktir. Bir hedef DNA bdlgesinin bir vektor ile
birlestirilerek 6zel konak hiicreler icinde ¢ok sayida kopyasini elde etme islemine gen
klonlama denir. Sekil 9.1’de genomik DNA’dan tipik bir gen klonlamanin basamaklari
Ozetlenmistir.

Klonlanan gen bolgesi tizerinde bir ¢ok analiz yapmak miimkiindiir. Bunlardan
bazilar1 asagida 6zetlenmistir.

1. Klonlanan DNA molekiilii restriksiyon endontikleaz tanima bélgelerinin sayisi
ve konumlar1 bakimindan analiz edilebilir. Bunun sonucu olarak o bolge icin
spesifik problar elde edilebilir. (Restriksiyon endontikleazler, DNA'y1 6zel bir
diziye baglanarak i¢ kisimlardan kesen enzimlerdir)

2. llgili DNA bolgesindeki genlerin transkripsiyon ve diizenlenme mekanizmala-
r1 incelenebilir.

3. llgili DNA bélgesinin niikleotit dizisi belirlenebilir. DNA bélgelerinin niikleotit
dizilerinin belirlenmesiyle, ilgili DNA molekiilii tizerindeki gen boélgeleri, dii-
zenleyici elementler ve hurda DNA bolgelerinin niikleotit dizileri belirlenebi-
lir.

4. Klonlanan genin baz dizisi yonlendirilmis mutasyon yontemiyle degistirilebi-
lir.
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Sekil 9.1: Genomik DNA’dan bir gen boélgesinin klonlanmasinin temel basamaklari.

Rekombinant DNA teknolojisinde ve genel olarak molekiiler genetikte ¢cok dnemli
ilerlemelere neden olan diger bir teknik de polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)’'dur.
PCR her iki ucundaki nitikleotit dizisi bilinen veya biiyiik oranda tahmin edilebilen bir
DNA bolgesinin milyarlarca sayida ¢ogaltilmasini (amplifikasyonunu) saglar. Bu yontem
uygulanarak ¢ok yetersiz miktarda mevcut olan DNA 6rneklerinin amplifikasyonu veya
biiyiik bir DNA molekiiliiniin belli bir bélgesinin amplifikasyonu saglanabilmektedir.
Ayrica teknik bir¢ok diger rekombinant DNA islemlerine uygulanabilmektedir.

Rekombinant DNA teknolojisinin bir¢ok uygulama alani vardir. Bunlardan bazilari

asagida belirtilmektedir:

1.
2.

Biyolojik mekanizmalarin ve siireglerin analizi.

Insan genetik hastaliklarinin DNA analizleriyle tanisi (restriksiyon fragment boyu
farkliliklar1 -RFLP-, tek niikleotit farklilig1 -SNP- gibi yontemlerle).

Insan genlerinin izolasyonu.

Insan ve diger hedef organizmalarin genomlarinin niikleotit dizilerinin belirlen-
mesi.
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5. DNA tipleme veya DNA parmak izi yontemiyle polisiye olaylarda ve hukuki dava-
larda kanit saglama (RFLP ve degisken sayida pes pese tekrarlar -VNTR- gibi
yontemlerle).

6. Gen tedavi yontemlerinin gelistirilmesi.

7. Ticari triinlerin iiretimi (Insan gelisme hormonu ve insiilini, rekombinat asilar,
genetik yapisi degistirilmis bakteriler yardimiyla endiistriyel enzim tretimi, za-
rarli atiklarin islenmesi ve bitkileri donma hasarindan koruma gibi).

8. Transgenik bitkiler ve hayvanlar elde etme.

Bunlarin her biri ayrica incelenmesi gereken konular olup burada sadece genomik ve
fonksiyonel genomik arastirmalar anlatilacaktir.

9.2 Genomik

Bazen bilim, beklenenin ¢ok tlizerinde bir hizla gelisebilmektedir. Bir¢cok kidemli gene-
tikci, ilk calismalarina bazi fenotipik analizlerle basladilar. O zamanlar bir organizmanin
genomunun fiziksel ayrintilarinin bir biitlin olarak belirlenmesi hayal bile edilemezdi.
1970’lere gelindiginde gen klonlama, dizileme ve manipiilasyon tekniklerini iceren re-
kombinant DNA teknolojisinin gelismesiyle, genlerin molekiiler seviyede analizini yap-
mak miimkiin oldu. Bu tarihlerden sonra biiyiik hayaller olarak bir organizmanin, tabii
ki dncelikle insan genomunun tamaminin ntkleotit dizisinin belirlenmesi diisiincesi ge-
lismeye basladi. Cok ge¢gmeden 1990’1 yillarda insan ve diger bazi organizmalarin ge-
nomunun tamaminin dizilenmesi i¢in genom projeleri uygulamaya konuldu.

Bir genomun tamamini ¢alismay1 hedef alan arastirma alan1 genomik olarak ad-
landirilir. Genom arastirmalarinin gelistirilmesi ve hizla tamamlanmasinda, DNA dizile-
me tekniklerinin gelistirilmesi ve otomasyonunun katkisi ¢ok biiyiik olmustur. Biyiik
genomlar daha kiiciik ve st lste gelen DNA segmentleri halinde klonlanip baz (niikleo-
tit) dizisi belirlenir. Sonra hedef gen bolgeleri belirlenerek bu genlerin fonksiyonlari
analiz edilir (Sekil 9.2).

Siiphesiz bu tip ¢alismalarin ilk basamagini, belli bir hedef genomun tam baz dizi-
sinin belirlenmesi olusturur. insan genom projesi 1990 yilinda basladiginda 15 yillik bir
surede tamamlanacag dustuniilmesine ragmen, 13 yilda tamamlanmistir. Bu giin icin
gelistirilmis olan etkili yeni nesil (next generation) dizileme teknikleriyle tam genom
dizileme hizi olaganiistii artmistir. Gelistirilen son tekniklerle bir insan genomunun tam
dizisi 5 saat 2 dakika gibi rekor bir siirede tamalanabilmektedir (Bu 6rnekte kullanilan
teknoloji Oxford Nanopore Technologies).

Insan genomunun kaba dizisi 2001 yilinda tamamlanmistir. Bir kaba dizi, geno-
mun tam dizisini icerir. Ancak bu dizi icerisinde bazi hatalarin olmasi1 muhtemeldir ve
bazi problemli bolgeler mevcut olabilmektedir. Bu kaba dizi sonradan son kalite diziye
donistiiriliir. Son kalite dizide hata oranlari en aza indirilmis durumdadir.
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Sekil 9.2: Genomik analizlerin genel seyri.

9.2.1insan genomundan ¢ikarilan bilgiler

Bu giin icin elde edilen genomik bilgi birikiminde biitiin bilgilerin ve sonuglarinin tarti-
silmasi sliphesiz ¢ok daha hacimli olacaktir. Dolayisiyla burada bir genomdan elde edi-
len bilgiler genis bir sekilde sunulamayacaktir. insan genomundan elde edilen bilgiler
verilecektir. Daha ayrintili bilgilere boliimiin sonunda verilmis ag (web) kaynaklarindan
ulasilabilir.

insan genomu 3 x 109 bp biiyiikliigiindedir ve yaklasik %45’ tekrar dizileri olup
bunlar transposibil elementlerin kalintilaridirlar. Yapilan analizler, bu dizilerin ilkel
transposibil elementlerden (6zellikle retrotranspozonlardan) koken aldiklarini, zamanla
mutasyonlarin birikmesine bagh olarak hareket yeteneklerini kaybettiklerini goster-
mektedir. Insan genomunu olusturan 24 kromozomun biiyiikliikleri ve tasidiklar1 gen
sayilar1 Tablo 9.1'de verilmistir. Sekil 9.3’de 18. kromozomu ve tasidig1 bazi genetik bo-
zukluklara neden olan mutant genler gosterilmektedir.

Genomun c¢ok kiiciik bir parcasi protein kodlayan genlerden yani eksonlardan
meydana gelmistir. Bu oran yaklasik %3’tiir. Eksonlar kiiciik diziler (~150 bp) seklinde,
biiytik diziler (1000 bp->100 000 bp) seklinde bulunan intronlar arasinda yer alir.
Transkriptler ortalama 10 eksondan olusur, ancak ¢ok daha fazla sayida ekson iceren
gen bolgeleri de vardir. Gen sayisinin 20 bin ile 25 bin arasinda oldugunu son yapilan
biyoinformatik analizleri géstermektedir. insanda yaklasik 25 000 gen varken bir nema-
tod solucanda 18 bin, Drosophila’da 13 bin, Saccharomyces’de 6 bin ve verem etkeni My-
cobacterium bakterisinde 4 bin gen vardir. Kompleksligi ile oranlandiginda insandaki
gen sayisinin az oldugu goriilmektedir. Ancak belli bir gen bolgesinin farkh sekilde
splayslanmasiyla (farkli pozisyonlarin intron olarak algilanmasiyla, alternatif splaysla-
ma) belli bir gen bélgesinden farkli 6zelliklerde proteinlerin sentezlenmesi mimkiin
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olabilmektedir. Yapilan en son cDNA analizleri, protein kodlayan genlerin % 60'1nin iki
veya daha fazla splays varyantinin oldugunu géstermektedir. Dolayisiyla, insan genomu,
sahip oldugu protein kodlayan gen sayisinin ii¢ kati kadar protein kodlama kapasitesine
sahiptir.

Tablo 9.1: Kromozomlarin tasidig1 gen sayilar1 [Wellcome News Supplement Q1:13-23
(2001)] ve baz cifti olarak biiyiikliikleri [Nature 409:860-921 (2001)].

