2 DNA: GENETiK MATERYAL

Bu boélime kadar kromozomlar tizerinde bulunan genlerin fenotipik 6zellikleri kontrol
ettigini varsayarak kromozom ve genlerin gametler araciligi ile yeni nesillere gecis yollari
incelendi. Mantik olarak genler iizerinde bir cesit bilgi mevcut olmalidir. Yeni nesillere
aktarildiginda yavrularin karakterlerini etkileyen bu bilgi genetik bilgi olarak
isimlendirilir. Ayni bilginin yavrularin ergin formuna doniisiinii de yonettigi sonucuna
ulasabiliriz.

1944’e kadar hiicrenin genetik materyalini olusturan yapinin ve dolayisiyla genetik
bilginin tasindig1 materyalin ne oldugu bilinmemekteydi. Bu yapinin kromozomlarla ve
kromozom birimleri olan genlerle ilgili oldugu tahmin edilmekteydi. Ancak
kromozomlarin da DNA ve proteinlerden meydana gelmesi nedeni ile hangi molekiiliin
genetik materyal oldugu bilinmemekteydi. 1944, DNA'nin genetik materyal oldugu ve
kalitim stlirecinin temel bilgi kaynagi oldugunu gosteren ilk deneysel arastirma
sonucunun aciklandigi bir yil olmustur. Bu boliimde DNA ve istisna durumlarda RNA'nin
genetik bilgiyi tasidigini gésteren calismalar 6zetlenecektir.

2.1 Genetik Maddenin Ozellikleri

Genetik materyal bir¢ok 6zellik ve fonksiyona sahiptir; replikasyon, bilgi depolama,
depolanmis bilginin ekspresyonu ve mutasyonlar yoluyla varyasyonlar olusturma.

Replikasyon, hiicre boliinmesi sirasinda genetik bilginin esit dagilmasini saglar
(mitoz). Eseyli iiremede ise, iki bireyden gelen gametlerin birlesmesiyle olusacak yeni
bireyin atalari ile ayni1 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 tasidig biitiin bilgiyi ifade etmez. S6zgelimi sperm hiicreleri tam bir haploit genetik
bilgi takimina sahip olmasina ragmen bunun pek cogunu kullanmaz yani depolar. Belli bir
hiicrede ifade edilen (ekspresyonu gerceklesen) ve ifade edilmeyen bilgi mevcuttur. Bu
tercihin, (yani hangi bilginin ifade edilecegi, hangisinin ifade edilmeyeceginin) nasil
yapildiginin agiklanmasi amaciyla molekiiler genetik ve gelisme genetigi alanlarinda
yogun calismalar stirdirilmektedir.

Genetik madde icinde depolanmis bilginin ekspresyonu kompleks bir stirectir
ve hicrelerde bilgi akisim saglar (Sekil 3.1). Transkripsiyon 3 tip RNA sentezini
gerceklestirir. mRNA, tRNA ve rRNA. Bunlardan mRNA’daki bilgi translasyonla
proteinlere dontsturiiliir. Translasyon veya protein sentezi, cok sayida molektiliin, enerji
kaynaginin ve ribozomlarin dahil oldugu karmasik bir siirectir. 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 etkileyecektir.



Eger bir mutasyon gametlerde ise gelecek nesillere aktarilacak ve populasyonda
yayilacaktir.
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Sekil 3.1: Hiicre icinde DNA, RNA ve proteinlerin dahil oldugu bilgi akisinin sematik
gorunusu.

2.2 Genetik Materyal Tartismalari (1900-1944)

Kalitim dustincesi varoldugundan bu yana genetik materyalin fiziksel olarak nesilden
nesile aktarildigr kabul gérmiistiir. Biyomolekiiller iizerinde yapilan 6ncii kimyasal
arastirmalar sonucu genetik materyal olmaya aday iki molekiil, DNA ve proteinler 6nerildi
ise de baslangigta proteinler daha agirlikli olarak kabul gormiistiir. Bunun farkli nedenleri
vardir. her seyden 6nce hiicre icinde proteinler boldur. Diger yandan niikleik asitlerin
yapisinl aciklamak tizere sunulmus olan model genetik cesitliligi aciklayamamaktaydi
(tetraniikleotit temel yapisi modeli). Ayrica 1940’lar dncesinde aktarim genetigi ve
mutasyonlar tlizerine yogunlasildigindan genetik materyalin kimligi tizerinde fazla
durulmamisti. 1940’larda tetraniikleotit modelinin dogru olmadig1 ortaya cikinca
arastirmalarin seyri temelden degisti ve kalitsal materyalin DNA oldugunu gdsteren
arastirmalar gerceklestirildi.

