KIMYASAL MIKROBIYOLOJI
Bakterilerin Kimyasal Yapisi

01. inorganik Maddeler
Mikroorganizmalarin yapisinda bulunan inorganik maddelerin basinda su gelir. Bakterilerin
vegetatif formlarinda, %70-90 arasinda bulunan su, sporlarda ise %5-20 kadardir. Bakterinin
geri kalan kismi kuru maddeyi olusturur. Bu kuru maddede, karbon, hidrojen, oksijen,
nitrogen ve kiil (P05, Na,O, MgO, CaO, SiO,, SO, FeO) bulunur. Mineral elementlerin
basinda, Ca, P, K, Na, Mg, Mn, Fe, Co ve iz halinde Cu, Al, Zn, Mo vardir.
02. Organik Maddeler
Organik kisim bakteri kuru agirliginin %40-90'in1 olusturur. Organik bilesiklerin bazilar
makromolekiil (protein, polisakkarid, lipid, nukleik asit, vs.) ve diger kismi1 da mikromolekiil
(aminoasitler, monosakkaridler, organik asitler, koenzimler, v.s) halinde bulunur. Baslica
organik komponentler
02.01. Proteinler
Proteinler, birbirlerine peptid baglar1 ile birlesmis amino asit monomerlerinden olusmus
yiiksek molekiil agirligina sahip organik polimerlerdir. Her protein molekiilii, 20 tiir amino
asitin polipeptid zincirinde 6zel dizilisine sahiptir ve bu durum proteinlerin fonksiyonlarinin
spesifitesini meydana getirir. Proteinlerin molekiil agirliklar1 on bin ile yiizbin arasinda
degisir. Proteinlerin, bakterinin gelismesinde 6nemleri ¢cok fazladir. Bu proteinlerin bir kismi
saf ve kristal halde elde edilebilmistir. Bakteri proteinlerinde, genellikle, L-amino asitler daha
fazla bulunur. D-amino asitlere, hiicre duvarinda, kapsiilde (B. anthracis 'in) ve bakteriler
tarafindan sentezlenen antibiyotiklerin bilesiminde rastlanir. Bakteri proteinlerinde, biitiin
amino asitler vardir. Proteinlerin biiylik bir kismi, ya lipidlerle (lipoprotein) veya
karbonhidratlarla (glikoprotein) birlesmis haldedir. Bu konjuge proteinlere en fazla hiicre
duvari ve sitoplasmik membranda rastlanir. Bakteri flagellasinda bulunan ve 6zel yapiya sahip
olan protein (flagellin), salmonellalarda tiirleri birbirinden ayirmada kullanilir. Fimbria
proteini (pilin) de aym sekilde tiirlere 6zgii bir karakter gosterir. Bakteri proteinleri, ayn1 diger
proteinler gibi, fiziksel (1s1, 151k, UV-1s1nlari, vs.) ve kimyasal (asit, alkali, dezenfektanlar, vs.
maddelere) kars1 duyarlidirlar. B. stearothermophilus 'un sentezledigi alfa-amilase, 85 °C' de
20 saat kalmakla aktivitesinin ancak %29'unu kaybeder.
02.02. Karbonhidratlar
Karbonhidratlar, bakterilerde, c¢esitli yerlere (kapsiil, hiicre duvari, nukleik asitler) lokalize
olmuslardir. Gram negatif bakterilerin hiicre duvarinda %15-20 oraninda bulunan

karbonhidratlar, Gram pozitiflerinkinde %35-60 arasindadir. Baz1 bakterilerin i¢inde, enerji
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ve karbon kaynagi deposu odevini goéren nisasta veya glikojen graniilleri glukoz
polimerlerinden olugsmaktadir. Bakteri polisakkaridleri, ya tek tiir monosakkaridden olugsmus
homopolisakkarid ya da ayri tiir monosakkarid monomerlerinden meydana gelmis
heteropolisakkarid veya kompleks polisakkarid (lipopolisakkarid, glikoprotein, glikolipid, vs)
halindedirler.

a) Homopolisakkaridler: Acetobacter 'lerde glukan, leukonostok ve streptokok tiirlerinde
dekstran, A. levanctium 'da levan, M. mycoides 'de galaktan, B. polymyxa 'da mannan, bu tiir
polisakkaridlere O6rnek verilebilir. Enterobakterilerdeki Vi-antijeni, D-galaktoz-aminuronik
asit yapisindadir.

b) Heteropolisakkaridler: A-grubu streptokoklardaki hyaluronik asit, bu tarz bir 6zellik
gosterdigi gibi, bu grup mikroorganizmalardaki substans-c'de L-rhamnoz ve N-asetil
glukozamin karakterindedir. S. pneumoniae tip-III'in kapsiilinde cellobiuronic asit'in
tekrarlanan tniteleri vardir. Gram pozitif mikroorganizmalarda yiizeye yakin olarak bulunan,
teikoik asit bir gliserol fosfat veya ribitol fosfat bilesigidir. L. casei ve S. faecalis 'de gliserol
teikoik asit bulunmasina karsin, B. subtilis 'de ribitol teikoik asit vardir.

c) Kompleks polisakkaridler: Gram pozitif ve az olarak da Gram negatif mikroplarin hiicre
duvarmin bilesiminde bulunan peptidoglikanin yapisinda, N-asetil muramik asit, N-asetil
glukoz amin ve tetrapeptid bulunur. Muramik asite hiicre duvarindan baska, bakteri
sporlarinin korteksinde de rastlanir. B. subtilis 'den teikuronik asit (glikronik asit polimeri +
N-asetil galaktoz amin) izole edilmistir.

Gram negatif bakterilerin hiicre duvarinda protein, lipid ve karbonhidrat fazlaca bulunur.
Hiicre duvarindan elde edilen lipopolisakkarid, endotoksik bir oOzellige sahiptir. Bu
lipopolisakkaridin, polisakkarid porsiyonu, O-antijenini
olusturur. Chromobacteriumviolaceum ‘un lipopolisakkaridinde fukose amin ve viose amin; S.
typhosa 'da tyvelose; S. abortus equi 'de abequose; S. paratyphi-A'da paratose; E. coli 'de de
colitose ve Y. pseudotuberculosis 'de ascarylose bulunur.

02.03. Lipidler

Mikroorganizmalarda lipidlere genellikle bilesikler halinde rastlanir (lipoprotein,
lipopolisakkarid). Gram negatif mikroorganizmalarin hiicre duvarinda ve sitoplasmik
membraninda lipid bilesikleri fazla bulunur. En fazla rastlanan lipidler arasinda, E.coli 'de
cylopropane asit, palmitic asit, cis-vaccenic asit; E. coli 'nin endotoksininde beta-hydroxy
myristic asit; P. aeruginosa 'da beta-hydroxy asit; Agrobacter tumefaciens ‘de cis-vaccenic
asit; S. marcescens 'de palmitic asit ve 9, 10-methylen hexadecanvic asit; mikoplasmalarda

cift sayili ve doymamis yag asitleri, kolesterol ve az oranda caprilic asit ve capric asit bulunur.
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Gram pozitif mikroplarda da lipidlere, degisik ve ayn1 Gram negatiflerinkine benzer yapida
rastlanmigtir. L. arabinosus 'da cis-vaccenic asit ve lactobacillic asit fazla bulunur. Bu son
asit, streptokoklarda yoktur. Laktobasillerde palmitoleic asit ve cis-vaccenic asit esas olarak
bulunur. B. subtilis'de bransli =zincire sahip yag asitleri vardir. M. tuberculosis 'de
tuberculostearic asit, phthioic asit, mycocerosic asit, phthiocerol ve mycolic asit; C.
diphthriae 'de kisa zincirli mycolic asit (corynemycolic asit); diger asido-rezistens
mikroplarda cesitli yag asitlerine, rastlanmistir.

02.04. Nukleik asitler

Bakterilerdeki nukleik asitler, RNA (ribonukleik asit) ve DNA (deoksiribonukleik asit)
karakterindedir. DNA, genellikle, sabit bir durum gostermesine karsin, RNA iireme durumuna
gore degigsmektedir. Bakteri kuru agirliginin %2-5'ini olusturan nukleik asitlerin molekiil
agirliklar1 milyonun iistiindedir. Bakteride baslica 3 tiir RNA vardir. Bunlarda, ribosomal
RNA (rRNA), transfer RNA (tRNA) ve mesenger RNA (mRNA)'d1r.

Bakterilerdeki DNA, sarmal ve c¢ift iplik¢ikli iki adet polinukleotid'den olusmustur.
Yapisinda, piirin veya pirimidin bazlarindan biri + pentoz sekeri (2-D-oxy D-riboz) + fosforik
asit (H3PO4) bulunur. RNA'da ise pentoz sekeri sadece D-riboz olur.

03. Diger Maddeler

Serbest kiikiirt (beggiatoa ve bazi spirillerde), pigment maddeleri (pigmentli bakterilerde),
vitaminler (azotobakter ve maya hiicrelerinde), ¢esitli enzimler (biitiin mikroorganizmalarda),
antibiyotikler (streptomyces tiirii mantarlarda, bazi1 bakteri ve basillerde, diger bazi

mantarlarda) rastlanmistir.

Bakterilerde Enzimler

01. Genel Bilgiler

Enzimler, canli hiicreler tarafindan sentezlenen, organik ve katalitik kimyasal bilesiklerdir.
Bunlar, hiicre icindeki biyokimyasal reaksiyonlar1 hizlandirirlar ve reaksiyona giren
maddelerle (substrat) gegici kimyasal birlesmeler yaparlar. Bunlarin yardimi olmadan
reaksiyonlar ¢ok yavas cereyan eder. Enzimlerin istirak ettigi reaksiyonlarin hizi, enzimsiz
olanlardan, 108-1010 defa daha fazladir. Mikroorganizmalarin enzimleri hiicre iginde
sentezlenirler. Bunlarin bir kismi, asimilasyon ve dissimilasyon olaylari i¢in, hiicre i¢inde
alikonulurlar (endoenzimler, intraselliiler enzimler). Diger bir kismi ise, dig ortama
salgilanarak, biiyiik molekiillii maddelerin (protein, polisakkarid, lipid, vs.) hidrolizasyonunda
gorev yaparlar (ekzoenzimler, ekstraselliiler enzimler). Reaksiyonlarin basinda substratlarla

gecici bilesikler olusturan enzimler, reaksiyon bittikten sonra onlardan ayrilarak yeni
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reaksiyonlar1 katalize etmek icin eski formlarmma donerler. Kaybolmadiklar1 i¢in ¢ok az
miktart (bir kag molekiil) bile kisa bir siire i¢inde ¢ok sayidaki biyokimyasal reaksiyonlari
katalize edebilir. Orn; 2 ml konsantre trypsin, 37 °C' de ve pH 7.5' de, 2.5-3 kg. sigur etinin
hidrolizasyonu i¢in yeterlidir. Saf enzimlerde bu oran genellikle 10-5 ile 10-6 arasindadir.
Enzimlerin sentezinde ve yapisinda olusan ¢ok az degismeler bile, enzimin aktivitesine
olumsuz yonde etkilediginden, bunlarin katalize ettigi biyokimyasal reaksiyonlarin
bozulmasia veya yon degistirmesine neden olur. Bu degisiklikler sonu, gelisme ve iireme
durabilir ve bakteriler 6lebilirler. Her enzim substrat {izerinde, ancak bir kademeli reaksiyonu
katalize edebilir. Bu nedenle, metabolizma olaylar1 sirasinda, bir seri enzim reaksiyonlari
devreye girer ve birbiri ardi sira devam ederler. Enzimler spesifiktir ve substrata 6zeldirler.
Om, proteinlere etkileyenler karbonhidrat ve lipidlere tesir etmezler; L-amino asitleri
hidrolize edenler, D-amino asitlere etkilemezler; L-arginin'e tesir eden (arginase), D-arginin
icin etkisizdir. Bu tarz etkileme, enzim molekiilii ile subtrat molekiilii arasindaki o6zel
kimyasal iligkiden ileri gelmektedir.

Hiicrelerde enzim reaksiyonlar1 genellikle geriye doniisebilir (reversible) ve ortamda yeterince
yeni Uriinler birikince veya substrat tam hidrolize olunca, reaksiyon yavaslar ve durur. Ancak,
bakterilerde hiicre icinde sentezlenen enzimlerin bir kismi disar1 salgilandigindan, boyle
enzimlerin sentezlenmesi genellikle duraklamaz.

Enzimler protein yapisinda ve kolloidal karakterde olduklarindan, fiziksel (1s1, pH, UV-
isinlari, osmotik basing, vs.) ve kimyasal (asit, alkali, metabolitler, mineraller, vs.)
faktorlerden etkilenirler. Etanol ve amonyum sulfatla presipite olan ve membranlardan
diyalize olmayan enzimler, 10000 ile milyon arasinda degisen yiiksek bir molekiil agirligina
sahiptirler. En kiiclik enzimde 100 kadar amino asit bulunmaktadir (ribonuklease 125 amino
asit ve MA 14000). Enzim spesifitesini olusturan nedenlerin basinda, bunlarin yapilari
gelmektedir. Enzimlerin yapisi, polipeptid zincirindeki aminoasitlerin sayist ve dizilisi
(primer yapi), peptid zincirinin helikal durumu (sekonder yap1) ve peptidlerin kendi {izerine
katlanma tarzlari (tersiyer yapi) olmak iizere, baslica 3 ayr1 6zellik gosterir. Enzimlerin yapisi
ve enzim reaksiyonlar1 genetik kontrol altindadir.

Enzimler birbirlerinden az-¢ok farkli 2 kisimdan olusurlar. 1-Apoenzim: Protein karakterinde,
kolloidal, 1stya dayaniksiz, diyalize olmayan ve inaktif bir kisim (polipeptid zinciri veya
zincirleri) 2- Koenzim (prostetik grup): Protein karakterinde olmayan, isiya dayanikli
(termostabil), diisiik molekiillii ve inaktif organik bir kistm. Bu iki inaktif kisim birlesince

aktif enzim (holoenzim) meydana gelir (konjuge enzim). Bu nedenle de, enzimler, diisiik



molekiil agirligma sahip organik bir molekiile (koenzim) baglanmis proteinler (apoenzim)

olarak ta tanimlanabilirler.

» holoenzim

Apoenzim + koenzim
(inaktif) (inaktif) (aktif

enzim)

Koenzimler, apoenzimlerle bazen siki bazen de zayif baglarla baglanmislardir. Koenzimlerin,
enzim aktivitesinde 6nemleri ¢ok fazladir. Enzimlerin etkin boliimiinii olusturan koenzimlerin
yapisinda vitaminler de (tiamin, riboflavin, niasin, pantotenik asit, folik asit, pridoksin)
bulunur. Orn. tiamin (Vit. B1), kokarboksilase koenziminin yapisina giren bir komponenttir.
Pantotenik asit, koenzim A (Co-A)'nin; Vit. Bl, flavin adenin dinukleotid (FAD)'nin;
pridoksal da dekarboksilase ve transaminase'larin bir boliimiidiir. Koenzimlerin en 6nemli
gorevlerinden biri de, substrattan 2 elektronlu hidrojen c¢ekirdegini alarak onu okside
etmesidir.

02. Bakteri Enzimlerinin Karakterleri

Bakteri enzimleri baslica iki genel boliim altinda incelenebilirler. Bunlar da:

1) Ekstraselliiler enzimler (ekzoenzimler): Bu enzimler hiicre iginde sentezlendikten sonra
disar1 saliarak buradaki gida molekiillerinin ayrigsmalarin1 ve hiicre duvarindan gecebilecek
diizeye inmelerini katalize ederler. Bu tarz aktivite gosteren enzimler (hidrolitik enzimler)
arasinda, baslica, proteinase'ler (peptidase, jelatinase, kollajenase, kazeinase, fibrinolizin, vs),
karbohidrase'ler (selliilase, amilase, maltase, laktase, sukrase, hiyalurinidase, vs) ve lipase'ler,
nuklease ve digerleri bulunmaktadir. Bakteriyel toksik substanslarin bir kismi da enzim
ozelligi tasirlar.

2) Intraselliiler enzimler: Bu tiir enzimler de hiicre iginde sentezlenmelerine karsin, disart
cikmayarak burada dissimilasyon ve assimilasyon reaksiyonlarinda etkinlik gosterirler.
Endoenzim olarak ta tanimlanan bu Ozellikteki enzimler arasinda, baslica permease'ler
(sitoplasmik membranda bulunurlar ve aktif transportta etkinlikleri vardir, beta galaktosidase
gibi), hidrolase'ler (hiicre i¢inde hidrolitik reaksiyonlarda gorev yaparlar), oksidorediiktase'ler
(hiicre i¢inde oksidasyon rediiksiyon olaylarinda elektron transferini katalize ederler),
transferase'ler (karbonhidrat metabolizmasinda ve yiiksek enerjili fosfat baglarinin
kurulmasinda fonksiyonlar1 vardir), DNA polimerase (DNA'nin replikasyonunda), RNA
polimerase (DNA iplik¢iklerinin birinden mRNA'nin meydana gelmesini katalize eder),
nuklease (DNA ve RNA'larin ayrismasinda), restriksiyon endonuklease (DNA iizerinde belli
baz araliklarindan kesmeler yapar), DNA ligase (DNA'daki kopmalari tamirde ve



birlestirmede fonksiyonu vardir), peptidil transferase (iki aminoasit arasinda peptid baglarinin
kurulmasini katalize eder) ve bunlardan ayri olarak, sayilar1 100'leri gegen diger fonksiyonel
enzimler bulunmaktadir.

Yukarida bildirilen, gorev yerlerine ve fonksiyonlarina gore siniflandirilan enzimlerin bazilari
devamli kullanildiklar1 ve hiicre disina salindiklari i¢in kesintisiz olarak sentezlenirler. Bunlar
aynit zamanda hiicrenin bulundugu ortamla bir iligkisi yoktur. Devamli salgiladiklar1 igin
hiicrenin bir parcgasi olarak kabul edilen bu enzimlere yapisal enzimler adi verilir. Ekzoenzim
ve endoenzimlerin biiyiik bir kismi1 boyle bir 6zellige sahiptir. Baz1 enzimler de devamli
sentezlenmeyip ortamda, bunun sentezini indiikleyecek bir substratin bulunmasi
gerekmektedir. Indiiklenebilen enzimler olarak tanimlanan bu enzimler, ortamdan substarat
kaldirilirsa veya tiikenirse, bunlarin sentezleri de durur. Ornegin, bilesiminde laktoz bulunan
besi yerinde E. coli iiretilirse, bunu pargalayan beta-galaktosidase enzimini sentezlenir.
Laktoz ayrisip bitince bu enzimin sentezi de sona erer.

Bakteriyel enzimlerin bazilari, lipopolisakkarid membranda (reseptor gorevi yapan proteinler,
fosfolipase A ve lizofosfolipase, vs), periplasmik aralikta (transmembran transportta ve
kemotaksisde gorev alan, elektrolit baglayan enzimler, fosfotase ve esterase,vs) ve
sitoplasmik membranda (hiicre duvarinin sentezinde fonksiyonel enzimler, proton
translokasyonu, ATPase ve bazi elektron-transfer proteinleri permease'ler vs.) lokalize
olmusglar.

08. Enzim Sentezinin Regulasyonu

Mikroorganizmalarda enzim sentezinin kontrolii baglica iki mekanizma tarafindan regiile
edilir. Bunlardan biri indiiksiyon (enzim sentezinin uyarilmasi) ve digeri de represyondur
(enzim sentezinin baskilanmasi). Her nekadar bu iki aktivite birbirine ters gibi goriiniirlerse
de, genellikle, canlilarin yasaminda her ikisinin rolii ve etkinligi olduk¢a dnemlidir.
Indiiksiyon da, ortamda &zel indiiktérlerin bulundugu durumlarda enzimlerin sentezi veya
salgilanmas1 islevi meydana gelmektedir. Ozellikle, indiiklenebilen enzimler (beta-

galaktosidase, beta galaktoside permease, vs.) buna iy1 6rnek olustururlar.
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Onlenerek mRNA sentezinin
baskilanmast sonu enzim sentezi de

gergeklesemez.

Represyon baslica 2 tarzda meydana gelebilmektedir.

1) Son iiriin inhibisyonu (Feedback represyonu): Birgok bakteri (Orn. E. coli) iiredigi ortamda
metabolik aktivite sonu bazi son {iirlinlerin olusmasi (amino asitler gibi), enzimin aktivitesi
iizerine olumsuz yonde etkileyerek, enzim sentezini durdurabilir. Eger, son iiriinler azalir ve
minimal diizeye inerlerse etkinlikleri de kaybolur ve bu zaman enzim sentezi tekrar baslar
(derepresyon). Orn., E. coli, minimal besi yerinde (arginin olmayan) iiretilirse arginin
biyosentezi normal olarak yiiriitiiliir. Eger, besiyerine arginin 20 ug/ml olacak tarzda katilirsa
enzim (Ornithin Carbomoyl Transferase) sentezi deprese olur. Bdyle besi yerinden
¢ikarilan E. coli'ler yikandiktan sonra (argininden kurtarilirsa) minimal ortama eKilirlerse
tekrar arginin biyosentezi gergeklesebilir ve ortamda enzim konsantrasyonu artmaya baslar.
Glutamat —> Ornitin —» Citruline «=» Arginin (son {iriin)

2) Katabolik represyon: Eger, E. coli'ler, icinde hem glikoz ve hem de laktoz (veya,
glikoz+sorbitol; glikoz+asetat) bulunan bir besiyerine ekilirse, dnce glikoz kullanilir ve laktoz
ayristirilmaz. Iki substrat ayn1 anda katabolize edilemez ve genellikle, tercihen glikoz
metabolize edilir: Eger ortamda glikoz ayrisir ve biterse bu defa ikinci substrat kullanilmaya
baslar. Burada, ikinci subsrati ayristiracak olan enzim ilk asamada inhibe edilerek sentezi

onlenir. Bu tarz inhibisyon "katabolik represyon" olarak tanimlanir.

Bakteri Metabolizmasi

01. Genel Bilgiler

Mikroorganizmalarin yasamalari, biiylime, gelisme ve iiremeleri i¢in beslenmeleri ve bu
nedenle de bulunduklar1 ortamlardan gerekli besin maddelerini almalar1 sarttir. Bakterilerin
gida maddelerinden yararlanabilmesi, bunlarin, hiicre duvarindan ve sitoplasmik membrandan
gecebilmesine baglidir. Dis ortamda veya ¢evrede bulunan ve hiicreye yarayisli maddelerin
molekiilleri, genellikle, biiylik oldugundan hiicre duvarindan gecemezler. Bunlarin aktif
transportla gecebilecek bir diizeye indirilmeleri gereklidir. Bu gorevi, bakteriler tarafindan
sentezlenen ve disari verilen hidrolizan enzimler (ekzoenzim) yerine getirirler.
Mikroorganizmalarin disindaki ortamda ekzoenzimler yardimi ile hiicre membranlarindan

gegebilecek boyutlara indirilen gida maddeleri (protein, karbonhidrat, lipid, v.s.), igeri



girdikten sonra da, sitoplasma i¢inde, ayrismasina devam edebilir ve en kiigiik yap1 taslarina
dek ayrigabilirler. Liizumlu oldugu durumlarda da fazla ayrigmadan {initeler halinde hiicre
icinde ve 6zel depolarda tekrar kullanilmak {izere muhafaza edilebilirler. Sitoplasmada devam
eden ayrisma olaylarini, icerde kalan ve disar1 birakilmayan, endoenzimler katalize ederler
(disimilasyon-katabolizma). Mikroplar, sonradan bu yap:1 taslarindan veya daha biiyiik
molekiillerden, kendilerine liizumlu olan maddeleri (protein, polisakkarid, lipid, enzim vs.)
sentezler (asimilasyon-anabolizma). Bu iki ve ¢ok Onemli olan ve birbirini izleyen
biyokimyasal olay, bakterilerde metabolizmay1 olusturur. Metabolik olaylar, bir¢ok
enzimlerin Katalitik etkisiyle basamak basamak ve ardisik olarak yonetilir. Enzimlerde
olusabilecek en kiigiik degismeler, bu ¢ok dnemli ve seri biyokimyasal olaylarin bozulmasina
veya yon degistirmesine neden olurlar.

Uremekte olan hiicrelerde metabolizma olaylar1 devamlidir ve birbirleriyle iligkilidir.
Anabolizma ile hiicre tazelenir, tiikkenmis olan ve liizumlu bilesikler sentezlenir. Katabolizma
da ise, sentez i¢in gerekli enerji ve yapi taslari hazirlanir. Gida azligi, kuruma, sporlanma,
minimal 1smin altinda bulunma, kimyasal mikrobistatiklerin etkisi, vs. diger nedenlerle
metabolizma azalacagi gibi donma olaylarinda da tamamen durabilir.

Katabolizma olaylarinda gida maddelerin ayrismasi sonu 6nemli miktarda enerji agiga ¢ikar
(ekzergonik reaksiyonlar) ve bu enerji, yliksek enerji baglari halinde, ADP (adenosin difosfat)
ve ATP (Adenosin trifosfat) tarafindan alinarak kendi fosfat baglar1 arasinda muhafaza edilir.
Sentez olaylar1 i¢in gerekli olan enerji bu baglardan saglanarak yiiritiiliir (endergonik
reaksiyonlar).