‘ Kromozom Gen Sayis1 Baz Cifti } Kromozom " Gen Sayisi ‘ Baz Cifti
Kromozom 1 2968 279x106 | Kromozom 13 748 118 x 106
Kromozom 2 2288 251x106 | Kromozom 14 1098 107 x 106
Kromozom 3 2032 221x106 | Kromozom 15 1122 100 x 106
Kromozom 4 1297 197 x 106 Kromozom 16 1098 104 x 106
Kromozom 5 1643 198x 106 Kromozom 17 1576 88x 106
Kromozom 6 1963 176 x 106 | Kromozom 18 766 86x106
Kromozom 7 1443 163x 106 Kromozom 19 1454 72x106
Kromozom 8 1127 148 x 106 Kromozom 20 927 66 x 106
Kromozom 9 1299 140x 106 Kromozom 21 303 45x106
Kromozom 10 1440 143 x 106 Kromozom 22 288 48 x 106
Kromozom 11 2093 148x 106 Kromozom X 1184 163x106
Kromozom 12 1652 142 x 106 Kromozom Y 231 51x106

76 Milyon baz cifti

Parkinson disease, susceptibility to
Glucocorticoid deficiency
Schizophrenia

#E, autosomal dominant

prder of Streeten
5 integration site
a-binding protein
europathy, familial

Niemann-Pick disease, types C1 and D
Epidermolysis bullosa

Synovial sarcoma

Keratosis palmoplantaris striata

yloidosis, senile systemic Cholestasis
Carpal tunnel syndrome, familial Osteosarcoma
Pemphigus vulgaris antigen Cone dystrophy
Diabetes mellitus, insulin-dependent Carnosinemia
Pancreatic cancer Protoporphyria, erythropoietic

Polyposis, juvenile intestinal
Leukemia/lymphoma, B-cell

Colorectal cancer

Lymphoma/leukemia, B-cell, variant
Combined factor V and VIl deficiency
Tumor necrosis factor receptor superfamily

Squamous cell carcinoma
Osteolysis, familial expansile
Obesity, autosomal dominant
Paget disease of bone
Methemoglobinemia

Sekil 9.3: Insan 18. kromozomundaki bazi genetik bozukluklara neden olan genler ve
pozisyonlar. (https://public.ornl.gov/site/gallery/originals/Chrom18.jpg web kayna-
gindan alinmistir. 12.02.2012).

Proteinler yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerine gore familyalar seklinde gruplan-
dirilabilir. Benzer familyalara ait protein sayisi, genomlar belirlenmis diger omurgasiz-
larla karsilastirildiginda insanlarda daha fazladir. Yine proteinler farkli veya koordine
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gorevler yapan modiiler domain denilen alt yapilara sahiptirler. insan proteinleriyle di-
ger organizmalara ait proteinler karsilastirildiginda, insan proteinlerinin daha fazla mo-
diler domainlerden olustugu goriilmektedir. Proteinlerin yapisal benzerliklerinden fay-
dalanarak fonksiyonlarinin belirlenmesine yonelik ¢alismalar devam etmektedir. Fonk-
siyonel yapilarin nisbi olarak karsilastirilabilmesi miimkiinse de bu giin i¢in birincil
amino asit dizilerinin karsilastirilarak fonksiyonlarin belirlenmesi ¢alismalarinda kat
edilmesi gereken 6nemli bir yol vardir. Biitiin protein familyalarinin ii¢ boyutlu yapilari-
nin ayrintilarini arastiran alan yapisal genomik olarak adlandirilir.

Genetikeciler, yaklasik son 50 yildir gen triinlerinin ekspresyonu ve etkilesimleri
lizerine ¢alismaktadir. Fakat bu ¢alismalar bir defasinda bir veya bir kag¢ gen ile ytiri-
tiilmekte idi. Genomik sayesinde bugiin bir veya birka¢ genin degil, bir organizmaya ait
bir ¢ok genin veya tamaminin ekspresyon ve etkilesimlerini bir anda incelemek miim-
kiin olmustur. Gen iriinlerinin ekspresyonu ve etkilesimini arastirmak i¢in uygulanan
bu kiiresel (biitiin olarak hiicreyi kapsayan) calismalar fonksiyonel genomik olarak
adlandirilmaktadir. Fonksiyonel genomik arastirmalarla ilgili diger baz1 kavramlar da
vardir. Bunlar kisaca tanimlanmistir:

Transkriptom: Transkriptlerin dizilerini ve ekspresyon sekillerini (nerede, ne

zaman, ne kadar ekspresyonu yapilacak?) ifade eder.

Proteom: Proteinlerin dizilerini ve ekspresyon sekillerini (nerede, ne zaman, ne

kadar ekspresyonu yapilacak?) ifade eder.

interaktom: Protein ve DNA segmentleri arasindaki, proteinlerle RNA segment-

leri ve proteinlerle proteinler arasindaki biitiin fiziksel etkilesikleri ifade eder.

Fenom: Genomdaki her bir genin etkilesimi ile olusturulmus biitiin fenotiplerin

tanimlanmasi ¢alismalaridir.

Transkriptom ve interaktomlar mikrosira (microarray) denilen bir teknikle belir-
lenir. Bu teknikte miimkiin olan biitiin genlerin belli bolgeleri olan oligontikleotitler bir
mikroyonga (mikrogip) lizerine tuturulur, boylece bir DNA mikroyonga elde edilir. Son-
ra hedef hiicrelerden elde edilmis biitiin RNA molekiillerini iceren karisim bu mikroyon-
gaya eklenir. RNA molekiillerinin hangi oligontkleotitlerle hibritlestigi bilgisayar ortam-
larda belirlenip analiz edilir. DNA molekillerinin prob olarak kullanildig1 bu teknik DNA
mikrosira (mikroarray) olarak adlandirilir. Ayrica yeni nesil dizileme teknikleri belli
bir anda bir veya bir grup hiicrede mevcut mRNA molekiillerinin dizilerinin yapilmasini
mumkiin kilmaktadir. Bu teknikle buitiin farkli mRNA molekiilllerinin sayilari1 da dogru-
dan belirlenebilmektedir.

Biyolojik sistemlerin isleyisini, genomik verileri bilgisayar yazilimlariyla ve ma-
tematiksel yaklasimlarla modelleyerek bir biitiin olarak inceleyen alan ise sistemler
biyolojisi olarak adlandirilir.

Bu ozetlerin 6tesinde, insan genom projesinin ve diger organizmalarin genom
projelerinin tarihi gelisimi, hedefleri, sonuclar1 ve toplumsal etkileri hakkinda daha ay-
rintili bilgilere asagidaki kaynaklardan ve burada s6zii edilmeyen diger bir ¢ok kaynak-
tan ulasilabilir.

insan genom projesi giincel bilgiler icin http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/ ag kay-
nagindan ve diger ag kaynaklarindan ayrintili bilgiye ulasilabilir.
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10 DINAMIK GENOM: TRANSPOSIBIL ELEMENTLER

1930’larda genlerin kromozomlarin belli lokuslarinda sabitlenmis oldugu goriisiine uy-
mayan o zamanin genetik ¢evrelerini rahatsiz edici sonuglar gézlenmeye baslanmisti.
Gozlemler bazi genetik elementlerin bir lokasyondan digerine bir sekilde hareket ede-
bildigini gostermekteydi. Bu giin bu tip hareketli genetik elementlerin dogada oldukca
yaygin oldugunu biliyoruz. Bu giline kadar, bu genetik elementler i¢in ¢ok renkli isimler
kullanilmistir: Denetleyici elementler, sicrayan genler, hareketli genetik elementler ve
transpozonlar. Biitlin bu tipleri ifade etmek iizere transposibil elementler ve transpo-
zon terimleri tercih edilmistir.

DNA dizileme arastirmalarinin sonuglari transposibil elementlerin ¢ok yaygin ol-
dugunu gdstermistir. insan genomunun yaklasik yarisim olustururlar (%45). Buna rag-
men fonksiyonlar1 hakkinda kesinlesmis bilgilerimiz yoktur.

OKkaryotik transposibil elementler iki grupta incelenirler, sinif 1 ve sinif 2 ele-
mentleri (Sekil 10.1). Sinif 1 elementleri RNA elementleri olarak da isimlendirilir. Bu
elementler bulunduklar1 lokusta RNA’ya donitstiiriilirler. Sonra bu RNA molekiilleri
hiicre sitoplazmasinda tekrar DNA’'ya doniistiiriilerek genomda yeni bir bolgeye integre
olurlar. Sinif 1 elementleri retroelementler olarak da adlandirilirlar; genomlar iginde
oldukga fazla sayida temsil edilirler. Sayilarinin fazla olma nedeni sabit bir lokusta bulu-
nan elementin cok fazla sayida RNA kopyasinin olusturulmasidir. Kendileri hareket et-
mezler kopyalar1 hareketlidir. Sinif 2 elementleri bir yerden digerine bir DNA molekiili
olarak yer degistirdiginden DNA elementleri olarak isimlendirilir. Bir verici bélgeden
ayrilirlar ve yeni bir bolgeye integre olurlar. Verici bolgede eger bir genin icinde yerlesik
idiyseler ayrilmalar sonrasinda o genin yabani tip forma déniisii saglanmus olur. ilk kes-
fedilen transposibil element, misir tanelerinde pigment tiretiminden sorumlu bir gen
icine yerlesik, bir sinf 2 DNA elementidir.

