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
baglamda gen, soyut bir kimlik olarak ele alinir. Bunun aksine molekiiler genetikte
genlerin somut olarak ne oldugu ve genlerle kontrol ettikleri fenotipler arasindaki
dogrudan iliskinin nasil gerceklestigi incelenir. Bu béliimde gen ile fonksiyon arasindaki
iliski incelenecektir. Oncelikle belli bir fonksiyonu yiiriiten fonksiyon birimleri veya
sistronlar komplementasyon testi ile tanimlanacaktir. Daha sonra da bir gen {irliniiniin
(protein, polipeptit) fenotipin belirlenmesindeki fonksiyonu incelenecektir.

1.1 Komplementasyon Testi ile Genlerin Tanimlanmasi

Klasik bakis acisiile gen bir fonksiyon birimidir, yani her gen bir fonksiyonu yonetir. Benzer
1950'li yillarda bakteriyofaj T4 genomunun rIl bélgesinin bu klasik bakis acgisina
uygunlugunu belirlemek ilizere deneyler yapmistir. Bu deneylerde Edward Lewis'in
Drosophila'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 rII mutant fajinin her
ikisinin birlikte bu susa verildiginde, birlikte calisip projeni virisler olusturup
olusturamadigi incelendi. Eger projeni fajlar tretilirse iki mutantin birbirini tamamladigi
(komplemente ettigi) soylenir. Bunun yorumu séyledir: Bu mutantlardaki mutasyonlarin
her biri farkl genler (fonksiyon birimleri) icindedir yani her bir gen farkl bir fonksiyon
birimini kodluyor olmalidir. Her bir mutant, fonksiyon icin gerekli olan iki iirtinden
sadece birini tliretiyor olmalidir (Sekil 1.1a). Eger hala projeni viriisler olusturulamadiysa
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) iiriinii Giretiyor demektir, bakteriyofaj dongiisii ilerleyemez ve
projeni viriisler olusturulamaz (Sekil 1.1b).

Bir komplementasyon testinde eger iki mutasyon farkli genomlarin {izerinde ise,
bu mutasyonlarin konfigurasyonuna trans konfigurasyonu denir (Sekil 1.1a ve b).
Dolayisiyla ~ mutasyonlar  trans  durumunda  birbirini =~ tamamlayamiyorsa
(komplementasyon gerceklesmiyorsa) ayni fonksiyonel birim iizerindedirler. Eger
incelenen her iki mutasyon da ayni kromozom lizerindeyse mutasyonlarin
konfigurasyonuna cis konfigurasyonu 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 ytiriiten genetik birime sistron denir. Bu
tarihten sonra sistron teriminin gen terimi yerine yaygin sekilde kullanilma egilimi
yayginlasmistir. Bu giin icin gen terimi daha yaygin olarak kullanilir. Sonugta gen de
sistron da genetik fonksiyon birimini ifade etmektedir. T4 ril lokusundaki bu iki fonksiyon



birimini, rlIA ve rlIB sistronlari veya genleri olarak ifade etmek daha uygundur. Tahminen
bu genlerin turiinleri E. coli K12(A) susunda T4 bakteriyofajinin ¢ogalabilmesi icin gerekli
olan siireclerde is gorirler. Genetik olarak rlIA sistronu 6 hb ve 800 baz cifti (bp)
uzunlukta iken rlIB sistronu 4 hb ve 500 bp uzunluktadir.
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Sekil 1.1: Bakteriyofaj T4'tin rIl bolgesindeki fonksiyon birimlerini belirlemek tlizere
uygulanan komplementasyon testi. E. coli K12(A) susu farkli T4 rIl mutantlariyla enfekte
edilmistir. a) Komplementasyon gerceklesir. b) Komplementasyon gerceklesmez.

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

Komplementasyon testinin esasi daima aynidir, sadece organizmaya bagh pratik
ayrintilarda farkhiliklar vardir. Diploit organizmalarda komplementasyonu diisiinelim. 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 aciklanabilir? En basit agiklama her ikisi de viicut rengi fenotipinin olusmasinda
gorev yapan iki gen icindeki mutasyonlar arasinda meydana gelen komplementasyondur.
Yani resesif otozomal gen eboni (e) homozigot durumda siyah rengi olusturur. Diger bir
otozom Uuzerindeki 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 olacaktir. Bu durum
rll sistron deneylerindeki trans konfigurasyonunu ile aynidir. F1 yabani tip viicut rengine
sahiptir, ¢clinkii komplementasyon gergeklesmistir.