Mikroorganizmalarda metabolizma baslica ii¢ temel grupta incelenir. Bunlar da;
1) Karbonhidrat metabolizmasi,

2) Lipid metabolizmasi,

3) Protein ve amino asit metabolizmasi.

02. Karbonhidrat Metabolizmasi

Karbonhidratlar, karbon (C), hidrojen (H) ve oksijenden (O) olugsmus organik bilesiklerdir. Bu
komponentler, kendi aralarinda (CH,O)n oraninda bir araya gelmislerdir. Karbonhidratlar
heterotrofik mikroorganizmalar i¢in enerji kaynagi ve karbonlar1 da organik bilesikleri
sentezlerken yap1 taslar1 olarak gorev yaparlar. Karbonhidratlar yapilarinda bulunan (karbon
atomlar1 sayisina gore) kisimlara ayrilirlar. Mono ve disakkaridler (sekerler) suda kolayca
erir, kristalize ve diyalize olabilirler. Buna karsilik polisakkaridler, suda erimezler ve diyalize

de olmazlar.



02.01. Karbonhidratlarin Sentezi

Polisakkaridlerin sentezi, monosakkaridlerden baslar. Disardan hiicreye giren veya hiicre
icinde bulunan monosakkaridler arasinda glikozid bagimin kurulmasi suretiyle polisakkaridler
sentezlenirler. Bu sentez olay1 bakterilerde baslica iki tarzda yiirtitiiliir:

1- Fosforilasyon: Fosforilase enzimleri tarafindan katalize edilen bu reaksiyonda
monosakkarid tiniteleri arasinda glikozid bagi kurularak polisakkaridler sentezlenirler.

2- Transglikozilasyon: Bu reaksiyonda, glikozid baginin bir tiniteden digerine aktarilmast ile,
yeni baglar kurulur ve polisakkaridler olusturulur.

Hiicre duvari mukopeptidlerin sentezi: Gram pozitif ile Gram negatif bakterilerin hiicre
duvarlar arasinda farklar bulunmaktadir. Birincilerde ¢ok az lipid bulunmasina karsin, Gram
negatiflerde lipid miktar1 daha fazladir. Fakat, her ikisinde de ortak olan bir ¢at1 peptidoglikan
(peptid zincirleri tarafindan kovalent capraz baglarla birlestirilmis olan paralel polisakkarid
zincirleri) bulunur. Ancak, buna baglanan ek komponentler arasinda ayriliklar vardir. Bakteri
hiicre duvarlarinin sentezi baslica 3 asamada gergeklesir.

1- Birinci donemde, hiicre i¢inde DP’ye bagli olarak N-asetil muramil penta peptid sentezi
(UDP -N- asetil muramil penta peptid) yapilir. Bu 6nemli madde, UDP (iiridin difosfat)
derivatifi halinde kendi prekiirsorleri olan N-asetil glukozamin, fosfoenolpiriivat ve 5 amino
asit Unitesinden sentezlenir. Birinci periyodun sonuna dogru, tekrarlanan seker iinitelerinin
tripeptid yan zincirlerine dipeptid D-alanil D-alanin baglanir.

2- Ikinci donemde, biyokimyasal reaksiyonlar sitoplasmik membranda cereyan ederler.
Birinci periyodda sentezi tamamlanan UDP -N-asetil muramil pentapeptid enzimatik olarak,
UDP'den ayrilarak, membranda bulunan ve buna bagl bir lipid intermedieri olan undekaprenil
fosfata transfer edilir. Sonra bu bilesige, UDP-N-asetil glukoz amin ilave edilerek,
peptidoglikan omurgasint tekrarlanan disakkaridleri olusturulur. Bundan sonra da, bu
disakkaridler peptid zinciri ile capraz baglanir. Bu zincirin uzunlugu ve amino asit
kompozisyonu bakteriler arasinda degisiktir. S. aureus 'da, bu zincir pentaglisindir.

3- Ugiincii dénemde, transpeptidasyon reaksiyonu ile paralel peptidoglikan zincirleri arasinda
capraz baglanti kurulur ve capraz baglayan zincirin terminal glisin molekiilii, bitisik
peptidoglikan zincirinde bulunan N-asetil muramil penta peptid molekiiliiniin penta peptid
yan zincirinin ucundan D-alanini ¢ikarir ve bdylece, birbirlerine ¢apraz baglanmis disakkarid
iiniteleri peptidoglikan sentezlenmis olur. Bu donem sitoplasmik membran disinda cereyan

eder.



Bazi Gram pozitif mikroorganizmalarda bu saglam peptidoglikan cati, teikoik asit tabakasi ile
kaplidir. Buna karsilik, Gram negatif mikroorganizmalarin bazilarinda (E. coli) peptidoglikan,
cat1 kompleksi polimerik lipopolisakkaridle (LPS) ortiiliidiir.

Hiicre duvar polisakkaridlerinin sentezi: Gram negatif mikroorganizmalara antijenik 6zellik
kazandiran tip spesifik polisakkaridlerin sentezi de, ayn1 mukopeptidlerin sentezlerine benzer.
Kapsiil polimerlerinin sentezi: Desktran ve levanlar, disakkaridler (sakkaroz) kullanilarak
sentezlenirler. Bu da ortamda sakkaroz iinitelerinin varligina baghdir. Bakterilerde bulunan
hyaluronik asit sentezi de benzer yollarla yapilir.

Hiicre i¢i depo polisakkaridlerinin sentezi: Bazi hiicreler i¢inde enerji ve karbon kaynagi
olarak polisakkaridler (nisasta, glikojen) biriktirilir. Bunlar, gida maddesi olarak, dis
ortamdaki besin maddelerinin azaldig1 durumlarda kullanilir.

03. Lipid Metabolizmasi

Lipidler, ¢esitli bilesikler halinde, mikroplarin hiicre duvarinda (6zellikle, Gram negatiflerde),
sitoplasmik membranda ve gida deposu olarak ta hiicre i¢cinde bulunurlar. Mikobakterilerde de
hiicre duvarinda balmumu halinde ve c¢ok fazla miktarda lipidlere rastlanilir. Lipidler
genellikle, yaglar (yag asitlerinin gliserin esterleri), balmumu (yag asitlerinin monoalkol
esterleri) ve kompleks lipidler (fosfolipid, lipopolisakkarid, lipoprotein, v.s.) halindedirler.
Lipidler, karbon (C) ve hidrojenden (H)olugmus organik bilesiklerdir. Yapilarinda, ayrica,
fosfor (P), nitrogen (N) ve siilfiir (S) bulunabilir.

03.01. Lipidlerin Ayrismasi

Mikroorganizmalarda bulunan hidrolitik enzimlerden, lipaselar yaglar1 esas komponentlerine
ayristirir. Lipidler, hidrolize olunca, yag asitleri ve gliserin meydana gelir.

03.02. Lipidlerin Sentezi

Mikroplarda lipidlerin sentezi, liredikleri ortamdaki karbon bilesiklerinin karakterine baglidir.
Asetat, laktat ve glukoz iceren ortamlarda, Mycobacterium phlei iiredigi zaman, kafi derecede
lipid sentez ederek asido-rezistans hale gelmesine karsin, karbon kaynagi ihtiva etmeyen ayni
besi yerinde, asido-rezistans karakter olusmamaktadir.

Gliserin, genellikle, glukoza oranla lipid olusturmada daha aktiftir. B. subtilis, glukoz ve maya
ekstrat1 ihtiva eden ortamlarda, 6-branslt zincir ile iki-diiz zincirli yag asitlerini sentez eder.
Eger besi yerine kisa zincirli yag asitleri (propionik asit, butirik asit, v.s.) katilirsa uzun
zincirli yag asitleri sentezinde artma meydana gelir. Mikobakterilerde ve mayalarda, sature

olmamis yag asitlerinin sentezi, terminal elektron alicis1 olarak, molekiiler oksijene baglhdir.
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Uzun zincirli yag asitlerinin monomerik prekiirsorleri Acetyl-CoA ile malonyl-CoA'dir.
Malonyl-CoA, CO2 ve acetyl-CoA'dan biotin gerektiren reaksiyon sonucu meydana gelir.
Yag asitlerinin sentezi, genellikle, malonyl-CoA'dan baslar.

Yag asitlerinin sentezi, prekiirsorlerden baglayarak bir seri reaksiyonlar sonunda
gerceklestirilir. Sentez igin gerekli enerji ATP'den saglanmir. Once acetyl-CoA, asetilasyona
maruz kalarak malonyl-CoA meydana gelir. Bunu izleyen seri reaksiyonlardan sonra palmitik
asit sentezlenebilir.

Bir¢ok bakteriler de, asetatlar1 poli-beta hidroksibutirik asite ¢evirerek hiicre i¢inde muhafaza
ederler. Bazi mikroorganizmalar (mikobakteri, korinebakteri, nokardia) lipidleri, 30-90
karbon atomlu yag asitleri halinde depolarlar.

Gram negatif bakterilerde bulunan lipopolisakkaridler ve Gram pozitif bakterilerdeki ribitol
veya gliserol teikoik asit sentezleri ylizey makromolekiil olmasi ve bu mikroorganizmalarin
antijenik 6zelliklerini tayin etmesi bakimindan 6nem tasimaktadirlar. Enterobakterilerde lipid,
merkez polisakkaride ve bu da tip spesifik olan ve O-antijenik &zelligini olusturan
polisakkaridlere baglanmistir. Teikoik asit, ribitol veya gliserol ihtiva eden polimerdir.
Teikoik asitlerin ekserisi, birbirine fosfodiester kopriilerde baglanmis polyollarin tekrarlanan
nitelerinin  olusturdugu bir omurgadir. Genellikle, glukoz veya N-acetyglucose
aminden meydana gelen sekerler, polyollere glikozid baglarla birlesmislerdir. D-alaninde
ayn1 sekilde, polyollara ester baglari ile birlesmistir. Polimer, ya hiicre duvarina (ribitol veya
gliserol polimerleri halinde) veya sitoplasmik membrana (gliserol polimerleri olarak)
baglanmistir.

04. Protein Ve Amino Asit Metabolizmasi

Proteinler, kompleks organik bilesikler olup hiicrelerin esas yapilarini olustururlar.
Proteinlerin bilesiminde, genellikle, karbon (C) %50, oksijen (O) %25 nitrogen (N) %16 ve
hidrojen (H) %7 bulunur. Baz1 proteinler de %1 kadar siilfiir (S) ihtiva ederler. Bir kisminda
da ayrica, fosfor, demir, ¢inko ve bakir da bulunabilir. Hiicrelerde, yap1 ve gorevleri
bakimimdan ¢ok cesitli proteinler vardir. Proteinler yiiksek molekiillii (5000-bir milyon)
olduklarinda kolloidal soliisyonlar meydana getirirler ve diyalize olmazlar. Fiziksel (1s1, UV-
isinlari, X-1s1nlari, v.s.) ve kimyasal faktorler (asit, alkali, deterjan, agir metaller ve bunlarin
tuzlari, vs.) proteinler iizerine olumsuz etki yaparlar. Proteolitik enzimlerle veya asit
hidrolizasyonla, kendilerini olusturan amino asitlere ayrisirlar. Proteinler, 20 tiir amino asitin
degisik siralarda yan yana gelerek olusturduklart polipeptidlerden meydana gelmis
polimerlerdir. Amino asitler birbirlerine kovalent olarak peptid baglar1 ile birlesmistir. Bu

peptid bag, bir amino asitin karboksil ucundan suyun ¢ikmasi ile, diger amino asitin a-amino
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grubu arasinda kurulur. Polipeptid zincirinde yiizlerce amino asit vardir. Bazi proteinlerde bir
ve digerinde de birden fazla polipeptid zinciri bulunabilir. Her polipeptid zincirinin belli bir
molekiil agirligi, kimyasal yapisi, amino asitlerin sirast ve 3 boyutlu sekli vardir.

Proteinler yapilarina gore baglica iki kisma ayrilabilirler. 1- Basit proteinler: Bu tiir
proteinlerden hidrolizasyon sonunda sadece amino asitler meydana gelir, diger organik veya
inorganik triinler olugsmazlar. 2- Konjuge proteinler: Bunlarin hidrolizasyonu sonunda yalniz
amino asitler degil, ayn1 zamanda organik ve inorganik komponentler de tesekkiil eder.
Proteinlerin amino asit olmayan kismina prostetik grup adi verilir. Bu grubun kimyasal
yapisina gore konjuge proteinler siniflandirilabilirler (nukleoprotein, lipoprotein, fosfoprotein,
flavoprotein, glikoprotein, v.s.).

Proteinlerin yapisi baglica 4 karakter gostermektedir. Primer yapi: Polipeptid zincirindeki
amino asitlerin tiirleri, siras1 ve aralarindaki kovalent baglanma, proteinin primer yapisini
olusturur. Sekonder yap1: Polipeptid zincirinin uzun eksen boyunca uzanmasi veya heliks
olusturmasidir. Bu tiir yapiya fibroz proteinlerde rastlanir. Tersiyer yapi: Polipeptid
zincirlerinin kendi tizerine 3 boyutlu biikiilerek sert ve sikica katlanmis yapi olusturmasi
durumudur. Kuaternar yapi: kiden fazla polipeptid ihtiva eden proteinlerde, bu polipeptid
zincirlerinin birbirleriyle birlesmeleri tarzidir.

Proteinler, 60-70°C. 1sida veya maksimal pH limitlerinde, peptid zinciri omurgasi
dagilmadan, kendi 6zel katlanmasi agilabilir (denatiirasyon). Bu durum proteinin biyolojik
aktivitesinin kaybolmasina yol acar. Bazi hallerde de denatiire olan protein tekrar ilk
katlanmis orijinal durumuna donebilir (renatiirasyon).

Hiicrelerde bulunan serbest amino asitler ya proteinlerin ayrismasindan, ya da hazir olarak
disardan saglanirlar. Hiicre sitoplasmasinda aminoasitleri muhafaza eden ve depolayan
"amino asit deposu" veya "havuzu" vardir. Polipeptid sentezi i¢in gerekli amino asitler
buradan temin edilirler. Amino asitler organik asitlerden tiiretilirler ve bu asitlerde hidrojen,
alfa pozisyonda olup bunun yerini amin (NH2) almistir.

04.01. Proteinlerin Ayrigsmasi

Proteinler, amino asitlerin yan yana gelerek birbirleriyle birlesmesinden olustuklart igin,
bunlar arasindaki bagin ¢6ziilmesi, proteinlerin hidrolizasyonuna neden olur. Bu ayrigsma isini,
hidrolizan enzimler (proteinase) veya genellikle, asitler peptid bagina su ilave ederek yaparlar.
Proteinase ve peptidaseler genellikle ekstraselliiler enzimler olup hiicre disindaki biiyiik
molekiile sahip proteinleri hidrolize ederek kiigiik {initelere (amino asitlere) ayristirirlar.

Amino asitler hiicre duvarindan ve sitoplasmik membrandan igeri girebilirler. Bunlar hiicre
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icinde ya amino asit deposunda muhafaza edilir veya daha ileri asamalara kadar hidrolize
edilirler.

04.02. Amino Asitlerin Hidrolizasyonu

Mikroorganizmalar aminoasitleri baslica 3 sekilde hidrolize ederler:

1- Deaminasyon: Bu tiir amino asit hidrolizasyonu, bunlardan amin (NH2) grubunun ¢ikmasi
sonu meydana gelir. E. coli 'ler, glutamik asiti, oksidatif deaminasyonla, amonyak ve keto
asite cevirir veya rediiktif deaminasyonla NH2 ¢ikarilarak, amino asit ayrigtirilir.

2- Dekarboksilasyon: Amino asitler, bunlardan karboksil (COOH) grubunun ¢ikarilmasi sonu
ayrigirlar. Bu olay1r karboksilase enzimleri katalize ederler ve reaksiyonun sonunda
karbondioksit ve amin meydana gelir.

E. coli'ler bu tarzda da amino asitleri ayristirabilir. Mikroorganizmalar O6zellikle asit
karakterli ortamlarda iiretildikleri zaman, amino asitler dekarboksilasyonla ayrisarak amin ve
karbondioksit meydana gelir. Aminin olusumu besi yerinin pH'sinin yiikselmesine neden
teskil eder. Deaminasyon daha ziyade alkali ortamlarda goriliir.

3- Transaminasyon: Bu reaksiyonda, alfa-amino asitlerdeki amin grubu, alfa keto asite
transfer edilir. Olay, transaminazlar tarafindan katalize edilir. E. coli 'de transaminasyonla

amino asit ayristirtlmasina rastlanmistir.
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04.03. Amino Asitlerin Sentezi
Amino asitlerin sentezi, organik asitlerden orijinini alirlar. Orn. biitiin alifatik amino asitler
sadece 4 ara maddeden (piriivat, 3-fosfogliserat, okzalasetat, alfa-ketoglutamat)

sentezlenebilirler.

13



04.04. Peptidlerin Sentezi

Amino asitler olustuktan sonra bunlar arasinda peptid baglar1 kurulmak suretiyle peptidler ve
bunlar da birleserek polipeptidleri meydana getirirler.

05. Nukleik Asitlerin Metabolizmasi

05.01. Nukleik Asitlerin Sentezi

Piirin nukleotidler: Bakteriler tarafindan piirin nukleotidlerin sentezi birka¢ yoldan saglanir.
Piirin nukleotidlerin genel sentez mekanizmasi inosinik asit olusumundan baslar. Bu asit
sonradan adenin ve guanin ribonukleotidlere ¢evrilir. Piirin ribonukleotidler de rediikte olarak
deoksiribonukleotidleri meydana getirirler.

Bundan sonra piirin ribonukleotidler ve deoksiribonukleotidler fosforilasyon reaksiyonuna
tabi tutulurlar.

Bu tarz pilirin nukleotidlerin olusturulmasi yani sira ikinci bir sentezleme yolu daha
bulunmaktadir. Bu yolda, hiicre i¢i depolarda bulunan serbest bazlar ve nukleotidlerden
yararlanilir. Bunlar, kendilerine tekabiil eden nukleotidlere gevrilirler.

Pirimidin nukleotidler: Pirimidin nukleotidlerin sentezi, genellikle uridin-5-fosfattan orijin
alir. Bu 6nemli madde, bakteriler tarafindan sitidin ve timidin nukleotidlere ¢evrilir. Bunlar
rediikte olarak, deoksiribonukleotidler olusturulur. Bdylece piirin ve primidin ribonukleotidler
meydana getirilir. Sonra, protein sentezinde bildirilen mekanizma ile DNA'nin biyosentezi
gerceklestirilir.

05.02. Nukleik Asitlerin Ayrigsmasi

Deoksiribonukleik asitin ayrigmasi: DNA'nin ayrismasi1 DNase araciligi ile yapilir.

DA

Draze
nukleotid (pdrin weya pirimidin bazlan + geker + fosfaf)

MHukleosidase
reya pirimidin + geker)

ffirin firimidin seker

nukleosid qirin

Olusan iiriinler de daha ileri devrelere kadar ayrisarak organik asitler, {ire, karbondioksit ve
diger son tirlinler meydana gelir.
Ribonukleik asitin ayrigmasi: RNA'nin ayrismast da RNase tarafindan yonetilir. Ayrisma

DNA'ninkine benzer bir tarz gosterir.
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RrA

\L RMase
Mukleotid
nukleosidase
MHukleosid
fadirin pirimidin . seker

Bu maddeler de son tiriinlere kadar ayrisirlar.

06. Enerji Metabolizmasi

Mikroorganizmalarda, enerji olusturan oksidatif nitelikteki biyokimyasal olaylara biyolojik
oksidasyon (biyooksidasyon) ad1 verilir. Oksidasyon, bir substratin oksijenle (O2) birlesmesi
veya substrattan, hidrojen (H+) ve elektronun (e-) ¢ikmasi olayidir. Bir madde okside olurken
digeri rediikte olur. Bu nedenle de biyooksidasyon bir oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonudur.
Biyooksidasyon birbirini izler ve birlikte olusurlar. Bir maddeden, hidrojen ve elektronun
cikmasi i¢in, bir hidrojen alicisina gereksinme duyulur. Hidrojen veren substrat okside olur ve
alict da, hidrojen ve elektronla birleserek, rediikte olur. Bu sebeple de elektron veren
rediiksiyon yapan, ve elektron alan da oksidasyon yapan ajandir.

Biyooksidasyon baglica iki tarzda olugsmaktadir:

1- Aerobik oksidasyon: Inorganik ve organik substratlarin, okside olarak molekiiler oksijenle
(Oy) birlesmesi bir aerobik biyooksidasyon olayidir. Bu reaksiyon oksidase enzimleri araciligi
ile yuriitiiliir. Aerobik oksidasyonda, tam bir oksidasyon meydana gelirse, agiga ¢ikan enerji
cok fazla olur. Bu tarz biyooksidasyon, kemolitotrofik mikroplarda, toprak bakterilerinde,
aerobik ve bazi fakiiltatif mikroorganizmalarda da goriilebilir.

Baz1 oksidasyon olaylarinda da oksijen kullanilmasina kargin, tam bir oksidasyon meydana
gelmeyebilir. Reaksiyon sonu olusan ara {irinlerin atomlar1 arasinda bagh olarak kalan
enerjinin ancak bir kismi agiga ¢ikar. Geri kalan kismi ise bagh kalir.

2- Anaerobik oksidasyon: Bu tiir biyooksidasyon, fakiiltatif ve anaerobik mikroorganizmalar
tarafindan meydana getirilir. Anaerobik oksidasyonda, aerobikin aksine, hidrojen alicisi
olarak, oksijenin disinda, bir substrat kullanilir. Bu amag i¢in, inorganik (N, SOy, S, C, KNOs,
NaNQOj3, CO,, CO vs) ve organik maddelerden yararlanilir (fermentasyon veya glikolizis).
Fermentasyon, anaerobik kosullarda, biyooksidasyon olaylarinda, organik substratlarin
hidrojen alicis1 olarak kullanilmasidir. Anaerobik mikroorganizmalar hidrojen alicis1 olarak,
oksijenden baska maddeler (inorganik veya organik) kullanirlar. Fakiiltatiflerde ise enzimler,
hem aerobik ve hem de anaerobik kosullarda oksidasyon yapabilecek yetenektedirler.

Aerobik, fakiiltatif ve anaerobik mikroorganizmalar oksidasyon durumunu gosterir toplu tablo
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Glikolizis (fermentasyon) olayina 6rnek olarak, genellikle, glukozun ayrigmasi gosterilir. Bu
onemli karbonhidrat, aerobik ve anaerobik ayristigina gore, olusan iirtinler de degisik olur. Bu
nedenle de fermentasyon {iirlinleri, substrat ve organizmaya baglidir.

Mikroorganizmalarda enerjinin ¢ok Onemli gorevleri vardir. Biyokimyasal olaylar ancak
enerji yardimi ile gerceklestirilebilir. Bu enerji, ya 1siktan ya da kimyasal maddelerin
(inorganik veya organik substratlar) biyooksidasyonundan saglanir. Enerjiye en fazla sentez
olaylarinda gereksinme duyulur. Diger fonksiyonlar da (hareket, hiicre boliinmesi, aktif
transport, bioluminesens, vs.) yine enerji yardimiyla olusturulurlar. Biyooksidasyon
reaksiyonlar1 sonu acia ¢ikan enerji, elektrostatik kuvvetle, ADP (adenozin difosfat) ve
ATP'nin (adenozin trifosfat) fosfat baglar1 arasinda muhafaza edilir.

Bakterilerde olusan enerji 1s1 sekline doniistiiriilemez. Aerobik oksidasyondan elde edilen
enerji anaerobik oksidasyondan ¢ok daha fazladir. Orn. glukozun aerobik oksidasyonunda 688
Kcal. ve 38 mol ATP elde edilmesine karsin anaerobik oksidasyonda sadece 54 Kcal. ve 2
mol ATP meydana gelir.

Enerjice zengin baglar: Substratlarin biyooksidasyonundan agiga c¢ikan enerji, 6zel ve
hidrolize olabilir enerjice zengin baglar tarafindan tutulurlar. Bu baglar ADP ve ATP'nin
fosfat atomlar1 arasinda sakli kalir ve bu baglar hidrolize olunca enerji serbest kalir. ADP'de
bir ve ATP'de ise iki adet boyle bag bulunur. ATP hidrolize olunca AMP veya ADP haline
dontiglir. Bunlarin tekrar, ATP haline gelebilmesi i¢in bir seri reaksiyonlara (oksidatif
fosforilasyon, substrat fosforilasyonu ve fotofosforilasyon) gereksinme duyulur. Bu
reaksiyonlar ATP olusturan ¢ok dnemli biyokimyasal olaylardir.

1- Oksidatif fosforilasyon: Substrattan, hidrojen ve elektron ¢ikarilarak, molekiiler oksijene
kadar aktarilmasinda, bir¢ok ara maddelerden (flavoprotein, sitokrom, NAD, NADH2)
gecirilir. Elektron aktarimi, bu islemler sirasinda, ADP'nin fosforilasyonu ile birlikte
gerceklestirilir.