10.1 Misirda Ds Elementleri

1940’larda Barbara McClintock misir tanelerindeki pigmentasyon desenlerinin genetik
esasl lizerinde calisirken ilk defa transposibil elementleri tanimlamistir. Baslangigta bu
giinkii agiklikta bir tanimlama yapilamamissa da ilk defa bu arastirmayla yeni bir gene-
tik element grubunun varhg ortaya atilmigtir. iki genetik faktoriin 9. kromozomun (mi-
sirin kromozom sayis1 10’dur) kirilmasindan sorumlu oldugunu buldu. Ds elementi (dis-
sosiation) kirllma bélgesinde yer alir. ikinci bir baglantisiz element kromozomun Ds
bolgesinden kirilmasini uyarmaktadir. Bu element de Ac (Activator) olarak adlandiril-
mistir. McClintock bu iki elementin hareketli oldugunu diisiinmiis ve yaptig1 denemeler-
de bunu gostermistir (Sekil 10.2).
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Sekil 10.1: Okaryotlarda gériilen sinif 1 ve sinif 2 transposibil elementleri ve yer degis-
tirme tarzlaru.

9. kromozomda yabani tip bir € geni misir tanelerinin pigmentlenmesine neden
olur (mor renk). Eger bu gen icine bir Ds elementi yerlesirse gen mutasyona ugrar [c-
m(Ds)] ve taneler renksiz (pigmentsiz, sar1) olur. Ac elementi olmaksizin Ds elementi
hareket edemez. Eger c-m(Ds) bir sus Ac elementine sahipse benekli tanelere sahiptir.
Ciinkii tanenin (tohum!) gelisimi sirasinda bazi hiicrelerden Ac yardimiyla Ds elementi C
geninden ayrilmistir (eksisyon, transpozisyon), boylece C geninin fonksiyonu normale
doner. (Tohumun biitiin hiicrelerinde degil, bazi hiicrelerinde!). Diger bazi benekli sus-
larda C genine Ac elementi integre olmus durumdadir [c-m(Ac)]. Bu suslarda Ac elementi
kendikendine hareket edebildigi icin bazi hiicrelerde C geni normal fonksiyonuna déner
ve benekler olusur. Ds elementi gibi elementler, Ac elementi gibi kendi hareketini yone-
ten genetik bilgiye sahip bir element olmadan yer degistiremediklerinden dolay1 oto-
nom olmayan elementler olarak isimlendirilirler. Ac elementi gibi, genom i¢indeki ha-
reketlerini yonetecek genetik bilgiye sahip elementlere otonom elementler denir.

Bu ve benzeri transposibil elementler sadece misirda degil 6karyotik ve prokar-
yotik bir ¢cok organizmada tespit edilmistir. Barbara McClintock transposibil elementle-
rin molekiiler seviyede tam olarak tanimlanmasindan sonra ilk ¢alismasindan kirk yil
sonra 1983 yilinda bu ¢alismasi icin Nobel 6diiliine layik gorilmisttr.
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Sekil 10.2: Misir tanelerinde pigment dagilimina transposibil elementlerin etkisi.

10.2 Prokaryotlarda Transposibil Elementler

Transposibil genetik elementlerin molekiiler 6zellikleri ilk defa bakterilerde anlasilmis-
tir. Insersiyon dizileri veya insersiyon dizi (IS) elementleri bir kromzom iizerinde
farkl pozisyonlara, veya farkli kromozomlara hareket edebilen (yer degistirebilen) bak-
teriyel DNA segmentleridir. IS elementi bir gen icinde yer alirsa kodlayic diziyi bozar ve
o genin ekspresyonu gerceklesmez. Bliytkliiklerinin ve baz1 durumlarda transkripsiyon
ve translasyon durdurma sinyallerine sahip olmalarinin bir sonucu olarak, bir operonda
bulundugu noktadan asagida (downstream) bulunan yapisal genlerin de ekspresyonunu
durdurur. IS elementleri ilk defa Escherichia coli gal operonunda belirlenmistir.

IIk IS elementi E. coli gal operonundan belirlenmis ve IS1 adi verilmistir. 800 bp
uzunlugundadir. ikinci bir element IS2 olarak isimlendirildi ve 1350 bp uzunlugundaydi.
IS elementleri DNA dizileri bakimindan farkli ise de bir¢ok ortak 6zellikleri vardir: Bu
elementler transpozas denilen bir protein kodlar. Bu protein elementin kromozom iize-
rinde bir noktadan digerine hareketi i¢in gerekli bir enzimdir. Ayrica IS elementleri ha-
reket icin gerekli olan “kisa ters donmiis tekrar dizileri” ile baslar ve ayni dizilerle biter.

E. coli genomu IS elementi bakimindan zengindir: IS1’in sekiz, IS2’nin bes kopya-
s tasir. Iyi tammlanmamis diger IS tiplerinin de kopyalar1 genomda mevcuttur. Ayni
tip IS elementleri 6zdes diziler olduklar: i¢in krosing over bolgeleri olarak is gortrler.
Sozgelmi F plazmitleri ile E. coli kromozomu Hfr olusturmak iizere her ikisi lizerinde
bulunan ayni IS elementleri arasinda meydana gelen tek krosing over ile birlesirler (Se-
kil 10.3).

10.2.1 Prokaryotik transpozonlar

R faktorleri, antibiyotik direncini kodlayan cok sayida genleri tasiyan plazmitlerdir. Bu
R faktorleri F faktorleri gibi konjugasyon ile hizla transfer edilirler. R faktorlerinin bak-
terilerde cok farkh tip genleri tasidig: bilinmektedir. Bu plazmitler tarafindan bu genler
nasll elde edilir ve hiicreden hiicreye nasil taginirlar?
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Sekil: 10.3: F faktor plazmitlerinde IS elementlerininin dagilimi. IS2, IS3 ve Tn1000 nisbi
harita uzakliklarina gore yerlestirilmistir. Ok, F DNA’sinin orijini ve konjugal transfer
yoniini gostermektedir.

Direng¢ genleri transpozon (Tn) denilen hareketli genetik elementler tizerinde
bulunurlar. Birlesik transpozonlar her iki ucunda ters yonde yerlesik olan IS element-
lerinin arasinda kalan bélgede farkl tip genler tasirlar (Sekil 10.4a). Bu IS elementlerin-
den herhangi biri tarafindan kodlanan transpozas transpozonun tamaminin hareketi
icin yeterlidir. Birlesik transpozonlara Tn10 bir 6rnek olarak verilebilir. Tn10 tetrasikli-
ne direng saglayan bir geni ve her iki ucta ters yonde iki IS10 elementini tasir. Basit
transpozonlar her iki ucta da IR (ters donmiis tekrar) dizilerine sahiptir (<50 bp). IS
dizilerinin aksine uclardaki bu IR dizileri transpozas kodlamazlar ve kendikendilerine
hareketli degillerdir. Bunun yerine basit transpozonlar uglarda degil i¢ kisimlarda diger
genlerin yaninda kendi transpozasini sentezleyen bir gene de sahiptir. Basit transpozon-
lara 6rnek Tn3’tiir (Sekil 10.4b).

Transpozonlar, IS elementlerinden daha uzundurlar (birka¢ kb). Fazladan pro-
tein-kodlayan genler tasirlar. IS elementleri ve transpozonlar prokaryotik genetik ele-
mentler olarak tanimlandiysa bile bunlar, 6karyotlarinkiler de dahil olmak tizere bir cok
hareketli genetik elementin 6zelliklerini tagirlar. Bir transpozon bir plazmitten bir bak-
teri kromozomuna veya bir plazmitten diger plazmite sicrayabilir. Bu yer degistirmeler
sirasinda ¢oklu diren¢ plazmitleri olusturulur (Sekil 10.5).
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Sekil: 10.4: Birlesik ve basit transpozonlarin yapisal 6zellikleri. a) Birlesik transpozon
Tn10, b) basit transpozon Tn3.

76



I"_‘___---Tﬂf) ™ . :‘. Tna i
1550, ol 2 SEL P
; e | SR '/y '
== - "/S]
— ’

Direngbelirleyici segment ——

Sekil 10.5: Basit ve birlesik transpozon-direng¢ genlerini tasiyan bir plazmitin sematik
haritasu.

Transpozonlar iki farkli mekanizmadan biri ile yer degistirir. Bu yer degistirme
olayina transpozisyon denir. Bu mekanizmalardan biri replikatif transpozisyondur.
Burada element replikasyonla bir kopyasini olusturur, bu kopya yeni bir bolgeye integre
olurken orijinal kopya yerinde kalir. Diger bir mekanizma konservatif transpozisyon-
dur. Bu durumda element bulundugu bélgeden kopar ve yeni bir bolgeye baglanir.

10.3 Okaryotlarda Transposibil Elementler

Okaryotik transposibil elementler yapisal ve hareket sekillerine gore iki sinifa ayrilirlar:
Sinif 1 retrotranspozonlar ve sinif 2 DNA transpozonlari.

10.3.1 Retrotranspozonlar

Mayalarda HIS4, histidin metabolizmasinda gérev alan enzimleri kodlayan bir gen bol-
gesidir. 1500 civarindaki maya HIS4 mutanti arasindan ikisinin kararsiz mutantlar ol-
duklar ve His’den His*'ya donilisebilmekte olduklar1 belirlenmistir. Bu mutantlar ince-
lendiginde HIS4 geni icinde buyiik bir DNA segmentinin bulundugu belirlenmistir. Yapi-
lan incelemelerde bu DNA bélgesinin prokaryotik IS elementleri veya transpozonlara
degil maya genomunda 35 kopya seklinde bulunan Ty elementlerine benzerlik gosterdi-
gi ortaya cikmistir. Yapilan molekiler seviyedeki arastirmalar bu DNA segmentinin bir
hayvansal RNA viriisi olan retroviriislere benzedigini gostermistir.