1.2 Enzim Yapisinin Genler Tarafindan Kontrolii

Ingiliz doktor Garrod alkaptonuri hastalig1 lizerine arastirmalar yapmistir. Bu hastalarda
idrar havayla temas ettiginde siyahlasmaktadir. Garrod gozlemine dayanarak hastaligin
genetik olarak kontrol edildigine karar vermistir: Yine alkaptonuri hastalarinin



idrarlarinda homogentisik asit (HA) bulundugunu ve HA'in havayla temas ettiginde siyah
renge doniistiiglinii belirlemistir. Garrod arastirmalarinin sonucunda normal insanlarin
HA'i metabolize ederken alkaptonuriklerin metabolize edemediklerini 6ne stirmiistiir.

Normal bireylerde bir seri gen tarafindan kodlanan enzimler, fenilalaninin
metabolize edildigi metabolik yoldaki basamaklar katalizlerler. Garrod, alkaptonuri
hastalarinda, otozomda yer alan HA oksidaz genindeki bir resesif mutasyonun HA
oksidazin fonksiyonsuzlasmasina neden oldugunu ileri siirmiistiir (Sekil 1.2’ye bakiniz).

Garrod diger tli¢ hastalig1 daha incelemis ve bu hastaliklarin da birer metabolik
yolun bloke edilmesinden kaynaklandigini séylemis, olay1 i¢sel metabolizma hatasi
olarak adlandirmistir. Ancak o zamanin bilim c¢evreleri 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 mutant1 N. crassa hiicreleriyle
calisarak Sekil 1.3’te gosterilen bir modelle bir metabolik yolda gorev alan enzimlerle
genleri iliskilendirmislerdir.

Arastiricilar gen A'da meydana gelen mutasyon sonucu o6ncli substratin hig
kullanilmadigini belirlediler. Gen B'de meydana gelen mutasyon, ara iurin A'nin
birikimine, gen C'deki mutasyon ise ara iiriin B'nin birikimine neden olur.

Normal metabolik yol Alkaptonurik bireylerdeki metabolik yol

Fenilalanin Fenilalanin
Enzim Enzim
l uf-""'_li_'_laﬂl“ ®_(feniialanin
e hiroksilaz) hircksilaz)
e Tirozin
1@ |@
p-Hidroksifenilpiruvat ) v er s
l p-Hidroksifenilpiruvat
©
|@ @

Homogentisik asit (HA)

l@ HA oksidaz

Homogentisik asit (HA)

-
et

Maleilasetoasetik asit Fonksivonsuz Tk
l @ HA oksidaz I'LBL hlnkll‘
1@
|
C0O, + H,0O

Sekil 1.2: Fenil alaninin metabolize edildigi yol ve alkaptonuriklerde bu yolun
durdurulmasi.
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Sekil 1.3: Bir Oncii substratin her biri bir enzim tarafindan katalizlenen ili¢ basamak
sonucunda son uriin C'ye dontsturildigu hipotetik biyokimyasal yol. Her enzim bir gen
tarafindan kodlanur.

Beadle ve Tatum deneylerini biraz daha gelistirerek her bir mutanta, mutant
enzimin normal formunun olusturdugu ara trunt vererek gelismelerini saglamislardir.
Sozgelimi ornitin transkarbaminaz mutanti bir sus N-asetilornitinden baslayarak arjinin
sentezini gerceklestiremez (Sekil 1.3’e bakiniz). Ancak besin ortamina sitrulin
verildiginde arjinin sentezlenebilir ve mutant sus arjinin icermeyen minimal besin
ortamlarinda tireyebilirler. Bu durumda ArgF* geninde meydana gelen bir mutasyon bir

metabolik basamagi katalizleyen fonksiyonel bir enzimin olusmasini engellemistir.