2.3 DNA’nin Genetik Materyal Oldugunu Gésteren Deneysel Kanitlar

2.3.1 Prokaryotlar ve viriislerle gerceklestirilen deneyler

0. Avery, C. MacLeod ve M. McCarthy tarafindan 1944 yilinda yayinlanan, bakterilerde
transformasyonun ozellikleri ile ilgili makale DNA'nin genetik materyal oldugunun
kabuliintin 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 ¢alismalar o6ncelikle prokaryotik
organizmalar olan bakteriler ve bakterileri enfekte eden viriisler kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu tercihin bazi nedenleri vardir: Her seyden 6nce saatler iginde



hayat dongiilerini tamamladiklari i¢in hizli gelisir ve cogalirlar. Deneysel olarak manipiile
edilebilirler, mutasyonlar kolayca uyarilabilir ve secilebilir. Bu nedenlerle bu tip deneyler
icin idealdirler.

2.3.1.1 Transformasyon ¢alismalari

Avery ve arkadaslarindan 6nce bazi dnci ¢alismalar gergeklestirilmistir. 1927 yilinda
Ingiliz Saghk Bakanhg doktorlarindan F. Griffith tarafindan ilk ¢alismalar yapilmstir.
Griffith, Diplococcus pneumoniae (Streptococcus sp.) bakterisiyle bir seri deney yapmistir.
Insanlar ve farelerin de dahil oldugu bazi omurgalilarda zatiirreye neden olan D.
pneumoniae suslar viriilent; hastaliga neden olmayan suslar da avirilent suslardir.
Viriilens (hastalik yapma yetenegi) polisakkarit bir kapsiiliin varligi ile ilgilidir. Kapsiilsiiz
suslara ait bakteriler fagositler tarafindan yutularak yok edilirken kapsiillii suslara ait
bakteriler fagositler tarafindan yutulamazlar, viicutta ¢ogalir ve zatiirreye neden olurlar.
Diger bir 6zellik olarak kapsiillii suslar agar kiiltiirlerde iirediginde piirtizsiiz (smooth =
S) koloniler, kapsiilsiizler ise piiriizlii koloniler olustururlar. Her bir Diplococcus susu
ayrica farkli bir serolojik tipe de sahiptir. Griffith tip II ve tip III ile cahismigstir.

Griffith canl aviriilent suslar1 (IIR) fareye enjekte ettiginde zatiirre olusmadig,
ancak canl viriilent suslar enjekte ettiginde (IIIS) farelerin zatiirreden o6ldiglnu
belirlemistir. IIIS susuna ait bakterileri kaynatarak o6ldiirdiikten sonra farelere enjekte
ettiginde farelerin hasta olmadigini belirlemistir. Daha sonra sicaklikla 6ldirilmis IIIS
bakterileriyle canl avirtiilent IIR bakterilerini karistirmis ve fareye enjekte etmistir.
Olmeyecegi beklentisinin aksine farenin hastalandig ve 61diigii gérillmiistiir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: Griffith’in transformasyon deneyi.



Bu sonucun deneysel bir hatadan mi1 kaynaklandigini belirlemek iizere 6len farenin
dokularindan bakterileri izole etmis ve bu bakterilerin orijinal IIIS bakterileri ile ayni
oldugunu goérmistiir. Sonug olarak, “sicaklikla éldurilmis IIIS bakterilerinin, avirtlent
[IR bakterilerini IIIS viriilent formuna doniistiirdiiglinii” ileri siirmiistiir. Bu olay1 da
transformasyon olarak adlandirmistir. Tek basina kapsiiliin hastalik olusturmadigini
bilmesine ragmen (6li IIIS bakterileri hastalik yapmaz!) transformasyona neden olan
seyin polisakkarit kapstliin bir parcasi veya kapsiil sentezi icin gerekli bir molekiil oldugu
onerisinde bulunmustur. Boylece deneylerinin sonucunu dogru bir sekilde ifade
edememistir.