Retrovirtisler tek zincirli bir RNA genomu tasiyan, hayvan hiicrelerini enfekte
eden virislerdir. RNA molekiili hiicreye girdiginde viriisler ters transkriptaz (revers
transkriptaz) enzimi ile bir arac c¢ift zincirli komplementer DNA’ya (cDNA) dontstiiri-
liir. Bu DNA konak genomuna integre olur. Konak genomuna integre olmus, retroviriisiin
RNA’sinin komplemeteri olan bu DNA molekiiliine proviriis denir. Proviriisten transk-
ripsiyonla tek zincirli viral RNA genomu ve viral proteinler sentezlenir, yeni viriis par¢a-
ciklar1 monte edilir ve serbest birakilir. Bu grup virtslerden bazilar1 enfeksiyonu takiben
kanserlesmeye de neden olmaktadir.
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Sekil 10.6'da, HIS4 mutantlarindan izole edilmis TyI elementinin, retrovirisler ve
diger okaryotik retrotranspozonlarla yapisal benzerlikleri ve gen icerikleri goriilmekte-
dir. Her ikisi de uzun ug tekrarlariyla (LTR) sonlanir. LTR’ler birkag yiliz baz ¢ifti uzunlu-
gundadir. Retrovirtsler ve 6karyotik retrotranspozonlarin her ikisi de ortak iki gen ice-
rir: gag ve pol. Retrovirusler en azindan(!) li¢ protein kodlarlar: gag, pol ve env genleri-
nin Urinleri. Bunlardan gag gen tiriinii RNA genomunun sentezlenmesini yiiriitiir, pol
gen lruni ters transkriptazi kodlar, env geni ise viriisii cevreleyen yapisal bir proteini
kodlar. Env proteini, viriisiin diger hiicreleri enfekte etmek iizere icinde bulundugu hiic-
reden ayrilmasi icin gereklidir. Ilging bir sekilde Ty1 elementi sadece gag ve pol genleri-
ni icerir. Bu elementler RNA transkriptlerine doéniistiriilebilir (gag), bu transkript
cDNA’ya doénistiirtilebilir (pol) fakat hiicreden ¢cikamaz (env gerekli). Hiicreden ayrilma
yerine bu cDNA ayni hiicrenin genomuna integre olur. Iste, araci bir RNA iizerinden ge-
nom icinde hareket etmek icin gerekli ters transkriptaz aktivitesine sahip transposibil
elementler retrotranspozonlar olarak adlandirilir. Ayrica sinif 1 transposibil element-
ler olarak da adlandirilirlar. Ty1 gibi uclarinda uzun ug tekrarlar: tasiyan retrotranspo-
zonlar LTR-retrotranspozonlar olarak adlandirilir.

"
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Sekil10.6: Okaryotlarda bulunan baz retrotranspozonlarla bir retroviriisiin yapisal kar-
silastirmasi.
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Drosohpila’da copia-benzeri elementler de retrotanspozonlardir. Genoma 10-
100 pozisyondan integre olabilmektedirler. Drosophila’da kayis1 goz rengi (w?), yabani
tip w* genine bir copia-benzeri elementin integrasyonu ile olusur.

10.3.2 DNA Transpozonlari

Okaryotlarda belirlenen bazi hareketli elementler bakterilerdekine benzer bir meka-
nizmayla yer degistirirler. IS elementleri ve transpozonlar genom icinde yeni pozisyon-
lara ya kendileri hareket ederler ya da bir kopyalari. Bu sekilde yer degistiren element-
ler sinif 2 elementleri yada DNA transpozonlar olarak isimlendirilir. Barbara McClin-
tock tarafindan misirda kesfedilen ilk transposibil elementin, bu giin DNA transpozonla-
r1 oldugunu biliyoruz. Fakat ilk defa molekiiler karakterizasyonu yapilan DNA transpo-
zonu Drosophila’nin hiicre sitoplazmasinda yerlesik olan P elementidir.

Drosophila melanogaster’in laboratuvar suslari ile dogal suslar1 arasinda gergek-
lestirilen ¢aprazlamalarda hibrit disgenez denilen bir olay ortaya ¢cikmaktadir. M sitoti-
pi (laboratuar susu) disileriyle P sitotipi (dogal sus) erkekleri caprazlandiginda
(YM x P3) yeni nesillerde ¢ok farkli tip mutant fenotipler ortaya ¢cikmaktadir. Fakat ters
yonlii caprazlamada ayn sonug ortaya ¢ikmamistir (M x PQ). Yapilan molekiiler sevi-
yedeki arastirmalarda hibrit disgeneze, P elementlerinin bazi genlere integre olmasiyla
meydana gelen mutasyonlarin neden oldugu belirlenmistir. Bu P elementlerinin dogal
populasyonlarda her bir genomda 30-40 kopya seklinde bulundugu ancak laboratuar
suslarinda bulunmadigi belirlenmistir. P elementleri 0.5-2.9 kb araliginda farkl biiyiik-
liiklere sahip DNA elementleridir. Bu buytikliik farkinin nedeni elementin orta kisminda
bulunan bélgelerin silinmesinden kaynaklanir. Biitiin bir P elementi bakteriyel transpo-
zonlara benzer: Ug¢larda kisa (31 bp) ters donmiis tekrarlar vardir ve bir tranzpozas pro-
teini kodlarlar. Bu 6karyotik elementlerin ilave bir 6zelligi li¢ intron ve dort ekson icer-
mesidir (Sekil 10.7).
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Sekil 10.7: P elementinin yapisi. 2.9 kb ti¢ intron tasiyan bir gen ve her iki ucta 31 bp ters
doénmiis diziler vardir.

?M x P& ¢aprazlamasindan olusan yeni nesillerde hibrit disgenez nasil meydana
gelir? P elementleri, transpozas yaninda transpozisyonu engelleyen bir de baskilayici
protein kodlarlar. Dolayisiyla P suslarinda baskilayici protein varligindan dolay: siklikla
transpozisyon gerceklesmez. M suslarinda ise ne bir P elementi ve dolayisiyla ne de bir
baskilayic1 protein kodlanir. Bu tip bir ¢aprazlamada, F1 bireyleri, sitoplazmalarini an-
nelerinden aldigindan baskilayici proteinleri yoktur. Babalarindan aldiklar1 P elementle-

79



ri bu nedenle daha siklikla yeni genom bolgelerine hareket ederler ve farkli sayida geni
mutasyona ugratirlar. Sonucta hibrit disgenez olusur. 3M x PQ caprazlamasinda zigotun
sitoplazmasinda hem P elementi hem de baskilayic1 protein vardir. P elementi siklikla
yer degistiremez ve hibrit disgenez meydana gelmez.

P elementi laboratuar suslarinda nicin yoktur? Bu sorunun cevabiyla ilgili soyle
bir spekiilasyon yapilmaktadir: Morgan ve 6grencileri Drosophila melanogaster labora-
tuar susunu izole ettiginde bu organizmanin genomunda P elementi yoktu. Daha sonra
dogal populasyonlarda bu element bir sekilde yayginlasti.

Misir Ac ve Ds elementleri de DNA transpozonlardir. Bu elementlerin u¢ kisimla-
rinda terminal (ug) ters donmiis tekrarlar1 vardir. Otonom olmayan Ds elementi bir
transpozas kodlamaz, dolayisiyla otonom olarak yer degistiremez. Ac elementi ise ayni
zamanda bir transpozas kodlar, otonom olarak yer degistirebilir. Genomda bir Ac varken
bu genomda yer alan Ds elementlerinin de hareketini saglayacak transpozas iiretilir,
boylece Ds elementi de yer degistirir.

Transpozaslar, farkli DNA transpozon aileleri i¢in 6zgtldurler. Farkh ailelere ait
transpozaslar sadece kendi ailesinden elementlerin hareketini saglayabilir. Bunun ne-
deni her ailenin ug tekrar dizilerinin diger ailelerinkinden farkl olmasidir.

Mantarlar gibi baz1 organizmalar DNA transpozonlarina sahip olmasalar da bir-
cok bitki ve hayvan tiirtinde P ve Ac elemenlerine benzer DNA transpozonlari izole edil-
mistir. Sozgelimi aslanagzi bitkisinde petallerin beneklenmesine neden olan Tam3 ele-
menti gibi.

10.4 Dinamik Genom: Beklentinin Uzerinde Transposibil Element

Transposibil elementler molekiiler seviyede karakterize edildikten sonra, bu elementle-
rin, genomda en az birka¢ veya birkag yiiz kopyasinin bulundugu belirlenmistir. Aktif
olmayan elementlerin kalintilar1 da genomlarda belirlenmektedir. Aktif olanlar genomda
belli siklikla yer degistirerek duragan bir genom yerine dinamik bir genom olusturmak-
tadir.