2- Substrat fosforilasyonu: Bu tiir fosforilasyon, Embden-Meyerhof biyokimyasal yolunda
enerjice zengin baglarin meydana gelmesi ile iligkilidir ve genellikle, ADP ve ATP firetilir.
Orn.3-fosfogliserolaldehid, Pi bulunan ortamlarda, NAD tarafindan oksitlenerek, 1,3-
difosfogliserik asit meydana gelir ve yeni fosfat grubu da ADP'ye aktarilir.

Hiicrelerde, ADP ve ATP'den ayri olarak, enerji iceren substanslar da bulunur. Bunlar
arasinda, sitozin trifosfat (CTP), guanozin trifosfat (GTP) ve uridin trifosfat (UTP) sayilabilir.

Ancak, bunlar da enerjilerini ATP'den temin ederler ve cesitli reaksiyonlara kanalize ederler.
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06.01. Elektron Transportu

Substrat molekiillerinden, dehidrogenasyon yolu ile ¢ikarilan hidrojen ve elektron, diger
hidrojen alicilarina 6zel tasiyici sistemlerin (elektron transport sistemleri) katalize ettigi
reaksiyonlar araciligi ile aktarilir. En 1yi elektron tasiyic1 koenzimler arasinda, NAD, NADP,
riboflavinfosfat, FAD, ¢esitli porfirinler bulunur. Substrattan, 6énce, NAD ile alinan hidrojen
ve elektron, FAD'ye aktarilir. Buradan sitokrom oksidazlara gecerek havanin serbest oksijeni
ile birlestirilir. Reaksiyonun sonunda H,O, veya H,O meydana gelir. Substrattan ilk hidrojeni
alan dehidrogenase ve en son alan da oksijendir.

NAD (nikotinamid adenin dinukleotid): Dehidrogenasyon, reaksiyonu bir¢ok hiicrede
genellikle, NAD veya NADP tarafindan baglatilir. Bu koenzimler, 6nceleri, DPN (difosfo
piridin nukleotid) ve TPN (trifosfo piridin nukleotid) olarak taninirlardi. Bunlar, bir¢cok
apoenzimle birleserek, esas aktif enzimin , 6zel substrat i¢in, spesifitesini artirirlar. NAD'nin
esas kismini nikotin amid grubu olusturur. Bu grubun piridin halkasi, substrattan, hidrojen ve
elektron alarak, NADH2 haline rediikte olur. Bu da sonradan, ikinci hidrojen aliciya (FAD)
hidrojeni vererek NAD ilk durumuna reokside olur.

FAD (flavin adenin dinukleotid): Sar1 renkli ve bir koenzim olan FAD'nin bilesiminde
vitamin -B2 (riboflavin) bulunur. FAD hidrojen alinca FADH2'ye rediikte olur. Bu sonradan
hidrojen vererek FAD haline reokside olur. Hidrojen, FADH2'den sitokrom sisteminin demir
iceren pigmentine (sitokrom-b) aktarilir.

Sitokrom sistemi: Bu gruba ait sar1 renkli pigmentler (a, a3, b,c, ve digerleri) aerobik ve
fakiiltatif mikroorganizmalarda bulunur. Sitokrom pigmentlerinde demir vardir.
Bioluminesens: Fluoresens mikroorganizmalar tarafindan 151k olusturulmasi olayma
bioluminesens adi verilir. Olay, biyooksidasyon reaksiyonlarinda olusan enerjinin 1s1ik enerjisi
haline doniistiiriilmesidir. Pseudomonas ve vibrio tiirlerinde boyle 151k verebilen mikroplara
rastlanir. Meydana gelen 151k mavi-yesil olup dalga boyu 490 nm civarindadir. Isinimlar
bakteri ve mantarlarda devamlidir. Mantarlarin 1s1ginin dalga boyu 530 nm olup sari-yesildir.
Bioluminesens olayinda, serbest bulunan FMN (flavin mono nukleotid), NADH?2 tarafindan
rediikte edilerek enzimle (luciferase) birlesmesi saglanir. Olusan kompleks oksijenle okside
olarak 151k vermege baslar. Isik fotonlarmin ¢ikmasi ile, luciferase enzimini tekrar eski
formuna doniisiir.

07.Metabolizma Regulasyonu

07.01. Genel Bilgiler

Mikroorganizmalarin ~ yasamalar1  ve  Ulremeleri icin  beslenmeleri  gereklidir.

Mikroplar,cevrelerindeki gidalari, kendileri tarafindan sentezlenen ve cesitli etkilere sahip
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olan enzimleri yardimi ile yaralanabilecek duruma getirirler. Bu nedenle,enzimlerin aktivitesi
mikroorganizmalarin hayatlari i¢in zorunludur. Ancak, bunlarin da zamaninda ve yeterince
sentezlenmeleri ve koordine bir sekilde gérev yapmalari 6nemlidir. Bu islem bir regulasyon
veya kontrollerle gergeklestirilir. Enzim sistemlerinin sentezlenmeleri yoniinden kontrolleri
canlilarin en 6nemli bir 6zelligini olusturmakla ve degisen ¢evre kosullarina ¢ok yakindan
bagimli bulunmaktadir.

Enzimlerin sentezlenme hizi ve miktar1 ortamdaki gida maddelerinin miktar1 ve cesidi ile
iliskilidir. Cok gereksinme duyulan enzimler yeterince ve devamli olarak sentezlenirler ve bu
devamlilik 6zel mekanizmalar tarafindan kontrol edilirler. Bir bakteri hiicresindeki biitiin
proteinleri sentezlemek icin sayilar1 600/800 'e kadar degisebilen enzime ihtiya¢ vardir. En
fazla gereksinim duyulan enzimler arasinda proteinleri, karbonhidratlar1 ve nukleotidlerin
ayristirtlmasinda gorev alanlarla, hiicre duvari, sitoplasmik membran ve ribosomlarin
sentezlerinde vazife goren enzimlerdir. E. coli hiicresinde,20 tane amino asit sentezinde
llizumlu olan biitiin enzimler bulunur. Eger ortama amino asitler katilirsa,bakteri hiicresi,bu
amino asitleri sentez i¢in, kendisi 6zel enzim yapma isine girismez. Bu durum,amino asitlerin
sentezlenme isinde gorev alacak enzimlerin imalinde bir gerileme veya duraklama meydana
getirir.

E. coli biyokimyasal olaylar1 incelemede kullanilan ¢ok uygun bir mikroorganizma olup,
dubleks karakterindeki kromozomunda 3000'den fazla proteini sifreleyebilecek kodlara
sahiptir. Proteinlerin sentezi DNA iizerinde yerlesmis olan gen veya genler tarafindan
yonetilir. Normal kosullar altinda, yasam icin gerekli olan enzimlerin sentezlerini ydneten
genler gorev yaparlar. Digerleri ise, genellikle inaktif durumda bulunurlar. Bunlar hayat i¢in
her zaman liizumlu olmayabilirler. Gergekten de, kromozom iizerindeki biitiin genler aktif
olsaydi veya aynm1 anda gorev yapmis olsalardi, hiicre lizumsuz ve c¢ok sayida enzim ve
proteinlerle dolmus olurdu. Besi yerlerindeki gidalarin ve gevresel kosullarin degismesi ile
bazi genler aktive edilir, diger bir kism1 da baski altinda tutulur. Hiicre bu sekilde, kendini,
degisen cevre kosullarina uydurur ve yasamini siirdiiriir. Orn; E. coli gliserinli besi yerinde
iretilirse, hiicrede, bu substratin ayrigmasini katalize eden enzimlerde bir artma meydana
gelir. Buna karsilik, diger bir kisim enzimler ise minimal diizeyde tutulurlar. Ayn1 sekilde, E.
coli karbon ve enerji kaynagi olarak laktozlu bir ortamda iiretilirse, bu substratin ayrismasinda
gorev alan beta-galaktosidase enzimin (indiiklenebilen enzim) sentezinde 1000 misli artma
olur. Ortama katilan gliserin ve laktoz bir indiiktor olup kendilerinin ayrismasinda gérev alan

enzimlerin sentezlerini uyarirlar. Ancak, biitlin indiiktdrler her zaman substrat olmayabilirler:
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07.02. Enzim indiiksiyonu

Mikroorganizmalarin biiyiik bir kismi enerji ve karbon kaynagi olarak bir¢ok organik
maddelerden yararlanirlar. Bunlardan faydalanilabilmesi ve enzim sentezi otomasyonunu
calistirabilmesi igin ortamdan bir sinyal bekler ve bunu da indiiktorler saglarlar. Orn, E.
coli besi yerleri i¢inde bulunsun veya bulunmasin, her zaman glukozu ayristiracak enzimleri
sentezlemesine karsin, laktoz i¢in boyle hazirlikli degildir. Laktozu hemen metabolize edemez
veya ayristiramaz. Aradan belli bir slirenin ge¢mesi gerekmektedir. Laktozlu bir ortamda
iireyen bir bakteri (E. coli), buradan alinip tekrar laktozlu bir ortama konursa, latent donem
olusmaz ve bakteri laktozu hemen ayristirmaya baslar (aradan zaman ge¢memis ise). Glukoz
ve laktozlu ortamlarda ayri ayri iretilmis E. coli hiicresindeki enzim miktarlar1 yoniinden
yapilan incelemelerde, laktozlu besi yerinde iiretilmislerde daha fazla enzimin sentezlendigi
saptanmistir. Bu enzimler arasinda, beta-galaktosidase (laktozun, glukoz ve galaktoza
ayrismasini katalize eden enzim) ve galaktosid permease (laktozun hiicre duvarindan igeri
girmesine yardimci olan tasiyict enzim) Onemli miktarlara ulasmaktadir. Bundan
sonra, E.coli 'nin laktoz metabolizmasi ile ilgili diger bir enzim gelmektedir (transasetilase).
Beta-galaktosidase ile birlikte bu enzimlerin diizeyinde de bir artma olur. Beta-galaktosidase
sentezi durursa digerlerinin {iretimleri de sona erer. Bu nedenle, bu {i¢ enzim birbirleri ile cok
yakin iligkili olup, bunlarin sentezlerini idare eden genler DNA iizerinde birbirine bitisik
olarak siralanmiglardir. Bu ti¢lii gruba (liniteye) laktoz operon (lac-operon) adi verilir.

Bu enzimlerin sentezini, yapica laktoza benzeyen suni indiiktorler (thiomethylgalactosid ve
isopropylthiogalactosid) kullanilarak da uyarmak miimkiindiir.

07.03. Lak-Operon Ve Regulator Genleri

Operon, kromozom iizerinde birbiriyle ¢ok siki iliskide bulunan gen toplulugunu (liniteyi)
ifade eder. Bu genler birbirleriyle koordine (aktivasyon ve inaktivasyon) bir sekilde
yonetilirler. En iyi bilinen veya incelenen operon, laktoz operondur. Bu genler grubu, laktoz
metabolizmasini idare ve kontrol eder.

07.04. i- Geni (Regulator Gen) Ve Represor

Bakteri DNA'sinda genlerin ¢aligmasini diizenleyen ve kontrol eden genler vardir. E.coli de,
laktoz metabolizmas1 veya diger bir deyimle beta-galaktosidase icin, lak-operonda bir
regulator gen (i-geni) bulunur. Bu gen, her biri 40.000 dalton olan 4 alt tiniteden olusmus bir
protein represorii (lak-represor) sifreler. Bir tetramer olan represér, DNA iizerindeki operator
bolgeye 6zel olarak ve kuvvetlice baglanir. Represorler, proteinin sentezini baskilar veya
engeller. Represorler de, DNA tarafindan sifrelenmistir. Represorlerin her zaman onleyici

karakteri olmayabilir. Bunlarin da aktif ve inaktif oldugu durumlar vardir. Bu durumlar,
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indiiktdr ve korepresér (son iiriinler, metabolitler) molekiilleriyle iliskilidirler. Inaktif
represore, bir korepresoriin baglanmasi bunu aktif hale getirir. Orn. amino asit bulunmayan
bir besi yerinde iretilen E. coli kiiltiiriine sonradan bu maddeler katilirsa, amino asit
biyosentezi ile iligkili enzim yapimini denetleyen aktif represor sayisinda artma olusur.
Boylece, 6zel mRNA yapimi 6nlenmis olur. Represorler birden fazla protein sentezini de
denetleyebilirler. Orn. E. coli de, beta-galaktosidase represdrii, bunun disinda iki enzimi
(galaktosid permease ve transasetilase) daha denetler.

07.05. Promotor (P)

Promotor bir DNA segmentidir. Bu segmente, siitriiktiirel genlerinin transkripsiyonunda gorev
yapan ve bu olayr baslatan RNA polimerase baglanir. Semada da, operatore bitisik olarak
solda gosterilmistir. Promotor, bir kilit regulator elementidir. Ciinkii, operonun mRNA sentez
derecesini kontrol eder.

07.06. Operator (O)

Bir DNA segmenti olan operatore, represor baglanir. Operator, kendi kontrolii altinda bulunan
sttriiktiirel genlerle ¢ok siki bir iligkisi vardir ve bunlarin yani1 baginda bulunur. Buna karsin
regulator gen (i-geni) ayr1 bir yerde lokalize olmustur. Semada operator gen, siitriiktiirel
genlerin (z, y, a) solunda gosterilmistir. Bu duruma gore, promotora baglanan RNA
polimerase, sititriiktiirel genleri transkripte etmeden once ilk defa operatdre ugrar. Eger,
operatdr represore baglanmis ise, RNA polimerase, siitriiktiirel genleri transkripte edemez.
Boylece, lak-operon; represér, promotor ve operatdr {lgliisii tarafindan kontrol altinda
tutulmus olur.

07.07. Katabolik Represyon

Katabolik aktivitede gorev alan birgok enzimler bazi represyonlara maruz kalabilirler. Bir
bakteri, ¢abuk metabolize olabilen bir karbon ve enerji kaynag: i¢inde iiretilirse hiicrede artan
bir ATP birikmesi meydana gelir ve enzimlerin represyonuna yol acar. Enzimlerin
baskilanmasi, enerji kaynaklarinin daha yavas metabolize olmasina neden olur. E. coli, laktoz
ve glukozlu ortamda iretilirse ilk 6nce glukoz metabolize olur ve bu nedenle de beta-
galaktosidase sentezi azalir. Glukoz varken, laktoz, indiiktor olarak pek is gbéremez. Bakteri
enzimleri tarafindan kolayca metabolize olan diger substanslar da ayni tarzda etkiler ve
indiiklenen enzimler iizerine baskilayici etki yaparlar. Bu baskilamayi kaldirmak icin ortama
3,5-cyclic AMP'nin ilavesi gereklidir. Bu madde bir¢ok bakteri hiicresinde bulunur ve
katabolik enzimlerin sentezi i¢in aktivatdr olarak gorev yapar. Glukozun ¢ok cabuk ayrismasi

hiicrede ATP'nin fazla birikmesine ve cAMP'nin azalmasma yol agar. Bu da katabolik
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represdr olarak calisir. Orn. P. putida, glukozlu ortamda suksinat icinde oldugundan, daha
yavas Urer. Suksinat glukozdan daha etkili represordiir.

07.08. Son Uriin Inhibisyonu (Feedback inhibisyon)

Reaksiyonlar1 katalize eden ilk enzimlerin, metabolik yollarda olusan son iiriinler tarafindan
baskilanmasi ve sentez olaymin durmasi, enzim regulasyon mekanizmasinin diger énemli bir
tiiriidiir. Buna enzim sentezinin represyonu da denebilir. Orn. E. coli 'de, triptofan sentetase
enzimi, triptofan ve bazi analoglari tarafindan inhibe edilerek aktivitesine son verilir. Histidin
ve leusin sentezleri de ayn1 mekanizma ile regule edilirler. Ortamdaki son iiriinler, herhangi
bir sekilde, diger biyosentetik reaksiyonlarda kullanilmazsa, hiicre i¢i miktar1 azalir ve sentez
olaylar1 durur. Eger sarf edilirse, sentez yine baslar. Bu baskilama genetik bir karakter
tasimaz. Mutasyonlarla degistirilebilir ve baskilama islemi kaldirilabilir.

Son iiriin inhibisyonu, birgok sekilde meydana gelebilir. Lisin ve metionin sentezi ile aspartik
asitten treoninin sentezi buna 6rnek olarak verilebilir. Bu biyokimyasal yolda, ilk enzimatik
reaksiyon, aspartokinase tarafindan katalize edilir. Bu enzim, bildirilen 3 son iirinden (lisin,
metionin  ve treonin) biri tarafindan inhibe edilerek sentez durdurulur. Bazi
mikroorganizmalarda, bu isi 2 son iiriin birlikte yapabilir (multivalent inhibisyon). indiiktore
maruz kalan hiicrelerde sentez edilen enzimin maksimal bir diizeye ulasabilmesi ve ayni
sekilde represyonun da tam etkileyebilmesi i¢in birkag neslin ge¢mesi gereklidir.

07.09. Allosterik Proteinler

Bir¢ok enzimler, substrat olmayan bilesikler tarafindan inhibe edilirler. Bunlarin yapilari,
substrata sterik bir benzerlik (isosterik) gosterirler. Buna malonik asit ve suksinik arasindaki
kompetatif inhibisyon, ornek olarak verilebilir. Ancak, bazi diisiikk molekiillii bilesikler de,
enzimle sterik benzerligi olmamasina (allosterik) ragmen allosterik enzimlerini inhibe veya
aktive edebilirler. Buna E. coli ’de ki aspartat transkarbamilase drnek olarak gosterilebilir. Bu
enzim, pirimidin biyosentez sirasinin ilk enzimi olup bunun i¢in substrat, karbamil fosfat ve
aspartattir. Fakat, enzim, allosterik olarak sitidin trifosfat tarafindan inhibe edilir. Bu sitidin
trifosfat, spesifik biyosentetik siranin son iirtintidiir.

Yukaridakine benzer bir 6rnek de glutamik dehidrogenase allosterik proteinidir. Bunun
aktivitesi kii¢iik molekiiller veya steroidler tarafindan inhibe edilir. Boylece enzim aktivitesi
kontrol altina alinir.

07.10. Enerji Kontrolii

Hiicre icinde enzim sentezinin regulasyonunda enerji kontroliiniin 6nemi fazladir. Gida
maddelerinin ayrigmasindan meydana ¢ikan enerji, enerjice zengin fosfat baglari arasinda

muhafaza edilirler. Boyle baglara sahip olan ADP ve ATP, kendilerinde bulunan bu enerjiyi
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sentez olaylarinda kullanir ve reaksiyonlarin seri halinde devamini saglar. Eger, biyosentez
olaylart i¢in gerekli ve yeterince enerji temin edilemezse, hiicreler kendilerine liizumlu
maddeleri yapamazlar. Bu maddeler arasinda enzimler de vardir. ATP'de biriken enerji,
kendisinin olustugu hizda, hemen sarf edilemez ve baglar arasinda kalir. ADP'deki rezerve
bitince daha fazla enerji bagi olusumu 6nlenir ve ATP'deki enerji sarf edilinceye kadar, enerji
saglanmasi da inhibe edilir.

07.11.Nukleik Asit Sentezlerinin Regulasyonu

Bakterilerde nukleik asit (DNA ve RNA) molekiillerinin sentezlerinde 6zel kontrol
mekanizmalar1 gorev yapmaktadir.

DNA sentez regulasyonu: Bakterilerde, DNA'nin replikasyonu sirasinda iki iplik¢igin
birbirinden tam olarak ayrilmas tiirlere gore az ¢ok degisiklik gosterir. Her ne kadar ayni tiir
icinde de bazi ufak ayrimlar olmasina karsin, replikasyon, genellikle, sabit bir karakter tasir.
Orn. bir bakteride tiim DNA molekiiliiniin bastan sona kadar ayrilabilmesi icin 40 dakika
gectigi kabul edilirse, bu siirenin 40 dakikadan az oldugu durumlarda DNA sentezi
hizlanmistir. Ancak bu kisalan siire, DNA polimerazin polimerizasyon aktivitesi hizindan
daha az olamaz. Boyle durumlarda da birinci replikasyon catalinin disinda ve bunun ayrimi
bitmeden, uclarda ikinci ve tgiincii ¢atallar olusabilir. Bu durum bdéliinme siiresini kisaltir.
Eger 3 catal olusursa, boliinme siiresi 20 dakikaya inebilir. DNA'nin replikasyonu 40
dakikadan fazla uzarsa, DNA sentezi de yavaslar ve tek bir replikasyon ¢atali meydana gelir.
RNA sentez regulasyonu: Mikroorganizmalarda bulunan DNA miktar1 genellikle sabit bir
durum arz etmesine karsin, ribosomal RNA (rRNA), lireme ortaminin bilesimine gore
azalabilir veya cogalabilir. Az gida igeren ortamlarda, bazi durumlarda, RNA sentezi ¢ok
azalir veya durabilir. Boyle hallerde hiicre i¢indeki protein sentezlerinde de bir yavaslama
goze c¢arpar. Ribosomal RNA’ larin geregi kadar sentez edilememesi bunlari,ribosomlarin
mRNA iizerinde yeterince toplanamamasina yol acar. Bu da sentez mekanizmasina olumsuz
yonde etkiler. Baz1 kosullarda da serbest olarak bulunan ribosomlar, RNA sentezini kodlayan

genler iizerinde baskilayici gorev yaparak, rRNA sentezini regule edebilmektedirler.

Mantarlarin Morfolojik Ozellikleri
01. Giris
Mantarlar, c¢ok c¢esitli olmalar1 nedeniyle, makroskopik ve mikroskopik morfolojik
karakterleri yoniinden oldukca genis bir varyasyon gosterirler. Bu durumlari, her ne kadar,
genetik Ozelliklerine bagli ise de yaslanma (kiiltiirlerin eskiligi), beslenme ve ¢evresel

kosullarin etkisi ile de yakindan iligkilidir. Hatta ayn1 koloni i¢inde, yaslanmaya bagli olarak
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koloninin ortasi ile g¢evresi arasinda makrokonidiumlarin, sekli, biiyiikliigii ile hifalarin
morfolojileri yoniinden fark bulunmaktadir. Bu nedenle, ozellikle patojenik mantarlarin
birbirlerinden ayrilmalarinda, sadece bir iki karakter yani sira diger 6zelliklerini de dikkate
almakta biiyiik yararlar bulunmaktadir.

Mantarlarin biiyiik ¢ogunlugu (Ascomycetes, Zygomycetes, Deuteromycetes, vs ) flamentoz
bir koloni morfolojisine (kiifler) sahip olmalarina karsin, bazilari da mukoid bir {ireme
gosterir (mayalar). Boyle karakterde olanlar arasinda Candida, Saccharomyces, vs. cinslerine
ait olan tiirler 6rnek olarak verilebilir.

Flament6z mantarlarin (kiiflerin) morfolojileri baglica iki yonden incelenmektedir.Bunlar da:
1) Mikroskopik morfolojik 6zellikleri

2) Makroskopik morfolojik 6zellikleri

02. Flamentoz Mantarlarin Mikroskopik  Morfolojileri

Mantarlarin karakterize edilmesinde, bunlarin mikroskopik 6zelliklerinin biiyiik bir énemi
vardir. Bu nedenle, bir mantar1 olusturan elementlerin mikroskopik olarak teker teker
incelenmeleri gereklidir.

Hifa (hypha) : Mantar kolonileri, hifa adi verilen, genellikle, ince, uzun ve saydam
mikroskopik flamentlerden olugmusglardir. Uzunluklan tiirlere gére degismek iizere 1-3 cm
(veya daha uzun) ve ¢aplar1 da 5-10 mikrometre arasinda bulunmaktadir. Bazilar1 branssiz ve
ince bir borucuk tarzinda bir goriinlime sahip olmasina karsin, bir kisim hifalar da, genetik
karakterleri geregi, branslasma gosterirler. Hifalardan meydana gelen ag benzeri olusumlara
miselyum (mycelium) adi verilir. Miselyumlar mantarin vejetatif gdvdesini teskil ederler.
Ayni koloni i¢inde bulunan hifalardan bazilar1 beslenmeyi saglamak i¢in, lizerinde yasadigi
substratlarin i¢ine dogru uzanirlar. Genelde, beslenmeyi sagladiklari igin bunlara vejetatif hifa
ad1 da verilmektedir. Diger bir bolimii de disarida kalir (aerial hifa). Bu son tiirdeki hifalar
arasinda bazilar1 c¢ogalmada gorev alir ve buna uygun olarak da kendilerinde o6zel
organizasyonlar olusur (reprodiiktif hifa, fertil hifa).

Flament 0zellik tasityan mantarlardan (Mastigomycotina, Zygomycotina, vs.) alt
divizyonlarina ait tiirlerde hifalar septumsuz olup kesintisiz diiz bir borucuk halindedir ve 6zel
septumlarla boliinmedigi i¢in kompartimanlara (hiicrelere) ayrilmamistir (septumsuz hifa,
sonositik hifa). Buna karsin, Ascomycotina, Deuteromycotina, vs. alt divizyonu i¢indeki
siniflara ait mantar tiirlerinde hifalar belli araliklarla 6zel septumlar araciligi ile
boliinmiislerdir (septumlu hifa). Ancak, bu boélinme tam olmayip, boélmeleri ayiran

septumlarin ortalarinda veya ortalarmma yakin yerlerinde bulunan 6zel deliklerle, hiicreler,
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birbirleriyle iliski i¢indedirler. Bu nedenle bazi arastiricilar hiicre terimi yerine kompartiman
kelimesini kullanmanin daha uygun olacagini belirtmektedirler .
Hifa tiirleri yandaki sekilde

gosterilmektedir.

