1 DNA REPLIKASYONU

Yavru hiicrelere ata hiicrelerdeki kadar DNA saglayabilmek icin hiicre béliinmesinden
once DNA'nin replike olmasi ve dolayisiyla kromozomlarin iki katina ¢ikmasi gerekir. Bu
glin icin DNA replikasyonu mekanizmasi oldukc¢a ag¢ik bir sekilde aydinlatilmistir. 1958
yilinda M. Meselson ve F. Stahl Escherichia coli’de DNA replikasyonunun yarikorumali
(semikonsevatif) olarak gerceklestigini gosteren deneyler yapmislardir. Daha sonra
biitiin organizmalarda DNA replikasyonunun yarikorumali bir sekilde gerceklestigi
anlasilmistir. Yarikorumali replikasyon sirasinda genetik bilgi bir hiicreden digerine
aktarilir. Eseyli iireyen organizmalarda, eger boliinen hiicre esey hiicresi ise bu durumda
genetik bilgi yeni nesillere aktarilir. Her durumda (mitoz veya mayoz) eski zincir kalip
olarak kullanilarak yeni bir zincir sentezlenir. Bu sentezin esasi kalip olarak kullanilan
zincir tizerindeki bazlarin komplementerlerinin yeni zincire eklenmesidir. Bu islem tam
bir dogrulukta yapildiginda genetik bilgi eksiksiz bir sekilde (daha dogru ifade hemen
hemen eksiksiz!) aktarilmis olur.

1.1 Prokaryotlarda DNA Replikasyonu

Prokaryotlarin hemen tamami halkasal genoma sahiptirler. Halkasal prokaryotik
genomlar teta (0) modeli denilen bir replikasyon mekanizmasina sahiptirler. Bir model
sistem olarak E. coli'nin replikasyon mekanizmasi incelenebilir. Bu bakteride
replikasyonun baslayabilmesi icin baslatici protein denilen bir proteinin baglanabilecegi
yaklasik 245 bp uzunlugunda bir replikasyon orijinine ihtiya¢ vardir. Baglatici proteinle
beraber DNA helikaz da bu bélgeye baglanarak iki zincirin birbirinden her iki yonde
ayrilmasini saglar (¢ift yonlii replikasyon). Birbirine ters yondeki bu iki ayrilma bolgesine
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 i¢in kalip gorevi goriir. Kalip zincirleri kullanarak onlarin
komplementerini sentezleyen enzim DNA polimeraz III enzimidir. Ancak DNA polimeraz
yeni bir DNA zincirinin sentezini baslatamaz; dNTP'lar1 5'P u¢larindan uzamakta olan bir
zincirin 3'0H uglarina 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 uglarina 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 iizerinden stirekli bir DNA zinciri
sentezlenir ve bu kalip zincire ilerleyen zincir denir. Ancak gerileyen zincir adi verilen
5'-3' kalibindan kesintili bir sentez gerceklestirilmek durumundadir. Replikasyon c¢atali
ilerledikce yeni primerler sentezlenerek ilerleme yoniiniin tersine dogru pargalar halinde
sentez gerceklestirilir. Bu parcalar bazen Okazaki fragmentleri olarak adlandirilir.

Halkasal kromozomda replikasyon terminasyon bdlgesi vardir. Her iki
replikasyon catali bu replikasyon terminasyon boélgesinde birlesir. Ancak bu arada diger



baz1 enzimatik olaylarin da gerceklesmesi gerekir. Bunlardan biri yeni sentezlenen
zincirde dogruluk kontroludtr (Sekil 4.1b). Yanhs diizeltme fonksiyonu sentezin hemen
arkasindan DNA polimeraz III tarafindan gergeklestirilir. Bir diger enzim DNA
polimeraz I yeni zincir Uzerindeki RNA primerleri uzaklastirarak yerine DNA
niikleotitlerini ekler. Pargalar halindeki yeni zincirin birlestirilmesi DNA ligaz tarafindan
gerceklestirilir.
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Sekil 4.1: a) Bir replikasyon catalinda meydana gelen olaylar. b) @ modeli ile
replikasyonun genel akisu.