Bir organizmanin DNA icerigi (haploit genom DNA icerigi) C-degeri olarak bilinir.
C degerinin buyiikligiiniin organizmanin kompleksligi ile dogru orantili olmadig1 uzun
zamandir bilinmektedir. Bu olaya C degeri agmazi1 denmektedir. S6zgelimi semenderle-
rin genomlar: insan genomundan 20 kat daha biyiiktiir. Yine arpa bitkisinin genomu,
yakin akrabasi olan piring bitkisininkinden 10 kat daha biiyiiktiir. C degeri agmazinin
nedeni nedir? Yapilan c¢alismalar sonucunda, organizmalarin genomlarinda binlerce,
hatta ytliz binlerce defa tekrarlayan dizilerin var oldugu ve bunlarin 6karyotik genomla-
rin biiyik bir kismini olusturdugu anlasilmistir. Cok sayidaki organizmaya ait genom
projelerinin sonuclari, farkl tip tekrarlayan dizilerin var oldugunu géstermistir. Bu dizi-
lerden bazilar1 DNA transpozonlarina ve retrotranspozonlara benzerdir ve 6zellikle bit-
kilerde ve boceklerde mutasyonlara neden olmaktadir. C degeri artisina bu tekrarlar
neden olmaktadir.

insan genomunun hemen hemen yarisi transposibil elementlerin tiirevleridir. Bu
elemetlerin ¢ok bliyiik bir kismi iki tip retrotranspozonlardan meydana gelir: Uzun ay-
rilmis cekirdek elementleri (LINE) ve kisa ayrilmis ¢cekirdek elementleri (SINE). LINE’ler
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kendilerinin kodladig ters transkriptaz enzimi yardimiyla hareket edebilirler, fakat LTR
gibi baz1 retroviriis yapilarina sahip degildirler. SINE dizileri otonom olmayan LINE'ler
olarak tanmimlanabilirler. Clinkii LINE’lere yapisal olarak benzerler ancak kendi ters
transkriptazlarini sentezleyemezler. Muhtemelen ayni1 genomda yer alan LINE'ler tara-

findan kodlanan ters transkriptaz yardimiyla hareket edebilirler (Sekil 10.8).

. et ot Kopya Genomdaki
Element Transpozisyon | Yapi Biiyiikliik
sayisl Oran
ORF1 ORFZ (pol) 20 000-

, pol) i o

LINE’ler Otonom 1-5kb 40 000 %21
100-300 1500

) . 0,
SINE’ler Otonom degil AAA bp 000 %13
DNA T Otonom «  franspozas - 2-3 kb

ranspo-
P 300 000 %3
zonlarl . — - 80-3000
Otonom degil _ bp

Sekil 10.8: Insan genomunda belirlenmis genel transposibil element siniflari.

insan genomundaki en bol SINE Alu olarak adlandirilir. Bu isimlendirmenin ne-
deni, dizinin Alul restriksiyon endoniikleazinin tanima bélgesini tasimalaridir. Insan
genomu, genler arasinda veya intronlar icine dagilmis bir milyonun lizerinde tam veya
kismi Alu dizisi (SINE) tasir. Bu Alu dizileri insan genomunun % 10’undan fazlasini olus-
turur. Bu diziler bazi hiicresel komplekslerin yapisina katilan 7SL RNA ile benzerlik gos-
terir. Muhtemelen bu RNA'nin ters transkripsiyonu sonucu olusmuslardir. insan geno-
mu, sahip oldugu protein kodlayan biitiin gen bolgelerinin biiytikliigiiniin 20 kat1 kadar
transposibil element tiirevi tasimaktadir.

Hayvan ve bitkiler, genomlarindaki bu kadar ¢ok sayida DNA insersiyonlar1 ve
hareketli elementlerle nasil basa ¢ikabiliyorlar? Fonksiyonel gen bolgelerindeki hareket-
li elementlerin intronlar icinde oldugunu biliyoruz. Intronlar olgun mRNA olusurken
uzaklastirildigindan, protein yapisini olumsuz etkilemez. Eger bir hareketli element bir
ekson icine integre olursa, ilgili genin esasi bir gen olup olmamasina bagh olarak ilgili
bireyler negatif se¢cim sonucu yok olurlar ve populasyondan (gen havuzundan) uzaklas-
tirilirlar. Buna ragmen insan ve diger organizma genomlarinda bulunan ¢ok sayida ha-
reketli element inaktiftir ve kopya sayisin1 artiramaz. Diger bazilar1 hala hareket ede-
bilme yetenegindedir, fakat bunlar konak diizenleyici mekanizmalari tarafindan inak-
tive edilirler, susturulurlar. Yine de az sayida hareketli element konak diizenleyici siste-
minden kacarak mutasyonlara neden olabilmektedir. U¢ farkl LINE, faktér VIII genine
(kan pihtilasmasi!) integre olarak hemofili A’'ya neden olmaktadir. En az 11 farkh Alu
integrasyonu farkli tip insan genetik hastaliklarinin olusumuna neden olmaktadir. Bun-
lardan bazilar1 sunlardir: Hemofili B (faktor IX genine), nérofibromatoz (NF1 genine) ve
meme kanseri (BRCAZ genine).
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10.5 Genomik Savas Alani

Transposibil elementlerin bitkiler ve hayvanlarda ¢ok farkl tip mutasyonlara neden ol-
dugunu gordiik. Oyleyse konak diizenlenmesinin yenilerek, sesiz elementlerin yeniden
aktive oldugu bazi zamanlarin olmasi gerekir. Obiir taraftan bakildiginda eger konak
diizenlenmesi tam olarak basarili olsalardi, transposibil elementler varlhiklarimi daha
fazla siirdiiremezlerdi; susturulurlar, hareket edemezler ve tedrici olarak tamamen ta-
ninmaz dizilere doniisiirlerdi. Gergekte transposibil elementlerin ¢ogalma egilimi ile
konagin susturma ve yok etme ¢abalar1 arasinda stirekli bir miicadelenin strduigi anla-
silmaktadir.

Bu baglamda, bazilarimiz, genomumuzun hemen hemen yarisinin transposibil
elementlerden meydana gelmesinden kaygi duyabiliriz. Gercekte boyle bir kaygiya gerek
yoktur. insan ve diger biitiin organizmalar transposibil elementleriyle bir arada varlikla-
rin1 siirdiirmiisler, her ikisinin birlikte hayatta kalabilecegi bazi mekanizmalar gelistir-
mislerdir. Transposibil elementleriyle birlikte-varolma mekanizmalar1 gelistiremeyen
organizmalar biiyiik olasilikla yok olmuslardir.
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11 HUCRE SAYISININ GENETIK DUZENLENMESI: NORMAL VE KANSER
HUCRELER

Somatik hiicre sayisinin diizenlenmesi, olaganiistii bir homeostasis 6rnegidir. Cok kar-
masik mekanimalar, bir organizmanin fizyolojisini normal sinirlar icinde tutmaktadir.
Belli tipteki bir hiicre sayis1 gerekli olan sinir1 asarsa bu tip hiicrelerin ¢cogalmasi durdu-
rulur, fazla hiicreler o6lur. Belli tip hiicrelerin sayisi olmasi gereken sinirin altinda ise
hiicre ¢ogalmasi uyarilir, hiicre 61iimii durdurulur. Dolayisiyla hiicre ¢cogalmasi ve hiicre
o0limi normal sartlarda dikkatli bir sekilde dengelenir. Bu siirecleri idare eden meka-
nizmalardaki mutasyonlar sonucu bu homeostatik mekanizmalar kontrol disina ¢ikarsa
ne olur? Insanlarin da dahil oldugu bir ¢ok organizmada sonu¢ yikicidir: Ayni1 somatik
hiicre igcinde mutasyonlarin birikmesiyle hiicre ¢ogalmasinin hizlanmasi ve hiicre 6lu-
miiniin engellenmesi kanserin altinda yatan nedendir. Bu béliimde timor olusumu ve
kansere neden olan yanlis gen dlizenlenmelerinin altinda yatan genetik nedenler incele-
necektir.

Hiicre sayisinin kontrolii hiicre ¢ogalmasini ve hiicre 6limiini kontrol eden me-
kanizmalar arasindaki gidis-gelislerle saglanir. Hiicre ¢ogalmasi mitotik dongii ile kont-
rol edilirken hiicre 6limi programlanmis hiicre 6liimii veya apoptosis denilen meka-
nizmalarla kontrol edilir (Sekil 11.1). Her iki mekanizmada da sirali (pespese gercekle-
sen) biyokimyasal olaylar meydana gelir. Bu siradaki bir olayin meydana gelebilmesi, bir
onceki olayin tamamlanmis olmasina baghdir. Hiicre dongiisiinde bir giivenlik meka-
nizmasi bir olay1 kendisinden 6nceki olayin tamamlanmasina kadar bekletir ve dolay:-
siyla bu siire icinde dongiiniin ilerlemesini durdurur. Benzer sekilde yasam kalim fak-
torleri (survival faktorleri) 6lim metabolizmasinin ilerlemesini engeller. Cok hiicreli
hayvanlarda karar verici siireglere topyekiin bir katilim vardir. Bu katiim farkh sinyal
iletim yollariyla hiicreye ve ilgili mekanizmaya iletilir. Bu sinyaller mevcut hiicrenin
kendi i¢ cevresinden gelebilir veya hiicrenin disindan gelebilir. Cok hiicreli bir organiz-
manin belli bir hiicresi kararlar1 tek basina degil cevreden gelen bu sinyalleri de deger-
lendirerek verir. Cevreden gelen sinyaller ayn1 doku veya organdaki diger hiicrelerden
ve uzak viicut bolgelerinden gelmektedir. Bu sinyallerden bir kismi organizmanin dis
cevresini algilayan 6zel huicre gruplarindan gonderilir. Sonugta belli bir hiicre bir meka-
nizmay1 uyarirken veya durdururken topyekiin viicut hiicrelerinden gelen sinyalleri de
degerlendirerek dengeli bir fizyolojik durumun olusmasi i¢in uygun bir davranis seklini
gerceklestirir. Hiicrede bulunun sensor molekiiller (reseptor proteinler) hiicrenin yakin
cevresindeki sinyal proteinleriyle etkilesir. Bu protein sinyaller ve bunlarin sensorleri,
hiicre dongiisii veya apoptosis diizenegi ile baglantilandirilmistir. Bu sinyaller bir meta-
bolik yol iizerinde ivmelendirici veya durdurucu olarak is gérmektedir.