Kiiltiir kosullar1 altinda, 6zellikle, patojenik mantar kolonilerinde, hifalarin mikroskopik ve
makroskopik morfolojilerinde bazi farklilagmalar goze ¢arpmaktadir. Boyle modifikasyonlar
daha ziyade aerial ve fertil hifalarda gézlemlenmektedir. Bir kisim hifalarda da spiral, raket,
noduler, samdan, tarak, gibi 6zel formlara rastlanabilmektedir.

Hifalarda tesadiif edilen formasyon degisiklikleri, hi¢ bir zaman teshis i¢in kriter olarak
diistiniilmemelidir. Bunlar her ne kadar genetik karakterlerle ilgili iseler de besi yerinin
kimyasal yapisi, ¢evresel kosullar, kiiltiiriin yasi, vs. ile de yakindan baglantilidirlar. Hifalarda
septumlarin bulunusu veya bulunmayisi siniflarin ayriminda bir ip ucu verirse de her zaman
giivenilir bir kriter degildirler. Soyle ki, Ascomycetes sinifindaki mantarlar genelde septumlu
iseler de bazen genc koloni hifalarinda, septum olusumu ge¢ meydana geldiginden, septumsuz
gibi goriilebilirler. Ayrica, septumsuz olan Zygomycetes ve Oomycetes sinifi mantarlari
icinde bazi tiirlerde pseudohifalara da rastlanabilir. Boyle karakterize edilen goriiniime
mayalarda da tesadiif edilmektedir. Bazi hallerde de, iki hifanin birbirine degdigi yerde
anastomoz meydana gelmekte burada hiicre duvarlar eriyerek iki hiicre birlesebilmektedir.
Hiicre duvart: Hiicre duvar1 ancak septumlu hifalarda s6z konusudur. Sonositik hifalar tek
hiicre veya tek bir borucuk seklinde bir yapiya sahip olduklarindan, bunlar i¢in, hifanin cidar

yapist hiicre duvari olarak ele alinacaktir.
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Yandaki sekilde tipik bir mantar

Ga NI Nu Er
A 52 Y

hiicresi gosterilmektedir.

Hiicre duvari, mantar hiicrelerinin (kompartimanlarinin) biiyiikliigiinii ve seklini tayin
edebilecek derecede kuvvetli bir yapiya sahiptir. Hiicre duvarmin giderildigi hallerde
protoplastlar meydana gelir. Hiicre duvari, hiicreleri gevresel kosullarin olumsuz etkisinden
korudugu gibi, antijenik bir 6zellige ve bazi1 enzimleri igermeleri nedeniyle de fizyolojik bir
aktiviteye sahiptir.

Mantar hiicrelerinde, hiicre duvari, genellikle, ¢ok katli (multilaminer) ve fibriler bir 6zellik
gosterir. Bu durum hiicre duvarinin saglamligini arttirmaktadir. Yapisinda, polisakkaridler
(yaklasik % 80) daha fazla olmak tizere protein (% 5-15) ve lipid’ler (% 3-10) bulunmaktadir.
Bunlarin miktarlari, mantar tiirlerine, besi yerinin birlesimine ve c¢evresel kosullarin
durumuna gore az ¢ok degismektedir. Polisakkaridler arasinda, glukan, galaktoz, Kkitin,
kitozan, mannan ve selilloz en fazla bulunanlaridir. Bu komponentler bazen birlikte de
olabilmektedirler. Orn, Basidiomycetes ve Chytridiomycetesler de kitin + glukan;
Zygomyeceteslerde kitin + kitozan;Ascomyceteslerde kitin + glukan; Mayalarda mannan +
glukan, gibi.

Hiicre duvarinin fibriler 6zelligini kitin veya seliiloz verir. Bunlar, N-asetilglikozamin ve
glikoz polimerlerinin 1-4 beta tarzinda birlesmesinden meydana gelmis diiz zincirlerdir.
Glukanlarin (glikoz polimerleri) brangli olmalar1 ve hiicre duvarinin diger komponentleri ile
capraz baglar kurabilme yetenekleri hiicre duvariin kuvvetini ve saglamligini arttirmaktadir.
Mayalardaki mannanlar (mannoz polimerleri) hiicre duvarmin esas komponentini
olusturmaktadir.

Hiicre duvarinin kimyasal yapisinda, yukarida bildirilen 3 temel substansin yani sira, melanin
derivatlari, inorganik elementler, fosfatlar, aminopolisakkaridler de vardir.

Mantarlarda hiicre duvarmin katman sayilari tiirler arasinda farklar gostermektedir. Orn. N.
crassa ’da distan ice dogru 4 tabaka bulunmaktadir (amorf glukan dig tabaka, glikoprotein,

protein ve protein i¢ine yerlesmis kitin mikrofibril ag tabakalar1). Bu nedenlerle hiicre duvari
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veya hifalarin cidarlar1 oldukg¢a kalindir. Bu durum 150-200 nm arasinda bir varyasyon
gostermektedir.

Hifa, ¢ok biiyiik bir iireme kapasitesine sahip olan apekse dogru giderek incelir ve ¢ap1 azalir
(50-70nm), yapis1 da basitleserek bazi mantar tiirlerinde sadece i¢ ve dis tabakalar kalir.
Septum: Septum formasyonuna, Oomycetes ve Zygomycetes sinifi mantarlar1 hari¢ olmak
iizere, diger flamentdz mantarlarda rastlanmaktadir. Yapilan elektron mikroskopik
incelemelerde birkag tiir septumun varligi belirlenmistir. Bunlar arasinda baglica 2 tipe fazlaca
tesadiif edilmektedir. 1-Basit septum : Bu tir septum, daha ziyade Ascomycetes ve
Deuteromycetes sinifina ait mantar tiirlerinde bulunmaktadir. Boyle septumun ortasinda veya
ortasina yakin yerde bir tek delik (por) (0.005-0.5 mikrometre ¢apinda) yer almaktadir. Bu
deligi gerektiginde kapatan ve bir hiicrede bir veya birden fazla sayida Woronin cisimcigi
bulunmaktadir. 2- Dolipor septum : Bu tiir septuma Basidiomycetes sinifina ait mantarlarda
ve gelismenin bazi asamalarinda rastlanilmaktadir. Bunda, septumun ortasinda ¢ok dar bir
delik (100-200nm) vardir ve etrafi amorf ve kabarik bir kenarla (yaka) ile ¢evrilidir. Bunu da
disardan ¢ok ince ve delikli bir membran sarar (parentosom ). Dolipor septum, sitoplasmayi,
bir kompartimandan digerine ge¢irmesine karsin, ¢ekirdegi gegirmez.

Yandaki sekilde septum yapisi

gosterilmektedir.
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Septum formasyonu genetik bir karakter olup hiicre duvarinin i¢ kisimindan orijin alir ve igeri
dogru uzanarak karsi cidara kadar devam eder. Yapisi, hiicre duvarinin yapist ile ayni
kimyasal 6zelligi gdsterir. Septumun var veya yok olusu, mantar tiirlerini ayirmada tek basina
bir kriter olusturamaz.

Sitoplasmik membran (plasmalemma) : Elektron mikroskopla yapilan ince kesitlerin
muayenelerinde, hiicre duvarinin altinda 3 tabakadan yapilmis ve ilinit membran 6zelligi
gosteren bir sitoplasmik membran bulunur. Permeabilite 6zelligi gosterdiginden absorbsiyon
ve sekresyonda biiyiik kolayliklar saglamaktadir. Yapisinda, fosfolipid, protein ve steroller
(ergosterol) bulunur. Proteinlerin ¢ogunu, substanslarin gegislerinde 6nemli fonksiyonlara

sahip olan permease enzimleri olusturmaktadir. Steroller, amfipatik bir karaktere sahip olup
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hem polar (suda eriyebilir) ve hem de nonpolar (yagda eriyebilir) bolgelere sahiptirler.
Bunlar, fosfolipid ¢ift katmani i¢ine girmis bir durumdadirlar.

Lomasom: Baz1 mantar tiirlerinde, hiicre duvar ile sitoplasmik membran arasinda yerlesmis
ve lomasom olarak adlandirilan bazi organizasyonlara tesadiif edilmektedir. Bunlarin
bulunduklar1 yerlerde, sitoplasmik membran ige dogru ¢okiintiiler meydana getirmektedir.
Fonksiyonlar1 tam olarak aydinlatilmamigsa da, bu olusumlarin salgisal aktivitede ve
sitoplasmanin sentezinde bazi 6nemli gorevler iistlendikleri agiklanmaktadir. Ozellikle, aktif
gelismekte ve biiyiimekte olan hifalarin apeks hiicrelerinde, vesikiillerin lomasomlarla
birlestigini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir.

Endoplasmik retikulum: Mantar hiicrelerinde, etrafi iki katli iinit membranla g¢evrili ve
iizerlerinde ribosomlarin yerlestigi striiktiirler bulunmaktadir. Protein sentezinde ve
metabolizma i¢in gerekli substanslarin taginmasinda biiylik etkinligi olan endoplasmik
retikulumlarin  (ER) yapilar1 daha ziyade lipoprotein bir karakter arz etmektedir. Bu
retikulumlarin bir ucunun da g¢ekirdekte olmasi, bu aktiviteleri ile uygunluk gostermektedir.
Yaklagik 8 nm kalinlikta olan endoplasmik retikulumlarin bazilarinin lameller veya vesikiiler
bir yapisal 6zellik tasidiklar1 da belirtilmistir.

Vakuol: Olgun mantar hiicrelerinde daha fazla olmak iizere ¢ok sayida vakuollere
rastlanilmaktadir. Etraflar1 iinit membranla cevrili olan vakuollerin i¢lerinde pigment, kristal
ve amorf karakterlerde bazi maddelerin bulundugu ve hiicre duvarina yakin olarak
yerlestikleri bildirilmistir. Hiicrelerin dejenerasyonlar1 sirasinda sayilarinda artmalar da
meydana gelmektedir.

Vesikiil: Biiylimekte olan hifalarda, 6zellikle, apeksteki hiicreler vesikiil bakimindan oldukga
zengindirler. Bunlarin Golgi aparatindan orijin aldiklari bildirilmektedir. Vesikiillerin i¢inde,
hiicre duvarinin sentezinde ve ayn1 zamanda, lizisinde etkinlikleri olan enzimler, inorganik
elementler, polisakkaridler, lipidler ve diger gerekli substanslar bulunur ve bunlar biiylimekte
olan hiicre duvar1 bolgesine tasirlar. Vesikiillerin etrafi bir iinit membranla ¢evrilidir. Bazilari
kii¢iik elektron dens, diger bir kismi da biiyiik ve elektron transperent bir 6zellige sahiptir.
Cekirdek ve c¢ekirdek¢ik: Mantar hiicrelerinde, nukleuslar genellikle, kiiciiktiirler (2-3
mikrometre). Bu nedenle de normal 151k mikroskoplar ile giicliikle fark edilirler. Cekirdegin
etrafinda ¢ift katli ve delikli bir membran (niikleer membran) bulunur. Giemsa ile boyanan
preparatlarda ¢ekirdek kolayca goriilebilir. Her hiicrede bir tane ¢ekirdek olmasina karsin, ¢cok
geng ve ¢ok cabuk {irliyen hifalarda bazen birden fazla nukleusa rastlanabilir. Septumsuz
hifalarda, her hiicrede birden fazla c¢ekirdegin varligi kabul edilmektedir. Cekirdek icinde

bulunan kromozom, deoksiribonukleik asit (DNA) yapisinda olup birden fazla sayidadir.
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Mitokondrium: Yapisinda protein ve DNA bulunan mitokondriumlarin boliinerek ve/veya
tomurcuklanma ile cogaldiklar1 bildirilmektedir. Hiicrelerin birer enerji merkezleri (veya
santralleri) fonksiyonlarini iistlenen bu olusumlardan bir hiicrede ¢ok sayida (yaklasik 100
kadar) bulunabilmekte ve 0Ozellikle, liremekte olan hifalarda daha aktif ve fazla sayida
olabildigi belirtilmektedir. Boyutlar1 (0.4 - 0.8x 1-2 mikrometre) mantar tiirleri arasinda da
degismeler  gostermektedir.  Mitokondriumlarin ~ Krebs  siklusunda ve  oksidatif
fosforilizasyonda da oOnemli aktiviteleri oldugu gibi, respirasyonda fonksiyonu olan
enzimlerce de zengindirler.

Zoosporlarda, genellikle, bir tane mitokondrium bulunmaktadir.

Ribosom: Elektron mikroskopla ancak goriilebilen ribosomlar (25-80 nm), bir hiicrede
binlerce sayida bulunabilmekte ve protein sentez merkezleri olarak Onemli fonksiyonlar
ustlenmektedirler. Yapisinda RNA (% 50-70) ve protein (%35-50) bulunan ribosomlara,
hiicre sitoplasmasinda serbest olarak veya birkag tanesi bir arada (poliribosom) rastlanabildigi
gibi, endoplasmik retikulumlarda ve mitokondriumlarda da bulunurlar. Okaryotik bir 6zellik
gOsteren mantar ribosomlarinin sedimentasyon konstantlart 80 S (Svedberg {tinitesi) dir (40 S
+60YS).

Golgi aparati: Bir hiicrede, genellikle, bir tane olarak bulunan ve ¢ekirdege yakin olarak
yerlesen Golgi aparati, mantar tiirlerine gére yap1 ve sekillerinde farklar goriilmektedir.
Vesikiil, graniil veya kesecikli bir striiktiire sahip olan Golgi aparati, sentez olaylarinda
fonksiyonlara sahiptir.

Sitoplasmik graniiller: Mantar hiicrelerinde yukarida agiklanan yapisal olusumlarin yani sira
lipid graniilleri, kristaller, pigmentler, mikrotubuluslar, glikojen grantilleri de bulunur.
Lisosom ve kitosom: Mantar hiicreleri de endomembran sistem arasinda yer alan lisosomlarin
iclerinde hidrolitik enzimler vardir. Bunlarin yani sira, son yillarda saptanan kitosom ise kitin,
mikrofibrillerinin sentezinde etkinlikleri olan chitin synthase enzimine sahiptirler.

03. Mayalarin Mikroskopik Morfolojileri

Maya hiicreleri, yuvarlak, oval ve silindir bi¢iminde bir goriiniimde olup tek hiicrelidirler.
Boyutlar, tiirlere ve kiiltiir kosullarina gore degismek tizere, 2-10 X 3-16 mikrometre arasinda
degismektedir. Bazi kosullarda, ¢cok sayida hiicre yan yana gelerek uzun zincirler (pseudohifa)
olusturabilirler. Boyutlari, genellikle bakterilerden daha biiytiktiirler. Hiicre duvari, maya
hiicrelerine sekil verir ve oldukea sert bir kimyasal yapidadir. Bilesiminde glikoz ve mannoz
polimerleri (mannan) ile birlikte az oranda lipid, protein ve kitin bulunmaktadir. Hiicre

duvarinda, kalinliklar1 degisik olan 3 tabakanin varlig: belirtilmektedir.
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Sitoplasmik membran, iinit membran karakteri tasir ve permeabilitesi olduk¢a fazladir.
Ayrica, sitoplasmik membran enzimlerce de olduk¢a zengindir.

Maya hiicrelerinde, etrafinda delikli bir membrana (niikleer membran) sahip ve ¢ap1 1
mikrometre civarinda bulunan bir ¢ekirdek bulunur.

Hiicre icinde, liremenin aktif oldugu dénemde sayilar1 az olan ve liremenin sonuna dogru
artan sayida graniil ve globullere rastlamlmaktadir. I¢lerinde transperent bir sivi bulunan
biiylikge vakuoller, boyutlar1 0.25 x0.5 mikrometre kadar olan mitokondriumlar ve ¢ok sayida

ribosomlar da yer almaktadir.

Bir mayanin yapis1 yandaki sekilde

gosterilmektedir.

04. Mantarlarin Makroskopik Morfolojileri

04.01. Koloni Morfolojileri

Patojenik mantarlar kati ortamlarda iretildikleri zaman baslica 5 tiirde koloni
olusturmaktadirlar. Bu varyasyonlar, mantarlarin genetik karakterleri ile yakindan ilgili iseler
de besi yerinin kimyasal yapisina, kiiltlirlerin eskiligine, ¢evresel kosullarin durumuna da
bagimli bulunmaktadir. Orn. difazik mantarlarin koloni morfolojileri ortamin 1sis1 ile
yakindan iligkilidir. S6yle ki, C. immitis, viicut 1si1sinda (37°C) iiretildigi zaman maya benzeri
koloniler olusturmasina karsin, oda 1sisinda (22-25°C) genellikle miselyal bir koloni meydana
getirirler. B.dermatitidis, H. capsulatum, vs. de ayn1 karakterlere sahiptirler.

Baslica koloni tipleri ve kisa 6zellikleri asagida belirtilmistir.

1) Miselyal koloniler: Kutan mikozislere neden olan dermatofitler (Epidermophyton,
Microsporum, Trichopyton cinslerine ait tiirler)ve sistemik infeksiyona neden olan bazi
mantarlarin (B. dermatitidis, C. immitis, H. capsulatum, vs.) oda 1sisinda {iretilmis koloni
formlart ile saprofitik ozellikte olan bircok mantarin kolonileri miselyal bir goriiniime
sahiptirler. Bu miselyumlar, genellikle, aerial ve reprodiiktif hifalardan meydana gelmektedir.
Miselyal koloniler, genellikle, oval, yuvarlak bazen de diizensiz bir sekil gosterebilirler (
centikli, loblu, asteroid, poligonal, vs.) . Bu tiir koloniler ¢esitli renklere de sahip olabilirler.
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Bazi kolonilerin lizerinde birden fazla sayida katlanmalar ve kivrimlar gézlenebildigi gibi,
yayvan, kabarik ve pamuk gibi tiiylii olanlarina da fazlaca rastlanabilir.

2) Maya benzeri koloniler: Saccharomyces simifina ait tiirler (S. cerevisiae, S. fragilis, S.
carlsbergensis, vs.) kolonileri ile sistemik infeksiyon olusturan dimorfik mantarlarin 37°C
deki kolonileri genellikle maya benzeri bir 6zellik gosterirler. Koloniler yumusak, mukoid
kivamda kabarik ve nemli bir goriiniiste olup oval veya yuvarlak kenarlara sahiptirler.

C. albicans kolonileri de, genellikle, maya benzeri bir goriiniimdedirler.

3) Membran6z koloniler: Dermatofit mantarlarin bazilar1 (T. schoenleini, T. verrucosum, T.
violaceum, vs.) liremelerinin bazi asamalarinda kolonileri ince deri veya membranz bir
Ozellige sahiptirler. Boyle olsalar da yine bazilarinda az miktarda aerial hifalara
rastlanmaktadir.

4) Graniiler koloniler: Eger kolonilerde fazla miktarda sporulasyon meydana gelmisse, aerial
hifalarda azalmalara buna karsin ¢ok fazla miktarlarda sporlara rastlanabilir. Koloni, sporun
ozelligine gore, ince veya kaba bir graniilasyon gosterir. Ancak, bu tiir kolonilerin de
baslangigta genellikle, flament6z olduklarini unutmamak gerekir. Dermatofitlerden, E.
floccosum, M. gypseum, M. van breuseghenii, T. megninii, vs. bdyle bir koloni formasyonu
gosterirler.

5) Pleomorfik koloniler: Mantarlarin laboratuvarlarda, besi yerlerinde uzun siire pasajlari
yapildiginda, bazen, kolonilerin orta veya kenarlarinda beyaz, steril ve kadife goriiniimiinde
hifalarin olustugu gozlenir. Bu durum renkli kolonilerde daha belirgin olarak fark edilebilir.
Pleomorfizm, aerial hifalar arsinda reprodiiktif hifalarin tesekkiil etmemesi ile karakterizedir.
Bu tarz dejenerasyonlar, mantarlarda, genellikle, mutasyonlar sonucu olusurlar. Boyle
kolonilerden yapilan pasajlar, genellikle, steril kalir ve herhangi bir liremeye rastlanamaz.
Renkli bir kolonide, bdyle, pleomorfik dejerenasyona maruz kalmis bdlgeleri tanimak,
renklerinin beyaz olmasi nedeniyle, olduk¢a kolaydir. Dermatofitlerde, bu tiir
dejenerasyonlara sikga tesadiif edildiginden, pasajlarda buna dikkat edilmelidir.

Pleomorfik dejenerasyonlarin ekserisi genetik diizeyde olmasina karsin, ¢evresel kosullarin,
besi yerinin kimyasal yapisinin ve diger nedenlerin etkisi altinda da bazi1 varyasyonlar
meydana gelebilmektedir. Besi yeri bilesiminin yani sira, pH, redoks potansiyel, diisiik
ozmotik basinca bagl olarak, aslinda flamentdz olan M. ramannianus nitrojensiz ortamlarda
maya benzeri koloniler olusturmaktadir. Mantarlarin liremeleri sirasinda besi yerinde olusan
bazi degismelerle ilgili olarak mantarlarin morfolojilerinde de varyasyonlar meydana
gelmektedir. Septum formasyonunda gecikmeler, durmalar veya hiicrelerin sporangiuma

doniismeleri, renk degisiklikleri, hiicre biiyiikliigii, hiicre duvar kalinligi, aerial hifa sayisinda
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azalmalar, vs. degismelere rastlanabilir. Kiiltiir kosullarinda fiziksel ve kimyasal degismeler
ne kadar yavas olursa, mantarlarda meydana gelen gelismeler de o kadar yavas olur. Daha
fazla olan koklii degismelerde primer metabolizmadan sekonder metabolizmaya bir kayis
gozlenebilir. Bu son durumda sekonder metabolit sentezi artar. Bu olgu da vejatatif fazin
durmasina buna karsi reprodiiksiyon faza ge¢mek i¢in bir sinyalin verilmesine neden olur.

Bazi mantarlarda dairesel zonlarin meydana gelisi de lireme asamalarini gosterebilir.

Mantarlarin Beslenmesi, Fizyolojisi Ve Metabolizmasi
01.Giris
Mantarlarin kendilerine 6zgii bir beslenme tarzlar1 bulunmaktadir. Enerji kaynagi i¢in organik
bilesiklere ve biyosentez i¢in de karbonlu kaynaklara gereksinim duyarlar. Mantarlar, genel
olarak, heterotrofik organizmalar olarak kabul edilirler.
Basit organik molekiiller (monosakkaridler, amino asitler, organik asitler, vs.) hiicre
membranlarindan kolayca igeri girebilirler. Buna karsin, makromolekiiller ise (disakkaridler,
polisakkaridler, polipeptid ve proteinler, vs.) disarida enzimatik olarak ayristirildiktan ve
membrandan gecebilecek bir diizeye indikten sonra iceri girebilirler. Bazi mantarlar da
(Myxomycestes) gidalarini fagositozis veya endositozis ile alabilirler.
Mantarlar gidalarinin bir kismini kendileri sentez edebilirler. Ancak, biiyiik bir boliimiinii de
disardan saglarlar. Disarida bulunan makromolekiillerin veya polimerlerin membrandan
girebilmesi ekstraselliiler enzimlerin aktiviteleri ile miimkiindiir. Bu hidrolitik enzimler, hiicre
icinde sentezlendikten sonra, bir kismi (yeteri kadar1) hiicre i¢inde kalir ve diger bir kism1 da
disartya birakilirlar. Bu enzimler polimerleri monomer haline getirirler. Bu monomerler de
aktif ve/veya pasif transportla hiicre i¢ine girerler. Hiicre i¢ine ulasan bu maddeler burada
daha kiiciik birimlerine ve yapi taslarina kadar ayrigtirildiklar gibi bir kismi da oldugu gibi
sentez olaylarinda kullanilirlar. Ekstraselliiler enzimlerin disar1 ¢ikmasinda ve hiicre duvarina
kadar tasmmmalarinda vesikiillerin biiyiik rolleri oldugu bildirilmektedir. Vesikiiller,
sitoplasmik membrana kadar gelerek i¢indeki enzimleri buraya birakir ve buradan da enzimler
disar1 ¢ikarlar. Enzimlerin ve hiicre i¢indeki metabolitlerin disa ¢ikmasinda ve disardan igeri
monomerlerin girisinde suyun rolii biiyliktiir. Enzimlerin bir kismi, aynen bakterilerde oldugu
gibi, yapisal ve bir boliimii de indiiklenebilen bir karaktere sahiptir.
Mantarlar karbon ve enerji kaynaklarini bir ¢ok substratlardan temin edebilirler. Dogada
serbest olarak yasayan mantarlarin bir ¢ogu enerji ig¢in bitkisel orijinli kaynaklardan
yararlanirlar. Mantarlarin biiyiik bir ekseriyeti de glikoz, sakkaroz, nisasta, maltozu

ayristirabilir ve bunlardan yararlanabilir. Bazilar1 da yag asitlerini, organik asitleri ve gliserolu

31



da enerji kaynagi olarak ve ayrica, hekzos ve pentoz sekerlerinin derivatlarini da (uronik asit
ve seker alkollerini) kullanabilirler. Bunlarin hiicre membranlarindan gegisinde permease
enzimlerinin rolii fazladir.