Griffith, calismalarinin sonucunu tam dogrulukta ifade edemediyse de diger
arastiricilara 6nemli bir birikim sunmustur. Takip eden ¢alismalarda transformasyonun
farelere enjeksiyon yapilmaksizin in vitroda (test tiliplinde) de gercgeklestigi,
transformasyon i¢in tam hiicrelere ihtiya¢c olmadigy, hiicresel pargalarin da yeterli oldugu
sonuclarina ulasilmistir. Sonugta da transformasyonun bir molekiil tarafindan
gerceklestirildigi genel kanisi hakim olmustur.

Avery, MacLeod ve McCarthy 1944 yilinda molekiiler genetik alaninin klasik bir
makalesi olarak kabul edilen 10 yillik ¢alismalarinin sonuglarina yayinladilar. Bu
makalede transformasyona neden olan molekiilii oldukca saf bir sekilde izole ettiklerini,
bu molekiiliin siipheye yer birakmayacak bir sekilde DNA oldugunu bildirdiler. Bu
arastiricilar biyiik miktarlarda IIIS susu treterek santrifiigasyon ile hiicreleri
yogunlastirdiktan sonra pargaladilar. Bu kaba hiicre parcaciklarini siizerek bir hiicre
stuzlintisu (filtrat) elde ettiler. Bu siiziinti ile yaptiklar1 denemede transformasyonun
gerceklestigini belirlediler. Proteinleri ve polisakkaritleri uzaklastirici islemler
uygulandiktan sonra dahi siiziintiiniin hala transformasyonu gerceklestirebildigini
gordiiler. Daha sonra siizlintiiden etanol ile ¢oktiirerek elde ettikleri niikleik asitlerle
yaptiklar1 denemede de transformasyonun gergeklestigini gordiiler. Sonugta
transformasyona neden olan molekiiliin niikleik asitler oldugu sonucuna vardilar ve bu
sonucu slipheye yer birakmaksizin gostermek tizere incelikli bir sekilde tasarlanmis bir
seri deney gerceklestirdiler.

IIIS hiicrelerden elde ettikleri siizilintii stokundan bir miktar alarak proteazlarla
muamele ettiler. Daha sonra bu siizlintiiyii [IR canli bakteri hiicreleri ile karistirip fareye
enjekte ettiler ve fareler hastalanarak 6ldii. Bu sonug transformasyona proteinlerin neden
olmadigini gostermektedir (Sekil 2.3). Stoktan aldiklar1 diger bir miktar stizlintiiyi bu
sefer RNA'y1 parcalayan RNAaz enzimi ile muamele ettiler. Yine IIR bakterileri ile bu
suzlintl karistirilip fareye enjekte edildiginde farelerin hastalanarak 6ldiigiinii gozlediler.
Buradaki sonu¢ RNA'nin da transformasyona neden olmadigidir. Son olarak siiziinti
DNA’y1 parcalayan DNAaz enzimi ile muamele edilip IIR bakterileri ile karistirilarak
farelere enjekte edildiginde farelerin hastalanmadigini belirlediler. Her deneme
sonrasinda o6lii ve canli farelerden S suslar1 aranmis, 61l farelerin tamamindan canli S
suslari elde edilmistir. Buradan g¢ikarilacak sonu¢ DNA'nin transformasyona neden olan
molekiil oldugudur.

Avery ve arkadaslar1 c¢alismalarinin genetik ve biyokimyasal boyutlarim1 da
tanimlamislardir. IIIS bakterilerinden elde edilen DNA'nin IIR bakterilerinde bir seri



enzimatik reaksiyonu koordine ederek IIIS tipi polisakkarit kapsiil tiretimini sagladigi
sonucuna ulastilar. Ayrica transforme olan bu hiicrelerin viriilent 6zelliklerini nesiller
boyu devam ettirdiklerini belirlediler ve transformasyonun kalitlanabilir oldugunu ve
transformasyon siirecinin genetik bilgiyi etkiledigi sonucuna vardilar. Bakterilerde bir
cok karakter transforme olabilmektedir.
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Sekil 2.3: Avery ve arkadaslarinin DNA’nin, transformasyona neden olan molekiil
oldugunu gosteren deney diizenegi.

2.3.1.2 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 adlandirlir,
Escherichia coli bakterisini konak olarak kullanirlar. Viriis pargacigi 6z kisminda bulunan
bir DNA ve bu DNA’y1 saran protein drtiiden meydana gelir.