. [
P | G

o
At Aot AL ot oo H
=L g Irltfl’ ﬁr{j{_ 'HF;': = v :.dl
.1 g | ._|I J.p'
! N Frejieino
T ot By b R T o
l wlirrdor Froe™ | Chen™ 7 e b g ok I TR
Franckarbantmag  SHEre Livien
Oem oL Lreafiarse S, 4T
. oY \ A
R ™, \ 5
H\\M \ '\. W
bt
. ™~ N e A g s g A
J:. ey 1 5y PJ = i} I 1] L Ty —5\4-" r r an i T WA s I_ FR L LA ¥ )

et i =

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 tarafindan
yuriitildigi ve her bir enzimin bir gen tarafindan kodlandigini ortaya attilar. Bu sonug
bir gen-bir enzim hipotezi olarak bilinir. Ancak burada g6z ardi edilmemesi gereken bir
nokta, baz1 enzimlerin birden fazla farkli polipeptitin bir araya gelmesiyle meydana
geldigidir. Boyle bir durumda birden fazla gen bir enzimin olusmasinda rol almaktadir.
Sonug olarak bir gen-bir enzim hipotezi de gen kavramini tam olarak agiklamak i¢in



yeterli degildir. ileriki boliimlerde gen kavramimin molekiiler boyutlar tartisiimaya
devam edilecektir.

1.3 insanlarda Genetik Nedenli Enzim Eksiklikleri

Bir cok insan hastalig1 tek bir gen tizerinde meydana gelen bir gen mutasyonu sonucunda
meydana gelir. Boyle bir mutasyon tek bir anormallige veya ¢ok sayida anormallige neden
olabilir. Asagidaki Tablo 1.1’de bu hastaliklardan bazilar secilerek verilmistir. Bunlardan
sadece ikisi, fenilketonuri ve albinizm incelenecektir.

Fenilketonuri: Alkaptonuri gibi fenilketonuri (PKU) de i¢csel metabolik hatadan
kaynaklanir. Cok biiyiik oranda 1. kromozom fiizerindeki bir resesif mutasyon sonucu
olusur, bireyler homozigot mutant olmadik¢a karakteri gostermezler (Sekil 1.5).

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

Gut (primer)

transferaz
Glutation peroksidaz
Hemolitik anemi Heksokinaz
Piruvat kinaz
Immiin yetmezlik Adenozin deaminaz
Intestinal laktaz eksikligi (ergin) |Laktaz
Kseroderma pigmentozum DNA-spesifik endoniikleaz
Normal metabolik yol Fenilketonurili bireylerdeki metabolik yol
Fenilalanin Fenilalanin
Enzim, fenilalanin gy
hidroksilaz Fonksiyonsuz .
fenilalanin —— N
. . .
hidroksilaz Fenil ketonlar
Tirozin enzimi enil ketonlarin

£ ve difer tirevlerin
/ S .
b bartkum; melanin
, N metabolik yolu
7 fenilalanin yikimu ile

‘ \‘. desteklenmesz
¥ 4
Onceki sekilde Melanin
gisterilen (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 katiir ancak fazla miktarlar1 zararhdir.
Viicuttaki fazla fenilalanin, tirozine doniistiiriilerek zararli etkisi yok edilir.
Fenilketonurik olarak dogan bir bebek ciddi problemlerle kars1 karsiyadir. Boyle bir
bebegin besinlerle aldig1 fazla fenilalanin idrarla atilamaz, enzimatik olarak yikilamaz ve
viicutta birikir (Dogum 6ncesinde fetiis nasil korunur?). Biriken bu fenilalanin, ikincil bir
metabolik yolla fenil piruvik asite doniistiirtiliir. Fenil piruvik asit merkez sinir sistemi
hiicrelerini etkiler ve ¢ok ciddi semptomlar olusur: Ileri mental gerilik, yavas gelisme ve
erken olim.

Bir fenolketonurik birey tirozin de sentezleyemez. Bu amino asit protein
sentezinde, tiroksin ve adrenalin hormonlar1 ve deri melanin pigmentinin sentezinde
kullanilir. 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 gozleri mavidir (kahverengi géz rengi genine sahiptirler, fenokopi!). Ayrica
daha diisiik adrenalin seviyelerine sahiptiler.