Kanserin genetik temeli hiicre sayisin1 diizenleyen homeostatik mekanizmalarin
mutasyonlarla aksamasina dayanir. Kanser koti huylu (malignant) tiimorlerdir, kont-
rolsiiz bir sekilde biiyiirler. Ilerledik¢e viicuda yayillma yani metastas yetenegi kazanir-
lar.
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Hiicre Sayisinin Genetik Diizenlenmesi: Normal ve Kanser Hiiceler
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Sekil 11.1: Normal ve kanser hiicrelerde hiicre sayisinin diizenlenme mekanizmalarinin
ozeti. a) Normal hiicrelerin hayatta kalmasi ve ¢ogalmasi i¢in gerekli dogru dis (hiicre
dis1!) sinyaller. b) Normal hiicrelerin 6limt veya ¢ogalmanin baskilanmasi i¢in gerekli
dogru dis sinyaller. ¢) Normal hiicrelerin ¢ogalmaksizin hayatta kalmalari i¢in gerekli
dogru dis sinyaller. d) Kanser hiicrelerinde kendikendine hayatta kalma ve ¢ogalma sin-
yalleri.

Kanserin genetik temeli oldugunu soyledigimizde standart genetik analizlerden
kastettigimizden farkli bir sey ifade ederiz. Standart genetik analizlerde belli allelllerin
atalardan yavrulara aktarimini kast ederiz. Bazi kanserler kalitlanabilir forma sahipse de
cogu durumda kanser olusumu yayilmacidir (yani bireyde olusur ebeveynlerden alin-
maz, yavrulara gegcmez). Belli tip bir kanser bir ailenin bir bireyinde olusur fakat bu kisi-
nin akrabalarinda olusmaz. Mutasyonlar bu kisinin (erken gelisme safhalarinda viicut ve
esey hatlar1 ayrildiktan sonra) somatik bir hiicre hattinda sonradan ortaya c¢ikar. Zaman
icinde cok sayida somatik mutasyon viicut hiicrelerinde birikir, cok sayida genin fonksi-
yonunu degistirir veya durdurur, sonunda kanserli bir hiicre iiretilir. Bu hiicrenin yavru
hticreleri (mitoz!) kanserli bir hiicre klonuna dontisiir. Bu klonlar birincil tiimoér olarak
bilinir. Eger bu hiicreler denetlenmezse bu tiimér gelismeye devam edecek ve viicuttaki
diger doku ve organlari isgal edecektir.
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Kanserlerin ¢ogunun somatik mutasyonal olaylar oldugu diisiiniildiigiinde kanse-
ri standart genetik analizlerle ¢alisamayacagimiz ortaya ¢ikar. Bunun yerine mutasyonal
degisiklikleri kesfetmek ve bu degisikliklerin hiicresel metabolik yollar1 nasil etkiledigini
anlamak tizere diger yaklasimlar uygulamamiz gerekmektedir. Kanser olusumu icin ¢ok
saylida metabolik yolun mevcut oldugunu, ancak bu yolarin tamaminin normal hiicre
dongiisii diizenlenisine ve apoptosise duyarsiz hiicrelerin yaratilmasina neden oldugunu
gorecegiz.

Hiicreler sinyal iletim yollarindaki anahtar hedef proteinlerin aktivitesini modiile
ederler. Bu modiilasyon nispeten kiiciik modifikasyonlarla gerceklestirilir (allosterik
effektorlerle protein kompleksleri olusturmak, fosfat baglamak ve fosfat koparmak gibi).
Genetigin ¢ogu, ayni zamanda hiicre biyolojisinin ¢ogu bu modiilasyonlara bagimlidir.
Anahtar diizenleyici proteinler aktif ve inaktif halleri arasinda gider-gelirler. Hangi halde
bulunacaklari topyekiin viicuttaki iletisim agindan gelen sinyallerin toplamindan belir-
lenir.

11.1 Kanser: Hatali Hiicre Sayisinin Diizenlenisinin Genetik Temelleri

Biyoloji hakkinda, normal isleyisi bozan mutasyonlarin 6zelliklerini inceleyerek ¢ok bii-
yuk bilgilere ulastik. Bu durum kanser i¢in de dogrudur. Somatik hticrelerin biitiin kan-
serleri hiicrede biriken bir seri mutasyon ile ortaya ¢cikmaktadir. Bu mutasyonlarin bazi-
lar1 bir genin aktivitesini degistirirken diger tip mutasyonlar aktiviteyi tamamen yok
eder. Kanser uyarici bu mutasyonlar birka¢ temel gruba ayrilir:

1. Hiucrenin ¢cogalma yetenegini artiranlar,

2. Bir hiicrenin apoptosise duyarliligini azaltanlar ve

3. Hicrelerin genel mutasyon oranlarini ve 6miir uzunlugunu artiranlar. Bu du-

rumda hiicre ¢ogalmasi ve 6liimiinii uyaranlar da dahil biitiin mutasyon tiple-
rinin uzun 6mirli bir hiicrede meydana gelmesi olasidir.

Kanser tanisi ve tedavisi ile ilgili olarak ¢ok 6nemli ilerlemeler saglanmistir. Bazi
basarilar kazanildiysa bile kanserle savasta zafer ilan etmek i¢cin daha ¢ok uzun bir yol
vardir. Kanserin genetik ve genomik analizi, kesfedilecek yeni ve 6nemli boyutlar sun-
maktadir.

11.2 Kanser Hiicresinin Normal Hiicreden Farki

Ko6ti huylu tiimorler yani kanser tek bir hiicreden kéken almis hiicre kiimeleridir. Diger
bir ifadeyle malignant hiicreler tek bir klonun tyeleridirler. Kanser hiicreleri normal
komsu hiicrelerden bazi fenotipler bakimindan farklilik gésterir: Hizli béliinme orani,
yeni hiicresel alanlari isgal etme, yliksek metabolik oran ve anormal sekil. S6zgelimi epi-
tel hiicreleri tek tabaka olusturan, kiiltiir kab1 yiizeyine dokunarak ¢ogalan hiicrelerdir;
kanser epitel hiicreleri ise hizla iist iiste tabakalar olusturacak sekilde ¢cogalirlar.

Normal hiicresel fizyolojiyi diizenleyen etkenlerin degisime ugradigi agiktir. O
halde kanserin altinda yatan neden nedir? Cok sayida farkh tip hiicre malignant forma
doniisebilmektedir. Bu hiicre tiplerinin hepsinde ortak bir doniisiim sekli var midir?
Yoksa her biri farkli bir sekilde mi olusmaktadir? Kanseri daha genel anlamda algilayabi-
liriz: Hiicrenin kontrolsiiz bir sekilde ¢cogalmasina neden olan ¢ok sayida mutasyonun bi-
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rikmesinin bir sonucu. Bu ¢ok sayidaki mutasyonlardan bazilari, atalarin esey hatlarin-
dan alinmis olabilir (kalitlanmis mutasyon!). Fakat biiyiik cogunlugu belli bir hiicreden
koken alan somatik hiicre hatlarinda yeniden olusur (kalitlanmaz!). Yiiksek hayvanlarda
gelismis olan ¢ok hiicreli hayatin strdiirtilebilirligi, doku ve organ sistemlerinin organize
hiicreleri tarafindan gergeklestirilen is birligi ve iletisime baghdir. Bir anlamda kanser
hiicreleri, asosyal ve izole bir hale ge¢mistir, kendi disindaki etkilerden etkilenmeksizin
hareket eder. Kanserli hiicreler bir bakima “sagir” hiicrelerdir, komsu hiicrelerden gelen
boéliinmeyi durdurma sinyallerini veya kendi kendini yok etme sistemlerini uyarma sin-
yallerini duymaz.

11.3 Kanser Hiicrelerinde Mutasyon

Tlimorler bir dizi mutasyonal olaylar sonucu ortaya ¢ikar ve bunun sonucu olarak kont-
rolsiiz ¢cogalma ve hiicresel 6liimsiizlik olusur. Bir tiimér tek bir mutasyon olay1 sonu-
cunda degil fakat bir hiicredeki ¢cok sayida mutasyonal olay sonucu ortaya ¢ikar. Cok 6zel
durumlarda tek bir mutasyon kanser olusumunu saglamak i¢in yeterli olabilmektedir.
Sozgelimi bir gende meydana gelen bir mutasyonun Mendel faktorleri gibi yeni nesillere
aktarilarak retinoblastomaya neden oldugunu biliyoruz. Bundan daha az aktarim 6zelligi
gosteren ama daha yaygin olan kanserler de vardir. Kolon kanseri ve astrositomanin
(sinir hiicreleri kanseri) ilerlemesi i¢cin malignant hiicrelerde ¢ok sayida farkh tip mu-
tasyonun birikmesinin gerektigi bilinmektedir.

Kanser olusumunda genlerin nasil islev gordiiglinii diistindiigtimiizde iki genel
gen mutasyon tipinden s6z etmek mimkiindiir:

i.  Onkogen mutasyonlar1 kanser hiicrelerinde baskin bir mutasyondur ve hiic-
reye kanser 6zelligini kazandirir (islev-kazanma = gain-of-function). Tek bir
mutant allel kanser o6zelliginin kazanilmasi igin yeterlidir. Eger mutasyon,
protein kodlayan DNA bolgesinde ise kodlanan proteinin yapisinin degisme-
sine neden olur. Eger mutasyon bir diizenleyici elementteyse normal bir pro-
teinin yanlis diizenlenmesine neden olur. Bu genlerin normal, mutasyona ug-
ramamis formlarina proto-onkogen denir.

ii. Tuamoér baskilayic1 genlerdeki mutasyonlar cekinik mutasyonlardir (islev
kaybetme = loss-of-function).Yani ilgili allelerin her ikisi de diisiik aktiviteli
veya aktiviteye sahip olmayan tiriinler tiretmelidir.