1952 yilinda Hershey ve Chase, faj ¢ogalmasini saglayan olaylar: agiklamak tizere
tasarladiklar1 deneylerin sonuclarini yayinladilar. Faj proteinlerinin ve niikleik asitinin
bakteri hiicresi ile iliski i¢cinde, faj ¢ogalmasindaki rollerini arastirdilar. Deneylere
baslamadan 6nce T-2 hakkinda su verilere sahiptiler:

1. T2 faj1 %50 protein ve %50 niikleik asitten meydana gelir.
2. Enfeksiyon, fajin kuyruk iplikg¢igi ile bakteri hiicre yiizeyine tutunmasi ile bagslar.



3. Yeni viris tiretimi bakteri hiicresi icinde gerceklesir.

Bu verilerden hareketle fajin molekiil yap1 veya yapilarinin, yani DNA ve/veya
proteinin bakteri hiicresine girecegi ve viral cogalmay1 yonetecegi kesindir. Hangisi, DNA
m1 yoksa protein mi yada her ikisi birden mi hiicreye girecektir? Bu sorunun cevabin
arastiricilar radyoizotoplar1 kullanarak aramislardir. DNA fosfor igerir, kiikiirt icermez;
proteinler kiikurt icerir, fosfat icermez (normal sartlarda!). Eger iki grup E. coli hiicresi
(kiltiir) ayr ayn tretilirken kiiltiirlerden birinin bulundugu ortama (besin ortamina)
32P, diger kiltiiriin bulundugu ortama da 35S konulursa ve sonra her iki kiltiir de T2 ile
enfekte edilirse, tiretilecek virtiislerin bir grubunun DNA's1 32P ile diger grup viriisiin de
proteini 35S ile radyoizotopik olarak isaretlenmis olacaktir. Bu iki kiiltiirden T2 fajlari
izole edilerek her biri ayr birer radyoizotop icermeyen E.coli kiiltiirii ile karistirilarak
hiicrelere tutunmalar1 beklenmistir. Enfeksiyon i¢in belli bir stiire beklendikten sonra hizli
titresimlerle viriis parcaciginin hicrelerden ayrilmasi saglanmistir. Her iki kiiltiir

santrifiigasyona tabi tutulmus ve cokelti ile ¢ozeltideki radyoizotoplar takip edilmistir
(Sekil 2.4).
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Sekil: E.coli hiicreleri icinde T2 faj liretiminden proteinlerin degil viral DNA'nin sorumlu
oldugunu gosteren Hershey-Chase deneyinin ana hatlar.

32p ile DNA’s: isaretlenen T2 ile enfekte edilen kiltiirde eger radyoaktivite
hiicrelerin olusturdugu c¢okelti icinde ise DNA hiicreye girmis, ¢ozeltide ise girmemis
demektir. Deney sonuclar1 radyoaktivitenin ¢okeltide oldugunu géstermistir, dolayisiyla



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

Hershey ve Chase bu sonuglari proteinlerin hiicrenin disinda kaldig1 icin yeni viriis
parcaciklar iiretimine katilmadig1 seklinde yorumladilar. Obiir yandan DNA'nin hiicre
icine girdigi ve viriis ¢cogalmasini sagladigini goéstermislerdir. Boylece T2 fajinda genetik
materyalin protein degil DNA oldugu gosterilmistir.

Avery ve arkadaslarinin calismalari ile beraber Hershey ve Chase’in yaptig1 bu
calisma genetikgilerin cogunu DNA’'nin kalitmdan sorumlu molekiil olduguna ikna
etmistir. Bu temel kabule dayanarak bir¢ok arastirma yiiriitiilmiis ve kalitimin molekiiler
esaslar1 belirlenmistir. Bu calismalardan birisi ¢ok net bir sekilde biitiin genetik bilginin
DNA tuizerinde oldugunu gostermistir. 1960 yilinda Guthrie ve Sinsheimer bakteriyofaj
$X174 DNA’sim1 saflandirmislar, bu saf virtis DNA’sini, hiicre duvar1 enzimatik olarak
parcalanmis E. coli (protoplast) hiicreleri ile karistirmislardir. Bu hiicrelerde tam $X174
viriis parcaciklarn tretilmistir. Sadece DNA’dan baslayarak tam bir viriis pargaciginin
olusmasi viriisiin biitiin genetik bilgisinin DNA tizerinde oldugunu gostermistir.