Albinizm: Albinizm de otozomal resesif bir mutasyonun sonucu olusur. Mutasyon,
tirozinden kahverengi pigment melaninin sentezlenmesinden sorumlu enzimi kodlayan
bir geni etkiler. Melanin sentezlenemedigi icin albino bireyler beyaz deri, beyaz sag,
kirmizi 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 iiriin (tirozin) birikimi
fenilketonuride oldugu gibi bir problem olusturmaz. iki biyokimyasal basamaktan biri
bloke edilerek albinizm olusabileceginden iki tip albinizm mevcut olabilir (Sekil 1.6).
Farkli tip albinizme sahip iki bireyin evliliginden normal ¢ocuklar dogabilir
(komplementasyon!).
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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 fonksiyonlarin1 anlamak tizere
hemoglobin gibi enzim olmayan yapisal proteinlerle genler arasindaki iliskiyi de
incelememiz gerekir. Orak hiicre anemisi, genlerin yapisal proteinleri kontroliine 6rnek
olarak incelenecektir.

Orak hiicre anemisi: Orak hiicre anemisi kanda oksijen tasiyan hemoglobin
proteininde tek bir amino asit degisikligine dayanan bir genetik insan hastaligidir. ilk defa
1910 yilinda Herrick hasta bireylerde diisiik oksijen basincinda alyuvarlarin tipik disk
yapisinl 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, boébrekler, sindirim kanali, kaslar ve eklemler de oksijen eksikligine maruz
kalabilmekte 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 (B-globin geni) tarafindan kodlanan iki B-polipeptitinden olusur
(Sekil 1.7a). Bu yapidaki hemoglobin Hb-A olarak bilinir. Orak hiicre anemisi
durumunda ise a polipeptitleri normaldir ancak -globin geni homozigot mutant olarak
bulunur (/). Bu tip hemoglobin Hb-S olarak adlandirilir. Mutant allel /£ ile yabani tip
allel 4 esbaskindirlar. Dolayisiyla heterozigot bireyler, (54/), iki normal o polipeptiti,
bir normal B polipeptiti ve bir de mutant 3 polipeptiti tasirlar. (*Tek tek hemoglobin
molekiilleri ele alindiginda bir hemoglobin molekiilii tek tip B zinciri tasir: normal veya
mutant!). Esbaskin A/ heterozigot bireyler orak hiicre karakteri gosterirler. Orak
hiicre karakteri gosteren heterozigot bireylerde normal sartlarda anemiklerdeki (/)
semptomlar goriilmez, ancak oksijen seviyesi ani olarak distiigiinde (soézgelimi
havalanan bir ucakta) alyuvarlar oraklasabilmekte ve tipik anemi belirtileri
gorilebilmektedir.

Pouling 1950'lerde molekiillerin elektrik ozelligine gore ayrilmasi amaciyla
uygulanan 6zel elektroforetik yontemlerle, farkli tip hemoglobin polipeptit zincirlerini
ayirmistir (Sekil 1.7b). fAf4 normal bireylerine ait B zincirlerinin, elektroforetik ortamda,
F[F anemik bireylerinkine gore daha yavas ilerledigi goriilmiustiir. #A/ (heterozigot, orak
hiicre karakterli) bireylerde ise her iki tip polipeptitin de mevcut oldugu gorilmustiir.
Pouling bu sonuclara dayanarak orak hiicre anemisinin hemoglobin molekiiliiniin
kimyasal yapisini degistiren bir mutasyondan kaynaklandigi sonucuna varmistir. Bu yargi
protein yapisinin genler tarafindan kontrol edildigi goriisii icin gli¢li bir kanit olarak
kabul gormiistiir.



Molekiiler Genetik
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Sekil 1.7: a) Hemoglobin molekiilii, b) anemik, heterozigot ve normal bireylerde farkl
hemoglobin polipeptit molekiilleri.

B zincirindeki gercek molekiiler degisikligin ne oldugu 1957 yilinda Ingram
tarafindan belirlenmistir. Hb-A (/A) ve Hb-S (5/)'nin amino asit dizisi belirlenmistir.
B zincirinin amino ucundan itibaren altinci amino asitte bir degisikligin oldugu
belirlenmistir. 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
genindeki tek bir baz ¢ifti degisimi ile glutamik asit kodonu valin kodonuna
degismektedir. Bu sonuclar yapisal proteinleri olusturan bir polipeptit zincirinin amino
asit dizisinin genler tarafindan kontrol edildigini gosterir.

1 2 3 4 5 i) T
Mormal
p polipeptiti, Hb-A HN* — Val — His — Len — Thr — Pro — Glu — Glu = = »
Dedizim
Orak hilcre 4

p polipeptiti, Hb-§ HN* — Val — His — Len — 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 boélgeleri
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.