Kanser olusturan mutasyonlarla degisime ugrayan bir ¢ok protein hiicrelerarasi
iletisim ve hiicre donglsu ve apoptosisin dizenlenmesinde gorev alan proteinlerdir
(Tablo 11.1). Onkogenler haline gelen genlerin kodladig1 proteinler hiicre déngiistinu
pozitif kontrol eden (agan) veya apoptosisi negatif olarak kontrol eden (kapatan) prote-
inlerdir. Bu proteinler artik uygun (olmasi gereken) sinyal olmamasina ragmen aktif
durumdadir. Sonug¢ olarak onkogenler ya hiicre ¢ogalmasi oranini artirarak ya da apop-
tosisi engelleyerek etkisini gosterir. Obiir yandan tiimér baskilayic1 genler hiicre dongii-
siinii durduran veya apoptosisi uyaran proteinleri kodlarlar. Bu genlerdeki mutasyon-
larla hiicre ¢ogalmay1 durdurucu fren sistemini kaybeder.
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Tablo 11.1: Bir genin kodladig1 normal proteinin fonksiyonu ve tiimér uyarict mutasyon-
larin 6zellikleri.

Yabani tip protein fonksiyonu Tiimo6r uyarict mutasyonlarin 6zellikleri
Hiicre dongtisiintin ilerlemesini uyarir Onkogen (islev kazanma)

Hiicre dongtisiintn ilerlemesini durdurur | Timor baskilayici mutasyonu (islev kaybetme)
Apoptosisi uyarir Timor baskilayict mutasyonu (islev kaybetme)
Apoptosisi baskilar Onkogen (islev kazanma)

DNA tamirini uyarir Tlimor baskilayict mutasyonu (islev kaybetme)

Timor uyarict mutasyonlar farkl sekillerde tanimlanabilir. Bir defa genomdaki
pozisyonu belirlendiginde bu bélgeler klonlanabilir. Klonlanmis bu genlerin, malignant
duruma gecise nasil katkida bulunduklarini1 6grenmek iizere arastirmalar yiirtitilebilir.

11.3.1 Onkogen siniflari

Kabaca ytiz civarinda onkogen tanimlanmistir (Tablo 11.2). Onkogenlerin normal form-
lar1 (proto-onkogenler) nasil islev goriir? Protoonkogenler uygun diizenleyici sinyallerin
varliginda aktiftirler. Bu genlerin son triinleri hiicre déngiisiinii uyaran metabolik yolla-
rin lyelerindendirler. Bu trtnler, biiylime faktorii reseptorleri, sinyal iletici proteinler
ve transkripsiyon duzenleyicileridir. Diger protoonkogen trtinleri apoptosis metabolik
yolunu baskilarlar. Her iki tip proto-onkogenlerde meydana gelen mutasyonlar diizenle-
yici metabolik yollarin kontrolden ¢ikarak stirekli (diizenlenmeksizin) ekspresyonuna
neden olur. Bir onkogenin, siirekli olarak ekspresyonu gerceklestirilen protein iiriini
onkoprotein olarak adlandirilir. Onkogenlerden sadece bazilar1 6rnek olarak incelene-
cektir.

Tablo 11.2: lyi karakterize edilmis baz1 genler ve olusturduklar1 proteinlerin normal
fonksiyonlari

Onkogen Lokasyon Fonksiyon
Cekirdek transkripsiyon diizenleyicisi
jun Cekirdek Transkripsiyon faktori
fos Cekirdek Transkripsiyon faktori
erbA Cekirdek Steroid reseptori
Hiicreici sinyal ileticisi
abl Sitoplazma Protein tirozin kinaz
raf Sitoplazma Protein serin kinaz
ras Sitoplazma GTP/GDP baglanma proteini
Mitojen
Sis Hiicredisi Salgi gelisme hormonu
Mitojen reseptorleri
erbB Transmembran | Reseptor tirozin kinaz
fms Transmemebran | Reseptor tirozin kinaz
Apoptosis baskilayicisi
bcl2 Sitoplazma Kaspaz akis inhibitorii
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11.3.1.1 Hiicre ici bir sinyal tasiyicida nokta mutasyon

Onkogen ras, bir sinyal iletim yolundaki timor uyarici bir mutasyonu temsil eder. Prote-
inin normal formdan onkoproteine doniisiimi protein yapisindaki bir degisiklikten kay-
naklanir, ras genindeki tek bir nokta mutasyon bu degisiklikten sorumludur. Ras protei-
ninin 12. pozisyonundaki glisin amino asiti tek bir baz ¢ifti degisimi ile valine degisir. Bu
onkoprotein sodzgelimi insanda prostat kanserinde gozlemlenmektedir (Sekil 11.2).
Normal Ras proteini bir sinyal iletme yolunun G- altbirimidir. Sinyal, bu protein fosfor-
landiginda (G-GTP) (aktif durum) sitoplazmik bir serin/treonin kinaza aktarilir. Sonra
fosforlanmis normal Ras proteini defosrorile olarak (G-GDP) (inaktif durum) sinyal dur-
durulur. Sonucta ras onkogenindeki yanlis anlamli bir mutasyon onkoprotein olusumu-
na neden olur, bu onkoprotein GTP’ye siirekli bagh kalir ve sinyal almamasina ragmen
sinyal iletim yolunu stirekli uyarilmis durumda tutar. Bu siirekli sinyal iletimi hiicre ¢o-
galmasini uyarir.
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Sekil 11.2: Ras onkoproteini. a) Ras onkoproteini, 12. pozisyondaki glisin amino asitinin
valin amino asitine degismesine neden olan bir nokta mutasyonun sonucu olusur. b) Ras

onkoproteini GTP’yi GDP’ye hidroliz edemez ve kinazlar stirekli olarak uyartir.

11.3.1.2 Bir apoptosis baskilayicinin yanlis ekspresyonuna neden olan gen
fiizyonu

Bazi onkogenler normal proteinlerle 6zdes yapida onkoproteinler iiretirler. Bu durumda
mutasyon normal bir proteinin sentezlenmesine neden olur, fakat bu protein sentez-
lenmemesi gereken bir hiicrede sentezlenmektedir, yani bu gen dogru bir sekilde diizen-
lenmemektedir.

Yanlis ekspresyona neden olan ¢ok sayida onkogen farkl tip B lenfosit timorle-
rinde tanimlanabilmektedir ve kromozomal translokasyonla iligkilidirler. B lenfositler
ve onlarin soyundan gelen plazma hiicreleri antikor sentezlenen hiicrelerdir. B hiicresi
onkogenlerindeki translokasyonlarda protein fiizyonuna rastlanmamaktadir. Kromozom
yeniden diizenlenmeleri yanlis bir dokuda bir genin acilmasina (turn on) neden olur.
Folikiiler lenfomada hastalarin %85’i kromozom 14 ile 18 arasinda bir translokasyona
sahiptir (Sekil 11.3).

88



l ‘-' A L (el Cr ﬂ[{f‘«\-ﬂ"" \I:[,.((\_4:4 ,.,‘-‘i(,:.,';

- L ol
Kromozom )<+~——/,~4/——-.~_ o e T
Aetleos agir ‘\\
'LI‘\LD,»I-‘_}-;“ \ R bl_é,’rLol ‘{A, \L‘_ o le ,.. Q‘b,:} [
! ey )
NS /)y A e e
U vomorom |§ ——tfrd " \L../‘//:/J
cl ~lq4
L birdina ot a\
n ;?;le‘ PYTa) d 2 k,\-\(a e &L el L
lral\i kasupo borbedmed ¢ — M,;') IR
0 Juu ,///'/”/'Z},_—-/,
Sow g 1 H— il 1141

Sekil 11.3: Folikiler lenfomada kromozomal yeniden diizenlenme. IgH giiclendirici ele-
ment kromozom yeniden diizenlenmesi sonucu bcl-2 geninin yukarisina yerlesir ve
ekspresyonu artirir.

Kromozom 14’tin kirilma noktasi yakininda bir antikor genine ait transkripsiyo-
nal giiclendirici element vardir. Bu transloke olan giiclendirici element apoptosisi nega-
tif olarak diizenleyen (hiicre 6liimiintin durmasi!) bcl-2 geniyle birlesir. Bu “gli¢clendirici-
bcl-2” fiizyonu, B lenfositlerde biiyiik miktarlarda Bcl-2 proteininin ekspresyonuna ne-
den olur. Cok miktardaki Bcl-2 bu lenfositlerdeki apoptosisi etkili bir sekilde engeller. Bu
B lenfositler alisilmadik bir sekilde uzun 6miirliidiirler. Bu uzun émiir hiicre ¢cogalmasini
tesvik ederek mutasyonlarin birikmesine sans verir.

11.3.2 Tumor baskilayici gen sinifi

Tiumor baskilayici genlerin fonksiyonlar: proto-onkogenlerin fonksiyonunu tamamlayici
yondedir. Baz1 tiimor baskilayici genler TGF-B sinyal iletim yolunun veya Rb proteini
gibi hiicre dongiisiiniin negatif diizenleyicileridir. Bazilar1 apoptosisin pozitif diizenleyi-
cisidir. Diger bazilar1 hasar gormiis DNA'nin tamirinin kontroltinden sorumlu veya hiicre
hayat uzunlugunu kontrol eden dolayli oyuncularidir.