2.3.2 Okaryotlarda dolayh ve dogrudan kanitlar

Yapilan bu deneyler prokaryotlar ve virtsler kullanilarak gerceklestirilmigtir. O
zamanlarda 6karyotlarda dogrudan transformasyon gergeklestirerek sonuglari gézlemek
mumkiin olmadigindan DNA’'nin kalitsal materyal olduguna iliskin genellikle dolayh
deliller mevcuttu: Mutasyonlarla karakterler degisiklige ugramaktadir, dolayisiyla
mutasyonlar genetik materyali etkiliyor olmalidir. En fazla mutasyon orani 260 nm dalga
boyunda saglanir. Dolayisiyla 260 nm’de en fazla absorbsiyon yapan molekiil etkileniyor
ve mutasyona ugruyor demektir. 260 nm’de DNA ve RNA maksimum absorbsiyon
gosterirken proteinler 280 nm’de maksimum absorbsiyon gosterir. Dolayisiyla
mutasyona ugrayan ve genetik materyal olan molekiil DNA veya RNA olmalidir, protein
olamaz.

Su an icin 6karyotlarda DNA’'nin genetik materyal olduguna itiraz i¢in herhangi bir
neden olmamakla beraber, rekombinant DNA arastirmalar1 dogrudan deliller de saglar.
Insan insiilin geni (insiilin proteinini kodlar) klonlanarak E.coli’ye transfer edildiginde bu
organizmalara, sahip olmadiklar: insiilin proteini liretme yetenegini kazandirir ve bu
yetenek nesiller boyu kalitlanir. Dolayisiyla bu 6zellik insiilin geni tarafindan
kazandirnlmistir. Yine spesifik genlerin milyonlarca kopyas1 kurbaga Xenopus leavis
oositlerine enjekte edilmis ve bu oosit genomunda bulunmayan ilgili genlerin tirtinlerinin
uretildigi belirlenmistir. Yine insan P globin geni (DNA) ddéllenmis fare yumurtasina
enjekte edilmis ve gelisen fare normalde sahip olmadigi 3 globin proteinine sahip olmus
ve bu 6zellik 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 biiyiik olduklar1 ve bu 6zelligin yeni nesillere aktarildigi belirlenmistir. Biittin bunlar
okaryotlarda da DNA'nin genetik materyal oldugunu ispatlamaktadir.

2.3.3 Genetik materyal olarak RNA

Baz1 viriisler DNA yerine RNA igeren bir 6z tasirlar. Bu durumda bu virislerin genetik
materyalinin DNA yerine RNA olmas1 beklenebilir. 1956 yilinda tiitlin mozaik viriisi
(TMV)’'niin saflandirilmis RNA’s1 tiitiin yapraklarina muamele edilmis, sonuc¢ta normal
viriis pargacigl gibi lezyonlarin olustugu belirlenmistir. Bundan kisa bir silire sonra
Frankel-Conrad ve Singer farkli bir deney gerceklestirdiler (Sekil 2.5).

Bu arastiricilar iki farkl tipteki TMV’niin (TMV A ve TMV B) orti proteinlerini ve
0z kismindaki RNA’larin1 ayri ayri izole ettiler. TMV A’nin RNA’s1 ile TMV B’nin orti
proteinlerini karistirarak dis goriiniis olarak TMV B’ye benzeyen ancak TMV A’nin
RNA’sin1 tagsiyan bir melez viriis ede ettiler. Bu melez viriis tiitiin yapraklarina bulastirildi.
Yapraklar tizerinde tipik TMV lezyonlari olustu. Lezyondan yapilan izolasyonda yeni virtis
parcaciklarinin TMV B parcgaciklari degil TMV A parcaciklari oldugu gortldii. Bu durumda
TMV’niin RNA’s1 yeni viriis pargaciklari i¢in gerekli genetik bilgiyi saglamistir.

Yine 1965 ile 1966’da Pace ve Spiegelma QP fajinin RNA’sinin in vitroda replike
edilebilecegini gosterdiler. Bu replikasyon Qp RNA replikaz denilen bir enzimin varligina
baghdir. In vitro’da ¢ogaltilan Q3 RNA’s1 E. coli protoplastlarina (hiicre duvari yok edilmis
hiicreler) transfer edildiginde enfeksiyon ve viral ¢cogalma gerceklesmistir. Boylece test
tiipliinde sentezlenmis bir RNA molekiiliiniin bu fajlar i¢in genetik materyal olarak is
gordiigl gosterilmigtir.

Sekil 2.5: a) Tutiin mozaik viriisinun sematik yapisi, b) Frankel-Conrad ve Singer
tarafindan gergeklestirilen RNA'nin TMV’'niin genetik materyali oldugunu goésteren
deneyin ana hatlari.