02. Mantarlarin Fizyolojisi

Mantarlarin hiicre duvarlarinda kitin ve selilloz karakterinde substanslarin bulunmasi,
bunlarin devamli degisen ve ¢ok degisik olan ¢evre kosullarina uymalarinda biiyiik yardimci
olurlar. Orn. mantarlar, bakterilerin dayanamayacaklari kadar yiiksek konsantrasyondaki
seker(%50) sollisyonuna direng gosterirler. Ciinkii, yiiksek ozmotik basinca karsi, bakteriler
kadar duyarli degillerdir ve bunu hiicre duvarinin yapisindaki maddeler saglarlar. Bu nedenle,
regel ve joleler mantarlar tarafindan kolayca kontamine edilebilirler. Ancak, bazi mantar
tiirlerinin de %15 seker yogunlugunda tiremelerinde sinirlanma olugmaktadir.

Mantarlar genellikle diisiik pH derecelerinde bile kolayca iireyebilir ve boyle ortamlara adapte
olabilirler. Bu sebeple, mantarlarin minimal ve maksimal pH-limitleri 2-11 arasinda
degisebilir. Asit karakterdeki meyveler veya sulart (6zellikle, domates, portakal, limon,
greyfurt, mandalina, vs.) buz dolabi1 1sisinda olsalar bile mantarlarin {iremeleri igin iyi bir
ortam olustururlar. Hatta, bazi tiirler, 1 N asetik asit ve 2 N siilfiirik asite direnglidirler.
Bunlara karsin, mantarlarin tiirlerine gore degismek {izere, optimal pH'lar1, iireme ve cesitli
metabolit sentezi ile paralellik gostermeyebilir. Buna, diger ¢evresel kosullarin ve {lireme
ortaminin yapisinin da biiyiik etkisi bulunmaktadir. Insan ve hayvanlarda hastalik olusturan
mantarlar (patojenik mantarlar), tiredikleri bolgelere ait pH limitleri, genellikle, kendileri i¢in
optimal bulunmaktadir.

Rutubet, mantarlarin iiremelerinde ¢ok onemli faktdrlerden birini olusturmaktadir. Yiiksek
orandaki rutubet, genellikle, iireme tiizerine olumlu etkide bulunur. Rutubet azaldikga,
mantarlarin ¢ogalmalar1 da simirlanmaya baslar. Mantarlarin rutubete olan gereksinmeleri,
tiirler arasinda degisiklik gosterir. Baz1 mantar tiirleri relatif rutubeti %10-15 arasinda bulunan
ortamlarda veya suyu ¢ok azalmis olan kuru danelerde iireme yetenegine sahiptirler. Patojenik
mantarlarin, 6zellikle, dermatofitlerin insan veya hayvan viicutlarinda yerlesebilmesi ve hatta
hastalik olusturabilmesi i¢in rutubet yine dnemli bir faktordiir.Eger deri, su ile 1slanmis ise,
mantarlarin yerlesmesi ve iiremesi daha kolay olmaktadir.

Mantarlarin iireme 1sis1 limitleri olduk¢a genistir ve tiirler arasinda farklar gosterir. Bu
simirlar, 0° ile 60°C arasinda degisebilmektedir. Hifalar maksimal 1s1 limitinin disinda
kolayca Olmelerine karsilik, sporlar1 yiiksek 1siya ve degisik ¢evre kosullarina ¢ok fazla
dayaniklilik gosterirler. Buz dolab1 1sisinda iireyebilen ve gidalarin bozulmasina neden olan

mantarlara her zaman rastlamak mimkiindir. Termofilik olanlar ise 60°C nin {istiinde
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gelisebilirler. Ancak optimal 1s1, lireme i¢in en uygun olanidir. Patojenik mantarlar igin
optimal 1s1, lizerinde veya icinde tiredikleri canlinin 1s1 derecesi olarak kabul edilmektedir.
Ancak, deride lokalize olan mantarlar dis ortamla da temasta bulunduklarindan optimal 1s1,
cevrenin 1s1s1 ile bir yakinlik géstermektedir. Bu nedenle, dermatofitler i¢in optimal iireme
1s1s1 20-25° C'ler arasindadir. Mantarlar, ayni bakterilerde oldugu gibi, iireme 1sis1
derecelerine gore baslica 3 kisma ayrilirlar. Soguk sevenler (psikrofilikler), genellikle 0° ile
15°C'ler; Ilik sevenler (mesofilikler), 15° ile 40°C'ler arasinda ve sicak sevenler
(termofilikler) ise 40°C'den yukarida iireyebilme kabiliyetine sahiptirler. Cok fazla soguk,
mantarlarin muhafazasinda kullanilmaktadir. Sifirin altinda 195°C'de mantarlar uzun siire
canli kalabilirler.

Mantarlar, genellikle, aecrobik karakter tasirlar ve oksijenin bulundugu ortamlarda gelisirler ve
irerler. Bu nedenle, havada bulundugu miktar (veya oran) kadar oksijen, ilireme igin
gereklidir. Patojenik mantarlardan, Actinomyces bazi tiirleri hari¢ olmak iizere, digerleri
aerobik kosullarda iirerler. Oksijenin azlig1 veya mikroaerofilik kosullar iremeyi ve gelismeyi
sinirlar.

Mantarlarin tiremeleri i¢in 151k, gereksinme duyulan 6nemli bir faktor degildir. Isik olmadan
da kolayca gelisebilirler. Patojenik mantarlar da direkt 151k olmadan iireyebilme yetenegine
sahiptirler. Direkt giines 1sinlar1, tiremeyi ve gelismeyi sinirlar. Ultraviolet 1sinlar1 fungistatik
bir etkiye sahip olmasina karsin iyonizan 1sinlar 6ldiirebilirler (fungisid).

Mantarlarin ~ klorofilleri olmadigi i¢in fotosentez yapamazlar. Bu nedenle gida
gereksinimlerini (beslenme) disardan karsilamak zorundadirlar. Baz1 mantarlar basit yapidaki
ortamlarda (minimal ortam) gelisebildikleri halde, digerlerinin ise tiremeleri ve gelismeleri
icin inorganik (C ,H, O, K, P, N, S, Fe, Mn, Mo, Cu, Zn, Ca, vs.) maddelere ve 6zel iiretme
faktorlerine (tiamin, biotin, Vit. B6, pantotenik asit, inositol, riboflavin, vs.) ihtiyac¢lar1 vardir.
Mantarlarin  karbon kaynaklarini, daha ziyade karbonhidratlar, alkol, organik asitler ve
proteinler olusturmaktadir. Nitrogen kaynagi i¢in amonyum tuzlari, sitratlar, proteinler,
pepton, peptid, amino asit, iire, vs. den yararlanirlar. Bazi tiirler de amonyak ve nitrati bu
amag i¢in kullanirlar. Mantarlarin bazilar1 kendilerine liizumlu olan vitamin veya diger gerekli
maddeleri sentez edebilme kabiliyetine sahiptirler. Patojenik mantarlardan bir kismi igin
tiamin, inositol veya biotin iiremeyi artiric1 veya iiretme faktdrii olarak onemlidir. Orn. T.
equinum iiremesi i¢in nikotinik asit, T. megnii igin de L-histidine gereksinim duyulur.
Tiamin, T. tonsurans ' iiremesini artirir. Patojenik mantarlar liretmek ve izole etmek igin,

laboratuvarlarda, bilesiminde c¢esitli inorganik ve organik maddeler bulunan besi yerleri
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kullanilmaktadir. Bunlar arasinda en fazla Sabouraud dekstroz agar, Brain-heart infusion kanli
agar, Czapek agar, Patates dekstroz agar, vs. sayilabilir.

Mantarlarin bazilar1 kuvvetli enzimler sentezleyerek bunlarin araciligi ile c¢evredeki gida
maddelerini ayristirir ve bunlardan yararlanirlar. Bu enzimler, daha ziyade protease,
karbonhidrase, nuklease ve lipase karakterindedirler. Bazi mantarlar da birden fazla enzim
sentez edebilmektedirler. Omn. Aspergillus niger (amilase, sellobiase, katalase, lipase,
protease, maltase, vs.) ve A.oryzae (amidase, amilase, katalase, lipase, protease, maltase, vs.)
ve P. camamberti (amidase, laktase, lipase, maltase, protese, nuklease, vs.) gibi.

Mantarlar toprak fertilitesinin saglanmasinda, peynirlerin olgunlasmasinda ve bazi 6nemli
endiistri Urlinleri elde edilmesinde ¢ok biiyiik yararlar saglarlar. Organik asitler (asetik,
formik, fumarik, gallik, glukonik, laktik, malonik, sitrik, oksalik asitler ve digerleri),
alkoller (alkol, gliserol, eritritol, mannitol, vs.), enzimler (amidase, amilase, invertase, lipase,
protease, maltase, vs.), pigmentler (aleoamodin, auratin, beta karoten, aspergillin, vs.),
polisakkaridler (glikojen, reguloz, nisasta, vs.), steroller (kolesterol, ergosterol, fungisterol,
fitosterol, vs.), antifungal maddeler (griseofulvin, mikostatin, nistatin, vs.), antibiyotikler
(penisilin, eritromisin, sikloserin, sefalosporin, kanamisin, streptomisin, vs.) ve diger bir ¢cok
onemli maddeler (vitaminler, proteinler, ergot alkaloidleri, lipidler, toksin ve diger toksik
substanslar) bu {iriinlerin arasinda yer alirlar.

Mantarlar insan ve hayvanlarda, gerek kutan ve subkutan ve gerekse sistemik infeksiyonlar
olusturmasi bakimindan da medikal énemleri fazladir. Bu hastaliklarin bazilar1 da zoonotik
bir karaktere sahiptir.

Mantarlar insan gidasi olarak da kullanildiklarindan, beslenmede 6zel bir yerleri vardir. Bu
amacla, zehirsiz tiirde mantarlar iiretilmekte ve yemek olarak kullanilmaktadirlar. Mayalardan
ekmek yapimina ve igkilerin fermentasyonunda (bira, sarap, viski, vs.) da biiylik yararlar elde
edildigi gibi baz1 peynirlerin (Roquefort, Camemberti, Gorgonzola, Stilton, vs.)
olgunlasmasinda da oOnemli gorevler yaparlar. Ayrica, maya hiicrelerinin sentezledigi
vitaminler (tiamin, riboflavin nikotinik asit, pentotenik asit, biotin, pridoksin, vs) de insan ve
hayvanlarda kullanilan medikal 6nemleri olan maddeler arasindadir.

Mantarlarin sentezledikleri ve sekonder metabolitlerden olan toksinler (mikotoksinler) insan
ve hayvan sagligi i¢in biiyiik tehlike gostermektedirler. Bunlar arasinda A. flavus 'un ve diger
mantarlarin sentezledikleri Aflatoksin karacigerde kanser olusturacak nitelikte etkiye sahiptir.
Ayrica, Rubratoksin, Okratoksin, Fusariotoksin ve diger toksik substanslar da

¢esitli mantarlar tarafindan olusturulurlar.
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Mantarlar, meyve, sebze, aga¢c govdeleri, depolardaki ¢esitli dane ve diger gidalarda da
iizerinde veya iginde iireyerek bozulmalarina, degerinin ve kalitesinin diismesine neden
olurlar.

Viruslarin Genel Karakterleri
01. Giris
Viruslar, protein veya kompleks bir yapidan (glikolipoprotein) olusan bir muhafaza igine
paketlenmis DNA veya RNA'lardan sadece birine sahip c¢ok kiiciik infeksiydz ajanlardir.
Latince zehir anlamina gelen virus(lar) bu basit ve ¢ok kiigiik yapilar1 ile cansiz ortamlarda
iireyebilecek yetenekte degildirler. Ciinkii, tasidiklar1 genetik bilgiler ve buna bagli olarak gen
sayist kendilerinin bagimsiz replikasyonlarin1 saglayacak yeterlilik tasimamaktadir. Bu
nedenle de canli hiicrelerin ekspresyon mekanizmalarina ve makromolekiillerine gereksinim
duyarlar. Diger bir ifade ile viruslar, bagimsiz ¢ogalmalarin1 saglayacak mekanizmalardan ve
molekiillerden yoksundurlar. Bunlari ancak, infekte ettikleri hiicrelerde bulduklari igin,
hiicrelere bagimlidirlar ve birer hiicre paraziti olarak kabul edilirler. Bu noksanliklar
nedeniyle de, viruslar, bakteriler gibi tam bir hiicre olarak degil "baz1 genetik informasyonlara
sahip infeksiy0z ajanlar" olarak tanimlanmaktadirlar.
Viruslar, infekte ettikleri hiicrelerde kendi replikasyonlarini saglayacak makromolekiilleri her
zaman hazir bulamazlar. Bulunanlar da replikasyonlari i¢in uygun veya yeterli olmayabilir.
Boyle dezavantajlar1 gidermek igin, bazi viruslarda, replikasyonlar1 i¢in énemli fonksiyonu
olan baz1 enzimlerin kodlarmi tagirlar. Ayrica, viral genom hiicreye (sitoplasma) girdikten
sonra, hiicrenin biitiin mekanizmalarina hakim olmakta ve sadece kendilerinin replikasyonu
icin programlama ve yonlendirme yapmaktadir. Bdylece, viral replikasyon giivence altina
alimmaktadir. Litik infeksiyonlarda infekte hiicreler, kendileri i¢in degil, sadece virus icin
biitlin olanaklarin1 (ekspresyon mekanizmalari, makromolekiilleri, vs.) seferber eder.
Hiicrelerde metabolizma, replikasyon ve sentez olgular1 tamamiyla durur ve sonunda hiicreler
oliirler.
Bakteriler ise, viruslardan ¢ok daha fazla biiyiiktiirler. Genomlarinda ve sitoplasmalarinda
kendi bagimsiz replikasyonlarin1 saglayabilecek genlere, genetik bilgilere, ekspresyon
mekanizmalarina, enerji ve makromolekiil olusturabilecek biitiin olanaklara sahiptirler. Bu
nedenle de, bakteriler, canli veya cansiz biitiin ortamlarda kolayca iireyebilmektedirler.
Bakteri olarak kabul edilen, klamidia ve riketsiyalar canli hiicrelerde iiremelerine karsin
kendilerinde bagimsiz replikasyonlarini yapabilecek tiim mekanizmalar bulunmaktadir.
Bazi bakteriler de (mikoplasma, riketsiya ve klamidia) boyutlar1 yoniinden viruslara yaklagir

bir konumdadir. Diger bir ifade ile, bakteriler ile viruslar arasinda Olgiilere sahiptirler.
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Bunlardan, mikoplasmalar hari¢ tutulursa, riketsiya ve klamidialar sadece canli ortamlarda
iireyebilmektedirler. Bu 6zelliginin disinda, bu iki cinse ait etkenler ile mikoplasmalar tam bir
bakteri karakteri gosterirler. Bu nedenlerle de, bakteriler arasinda klasifiye edilmektedirler.
Bakteriler ile viruslarin bazi 6zellikleri asagidaki tabloda gosterilmistir.

Viruslardan, ¢icek grubuna ait olanlar hari¢ tutulursa, digerleri normal 151k mikroskopu ile
goriilmezler. Ancak, bazilarinin hiicrelerde meydana getirdigi intraselliiler veya intraniikleer
inklusiyon cisimleri kolayca go6zlenebilir. Viruslarin morfolojilerini izlemede elektron

mikroskoplardan yararlanilir.
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Filireleri gecebilme

Viruslarin aksine, bakterilerde, DNA, RNA ve ribozomlarin hepsi bulunur. Viruslar
antibiyotiklerden etkilenmedikleri halde bakteriler degisik tarzda olmak tizere duyarlilik
gosterirler. Bakteriler ortadan boliinerek cogalirlar ve filtrelerden gegemezler.

Hayvan viruslarinin etrafinda bulunan kapsid veya zarf olusumuna bazi bitki viruslarinda
rastlanamamigtir (viroid: tek iplikgik, sirkiiler RNA).

Viruslarin bakterilere oranla 10-20 kat daha kiiciik olmalari, bir ¢ok yonlerinin eksik
kalmasina yol agmaktadir. Hem viral genom ¢ok kii¢iik olmakta ve hem de i¢inde bulunan
gen sayist ve buna bagli olarak genetik informasyonlar bakterilere oranla daha az olmaktadir.
Viruslarin boyutlar1 da 20-300 nm arasinda degismektedir. En kiigiik virus parvoviruslar (20
nm) ve en biiyiikleri ise ¢icek viruslart 300 nm). Cicek viruslart bu Odlgiileri ile 11k

mikroskobunda kolayca goriilmektedirler.
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02. Viruslarin Klasifikasyonu Ve Isimlendirilmesi

Dogada bulunan biitiin organizmalarin (hayvan, bitki, mantar, alg, parazit, bakteri, protozoon,
vs.) kendine 0Ozgli bir veya birka¢ virusla infekte olabilecegi goriisii eskiden beri
bilinmektedir. Bunlar arasinda insan, hayvan ve bitkilerde hastaliklara yol acan degisik
karakterde ve gesitli 6zellikte viruslar saptanmis ve her gecen 5-10 yil i¢cinde de yeni viruslar
ortaya ¢ikmaktadir.

Viruslarin ilk saptanmasi, bakterilerden sonra olmustur. Bu gecikmede, viruslarin boylarinin
bakterilerden ¢ok kii¢iik olmalar1 nedeniyle normal 1sik mikroskoplariyla goriillememesi,
cansiz siv1 ve kati besi yerlerinde iirememesi ve filtreleri gegmesi esas nedeni olusturmustur.
Bugiin, viruslarin varligini ortaya koyabilecek, izole ve identifiye edebilecek, iiretebilecek bir
cok teknik gelistirilmistir. Elektron mikroskoplar da viruslar1t goriintiillemede ve
morfolojilerini belirlemede ¢ok yararli olmaktadirlar.

Viruslar hastalik olusturdugu canlilara gore siniflandirildigr gibi (insan, hayvan, bitki, insekt,
viruslari, vs.) meydana getirdigi bozukluklarin lokalizasyonuna gore de bir klasifikasyona tabi
tutulmustur. Soyle ki, afinitesi (tropizm) oldugu doku ve organlara gore: enterotropik viruslar,
neurotropik viruslar, dermatropik viruslar, pneumotropik viruslar, vs.

Ayrica, viruslar enzimatik, immunolojik, baz1 kimyasal maddelere duyarlilik, replikasyon
stratejileri, vs. 6zellikleri de dikkate alinarak siniflandirmalar yapilmistir.

03. Bashca Virus Gruplan

Bagslica virus familyalar (alfabetik siraya gore dizilmislerdir).

DNA Viruslari

Familya-1 : Adenoviridae

Cins -1 : Mastadenovirus (memelilerin)
Cins -2 . Aviadenovirus (kanathlarin)
Familya-2 . Circoviridae
Familya-3 . Hepadnaviridae
Familya-4 . Herpesviridae

Alt familya-1 . Alphaherpesvirinae

Cins -1 . Simplexvirus

Cins -2 . Varicellavirus

Alt familya-2 . Betaherpesvirinae

Cins -1 . Cytomegalovirus

Cins -2 . Muromegalovirus

Alt familya-3 : Gammaherpesvirinae
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Cins -1
Cins -2
Cins -3
Familya-5
Familya-6
Cins -1
Cins -2
Familya-7
Cins -1
Cins -2
Cins -3
Familya-8
Cins -1
Cins -2
Cins -3
Cins -4
Cins -5
Cins -6
Cins -7
Cins -8

RNA Viruslari

Familya-1
Familya-2
Familya-3
Cins -1
Cins -2
Cins -3
Cins -4
Familya-4
Familya-5
Familya-6
Familya-7
Cins -1
Cins -2

Lymphocryptovirus

: Rhadinovirus
Thetaly phocrytovirus

Iridoviridae

: Papovaviridae

: Papillomavirus

. Polyomavirus

: Parvoviridae

. Parvovirus
: Dependovirus

: Densovirus

. Poxviridae

. Orthopoxvirus
. Leporipoxvirus
. Avipoxvirus

. Capripoxvirus

. Suipoxvirus

Parapoxvirus

: Molluscipoxvirus

:Yatapoxvirus

Arenaviridae
Birnaviridae
Bunyaviridae
Bunyavirus
Phlebovirus
Nairovirus
Hantavirus
Caliciviridae
Coronaviridae
Filoviridae
Flaviviridae
Flavivirus

Pestivirus



Familya-8
Cins -1
Familya-9
Alt familya -1
Cins -1

Cins -2

Cins -3

Alt familya -2
Cins -1
Familya-10
Cins -1

Cins -2

Cins -3

Cins -4
Familya-11
Cins -1

Cins -2

Cins -3

Cins -4

Cins -5
Familya-12
Alt familya -1
Cins -1

Cins -2

Cins -3

Alt familya -2
Alt familya -3
Familya-13
Cins -1

Cins -2
Familya-14
Cins -1

Cins -2

Cins -3

Orthomyxoviridae
Influenza
Paramyxoviridae
Paramyxovirinae
Paramyxovirus
Morbillivirus
Rubellavirus
Pneumovirinae
Pneumovirus
Picornaviridae
Enterovirus
Cardiovirus

Rhinovirus

. Aphthovirus

Reoviridae
Orthoreovirus
Orbivirus
Cypovirus
Rotavirus
Fijivirus

Retroviridae

Oncovirinae
Oncovirus (C)
Oncovirus (B)
Oncovirus (B)

Lentivirinae

: Supunavirinae

Rhabdoviridae

. Vesiculovirus

Lyssavirus

Togaviridae

. Alphavirus

Rubivirus

Pestivirus
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Cins -4 . Arterivirus
Familya-15 . Toroviridae (tam siniflandirilamadi)

Familya-16 . Astroviridae (tam siniflandirilamadi)

Viruslarin Morfolojik ve Kimyasal Ozellikleri
01. Viruslarin Morfolojik Ozellikleri
Insan ve hayvanlarda infeksiyon ve/veya hastalik olusturan viruslar (genel bir terim olarak,
hayvan viruslar1) morfolojik 6zellikleri yoniinden fazla ¢esitlilik gostermemekle beraber,
elektron mikroskopik muayenelerde olgun viruslarda bazi farkli formlar gézlemlenmistir.
Normal 151k mikroskoplar: ile goriilebilen (1000 x veya 1500 x biiyiitmeli) Poxviridae
familyas1 viruslart hari¢ tutulursa, diger viruslarin morfolojik karakterleri (olgun virus
partikiillerinin genel goriiniimii ve yapilar1) hakkinda ayrintili bilgiler ve goriintiiler, ancak,
elektron mikroskoplarin kesfinden ve viroloji alaninda kullanilmaya baslamasindan sonra elde
edilebilmistir. Negatif boyama, X- 1sinlar difraksiyon, krioelektron mikroskopi, elektron
mikroskop (TEM, SEM) ve diger tekniklerin uygulanmasi, viruslarin daha net, ayrintili ve
acik goriintiilenmesine ¢ok biiylik katkis1 olmustur.
Yapilan calismalarla viruslarin baslica 4 morfolojik form gosterdikleri belirlenmistir.
1) Yuvarlak (sferik) formlar: Ikosahedral simetriye sahip bazi DNA (Adenoviridae,
Herpesviridae, Papovaviridae, Iridoviridae, Hepadnaviridae) ve RNA virus familyalar
(Birnaviridae, Caliciviridae, Picornaviridae, Reoviridae ve diger bazi familyalar) ile helikal
simetriye sahip olanlar (Arenaviridae, Bunyaviridae, Coronaviridae, Orthoymxoviridae, vs)
bu grup i¢inde yer almaktadirlar.
2) Flamentoz formlar: Filoviridae viruslari (Ebola ve Marburg viruslart) flament6z morfolojik
bir 6zellik gosterirler.
3) Mermi benzeri formlar: Rhabdoviridae viruslart (kuduz virusu) mermi benzeri formlara
sahiptirler.
4) Briket (tugla) benzeri formlar: Poxviridae viruslari (variola, vaccinia, Cowpox, Orf,
BPS, Molluscum contagiosum, vs) bu gruba dahildirler.
Her ne kadar hayvan viruslar1 baglica 4 temel form gosteriyorlarsa da sferik olanlar daha fazla
familya ile temsil edilmekte ve diger 3 grup ise birer familyada bulunmaktadirlar.
Hayvan viruslari, elektron mikroskopla saptanabilen baslica 3 temel yapisal karakter
gostermektedirler.
1) Kapsomerler ve kapsid
2) Zarf
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3) Nukleik asitler (viral genom, DNA ve RNA)

01.01. Kapsomerler ve Kapsid

Hayvan viruslarinin genetik materyallerinin (DNA ve RNA) etraflarinda belli sayida ve
birbirleri ile non kovalent baglarla birlesmis protein alt tiniteleri (kapsomerler) bulunmaktadir.
Kapsomerler, ikosahedral simetriye sahip viruslarda, belli bir diizen i¢inde yanana gelerek
birlesir ve bdylece genomun etrafinda proteinden bir muhafaza olusturur ki buna kapsid adi
verilir. Helikal simetrili viruslarda ise, kapsomerler, viral nukleik asitin ilizerinde yan yana
gelmis ve genoma baglanmis durumdadirlar.