11.3.2.1 Hiicre cogalmasini durduran bir proteinin nakavti

Retinoblastoma tipik olarak genc¢ cocuklar: etkileyen bir retina kanseridir. Retinoblas-
tomada Rb proteinini kodlayan gen mutasyona ugramistir ve fonksiyonel RB geni tasi-
mayan retina hiicreleri kontrolsiiz bir sekilde cogalir. Kanser hiicresel seviyede ¢ekinik-
tir: RB allelerinin her ikisi de hiicrede herhangi bir yolla mutasyona ugramalhdir (rb mu-
tant allel). Bu cift mutasyon bir hiicrede meydana geldiginde o hiicreden koken alan hiic-
reler retinayi istila eder (kontrolsiiz boliiniir!). Gézlerden sadece birinin bir bélgesinde
tiimor olusur. Bu tip retinoblastoma sporadik retinoblastoma (yayilmaci retinoblas-
toma) olarak bilinir (Sekil 11.4).

Baz1 hastalar kalitsal olarak retinoblastoma gosterirler (binoktler retinoblasto-
ma). Bu durumda RB allelerinde biri atadan mutant olarak alinir. Bu heterozigot birey-
lerde ikinci bir mutasyonla veya mitotik krosing over/ayrilmama ile bazi hiicrelerdeki
her iki allel de mutasyona ugrar ve kontrolsiiz olarak ¢gogalmaya baslar. Bu durumda her
iki gozde de tiimor gorilir ve kalitsal retinoblastoma olarak bilinir (Sekil 11.4).
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Rb proteininin yoklugu ni¢in timor gelisimini uyarir? Normal hiicrelerde Rb pro-
teini bir transkripsiyon faktoriine (E2F) baglanir. Rb bagh E2F bazi genlerin ekspresyo-
nunu durdurur. Transkripsiyonu durdurulan bu genlerin triinleri DNA replikasyonu ve
S fazinin baz1 fonksiyonlarinin kontrolii icin gereklidir. Inaktif Rb E2F’ye baglanamaz,
dolayisiyla serbest E2F, S-fazini stirekli uyarilabilir durumda tutar. Bu nedenle retinob-
lastoma hiicrelerinde hiicre déngiisiiniin, G1 fazinda durdurulmasi miimkiin olmaz.
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Sekil 11.4: Kalitsal ve sporadlk retinoblastomalarin mutasyonal kokeni.

Bu tip kanser genleri LOH (loss-of heterozygosity), SNP (single nucleotide poly-
morphism), SSLP (single sequence lenght polymorphism) veya RFLP (restriction frag-
ment lenght polymorphism) gibi molekiiler tekniklerle belirlenebilmektedir.

11.3.2.2 Cogalmay1 durduran ve apoptosisi uyaran bir proteinin nakavti

p53 diger bir timor baskilayici gen olarak tanimlanmistir. p53 igindeki mutasyonlar ¢ok
farkli tip tiimérlerle iligkilidir. Insan tiimérlerinin % 50’sinde foksiyonel bir p53 geni
mevcut degildir (mutant kopyalar vardir!). Yabani tip p53 proteini DNA hasarina tepki
olarak aktive edilen bir transkripsiyonel diizenleyicidir. Aktive olmus yabani tip p53
proteini iki gorev yapar: DNA hasar1 tamir edilene kadar hiicre dongiisiintii durdurur ve
bazi durumlarda apoptosisi uyarir. Eger fonksiyonel bir p53 geni yoksa DNA hasari ta-
mir edilmeksizin bile hiicre déngtsu siirer. Hiicre donglisiiniin mitoza girmesiyle mu-
tasyon siklig1 (hasarli DNA'nin yavru hiicrelere paylastirilmasi!), kromozomal yeniden
diizenlenme ve andploidi oranlar artar, boylece hiicre ¢cogalmasini uyaran veya apopto-
sisi baskilayan mutasyonlarin birikme sansi artar.

Sifir (Null) mutasyonlarin insanlarda timoér ilerlemesine énemli katkisinin oldu-
gu aciktir. [Null (sifir) mutasyonlar, bir genin fonksiyonunun tamamen yok olmasina
neden olan mutasyonlardir.] Bu sifir mutasyonlar normalde tiimoér baskilayici genlerde
meydana gelir. Bu genler normalde DNA tamir yolunda gorevlidirler. Bu genlerdeki mu-
tasyonlar DNA tamirini engeller. Bu mutasyonlar tiimor olusumunu, mutasyon oranlari-
nin artmasina neden olarak, dolayl bir sekilde etkilerler. Sonucta hiicre dongiisiiniin
programlanmis hiicre 6liimiiniin diizenlenmesini bozarak onkogen ve tiimoér baskilayici
mutasyonlarinin artma sansini artirir. Cok sayida bu tip timor baskilayici gen mutas-
yonlar1 tanimlanmistir. Bunlardan bazilar1 kalitlanabilir kanser formlariyla ilgilidirler.
Sozgelimi BRCA1 ve BRCAZ mutasyonlar1 ve meme kanseri.
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11.4 Kanser tanisi ve tedavisinde genomik yaklasimlar

Buraya kadar inceledigimiz kanserin genetik temelleriyle ilgili bilgiler bireysel genlerin
analizlerinden elde edilmistir. Bu giin i¢in kanserin anlasilmasi tanisi ve tedavisiyle ilgili
arastirmalarda bir biitlin olarak genomik diizeyde analizler siirdiiriilmektedir. Kanserle
iligkili gen bolgelerinin belirlenmesi i¢in, SNP (tek niikleotit polimorfizmi) oligoniikleo-
titleri ile olusturulmus SNP yongalar kullanilarak biitiin genom taranabilmektedir. Belli
bir bireyin kanser hiicreleriyle normal hiicrelerinden elde edilen SNP yonga sonuclari
karsilastirilarak sozgelimi timor baskilayici genlerdeki mutasyonlar belirlenebilmekte-
dir.

Kanser tanisinin temel hedeflerinden biri hastanin hangi tip kanser tasidiginin
belirlenmesidir. Bu islem geleneksel olarak mikroskobik inceleme ile gergeklestirilir.
Fakat mikroskobik goriiniimii ayni olmasina ragmen molekiiler esasi ¢ok farkl olan tii-
morler de vardir. Bu problem genomik yaklasimlarla asilabilmektedir. Lenfomalarda
lenfositler ¢ok bliyiik miktarlarda ¢ogalirlar, kan hiicreleri arasindaki denge bozulur ve
immiin tepki dogru ve etkili bir sekilde gerceklesemez. Bu lenfomalardan biri DLBCL tipi
lenfomadir (DLBCL, diffuse large B-cell lymphoma). Klinik belirtileri ve histolojik 6zellik-
leri ayn1 olmasina ragmen hastalarin yalmz % 40’1 kemoterpiye cevap vererek dizele-
bilmektedir. Bu hastalarda biitiin genom bazinda genlerin ekspresyonlari incelenmistir.
Bu analizlerde DNA yongalar1 kullanilarak hastalarda ¢ok sayida transkript belirlene-
bilmektedir. Bu tip analizler mikrosira (microarry) analizi olarak bilinir. Mikrosira ana-
lizleriyle elde edilen sonuclarda hastalardan %40’lik kemoterpiye cevap verelerin gen
ekspresyonu ile digerlerinin gen ekspresyon modellerinin farkli oldugu goérilmiistr.
Dolayisiyla klasik yaklasimlarla ayni gibi tanimlanan bir kanser tipinin gercekte iki farkl
kanser tipi oldugu fonksiyonel genomik analizlerle ortaya ¢ikmistir. Kanser tipinden
kanser tipine veya malignantlik seviyelerine baglh olarak olusturulan farklh tip RNA mo-
lekiillerinin son tiriinleri olan proteinler, farkl tip kanserlerin énlenmesinde kullanila-
cak ilaglarin hedefi olabilir.

Burada verdigimiz 6rnekler ¢ok yiizeyseldir. Gergekte kanser arastirmalarinda,
tan1 ve tedavisinde fonksiyonel genom arastirmalar ¢ok daha derinlemesine kullanil-
maktadir. Gelecekte cok daha ileri gelismeler saglanacagi stiphesizdir.

11.5 Kanserin Kompleksligi

Tiumor gelisimini uyaran ¢ok sayida mutasyonun meydana geldigini biliyoruz. Bu mu-
tasyonlar hiicre ¢ogalmasi ve apoptosisi yoneten stiregleri degistirmektedir (Sekil 11.5).
Yine de hikaye burada bitmez. Epigenetik izleme gibi diger tip gen inaktivasyon sekille-
rinin de tiimor uyarici lezyonlar olusturabildigine dair deliller de vardir. Ayrica hiicre
olimsiuzligi (kanser hiicrelerinin bir 6zelligi) icin gerekli olan telomeraz enziminin faz-
la miktarda ekspresyonunun yapildigina dair deliller de mevcuttur. Malignant tiimorler
bile cogalma hizlari, diger dokular isgal etme ve metastas olusturma yetenekleri baki-
mindan farkhliklar gosterirler. Siiphesiz olarak malignant sathadan sonra bile, timor
hiicrelerinde ¢ok daha fazla mutasyon birikir. Bu, ¢cogalma ve yayilma giiciinii daha fazla
tesvik eder. Sonug olarak tiimoriin nasil olustugu ve ilerledigini gercek ve kapsamli bir
sekilde anlayana kadar almamiz gereken énemli bir mesafe vardir.
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Hiicre Sayisinin Genetik Diizenlenmesi: Normal ve Kanser Hiiceler
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Sekil 11.5: Timor olusumuna katki saglayan temel olaylar: hiicre ¢cogalmasinin ve hiicre
omriiniin artirilmasi (apoptosisin azaltilmasi).
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