Burada vurgulanmasi gereken diger bir konu DNA replikasyonunun hizidir. E. coli
kromozomu yaklasik 40 dakikada replike edilir. Genom biiytikliiglinii yaklasik 4.1 milyon
baz cifti olarak kabul edersek saniyede 2000 bp bir bolgenin replikasyonunun yapilmasi
gerekir. Replikasyonun iki ¢atalda yiiritildigiini disiindiiglimiizde her bir catalin
hizinin 1000 bp/sn olmasi gerekir. Bu hizli ve yanlissiz gerceklestirilmesi gereken siirecin
yuritilebilmesi icin replikasyon sirasinda gergeklestirilen islemlerin ¢ok yiiksek bir
esgidim icinde yuritilmesi gerekir. Gercekte DNA polimeraz replikasyon catalindaki
olaylar1 koordine eden biiyiik bir niikleoprotein kompleksinin bir parcasidir. Bu
kompleks replizom olarak adlandirilir ve “molekiiler makima”ya tipik bir ornektir.
Replizomlar replikasyonda gorev alan enzim ve yardimci proteinleri kapsar ve
replikasyon catalinda meydana gelen biitiin olaylarin istenen hizda ve dogrulukta
ylriimesini saglar.

1.1.1Virislerde replikasyon

Viruislerde farkl tip niikleik asitler genom olarak kullanilir (DNA, RNA, tek zincirli, ¢ift
zincirli, halkasal veya dogrusal). Bu genomlarin replikasyonu icin de ¢ok farkl
mekanizmalar kullanilir. Bunlardan sadece ikisinden kisaca so6z edilecektir.



Bakteriyofaj lamda (A) genomu bakteri hiicresine girince cos denilen ug
bolgelerinden halkasallasirlar (Sekil 4.2a). Bu halkasal ¢ift zincirli DNA © mekanizmasiyla
hiicresel enzimlerle replike edilerek c¢ogaltilir. Yeni sentezlenen bu halkasal A
genomlarinin zincirlerinden biri kesilir ve kesilen zincirin 5' ucu yapidan ayrilmaya baslar
Ayrilan zincirin ve hala halka seklinde olan diger zincirin tek zincirli kissmlar: kalip olarak
kullanarak yeni zincir sentezlenir. Halka yap1 bir ¢ok defa dénerek uzun bir dogrusal ¢ift
zincirli DNA iretilir. Bu uzun zincir konkatamer adini alir. Konkatamerler daha sonra A
genomunun ter gen boélgesinin ylrittiigli fonksiyon ile cos bolgelerinden birim A
genomlarina parcalanir.
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Sekil: a) Donen halka modeliyle A DNA replikasyonu, b) retroviriislerde aract DNA
tizerinden 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. Viriis insan
hiicrelerine girdiginde (btliylik cogunlukla T lenfositlere) kendilerinin kodladigi bir RNA
bagimli DNA polimeraz (revers transkriptaz) ile tek zincirli RNA genomu cift zincirli
DNA'ya (cDNA) cevirirler. Bu DNA hiicresel genoma integre olur ve genomdan normal
transkripsiyon mekanizmasiyla viriisiin RNA genomlari ¢cogaltilir (Sekil 4.2b).

1.2 Okaryotlarda DNA Replikasyonu

DNA replikasyonunun biyokimyas1 ve molekiiler biyolojisi prokaryot ve dkaryotlarda
benzerdir. Ancak oOkaryotlarda genom birden fazla kromozom icindedir ve histon
proteinleriyle kompleks olusturmus durumdadir. Replikasyon sirasinda bu kompleks
acilmali ve sadece DNA'nin replikasyonu degil ayn1 zamanda histon sentezi de her hiicre
dongiistiinde gerceklestirilmelidir. DNA replikasyonu ve kromozom duplikasyonu hiicre
donguisiintin sentez safhasinda gerceklestirilir.