Viruslar, kapsid simetrilerine gore baslica iki kisma ayrilmaktadirlar. Ancak, bu iki temel
gruba uymayan poxviruslart 3. bir boliim iginde toplanmis ve boylece hayvan viruslari 3
kisimda incelenmektedirler.

1) Ikosahedral (kiibik) simetri

2) Helikal (sarmal) simetri

3) Kompleks yap1

1)ikosahedral (kiibik) simetri: Kapsomerlerin yan yana gelerek olusturduklari diizenli formlar
arasinda kiibik simetrinin 6zel bir 6énemi bulunmaktadir. Tkosahedral simetri gdsteren bir
kapsid (isometrik kapsid), 12 kose, 20 eskenar licgen yiizey ve 30 kenardan olugmaktadir.
Kapsidin koselerinde yer alan her bir kapsomer 5 tane komsu kapsomerle (pentamer, penton),
kenar ile yilizeylerde bulunan her bir kapsomerde 6 tane komsu kapsomerle (hekzamer,
hekzon) cevrilmistir. Bunlar bazi viruslarda ayni ve bir kisimlarinda ise farkli yapida
polipeptidlerden olusmaktadir. Adenoviruslarinda da kdselerden ¢ikan, kisa ve uclar1 siskince
(tokmak benzeri) uzantilar (fiber) bulunmaktadir. Protein karakterinde olan fiberler, virusun
hiicrelere tutunmasinda gorev alirlar.

Kiibik simetrili viruslarda nukleik asitler, kapsidin orta kisminda lokalize olmustur. Genom ile
kapsidin olusturdugu birlige, genellikle, nukleokapsid ad1 verilmektedir.

Bazi DNA ve RNA viruslarinin morfolojik 6zellikleri asagidaki tabloda gosterilmistir.

DNA Viruslan (familyalar) Cap (nm) Zarf Simetri Kapsomer Etere duyarsizhik
Adenoviridae 70-90 - Ikosahedral 252  Duyarsiz
Hepadnaviridae 42 + Ikosahedral ? Duyarlt
Herpesviridae 150 + Ikosahedral 162  Duyarh
Iridoviridae 125-300  + Ikosahedral 1892  Duyarh
Papovaviridae 45-55 - Ikosahedral 72 Duyarsiz
Parvoviridae 18-26 - Ikosahedral 32 Duyarsiz
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Poxviridae 230x400 +
RNA Viruslan (familyalar)

Arenaviridae 110-130  +
Birnaviridae 60 -
Bunyaviridae 90-120 +
Calicivirade 35-40 -
Coronaviridae 75-160 +
Filoviridae 790-970x80 +
Flaviviridae 40-50 +
Orthomyxoviridae 80-120 +
Paramyxoviridae 150-300 +
Picornaviridae 25-30 -
Reoviridae 60-80 -
Retroviridae 80-100 +
Rhabdoviridae 75x180 +
Togaviridae 50-70 +

Kompleks
yap1

Helikal
Ikosahedral
Helikal
Ikosahedral
Helikal
Helikal
Ikosahedral
Helikal
Helikal
Ikosahedral
Ikosahedral
Helikal
Helikal
Ikosahedral

92

32

32
32,92

60

Duyarli ve baz1

tirler duyarsiz

Duyarhi
Duyarsiz
Duyarlt
Duyarsiz
Duyarhi
Duyarhi
Duyarlt
Duyarh
Duyarh
Duyarsiz
Duyarsiz
Duyarh
Duyarh
Duyarh

Ikosahedral simetrili viruslara, hem DNA ve hem de RNA virus familyalarinin bazilarinda

rastlanmaktadir. DNA viruslarindan herpes ve hepadnaviruslari, ile RNA viruslarindan

togavirus ve flaviviruslarinin etrafinda (kapsidin disinda) diger bir muhafaza daha bulur(zarf).
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2) Helikal (sarmal) simetri: Helikal simetrili viruslara RNA virus familyalarinda
rastlanmaktadir. DNA viruslarinda bu form bulunmamaktadir.

Sarmal simetrili viruslarda spiral formda bulunan genetik materyalin {izerinde, bir tiir
polipeptidden olusan, oval veya yuvarlak sekilli kapsomerler yan yana gelerek genomla
birlesmislerdir. Boylece, nukleik asit (RNA) kapsomerlerle birlikte helikal (spiral) bir form
alir (helikal simetri).

3) Kompleks yap1 formu: Yukarda aciklanan temel iki kapsid simetrisine uymayan Poxviridae
familyasi viruslar1 kompleks yap1 formu grubu i¢inde incelenmektedirler. Boyle yapiya sahip
viruslarinin yiizeylerinde tiibiiler elementler bulunur. Cigek viruslarinda, DNA karakterindeki
viral genom ortada ve bikonkav bir lokalizasyon gosterir. Ayrica, orta kisimlarda da lateral
cisimcikler yer almislardir (orthopoxviruslari). Parapoxviruslarinin yiizeylerinde c¢apraz

striiktiirler bulunur. Poxviruslarinin etraflarinda lipidden zengin zarf vardir.
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Viruslarin baglica yapisal formlar1 yandaki

sekilde gosterilmektedir.

01.02. Zarf

Bazi DNA (herpesviruslari, hepadnaviruslar, poxviruslar1) ve RNA viruslart (arenaviruslari,
bunyaviruslart ve digerleri) nukleokapsidlerinin etraflarinda, viruslar hiicrelerden
tomurcuklanarak olgunlastiklar sirada hiicreye ait membranlara sarilarak disar1 salinirlar. Bu
nedenle de zarfin yapisi, hiicre membranlarinin (sitoplasmik membran, niikleer membran,
endoplasmik retikulum) kimyasal yapisi ile ¢ok biiyiik benzerlik gosterir. iki katmanl
(bilayer) olan zarf, hiicreler tarafindan kodlanmasina karsin, zarfta bulunan peplomerler
(glikoprotein yapisinda, spike) ise viruslar tarafindan spesifiye edilirler. Tomurcuklanarak
hiicrelerden ¢ikan zarfli viruslar hiicrelere zarar vermezler ve hiicreler normal yasamlarini
stirdiirtirler. Diger bir ifade ile, hiicrelerde morfolojik degisiklikler (sitopatik efektler, CPE)
yapmazlar. Ayrica, boyle viruslar, persistent infeksiyonlara yol agabilirler. Buna karsin hiicre
icinde olgunlasan baz1 viruslar da hiicrelerde parcalanma (sitolizis) yaparak disari ¢ikarlar.
Viruslarda kapsid ve zarfin ¢ok Onemli fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Bunlardan bazilar
asagida belirtilmistir,

a) Kapsidler ve zarflar, viruslari, hem hiicre i¢i (nukleazlardan) ve viicut i¢i antiviral
maddelerden ve hem de viicut dis1 fiziksel, kimyasal ve diger virusidal faktorlerin zararl

etkilerinden de korurlar,
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b) Kapsidler ve zarflar (peplomerler), protein ve glikoprotein yapisinda olduklarindan ve virus
gruplar arasinda farkli kimyasal 6zellik tasidiklarindan, viicutta spesifik bagisiklig1 uyararak
0zgiil antikor sentezini saglarlar,

c) Kapsidler ve zarflar, hiicre yiizeylerindeki spesifik reseptorlere baglanmada 6nemli rol
oynarlar ve viruslarin infeksiyon olusturmasinin veya hiicrelere girisinin de ilk basamagini
saglarlar,

d) Kapsidler ve zarflar, viruslarin giivenli olarak sitoplasmik membrani gegmesini ve hiicre
icine (sitoplasmaya) ulagmasina yardimci olurlar,

e) Kapsidler ve zarflar, viruslarin morfolojik 6zelliklerini belirlemede de fonksiyoneldirler,

f) Kapsidler ve zarflar (peplomerler), viicutta olugan spesifik antikorlarin taninmasinda ve
bunlara baglanmada ve antikor-antijen interaksiyonlarinda 6nemli gérevlere sahiptirler.

g) Baz1 poxviruslari hari¢ tutulursa, zarfin biitiinliigii infektivite igin gereklidir.

Zarfli viruslarda, glikoprotein yapisinda olan peplomerlerin yani sira Transport kanal
proteinlerinin varligi da bildirilmektedir. Bunlar, membranin (zarfin) permeabilitesinde
degisiklikler yapmakta, virionun internal ortamin1 modifiye etmekte ve virionun
olgunlagmasina katkida bulunmaktadirlar.

01.03. Viral Nukleik Asitler (viral genom, DNA ve RNA)

Viruslarin genetik yapilarini olusturan nukleik asitler (viral genom), deoksiribonukleik
asit(DNA) veya ribonukleik asit (RNA)lerden sadece birinden olusur. Diger bir ifade ile,
virionda ya DNA veya RNA'lardan sadece biri vardir ikisi birden bulunmamaktadir. Bunlara
karsin, bakterilerin genetik materyallerini hem DNA ve hem de RNA olusturur. Ancak
bunlardan mRNA'da genetik bilgiler bulunur. Diger RNA'lar (tRNA ve rRNA)
nongenomiktirler.

02. Viruslarin Kimyasal Yapilar

Olgun bir virus partikiilii, her ne kadar bir bakteri kadar zengin ve cesitli kimyasal
komponentlere sahip degilse de duyarli organizmaya girdiklerinde degisik derecede (virusa ve
konak¢iya bagli olarak) immunolojik bir yanit olusturabilecek molekiillere ve kompleks
yapilara sahip bulunmaktadirlar. Bu nedenle de, viruslar, immunolojik 6zellikleri bakimindan,
bakterilerden hi¢ de gerilerde degildir ve hatta daha da 6nde olduklar1 sdylenebilir.

Viruslarin kimyasal yapilarini olusturan baslica komponentler hakkinda asagida kisa ve 6zl
bilgiler verilmektedir.

02.01. Viral Proteinler

Viruslarin yapilarinda bulunan proteinler (viral proteinler) baslica iki karakter tagimaktadirlar.
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1) Yapisal (striiktiirel) proteinler: Bu tiir proteinler virionun bir ¢ok bdolgesinde lokalize
olmuslardir. Bunlardan, kapsid proteinleri, bazit DNA ve RNA viruslarinda kapsidi olusturan
protein alt tinitelerinin (kapsomerler) yapisinda bulunurlar ve ¢ok iyi immunojenik aktiviteye
sahiptirler. Kapsid proteinleri, bir virionun yiizeyinde, degisik karakterlerde ve
lokalizasyonlarda olabilirler (VP1, VP2, VP3......gp,....). Helikal simetrili viruslarda ise,
genomla birlesik olan kapsomerler, nukleokapsidi olustururlar. Burada da kapsomerlerin
yapist yine proteinden meydana geldiginden antijenik bir 6zellik tasir.

Yapisal proteinlerin bazilar1 da virusun baglanma proteinlerini (ligand) olustururlar.

Zarfli viruslarda zarfin yapisinda bulunan proteinler (zarf proteinleri) virus tarafindan
kodlanan peplomerlerde lokalize olmuslardir. Peplomerlerde virus tarafindan kodlanan
peplomerlerde lokalize olmuslardir. Peplomerlerde (spike), baslica hemaglutinin,
neuraminidase ve F-proteinleri bulunmakta ve bunlar, hiicre yiizeylerinde yerlesik olan
spesifik reseptorlerle baglanabilen ligandlari olustururlar. Protein ve glikoprotein o6zelligi
tasiyan bu molekiiller de ¢ok iyi antijenik karaktere sahiptirler. Hemaglutininler (trimer
molekiil) genellikle, hem alyuvarlara baglanarak hemaglutinasyon fenomenine neden olurlar
ve hem de hiicrelere baglanmada etkin ligandlar1 olustururlar. Neuraminidase (tetramer
molekiil) ise, hiicre ylizeylerinde lokalize olan reseptorlerin yapisindaki oligosakkaridlerdeki
sialik asidi hidrolize ederek bunun aktivitesine mani olur ve virusun baglantisin1 ¢dzerek
serbest kalmasimi saglar (eliisyon). Bu nedenle neuraminidaz "reseptor parcalayan enzim"
olarak taninmaktadir (parapoxviruslari, orthopoxviruslar ve digerleri). Viruslarin hiicre
iclerine girmesinde bu olgunun 6nemi fazladir. F-proteini (flisyon proteini), bu molekiiller,
hiicrelerin bir araya gelmesini sagladigi gibi, hiicre membranlari ile de interaksiyona girerek
zarfin membranla biitiinlesmesinde de 6nemli rol oynar ve nukleokapsidin sitoplasmaya
girisini kolaylastirir. Zarfli olmasina karsin, Coronaviridae ve Herpesviridae viruslarindaki
peplomerlerin etkinligi, Orthomyxoviridae ve Paramyxoviridae viruslart kadar degildir ve
oldukca zayiftir.

Baz1 zarfli viruslarda da (rhabdoviruslar, reoviruslar, orthomyxoviruslar, vs) yapisal bir
karakter tasiyan ve zarfin i¢ yliziinde lokalize olan nonglikozile matriks proteinleri (M-
proteinleri) bulunmaktadir. Viruslara sekil vermede rollere sahip olan M-proteinlerine

Arenaviridae, Bunyaviridae ve Coronaviridae familyasi viruslarin da rastlanmamuistir.
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2) Yapisal olmayan (non striiktiirel) proteinler: Bu proteinler, genellikle, viruslar tarafindan
kodlanmakta olup enzim karakteri gostermektedirler. Bunlar, viruslarin hiicre iginde
replikasyonlar1 ve transkripsiyon regulasyonunda goérev almaktadirlar (transkriptaz, revers
transkriptaz, erken gen proteinleri ve digerleri). Poxviridae familyasi viruslar1 kodladigi
proteinleri bakimindan oldukga zengindirler. Retroviruslar da revers transkriptaz enziminin
kodlarina sahiptirler.

02.02. Lipidler

Bazi DNA (Herpesviridae, Hepadnaviridae, Iridoviridae) ve RNA virus familyalarinda
(Arenaviridae, Bunyaviridae ve digerleri) nukleokapsidlerin disinda yer alan ve hiicre orijinli
olan zarflar genellikle lipidlerden zengindirler. Ciinkii, =zarflar, viruslar, hiicre
membranlarindan (sitoplasmik membran, niikleer membran, endoplasmik retikulum)
cikarlarken (olgunlagma sirasinda) alirlar. Bu nedenle de zarfin kimyasal yapisi ile
hiicrelerinki arasinda ¢ok yakin bir benzerlik bulunmaktadir ve bunlar hiicre tarafindan
kodlanirlar. Zarflarda bulunan lipidler, viruslara gére degismek iizere, hiicre kuru agirliginin
%20-35'i kadar olabilmektedirler. Herpes viruslarinin zarflari, hiicrelerin niikleer
membranlari, orthomyxovirus ve paramyxoviruslarin zarf lipidleri de sitoplasmik
membranlarin kimyasal yapilar ile 6zdestirler. Lipidlerin yapisinda fosfolipid, kolesterol,
notral yaglar, trigliseridler, glikolipidler, vs. bulunmaktadir.

02.03. Karbonhidratlar

Karbonhidratlar, viruslarin degisik bolgelerinde lokalize olmuglardir. Viruslarin genetik
materyallerinde (DNA ve RNA) pentoz sekerleri bulunmaktadir. DNA viruslarinda 2-deoxy
D-ribose olan seker, RNA viruslarinda D-ribose molekiilii halindedir. Bu durumlar ile de,
genoma ad verirler (DNA ve RNA gibi).

Karbonhidratlar, genomun yapisindaki bazlar ile fosfat molekiilleri arasinda bag kurarlar.
Soyle ki, pirimidin bazlarinda, sekerin 1 no’lu karbon atomu ile bazin 3 no’lu nitrojeni ve
plirin bazlarinda da sekerin 1 no’lu karbon atomu ile, bazin 9 no’lu nitrojeni arasinda beta
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glikozid baglan ile ve diger taraftan da pentoz sekerleri 3. ve 5 no’lu karbon atomlari ile
fosfat molekiillerine fosfodiester baglari ile birleserek kompleksler olustururlar.

Zarflarin ylizeyinde bulunan peplomerlerin yapisinda da seker molekiilleri bulundugundan
bunlar, glikoprotein yapisi tagirlar ve iyi bir antijeniteye de sahiptirler. Buna karsin, matriks
proteininde (M-proteini) seker molekiilii bulunmamaktadir (nonglikozile).

02.04. Fosfatlar

Fosfat molekiilii (H3POy), viral nukleik asitlerin 3. 6nemli yapisal komponentini olusturur.
Ayrica, Poxviridae familyasi viruslarinda fosforilize olmus bazi proteinlere (fosfoprotein)
veya lipidlere (fosfolipid) rastlanilmaktadir.

02.05. Nukleik Asitler (viral genom)

Viruslar, genetik materyal olarak DNA (deoksiribonukleik asit) veya RNA (ribonukleik
asit)'lardan sadece birini tasirlar. Biitiin viral genomlarda her genin sadece bir kopyasi
olmasina karsin, retroviruslarinda iki molekiil tek iplikgik RNA bulunmaktadir (2, ss RNA,
diploid).

Bakterilerin Genetik Karakterleri
01. Genetik Materyallerin Yapisi
Nukleik asitler, prokaryotik ve oOkaryotiklerin, virus, plasmid, faj, transpozon, IS-
elementlerinin temel makromolekiiliinii olusturdugundan, ayrica biitiin yasamsal fonksiyonlari
ve kalitsal 6zellikleri de yonettiginden ¢ok 6nemli rollere sahiptirler. Bu boliimde daha ziyade
prokaryotiklerin (bakteri), virus, plasmid ve faj genomlarinin molekiiler yapilar1 ve islevleri
hakkinda genel mikrobiyolojiye dayali, 6z1i ve temel bilgiler verilecektir.
Nukleik asitler, ilk defa, Isvigreli bir fizyolog olan Friedrich Mischer tarafindan 1869 yilinda
bildirilmistir. Irin icindeki beyaz kan hiicrelerinde proteinlerden ayri olarak asit karakterde
bazi maddelerin de varligini ortaya koyan arastirici, bunlara nuklein adini vermistir.
Calismalarin1 sonralart1 salmon baliklarinin  spermatozoidlerinin ¢ekirdekleri iizerinde
yogunlastiran F. Mischer, bu arastirmalarin1 1874 yilinda yayimlamistir. Benzer konularda
incelemelerini siirdiiren diger bir bilim adami da, Richard Altman (1889), asit karakterleri
nedeniyle, nukleinleri nukleik asit olarak yeniden isimlendirmistir. Alman kimyaci, Robert
Feulgen, nukleik asitleri, kendi adi ile anilan spesifik bir boyama yontemi (Feulgen) ile
boyamayr basarmistir (1920). Aynm tarihte, Rockefeller Enstitiisii'nde, Phoebus Levine,
nukleik asitlerin yapisinda pentoz sekerinin bulundugunu agiklamistir. Oswald Avery (1930),
nukleik asitlerin (DNA) genetik bir madde oldugunu bildirmistir.
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Watson ve Crick (1953), DNA'nin ¢ift iplikcikli ve sarmal bir yapiya (double-helix) sahip
oldugunu belirtmislerdir. Bu tarihten sonra, gerek prokaryotik ve gerekse okaryotik DNA
iizerinde ¢ok yogun calismalar yapilmaya baslanmis ve halen de ayn1 hizda devam etmektedir.
Bu arastirmalar sayesinde DNA'nin fonksiyonlar1 hakkinda ¢ok ayrintili ve degerli bilgiler
elde edilmistir. Ayrica, genetik materyal olarak, RNA ve mRNA iizerinde de benzer tarzda
incelemeler yapilmaistir.

Hiicrelerdeki biitiin biyolojik olaylar1 (fizyolojik, biyokimyasal, genetik vs.) yoneten, genetik
bilgiler tasiyarak bunlarin nesillere aktarilmasinda 6nemli fonksiyonlar1 bulunan nukleik
asitler (DNA ve RNA), hiicrelerde bir merkezi jeneratér gorevine sahip bulunmaktadir. Bu
makromolekiil, baslica iki yapisal 6zellik tagimaktadir.

1) Deoksiribonukleik asit (DNA)

2) Ribonukleik asit (RNA)

02. Prokaryotik Deoksiribonukleik Asit (DNA)

Bakterilerde DNA, hiicre kuru agirhigmin yaklasik %2-3 kadarmi olusturmakta ve
mikroorganizma tilirline gore degismek iizere de 0.01 pg (1 pg= 10-12 g) agirlhiginda
olabilmektedir. Mikoplasmalarda DNA'min molekiil agirhgt (MA) 4x108 dalton,
hemofiluslarda MA: 8x108 dalton, B. subtilis ‘de 3.9x109 ve E. coli 'de 2.6x109 kadardir (1
dalton= 1.67x10-24 g). DNA'nin uzunlugu, E. coli 'de yaklasik 1.1-1.5 mm kadar olup 4x106
nukleotid ¢iftinden (baz ¢ifti) olugsmaktadir. Bu uzunluk E. coli 'nin yaklagik 500 kati
kadardir.

Nukleotid birimlerinden (monomer) olusan ve bir polimer olan DNA'nin yapisinda 3 temel
komponent bulunmaktadir. Bunlar da;

1) Pirimidin ve piirin bazlari,

2) Pentoz sekeri (2-deoksi-D-riboz)

3) Fosfat molekiilii (fosforik asit, H3POy)

02.01. Pirimidin Bazlan

DNA'nin yapisinda yer alan pirimidin bazlari, 4 karbon ve 2 nitrojen atomundan olugmus tek
halkali (6 koseli) bir temel yap1 6zelligi gosterirler. Bu gatinin serbest uglarina bazi atom veya
atom gruplar1 baglanarak pirimidinler meydana gelmislerdir. Nukleik asitlerde baglica iki tiir
pirimidin bazi bulunmaktadir. Bunlar da, Sitozin (C: 4 amino-2-oksipirimidin) ve Timin (T:
(2,4-dioksi 5-metil pirimidin).

02.02. Piirin Bazlan

Bir pirimidin derivat1 olarak kabul edilen piirin bazlarinda, biri primidin (6 atomlu) ve digeri

de buna birlesmis 5 atomlu imidazol halkasindan (3 karbon + 2 nitrojen atomu) (meydana
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gelmis) iki halka bulunur. DNA'da iki tiir piirin baz1 bulunmaktadir. Bunlardan biri, Adenin
(A: 6-amino piirin) ve digeri de Guanin (G: 2 amino; 6 oksipiirin)'dir.

Pirimidin ve piirin bazlar1 hidrofobik bir karaktere ve planer bir yapiya sahiptirler. Bazi
mikroorganizmalarda (fajlarda) nukleik asitlerin yapisinda, yukarida belirtilen temel bazlarin
yani sira minor bazlar olarak adlandirilan, 5-metil sitozin (5'-MC) ve 5'-hidroksi metil urasil
(5'-HMU) bulunmaktadir.

02.03. Pentoz Sekeri

DNA'nin yapisindaki ikinci Oonemli komponenti, 5 karbonlu bir pentoz olan D-riboz
(CsH100s) olusturur. Ancak, bu sekerin 2. pozisyonunda bulunan karbon atomuna bagl bir
oksijeni bulunmamaktadir (CsH1004). Bu nedenle de seker, 2-deoksi-D-riboz ve nukleik asit
de, buna bagli olarak, deoksiribonukleik asit olarak, adlandirilmaktadir.

02.04. Fosfat Grubu

Nukleik asitlerin (DNA ve RNA) yapisinda bulunan 3. komponent de fosfat molekiiliidiir
(H3POy). Fosfat, hem DNA'da ve hem de RNA'da ayn1 yapidadir.

02.05. Nukleosidler

Nukleosidler: Pirimidin (T,C) veya piirin bazlarindan (A,G) birisi ile pentoz sekeri (2-deoksi-
D-riboz) birleserek nukleosidleri meydana getirirler. Her iki molekiil arasindaki baglanma,
pentoz sekerinin 1. pozisyonunda bulunan karbon atomunun, pirimidinlerin 3'-pozisyonundaki
N-atomu ile ya da piirinlerin 9'-pozisyonundaki N-atomu ile beta glikozid baglar1 yardimu ile
gerceklestirilir.

02.06. Nukleotidler

Nukleosidler de  fosfat molekiilleri ile  birleserek  nukleotidleri  olustururlar
(deoksiribonukleotid). Bu birlesme, pentoz sekerinin 5'-pozisyonundaki karbon atomu ile
fosfat molekiiliiniin oksijeni arasinda kurulan ester bagi ile saglanir. Nukleotidler de
yapisindaki bazlarin tiirlerine gore pirimidin nukleotidler (timin deoksiribonukleotid ve
sitozin deoksiribonukleotid) ve piirin nukleotidler (adenin deoksiribonukleotid ve guanin
deoksiribonukleotid) olarak iki kisima ayrilirlar.

02.07. Polinukleotidler

Yan yana bulunan nukleotidler (monomer), birbirleri ile fosfodiester baglar1 ile birleserek
polinukleotid zincirlerini (polimer) olustururlar.