Eger her bir insan kromozomunun, tek bir replikasyon orijininden baslanarak
replikasyonu gerceklestirilseydi, 2 kb/sn hizla gerceklesen bir replikasyon ile yaklasik



880 saate ihtiya¢ duyulurdu (haploit genom biiytkligi 3 164 000 kb). Halbuki insanda
bir ¢ok hiicre bundan ¢ok daha hizli béliiniir. Kiiltiire alinmis insan ve diger hayvansal
hiicreler 24 saatte bollinebilirler. Drosophila'da replikasyon 3 dakikada tamamlanir
(Tablo 4.1). O halde okaryotlarda replikasyon bir sekilde hizlandiriliyor olmalidir.
Gercekte okaryotlarda DNA replikasyonu prokaryotlarin aksine ¢ok sayida boélgede
baslayabilmektedir (Sekil 4.3). Bu bolgelerde replikasyon orijininden sentez baslar ve ¢ift
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
terminasyon bolgeleri arasinda kalan DNA boélgesi replikon veya replikasyon birimi
olarak adlandirilir. Cok sayidaki nispeten kii¢lik (kisa) replikonlar replikasyon hizini
oldukca artirmaktadir. Prokaryotik genomlar tek bir replikondur.

Tablo 4.1: Okaryotik ve prokaryotik replikonlarin sayi, biiyiiklik ve hizlarinin
karsilastirmas1 (Not: replikon sayisi ve biiyiiklikleri nisbi olarak verilmistir.
Genomunlarin gercek biiytiklikleriyle uyumlu olmayabilir).

Organizma Replikon Ortalama Catal hiz1 Gerc¢ek genom
sayisl biiytikliik 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 Bitmedi
Fare 25000 150 kb 2200 bp/dak 2 500 000 kb

Sekil 4.3: Okaryotik kromozomlarin replikonlarinda replikasyonun baglamasi ve zamana
bagl olarak ilerlemesi.



Prokaryotlarda oldugu gibi topoizomerazlarin zincirlerin agilmasinda rol aldig:
bilinmektedir. Okaryotlarda bes tip DNA poimeraz vardir: o, B, 5, ve y DNA polimeraz. a.
ve Y DNA polimerazlar cekirdekte replikasyondan sorumludurlar (prokaryotik DNA
polimeraz Il'e benzer). § DNA polimeraz DNA tamirinde gorev yapar. y DNA polimeraz
mitokondrial DNA replikasyonunu gergeklestirir. o DNA polimeraz ayni zamanda primaz
aktivitesine sahiptir. Yanls diizelme fonksiyonu ise a, 5 ve y DNA polimerazlar tarafindan
gerceklestirilir.

1.2.1 Okaryotlarda kromozomlarin u¢larinin replikasyonu

Dogrusal DNA molekuliiniin replikasyonu tamamlandiginda eger 6zel onlem alinmazsa
telomer bolgelerinden her yeni molekiiliin kalip zincirinin 3’ ucundan bir primer kadar
(insanda 50-200 bp) DNA kaybolur, kromozom kisalir. Bunun nedeni bu bélgede (ugcta)
3’0H ucu saglanamamasindan dolayidir. Hiicrelerde bu kisalmanin 6niine ge¢gmek igin
gecici onlemler alinmistir. Kromozomlarin uclarinda yani telomerlerde pespese
tekrarlayan 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 sonlanana
kadar gecen silire icinde, yani erken embriyonik safhalarda telomer bolgelerine
tekrarlayan diziler eklenir. Bu tekrarlayan diziler gelisme ve erginlik safhasinda
kromozomlarin kisalmasinin telomer bolgelerindeki tekrarlayan diziler icinde kalmasini
saglar. Telomer bolgeleri belli bir sinira kadar kisaldiginda o hiicre artik béliinmez, gen
ekspresyonu degisir, bu degisim cevre dokular etkiler ve dokunun yaslanmasina neden
olur. Kanser hiicrelerinde telomeraz aktiviteleriyle telomer bolgelerine tekrarlayan
dizilerin eklendigi ve kanser hicrelerinin 6limsuzlik 6zelliginin saglandigina yonelik
veriler mevcuttur.