Fosfat grubu, bitisik nukleotidin pentoz sekerinin 5' pozisyonundaki karbon atomu ile diger
komsu sekerin 3'-pozisyonundaki karbon atomu arasinda fosfodiester (O-P-O) bagi kurar.

Bir bakteri genomunda bu tarzda biiyliyen, birbirine karsilikli hidrojen baglari ile birlesmis iki

adet polinukleotid iplik¢igi vardir. Bu iki iplik¢ikten, birinin 5'-P ucu serbestse, bunun
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karsisinda bulunan diger iplik¢igin 3'-OH ucu serbesttir. Bu durum, her iki iplik¢igin diger
uclart i¢in de benzeridir. Boylece iki iplik¢ik bir polariteye sahip olur ve iplikg¢ikler birbirine
anti-paralel bir durum gosterirler. Buna gore, iplik¢iklerden birinin biiyiime yonii 5'®3' ise,
digerinin biliyiime yonii tersine 3'— 5' olmaktadir.

Bir bakteride genetik kodlar ve 6zellikleri soyledir.

1) Kodonlar triplettir: Genetik bilgileri saklayan kodlar, 3 bazin birlesmesinden meydana
gelmislerdir.

2) Kodonlar degiskendir: Her amino asit i¢in bir veya birden fazla triplet bulunmaktadir. Orn.,
fenilalanin i¢in UUU ve UUC, serin i¢cin UCU ve UCC, vs. birden fazla kodon bulunur. Bu
ornekleri daha da ¢ogaltmak miimkiindiir.

3) Kodonlar birbirlerine ¢akismazlar: Bir triplette bulunan bazlar, ayn1 anda, bagka bir amino
asitin kodonu olamaz. Diger bir ifade ile ayni harflerle olusan bir kodon, ancak bir amino
asitin sifresini teskil eder. Ayrica, yan yana bulunan bazlardan biri, bir 6nceki veya sonraki
amino asitin kodonunun bir harfini (bazini) olusturamaz. Bu nedenle, kodonlar birbirlerinden
tam bagimsizdirlar.

4) Kodonlar arasinda bosluk yoktur: Prokaryotik mikroorganizmalarda (bakterilerde)
kodonlar DNA veya mRNA iizerinde yan yana araliksiz olarak devam ederler. Iki triplet
arasinda herhangi bir baz(lar) veya sekans bulunmaz ve bu nedenle arada intron (kodlamayan
sekans) yoktur. Bu durum, genler i¢in de gecerlidir. Buna karsin, viruslarda ve dkaryotiklerde,
birbirleriyle iligkili genler olsa bile, bazen aralarinda 2000 veya daha fazla bazlik kodlamayan
sekanslar (intron) bulunmaktadir. Ancak, DNA'dan mRNA sentezlenirken bu intronlar primer
mRNA' ya aktarilmasina karsin, olgun mRNA'nin meydana gelmesinde intronlar ¢ikarilir ve
sadece kodlayan genler (eksonlar) yan yana getirilerek birlestirilir ve boylece translasyon i¢in
sadece olgun mRNA kullanilir.

5) Kodonlar iiniversaldir: Bir triplet, bakteride hangi amino asitin sifresi ise, Okaryotiklerde ve
diger organizmalara ait DNA'lar da ayn1 amino asitin kodonudur. Bu durum da, canlilarin
genetik materyallerinin amino asit sifrelemesi yoniinden birbirlerinin benzeri oldugunu
gostermektedir. Ayrica, baz tiirlerinin de hemen hemen ayni oldugunu anlamak miimkiindiir.
Bakterilerde DNA, iki adet polinukleotid iplik¢iginin sarmal bir tarzda karsilikli
birlesmesinden olusmus ve sirkiiler bir yap1 karakteri gosterir (double heliks, ¢ift sarmal).
Ayn1 zamanda, bu polinukleotid iplik¢iginin iki ucu da kapalidir (sirkiiler) ve tek bir molekiil
halindedir. Uzunlugu, bakterilerin tiirlerine gore degismek iizere, bakteri boyunun 400-500
kati kadardir (1.1-1.5 mm). Ancak, B. burgdorferi'de lineer bir kromozomun oldugu
bildirilmistir.
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02.08. Diger Baz1 Yapisal Ozellikleri

Nukleik asitlerin, proteinlerde de belirlendigi gibi, baz1 yapisal 6zellikleri bulunmaktadir.

1) Nukleik asitlerin primer yapilari: Nukleik asitlerin komponentlerinin birbirlerine baglanma
ozellikleri

2) Nukleik asitlerin sekonder yapilari: Bu yap1 icinde, nukleik asitlerin sarmal yapilari, her
sarmala isabet eden baz sayilari, karsilikli bazlar aras1 hidrojen baglari, DNA'nin yapisi (A, B,
Z DNA formlar1), vs bulunmaktadir.

3) Nukleik asitlerin tersiyer yapilart: Bu kavram i¢inde DNA'nin sirkiiler, lineer ve
stipersarmal formlar1 yer almaktadir.

02.9. Denatiirasyon ve Renatiirasyon

Bakterilerden saf olarak elde edilen DNA siispansiyonu 100°C 'ye kadar yavas yavas 1sitilirsa
(veya kimyasal yontemlerle) bazlar arasindaki karsilikli hidrojen baglarinda ¢oziilmeler
meydana gelerek iki iplik¢ik birbirlerinden ayrilabilir (denatiirasyon). Eger bu siispansiyon,
yavag yavas sogutulursa bu defa da karsilikli hidrojen baglari tekrar kurulur ve molekiil eski
formunu alir (renatiirasyon). DNA'nin bu 6zelliginden yararlanilarak suni veya melez (hibrid)
DNA molekiilleri olusturmak (hibridizasyon) ve bunlar1 ¢esitli arastirmalarda,
mikroorganizmalar1 siniflamada, gen transferlerinde veya diger genetik manipulasyonlarda
kullanmak olanak dahiline girmistir. Hibridizasyon denemelerinde ¢ok yararlanilan bdyle
caligmalarda, hibrid molekiiller olusturmak ve sonra da bunlar isaretli problarla saptamak
miimkiindiir.

02.10. Siipersarmal (Siiperheliks) DNA Formasyonu

Prokaryotiklerin (bakteriler) DNA'lar1 baslica 2 topolojik formda bulunmaktadir.

a) Sirkiiler dubleks DNA formu: Bakteriler, baz1 fajlar (PM2, vs.), iplikcikli sarmal sirkiiler
bir karaktere sahiptir.

b) Siipersarmal (siiperheliks) DNA formu: Fajlarda, plasmid ve viruslarda daha fazla
rastlanilan bu form, dubleks sarmal DNA'nin serbest ortamda kendi ekseni etrafinda 360° ve
birka¢ kez donmesinden kaynaklanmaktadir.

02.11. DNA'nin Biiyiikliigii

Bakterilerdeki DNA'nin uzunlugu oldukg¢a degisiktir. DNA'nin yaklasik agirligt 0.01 pg
kadardir. (1 pico gram = 10-12 g). E. coli 'de 4x10° nukleotid ¢ifti bulunur ve molekiiler
agirhig da 2x10° daltondur. E. coli 'de DNA'nin uzunlugu 1.1-1.5 mm olup bakteri boyunun
400-500 katidir. Diger bakterilerde ise bu oOl¢iiler degisik bir durum gosterir.
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03.Prokaryotik Ribonukleik Asit (RNA)

Mikroorganizmalarda, DNA'dan ayri olarak hiicre i¢inde ¢ok dnemli fonksiyonlara sahip olan
diger bir makromolekiil de ribonukleik asit (RNA)'dir. Kompozisyonu bakimindan DNA'ya
cok benzerlik gostermesine karsin fonksiyonel olarak farkli bir aktiviteye sahiptir. Bazi
arastiricilar RNA'yr tam bir genetik materyal olarak kabul etmemekte, biri genetik RNA
(genellikle, mRNA ve RNA viruslar1) ve digeri de nongenetik RNA (diger RNA'lar) olmak
tizere iki ayr1 molekiil olarak diisiinmektedirler.

03.01. Pirimidin ve Piirin Bazlarn

RNA'nin yapisinda pirimidin bazlarindan Sitozin (C) ve Urasil (U: 2.,4-dioksipirimidin)
bulunur. Urasil, DNA'daki timinin yerini alir. Diger bir ifade ile RNA'da timin yoktur. Urasil,
yap1 bakimindan timine ¢ok benzer.

03.02.Pentoz Sekeri

RNA'nin bilesiminde bulunan pentoz sekeri D-riboz (CsH10Os) yapisindadir.

03.03.Fosfat Molekiilii

RNA molekiiliinde DNA'daki gibi aynt H3PO4 molekiilii vardir.

03.04. Nukleosidler ve Nukleotidler

Nukleosidler pirimidin bazlar1 (sitozin, urasil) ve piirin bazlarindan (adenin, guanin) biri ile
pentoz sekerinin (D-riboz) birlesmesinden meydana gelmistir. Bazlarin sekerle birlesmesi
aynen DNA'da oldugu gibidir.

Nukleosidler, pirimidin nukleosid ve piirin nukleosid olarak iki grupta toplanabilirler.
Nukleotidler, nukleosidlerle fosfat molekiiliiniin birlesmesinden olusmuslardir (pirimidin
nukleotidler ve piirin nukleotidler).

03.05. Polinukleotid

Nukleotidlerin fosfodiester baglartyla birlesmesinden polinukleotidler meydana gelirler.
DNA'nm aksine, RNA tek iplik¢ik halindedir. Bu nedenle de DNA'ya oranla daha zayiftir ve
kolay tahrip olur. Ancak, molekiil baz1 bolgelerde kendi {izerine katlanarak saglam yap1
olusturur. Bu birlesme adenin ile urasil ve guanin ile sitozin arasinda gerceklestirilir.

03.06. RNA Tiirleri

Bakterilerde hiicre i¢indeki fonksiyonlari, molekiil agirliklari, sedimentasyon konstantlari,
birbirinden farkli 4 tiir RNA bulunmaktadir. Bunlar da;

1) Mesenger RNA (mMRNA) (genetik)

2) Transfer RNA (tRNA)

3) Ribosomal RNA (rRNA, nongenetik)

4) Primer RNA (pRNA, nongenetik)
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03.07.Mesenger RNA (MRNA)

DNA iplik¢iklerinin birinden, RNA polimeraz enziminin (DNA'ya bagimli transkriptaz)
katalitik etkisi ile, genetik bilgiler mRNA'ya aktarilir (transkripsiyon). Yeni olusan mRNA,
kendisinin sentezine kaliplik yapan DNA iplik¢igine anti paralel bir durum gosterir (M.A.
500.000'in tizerindedir.)

03.08. Transfer RNA (tRNA)

Protein sentezinde 6nemli fonksiyona sahip olan, ribosom iizerinde siraya giren kodonlarin
amino asitlerine, amino acyl senthetase ile aktive olduktan sonra, baglanarak onlari
ribosomlardaki kodonuna tasiyan ve siraya koyan kiigiik bir molekiildiir (75-85 nukleotid).
Her amino asite 6zel bir veya birden fazla tRNA vardir.

03.09. Ribosom ve Ribosomal RNA (rRNA)

Uremekte olan hiicreler de sayilar1 yaklagik 15000-30000 kadar bulunan ribosomlarin amino
asitlerin birbirleriyle birlesmesinde ve protein haline doéniismesinde rolii ¢ok biiyiiktiir.
mRNA, 30S alt tinitenin oluguna yerlesir ve 50 S'lik ribosomla birlestikten sonra olusan 70 S
ribosom, mRNA {izerinde kayar ve her kayista bir kodonu siraya koyarak ilerler.

03.10. Primer RNA (pRNA)

DNA'nin replikasyonu sirasinda parental iplik¢igin 5'®3' yoniinde olanina yeni iplikg¢ik
sentezlenirken bunun sentez yonii tersine 3'-5' olacagindan, DNA polimeraz enzimi ters olan
bu ydnde sentezi kesintili olarak siirdiiriir. Once, primaz (RNA polimerase) enzimi tarafindan
50-100 nukleotidden olusan primer RNA'lar sentezlenir. Bunlar basamak olarak kullanilarak
kisa DNA sekanslar1 (Okazaki segmentleri) olusturulur. DNA pol.I enzimi yardimi ile aralari
doldurulur ve DNA ligaz ile de birlestirilir. pRNA'larin gorevi bittikten sonra DNA
polimerase tarafindan dijeste edilerek c¢ikarilirlar. Bu RNA, bakterideki dnaG geni tarafindan
kodlanur.

04.Prokaryotik DNA ile RNA Arasindaki Bashca Farklar

1) DNA genellikle ¢ift iplikciklidir. RNA ise tek iplikciklidir.

2) DNA'da pentoz sekeri 2-deoxy D-riboz (CsH1004) tarzindadir. Yani, pentoz sekerinin 2
pozisyonundaki karbon atomuna bagli sadece (H) molekiili bulunur, oksijen yoktur.
Buna karsin RNA D-riboz karakteri tasir (CsH100s).

3) DNA'da Timin vardir. Bunun yerine RNA'da Uracil bulunur.

4) Fosfat molekiilii her iki nukleik asitte de ayni yapidadir (H3POy).

5) DNA molekiilii, genellikle ¢ift iplikcikli olmasi nedeniyle, RNA'dan daha saglam yapisal
bir biitiinlik gosterir. Ancak, tek iplik¢ik olan RNA'da kendi tizerine kivrimlar yaparak c¢ift

iplikcikli kisa formlar meydana getirmekte ve yapisini saglamlastirmaktadir.
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6) RNA molekiilii, alkalilerle 2-3-cyclic diesterlere ayrisabilmektedir.

7) RNA'da guanin ve sitozin miktarlari esit degildir.

8) RNA-RNA dupleksi, RNA-DNA dupleksinden daha saglamdir.

9) RNA'daki baz siralari, kendinin transkripsiyonunda gorev alan DNA'daki baz siralarina
komplementerdir.

10) Dubleks DNA siiperheliks form olusturabilir.

05.Nukleik Asitlerin In Vivove In Vitro Fonksiyonlar:

05.01. in Vivo Fonksiyonlar

Nukleik asitlerin (DNA veya RNA) hiicrelerde cok dnemli vital fonksiyonlar1 bulunmaktadir.
Genetik materyallerin, canlilarda kalitsal karakterleri tasimasi ve nesillere transferi gibi
gorevleri yani sira, hiicrelerdeki biitiin fizyolojik, biyokimyasal, metabolik, morfolojik,
antijenik, v.s. Ozelliklerin belirlenmesinde de 6nemli gorevlere sahiptirler. Bunlardan ayri
olarak da, genetik materyaller, enerji tasimalari, enzimlerin kofaktorleri olmalari, kimyasal
mesenger olusturmalari, nukleik asitlerin sentetik analoglarinin kanser sagaltiminda ve viral
infeksiyonlarinda 6nleme amaci ile kullanilmas1 gibi etkinlikleri de bulunmaktadir.

Bu son aktiviteleri hakkinda asagida kisa ve 6zlii bilgiler verilmektedir.

1) Nukleotidler kimyasal enerji baglar1 tasirlar: Nukleik asitlerin yapisinda fosfat
molekiillerinin bulunmasi nedeniyle yiiksek enerjiye sahip makromolekiillerdir. Bu enerji,
hiicrelerde, bir¢cok biyokimyasal olgularda ve 6zellikle, biyosentezde fazlaca kullanilirlar.

2) Nukleotidler bircok enziminin de kofaktorleridir: Hiicre i¢inde ¢ok énemli ve hayati rollere
sahip olan enzimlere ait kofaktdrlerin yapisinda da nukleotidler bulunur. Boylece enzimlerin
aktivasyonunda ve fonksiyonel bir duruma gelmelerinde nukleotidlerin 6nemi oldukga
fazladir. Orn, koenzim A (3' -fosfoadenin difosfat (PADP); nikotinamid adenindinukleotid
(NAD); flavin adenindinukleotid (FAD) bunlar arasindadir.

3) Bazi1 nukleotidler hiicrelerde sinyal iletisiminde sekonder mesenger gorevi yaparlar:
Hiicrelerde, nukleotidlerin diger 6nemli fonksiyonlar1 arasinda bazi sinyalleri transferde
sekonder mesenjer gorevi yapmalart da bulunmaktadir. Bunlardan en Onemlisi, cyclic
adenosine monophosphattir (cCAMP). Buna karsin guanosine monophosphatin (GMP) etkinligi
daha zayiftir. cAMP, adenilate siklase enziminin katalitik aktivasyonu sonu ATP'den elde
edilir.

4) Sentetik nukleotid analoglari klinik hekimlikte fazlaca kullanilma alan1 bulmuslardir: Piirin
ve pirimidinlerin sentetik analoglari onkolojide ve viral infeksiyonlarin sagaltiminda, son

yillarda fazlaca yararlanilan kimyasallar arasinda yer almaktadirlar. Bu bilesikler, ya nukleik
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asit sentezinde énemli fonksiyonlar1 olan enzimlerin inhibisyonunu saglayarak veya nukleik
asitlerin yapisina girerek, etkilerini gosterirler.

5) Nukleotidler oksidatif fosforilasyon reaksiyonunda adaptdr olarak (ATP) gorev yaparlar.

6) DNA ve RNA'in yapisini olusturan nukleotidlerin, genetik bilgileri tasidiklar1 ve transfer
ettikleri i¢cin de dnemlileri ¢ok fazladir.

05.02. In Vitro Fonksiyonlar

Nukleik asitlerin in vitro bir¢gok énemli ¢aligmalarda da rolleri bulunmaktadir. Bunlar kisaca
sOyle siralanabilirler.

1) Hibridizasyon denemelerinde (tiirlerin siniflandirilmalarinda, genlerle ilgili calismalar da,
VS)

2) Rekombinant DNA teknolojisinde

3) Hastaliklarin teshisinde

4) Genlerin haritalarinin yapilmasinda

5) Diger biyoteknolojik ¢aligmalarda

Genler ve Fonksiyonlar:
01. Genlerin Yapisi
Genler, hiicrelerin ve dolayisiyla da canlilarin kalitsal karakterlerinin, yasamlari i¢in gerekli
olan proteinlerin, enzimlerin, diger makro- ve mikromolekiillerin kodlarimi tasiyan,
kromozom iizerinde lokalize olmus, degisik uzunlukta (kodladig1 proteinin biiyiikliigline gore)
DNA sekanslaridir. Genler, aym1 zamanda, canlilardaki biitiin, genetik, biyokimyasal,
fizyolojik, vs. olaylarin denetimini, dogru yonde ilerlemesini de kontrol ederler. Bir
kromozom iizerinde, prokaryotiklerde 2000-3000 ve okaryotiklerde de 50.000-100 bin aras1
gen bulunmaktadir.
Genlerin kromozom iizerindeki sirasi ve sayisi organizmalara gore belli bir diizen ve sira
icindedir. Bu uyum tiirler i¢in sabittir ve degismez. Ancak, cinsler veya familyalar arasinda
farklar gosterebilir. Bu diizenli siralanig, bir tespih tanesine veya bir miizik kasetinde
magnetik tape de bulunan ve ardisik yerlesmis miizik pargalarina benzetilebilir.
Genlerin biiytikliigii de (baz sayis1) kodladig1 proteinin biiyiikliigiine gére degisebilir. Bu 6l¢ii,
1500-2000'den 10000 bp'e kadar degisebilir.
Genler, nukleik asit sekanslarindan olusmakta ve belli 6zel peptidlerin bilgilerini kodlar halde
tasimaktadirlar. Genleri olusturan baz siralar1 ve sayilar1 da tiirler i¢in de sabittir ve bu
tiirlerin korunmasinda ¢ok 6nemli rollere sahiptir. Ancak, her amino asit'in spesifik bir veya

birden fazla kodonla (triplet) belirlenmesi, bunlarin da 3'er tane nukleotid bazindan olugsmasi,
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cok sayida replikasyonlarin meydana gelmesi, polimerizasyon sirasinda enzimlerin
duyarhiliklarinin azalmasi nedeniyle yanlis bazlarin siraya girmesi veya mutasyonlari
indiikleyici faktorlerin ortamda bulunmasi, vs. nedenler nadir de olsa (10-7-10-9 oraninda)
baz siralar1 arasinda bazi degisikliklerin olusmasina yol agmakta ve mutasyonlarin
gelismesine neden olmaktadir. Boyle varyasyonlarin sonunda da parent hiicrelerden farkli
genotip ve fenotipte yeni nesiller (mutant) meydana gelmektedir. Baz1 mutasyonlarin hafif
veya belli-belirsiz olmasina karsin bir kismi1 da dldiiriicii nitelik tasiyabilir.

Prokaryotiklerde nukleik asitteki baz siralar1 ile kodlanan proteindeki amino asit siralari
arasinda bir diizen ve uyum vardir ve kesintisizdirler (kolineer). Bakterilerde ve bakteriyel
viruslarda, genler kesintisiz olarak birbiri arkasina siralanmalarina karsin, 6karyotiklerde ve
bazi viruslarda, genler ici ve genler arasinda hi¢ kodlama yapmayan (noncoding) sekanslar
bulunmaktadir. Bunlara genel olarak intron (intervening sequence) adi verilmektedir. Buna
karsin kodlayan sekanslar da, ekson olarak tanimlanmaktadirlar. Boyle kodlamayan sekanslar
hem genleri bolmekte ve hem de iki gen arasim1 agmaktadirlar. Om., alfa kollagen geninin
50'ye yakin boliime ayrildig: belirtilmektedir. Intronlarin uzunluklar1 da degisik olmasina
karsin 2-3 kb uzunluga kadar olabildigi aciklanmistir. Hatta, bazilar1 eksonlardan da daha
uzun oldugu bildirilmigtir. Okaryotiklerde, DNA iizerindeki bdyle durumlar genlerin
uzunlugu ile kodlanan proteinin uzunlugu arasinda bir farkin meydana gelmesine de neden
olmaktadir. Ancak, transkripsiyon sirasinda pre mRNA da eksonlarla birlikte intronlar da
bulunmasina karsin, bunun prosesi sonu sentezlenen olgun mRNA'da sadece eksonlar bulunur
ve intronlar ¢ikarilir. Cekirdek icinde meydana gelen bu olgudan sonra, olgun mRNA
cekirdek etrafindaki deliklerden gecerek sitoplazmaya girer ve burada ribosomlara yerleserek
translasyona tabi tutulur.

01.01. Promoter (P)

DNA’ya bagimli RNA polimerase enziminin baglandig1 bolgedir. Buna ait yeterli bilgi sayfa
149'de verilmistir. Okaryotiklerde bu bdlgede 3 6nemli lokalizasyon bulunmaktadir. -90, -80
ve -30 bolgeleri en fazla korunan yerler arasindadir. Prokaryotiklerle ayn1 fonksiyona sahiptir
(-35 ve -10 bolgeleri).

01.02. Operator sekans (O)

Bu bolgede represor ve aktivatorler etkinlik gosterir. Promoterin hemen saginda bulunur.
01.03. Lider sekans (L)

mRNA'da transkripsiyonun baslama noktasindan sola dogru (5' -terminusa dogru, upstream)
yerlesmis sekanslardir. Bu kisim ribosomlarda translasyona tabi tutulmaz. Uzunlugu

prokaryotik ve Okaryotiklere gore, yaklasik 20-100 baz kadar olan lider sekans, mesajin
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ribosomlara iyice baglanmasinda etkin role sahiptir. Prokaryotik ve oOkaryotiklerde ayni
fonksiyondadir.

01.04. Shine Dalgarno sekansi (SD)

AUG kodonundan sola (5-ucuna) dogru -7 bolgesinde bulunan polipiirin karakterinde
(AGGA GG) sekanslardir. Bu bolge, 16S rRNA'min 5' -terminusu ile komplementerdir.
Ribosomun mRNA'ya baglanmasini saglar. Prokaryotiklerde vardir ve mRNA'ya aktarilir.
01.05. Enhenser

Okaryotiklerde bulunan bu sekansin transkripsiyonu stimule etme aktivitesi bulunmaktadir.
01.06. AUG Kodonu

mRNA iizerinde, transkripsiyon icin baslama sinyali veren ve formilize olmus methioninin
kodonudur. Buradan saga dogru (3' -terminusa, down stream) polimerizasyon devam eder.
AUG'nin transkripte edilen DNA sekanst (3' — 5') iizerindeki tripleti TAC'dir. mRNA'ya
aktarilir.

01.07. Kodlayan Sekanslar (Ekson)

TAC kodonundan itibaren saga dogru polimeraz enziminin mRNA'y1 sentezledigi ve genetik
bilgilerin anlamlit DNA'dan mRNA'ya aktarildig1 bolgedir.

01.08. Kodlamayan Sekanslar (intron)

Bu sekanslar genler iginde ve genler arasinda bulunabilir ve genlerin aralarini acarlar. Bunlar
Okaryotiklerde ve baz1 viruslar da vardir.

01.09. Terminator (T)

DNA iizerinde, RNA polimeraz enziminin transkripsiyonu durdurma sinyalini veren sekanstir.
DNA'da bulunan terminasyon kodonlari, ATC, ATT ve ACT olup, bunlarin mRNA daki
tripleri ise UAG (amber), UAA (ochre) ve UGA, (opal) dir ve protein sentezini durdururlar.
Bunlara ayn1 zamanda nonsense kodonlar da denir. mRNA'ya aktarilir.

Genlerin izolasyonlari, ¢ikarilmasi, transferleri, klonlanmasi, ekspresyonlart ve diger
aktiviteleri hakkinda ilgili bahislerde yeterli bilgiler verilmektedir.

02. Psodogenler (Yalanc1 Genler)

Psddogenler (yalanci genler), fonksiyonel genlerle iliskisi olan, fakat bir aktif protein haline
transle edilemeyen genler olarak tanimlanmaktadirlar. Baz1 arastiricilar da, bdyle genleri,
fonksiyonel olan genlerin etkinligi olmayan kopyasi olarak kabul etmektedirler. Psddogenler
genellikle y sembolii ile ifade edilirler.

Psodogenler, fonksiyonel genlerin genel yapisina benzer sekanslara (intron ve ekson)
sahiptirler. Replikasyonun g¢esitli asamalarinda meydana gelen spontan veya indiikleyici

etkenlerin etkisi ile olusan mutasyonlar sonu inaktif hale gelmislerdir. Orn., transkripsiyonun
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baslamasini veren sinyal bazlarinda bozukluklar mRNA sentezini ve dolayisiyla da
translasyonu olumsuz yonde etkiler ve bu dnemli fonksiyonlar ortadan kalkarlar.
Psddogenlere bir ¢ok protein genlerinde rastlanilmistir. Orn., globin, immunglobulin ve
histokompatibilite antijenleri genleri, vs.de bodyle inaktif genlere sahiptirler. Bunun tipik
ornegi tavsanlarin psddogeni (B82) olup, bu gen ekson ve intronlardan olusmakta ve bu da
yapisal olarak fonksiyonel aktif globin genine (B1) ¢cok benzemektedir.

RNA transkriptine (mRNA) benzeyen inaktif genomik sekanslara islenmis psddogen
(processed pseudogene) ad1 verilmektedir.

Inaktif genler, yine ¢esitli mutasyonlarla aktivite kazanabilirler.

03. Gen Ekspresyonunun Artirilmasi

Hiicrelerde gen sayisinin ve gen ekspresyonunun arttirilmast igin degisik metotlar
kullanilmaktadir. Bunlardan 6nemli olanlarindan bazilar1 asagida bildirilmistir.

03.01. Gen Sayisinin Artirilmasi

a) Istenilen bir iiriiniin veya proteinin sentezini kodlayan gen (hedef gen) kromozomdan
uygun bir restriksiyon enzimi kullanilmak suretiyle kesilerek ¢ikarilir ve piirifiye edilir. Bu
gen, hiicre i¢inde ¢ok fazla iireyebilen veya kopyasi fazla olabilen bir plasmidin DNA's1 ile
birlestirilir. Bu amacla daha ziyade kiigiik suni plasmidler tercih edilirler. Ciinkii, kiigiik
plasmidlerin hiicre i¢indeki kopya sayilar1 genellikle fazla olabilir. Bu rekombine plasmid
alic1 bir hiicreye transfer edilerek, genleri tasiyan plasmidlerin fazlaca tiremesi saglanir. Sonra
bunlardan gen ¢ikarilir.

b) Plasmid ile birlestirilen hedef gen, uygun bir alict bakteriye transfer edildikten sonra, bu
konak bakteri, i¢ginde 150 mg/ml Chloramphenicol bulunan besi yerine transfer edilir. Boyle
bir ortamda mikroorganizma i¢inde plasmidin ¢ok sayida kopyast (bakteri bagina 1000'den
fazla) olusur ve bdylece gen sayist da artmis olur. Ancak bu mikroorganizmada ekspresyon
meydana gelmez. Ciinkii antibiyotik protein sentezini inhibe eder buna karsin plasmidin
sayica artmasina mani olmaz.

c) Hedef genin baz siralari iyice biliniyorsa, bu takdirde, laboratuvarda sentetizerler yardimi
ile sentetik gen hazirlanabilir ve basari ile kullanilabilirler.

d) Hedef gen tasiyan DNA (veya mRNA), in situ PCR yontemi ile ¢ogaltilir ve bundan gen
cikarilarak kullanilir.

03.02. Gen Ekspresyonunun Artirilmasi

Genin amplifikasyonu, her zaman, ayni genin ekspresyonu ile paralel gitmeyebilir. Gen
ekspresyonunun istenilen diizeye ¢ikarilmasi i¢in bazi yontemler kullanilmaktadir. Bunlar da

Ozetle soyledir.

59



a) Hiicrelerde DNA'nin transkripsiyonunda 6nemli fonksiyonu olan RNA polimeraz enzimi
promoter bdolgesine baglanarak, buradan itibaren 3' -ucuna dogru (downstream)
transkripsiyonu gergeklestirilir. Ancak, bu tarzdaki ekspresyon her zaman aymi kuvvette
olmaz. Diger bir ifade ile, eger bir gen, bir hiicrede yiiksek diizeyde eksprese edilebiliyorsa
(fazla triin sentezi olusuyorsa) kuvvetli promotere sahip oldugu diisiiniilir. Bu nedenle
promoterin kuvvetli olmasi veya 0zel bir tarzda modifiye edilerek kuvvetlendirilmesi
gereklidir.

b) Hiicrelerde genin ekspresyonu da kontrol altina alinabilir ve regule edilebilir. Orn., E.
coli 'de, aminoasitleri kodlayan genler, eger bu aminoasitler hiicrede ¢ok fazla miktarda
bulunuyorsa represe edilerek, yeniden aminoasit sentezi durdurulur (feedback inhibisyon). Bu
fenomenin mekanizmasi kisaca sOyledir: Hiicre i¢inde bulunan ve inaktif bir karakterde olan
represOr proteinlere gen iirlinliniin baglanmasi represor molekiillerini aktive ederek, promoter
bolgesine baglanmasina yol agar. Bu durumda RNA polimeraz enzimi promotere
baglanamadigindan genin ekspresyonu da gergeklesemez.

Feedback inhibisyonun ters mekanizmasini olusturarak genin ekspresyonunu artirilabilir.
Soyle ki, eger represdr proteinlerin aktive olmasi Onlenirse ve bdylece de promotere
baglanmasi inhibe edilir ve bakteriler fazlaca gen iiriinli eksprese edebilirler. Bunu saglamak
icin de, promoter bolgesinde bulunan operatdr sekanslarda bazi modifikasyonlar yaparak veya
represOr proteinleri kodlayan genlerde mutasyonlar meydana getirerek bu proteinlerin
promotere baglanmasi1 Onlenebilir ve boylece genin ekspresyonu devam eder, kapanmaz.
Aragstiricilar, son yillarda, genlerin fonksiyonlari i¢in gerekli olan promoter ve terminator
sekanslar1 degistirebilmekte ve yeni ortama adapte olabilecek ve iyi bir etkinlik gosterebilecek
tarzda modifiye edilebilmekte ve diizenleyebilmektedirler. Yeni ortamda fonksiyonel
olamayan bir gene ait promoter ve terminatdr sekanslari ¢gikararak, bunlari transfer edilecek
gende kullanmak suretiyle, bu yeni gene islerlik kazandirmak olanak dahilindedir. Orn., tavuk
yumurta albumin geni, yaprak protein genine ait kontrol sekanslara (promoter-terminator)
baglandiktan sonra bir bitki hiicresine (Orn., yonca) transfer edilirse, olusturulan transgenik
bitki (yonca) yapraklarinda yumurta aki biriktirebilir. Bu durum meralarin besleyici
kapasitesini artirmada etkili olabilir. Boylece, bir bitki (transgenik bitki), solar enerjiden
yararlanarak fotosentetik mekanizma ile tavuk yumurta aki proteinini iiretebilir hale gelebilir.
Genlerde kontrol mekanizmasini saglayan sekanslar (promoter ve terminator) arasinda da
onemli farklar bulunmaktadir. Bazilar1 ne kadar protein sentezlenecegini, bir kismi da
genlerde hangi sinyallerin ve ne kadar respons gosterecegini ve kimileri de organizmanin

neresinde fonksiyonel olacagini tayin ederler. Promoterler, sentezlenen proteinin miktarina
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gore zayif, normal, kuvvetli (veya super promoter) olmak iizere gruplara ayrilmaktadirlar.
Biyoteknolojik yontemlerle, bilim adamlari, zayif veya normal promoterleri kuvvetli ile
degistirebilmekte ve genin etkinligini artirabilmektedir. Bir tiirde etkin olan promoter, eger
geni ile birlikte baska bir organizmaya transfer edilirse bu yeni ortamda zayif bir fonksiyon
gosterebilir. Clinkii, yeni organizmanin replikasyon ve ekspresyon mekanizmalar1 bu yeni
promoteri tam algilayamaz veya kabul edemez. Bu nedenle, promoterleri, yeni ortamin iyi
taniyabilecegi baska bir promoterle degistirilmesi gereklidir.

Memeli genlerinin, bakterilerde ekspresyonunda en fazla giicliikk ¢ekilen nokta, genlerin
icinde ve genlerin aralarinda bulunan ve bunlar1 bolen ve herhangi bir kodlama yapmayan
intronlardir. Bakterilerin ekspresyon mekanizmalarinda intronlar1 tantyarak bunlari ¢ikaracak
mekanizmalar bulunmamaktadir. Onun i¢in, intronlar dnceden ¢ikarilarak sadece eksonlardan
olusan olgun mRNA hazirlamak ve bundan yararlanmak gerekecektir. Bakteriler ayni
zamanda, bir amino asit i¢in olan birden fazla tripletleri degerlendirmede Okaryotikler kadar
organize olmadiklar1 gibi glikolizasyon reaksiyonlarina da sahip degildirler. Bu nedenle,
memeli genleri tasiyan DNA sekanslarini ve kodonlari, bakterilerin kolayca taniyabilecegi ve
algilayabilecegi bir tarzda degistirmekte yarar vardir.

Bakteriler tarafindan kabul edilen ve eksprese edilen genler, burada uzun siire kalabilmeli, en
yiiksek diizeyde eksprese edilebilmeli, gen aktivitesi kontrol edilebilmeli, sentezlenen gen
iirlinleri bakteri icinde ayrismamali ve kontamine olmamalidir.

04. Genlerin Inaktivasyonu

Genetik manipulasyonlar arasinda, sadece yeni genler transfer ederek degisik ve istenen
karakterlere sahip organizmalar veya hiicreler elde etmek degil, ayn1 zamanda, istenmeyen
genlerin aktivitesini azaltmak veya inaktive ederek fonksiyonuna tamamiyla mani olmak gibi
caligmalar da bulunmaktadir. Genlerin kismi veya tam inaktivasyonu iizerinde bir¢ok degerli
caligmalar yapilmistir. Bunlara ait ve 6nemli olan bazi teknikler agsagida bildirilmistir.

1) Mutasyonlarla inaktivasyon

2) Transpozonlarla inaktivasyon

3) Bakteriyofajlarla inaktivasyon

4) Antisens RNA ile inaktivasyon

5) Ribozimlerle inaktivasyon

6) Rekombinant DNA teknolojisi ile inaktivasyon

7) Feedback mekanizma ile inaktivasyon
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04.01. Mutasyonlarla Inaktivasyon

Kromozomlar {izerinde ardisik olarak siralanmis olan fonksiyonel genler (ancak,
okaryotiklerde genlerin bazilari intronlarla bolinmiistiir), ¢esitli i¢ ve dis nedenlerin (fiziksel,
kimyasal, biyolojik, metabolik, fizyolojik mutajenik maddeler, vs.) etkisi altinda gelisen
mutasyonlara bagli olarak, baz1 degisikliklere (bazlarin girmesi, ¢ikmasi, karsilikli
baglantilarin degigmesi, vs.) maruz kalmaktadirlar.

04.02. Transpozonlarla Inaktivasyon

Transpozonlar (Tn: kromozom veya plasmidlerin {izerinde bulunan ve yer degistirebilen
genetik elementler), yer degistirirken onemli bir gene girebilmekte ve genin biitiinligiint
bozarak inaktivasyonuna neden olmaktadirlar. Ancak, kromozom iizerinde bu yer degistirme
islemi genellikle kontrol altinda tutulamadigindan veya gilivenilemediginden, istenmeyen
genlerin inaktivasyonunda pek kullanilmamaktadirlar.

04.03. Bakteriyofajlarla inaktivasyon

Baz1 fajlar, bakterilerde belli bir genin yanina yerlesmekte veya icine girebilmektedirler.
Om; E. coli'ye ait olan Lambda faji, genellikle, bu bakterinin galaktoz ile laktoz genleri
arasina integre olur. Faj, profaj halinde burada kalir ve nesillere boylece aktarilir.

04.04. Antisens Oligonukleotidlerle Hedef Genlerin Inaktivasyonu

Son birkag¢ yil i¢inde, antisens oligonukleotid (oligomerler) kullanilarak, istenmeyen (hedef)
genlerin inaktivasyonlarini, malignant hiicrelerin ve viruslarin in vivo ve/veya hiicre iginde
iiremelerinin inhibisyonlarmi saglamak, ¢ok fazla {izerinde ¢alisilan bir konu haline gelmis
bulunmaktadir. Heniiz gelisme asamasinda olan, in vitro hiicreler iizerindeki arastirmalardan
tam olarak kurtarilip in vivo denemelere gecilemeyen bu teknolojinin ilerde basarili olacagina
inanilmaktadir.

04.05. Ribozimlerle inaktivasyon

Son yillara kadar hiicrelerde biyolojik olaylarin katabolize edilmesini sadece proteinlerin
(enzimler) yaptig1 diisiiniiliirdii. Diger bir ifade ile, enzimlerin protein karakterinde olacaklari
kabul edilirdi. Ancak, son zamanlarda, bazi RNA molekiillerinin de enzim gibi aktiviteye
sahip oldugu ve reaksiyonlar1 hizlandirabilecekleri ortaya konulmustur. Boyle etkinlie sahip
RNA molekiillerine Ribozim (ribozyme, ribonukleik asit enzim) adi verilmekte, ve bir ¢cok
canli organizmada bulunabilecekleri de belirtilmistir. Ribozimlerin cogu RNA molekiillerini
ayristirmakta ve 6zellikle, pre mRNA'dan intronlarin ¢ikarilma prosesinde etkinligi oldugu
bildirilmektedir.

mRNA iizerinde hidrolizan etkiye sahip olan ribozim genleri DNA'dan ¢ikarilarak buna

kuvvetli bir promoter ile terminatdr sekanslari ilave edildikten sonra hiicrelere etkin bir tarzda
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transfer etmek gereklidir. Genin hiicre i¢inde ekspresyonu sonu sentezlenen ribozimler
istenmeyen sekans iizerinde bir ¢ok kesmeler yaparak genin biitiinligiinii bozar ve
translasyonuna mani olur. Ribozim geni, sentetik olarak istenmeyen herhangi bir hedef
sekansa yonelik hazirlanabilir ve kullanilabilir. Sentezlenen ribozim molekiilleri hedef sekans
iizerine baglandiktan sonra ilmekler olusturur ve mRNA'nin kesimi de bu ilmeklerin
bulundugu yerde meydana gelir. Bu bolgede, ribozim, mRNA'daki hedef sekanslara
komplementerdir. Bu bdlgenin disinda etkili olamazlar.

04.06. Rekombinant DNA Teknolojisi ile Inaktivasyon

Rekombinant DNA teknolojisi, biyoteknolojik yontemlerin en onemlilerinden biridir. Hatta
esasint olusturur. Bu teknigi uygularken, ozellikle, genlerin klonlanmasini yaparken, bir
organizmadan ¢ikarilan hedef gen, alic1 veya konak bir prokaryotik veya 0karyotige transfer
etmeden Once uygun vektorlerden birinde klonlanir. Ancak, bu klonlama sirasinda, genellikle,
seleksiyonda 6nemli fonksiyonu olan genlerin biri inaktive edilir. Bu genin i¢ine hedef gen
sekanslar1 yerlestirilerek genin inaktivasyonu saglanir. Bu inaktivite edilen gen, genellikle,
antibiyotiklere direnglilik saglayan sekanslara sahiptir. Genin inaktivasyonu, antibiyotige
organizmay1 duyarli hale getirir ve bu iyi bir seleksiyon ortam1 saglamis olur.

04.07. Feedback Mekanizma Ile Inaktivasyon

Bir hiicre i¢inde, veya organizmada gen irlinliniin fazla oldugu durumlarda, bu firiinlerin
tersine bir mekanizma ile genin ekspresyonunu gegici bir siire i¢in azaltmasi veya durdurmasi
olayidir. Buna en iyi ornek olarak, kanda fazla miktarda antikorun bulundugu durumlarda
uyarim i¢in homolog antijen tekrar verildiginde yeni bir stimulasyonun meydana gelmemesi
ve antikor titresinde bir artmanin olugsmamasi gosterilebilir. Hiicre i¢inde aminoasitlerin fazla
oldugu durumlarda da ayn1 fenomen goézlenebilir.

05. Genlerin izolasyonu

Rekombinant DNA teknolojisi yardimiyla genleri izole etmek, ilizerinde ¢aligmalar ve
ozellikle, genetik manipulasyonlar yapmak olanak dahiline girmistir. Genlerin kromozom
iizerindeki sayilari, organizmalarin tiirlerine gore (prokaryotik-okaryotik) genellikle, 1000 ile
100.000 arasinda degismektedir. Dogaldir ki bu kadar gen coklugu arasinda istenilen
karakterleri tasiyan geni(ler) bulmak, izole ederek {iizerinde gerekli ¢aligmalari yapmak
olduk¢a zordur. Bu nedenle gen kiitliphanesi (gene library) olusturmak ve genleri burada
toplayarak, gerektiginde buradan faydalanmak daha kolaylik ve giiven sagladigi gibi
zamandan da tasarruf ettirir.

Bu amaca ulagmak i¢in genomik DNA'lardan yararlanilir. Saf olarak elde edilen genomik

DNA, genlerin biiyiikliiglinii dikkate alarak uygun bir veya iki restriksiyon enzimi ile
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kesilir. Plasmid de virusa (vaccinia) ve faja (lambda) transfer edilerek buradan alici bir
hiicreye (prokaryotik veya oOkaryotik) transfekte edilir. Prokaryotiklerden, genellikle, E.
coli ve B. subtilis, okaryotiklerden de maya (protoplasti) fazlaca kullanilmaktadir. Alict
hiicrelerde klonlanan genlerle olusturulan kiitiiphaneler gerektiginde Ozel isaretli problar
yardimiyla istenilen genler yoniinden taranirlar.

06. Mikrosatelitler (Minisatelitler)

Genellikle okaryotik kormozomlarda bulunan, rast gele tekrarlanan (ve genetik informasyon
tasimayan) kiiciik DNA sekanslanidirlar (<100 bp). Kolaylikla amplifiye edilebilir ve
klonlanabilirler. Bu mikrosatelitler insan hekimliginde babalik testlerinde, kalitsal
hastaliklarin teshisinde ve genetik haritalarin yapilmasinda kullanilabilirler. Mikrosatelitler
ciftlik hayvanlarinda, verim, biiyiime hizi, vs. parametrelerin saptanmasinda da yardimci
olabilmektedir.

07. DNA'da Tekrarlar ve Sekonder Yapilar

Bazi DNA molekiillerinde iki kopya halinde identik, birbirine diiz (dogru) veya ters
oriyentasyonda kisa sekanslar bulunmaktadir. Bunlardan birincilerine direkt tekrarlar (direct
repeat) ve ikincilere de ters tekrarlar (inverted repeat) adi verilmektedir. Bir DNA
segmentinde veya molekiiliinde orta eksene gore tersine tekrarlar palindromik sekanslar
olarak da adlandirilmaktadir. Buna, asagida 6rnek verilmistir. Tersine tekrarlar orta eksene

gore ¢apraz durumdadirlar.

Nukleik Asitlerin Biyolojik Fonksiyonlari
01. Genel Giris
Nukleik asitlerin hiicre i¢indeki en 6nemli gorevlerinden birisi de, kuskusuz, DNA'nin
replikasyonu ve bu sayede genetik bilgilerin nesillere aktarilmasi ile genlerin ekspresyonu
(transkripsiyon ve translasyon)'dur.
02. DNA Replikasyonu
Hiicreler, tek kromozomlu (prokaryotik) veya ¢ok kromozomlu (6karyotik) olsunlar, DNA'lar
genetik bilgileri tagidiklarindan, her hiicre béliinmesinde, bunlarin da ¢ok az hata ile replike
olmas1 ve yeni sentezlenen DNA'nin kardes hiicrelere esit olarak aktarilmasi gereklidir.
Replikasyon tamamlanincaya kadar da hiicrelerin boliinmemesi lazimdir. Aksi halde, bazi
hiicreler genetik materyallerden yoksun kalir ve ¢ekirdeksiz hiicreler olusur (anukleer
hiicreler). Diger bir 6nemli nokta da, kromozomun (DNA), dis ve icten kaynaklanan zararh

etkilerden korunmasi1 ve DNA'da meydana gelecek bozukluklarin da hemen tamir edilerek
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nesillere aktarilmasinin énlenmesidir. Boyle olumsuz durumlar1 gidermek igin hiicreler yeterli
diizeltme ve enzimatik mekanizmalara da sahiptirler.

Genetik materyallerin her ne kadar iyi korunmus olmasina karsin, DNA'min ¢ok sayida
replikasyonu ve ¢ok degisik nedenler baz1 mutasyonlarin meydana gelmesine yol agmakta ve
buna bagli olarak da degisik karakterde yeni nesiller (mutant) ortaya ¢ikmaktadir.

DNA'nin hiicre i¢inde kisa bir siirede ve minimal bir hata ile nasil replike olduguna dair bazi
goriigler ileri siiriilmiistiir. Bunlardan 1) Konservatif (parental iplik¢ikler birbirlerinden
ayrilmadan kopyalariin ¢ikmasi) ve Dispersif (parental DNA'da kopmalar meydana gelerek
aralarina yeni sentezlenen DNA segmentlerinin girmesi) olan teoriler terk edilerek yerini,
Watson-Crick tarafindan ileri siiriilen ve arastiricilar tarafindan da (Meselson ve Stahl
deneyi, E. coli'de) ispatlanan Semi konservatif modele birakmistir. Buna gore, sarmal ve
dubleks DNA agilmakta ve her iplik¢igin (parental iplik¢ik) karsisinda enzimler tarafindan bir
yenisi sentezlenmekte ve parental iplikcikler yeni sentezlenen iplik¢ikler i¢in bir kalip gérevi
yapmaktadirlar. Bu modelde, her bir ¢ift iplik¢ikli DNA'da bir parental ve bir de yeni
sentezlenen iplik¢ik bulunmaktadir.

Prokaryotiklerde (bakterilerde) ispatlanan bu semi konservatif replikasyon modelinin,
okaryotikler, virus ve fajlar i¢in de gecerli oldugu belirlenmistir. Bu durum, semi konservatif
replikasyon tarzinin genel (liniversal) bir karakter tagidigini da ortaya koymaktadir.

03. Prokaryotiklerde Replikasyon

E. coli 'ler iizerinde ¢ok fazla deneme yapildigi i¢in, bu mikroorganizma, replikasyon i¢in de
bir model olusturmustur.

E. coli genomu, sirkiiler, sarmal ve dubleks bir DNA karakteri tasiyan ve yaklasik 4.5x106
baz ciftine (bp, base pair) sahip tek bir makro molekiildiir (1.1-1.4 mm uzunlukta). Tiim
genomun replikasyonu i¢in 20-50 gen'in fonksiyonel oldugu belirtilmektedir. E. coli uygun
kosullar altinda 15-20 dk. bir generasyon meydana getirmektedir. Genom replikasyonu E.
coli 'de tek bir orijinden (oriC) baslayarak bidireksiyonal (iki yone dogru) olarak devam eder.
E. coli 'de replikasyon orijini, konjugasyonla belirlenen dakika durumuna goére, 86. dk'dan iki
yone dogru devam ederek 32. dakikada son bulur (terminus). Bu siire, optimal kosullarda,
bakterinin 15-20 dakikada bir boliinmesi siiresinden daha kisadir.

E. coli 'de, kromozomun replikasyon orijini 86. dk. bolgesi olmasina karsin, diger bakterilerde
hem orijin ve hem de terminus daha degisik yerlerde olabilmektedir. Bu noktalar, bakteri
tirlerine 6zeldir. E. coli 'de bile uygun olmayan kosullarda boliinme siiresi, optimal limitleri

gecebilir.
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Replikasyonun, kromozomu kiiciik olan bazi mikroorganizmalarda, tek yonli
(unidireksiyonal) oldugu da belirtilmistir. Bu durumda, replikasyon, orijinden sadece bir yone
dogru devam eder ve tekrar baglangi¢ yerinde son bulur.

04.0karyotiklerde Replikasyon

Okaryotiklere ait replikasyon mekanizmasimnin incelenmesinde maya hiicrelerinden fazlaca
yararlanilmigtir.

Okaryotiklerde de prokaryotiklerde bulunan benzer enzim ve proteinler fonksiyoneldir (DNA
pol., DNA ligase, topoisomerase, SSBP, DNA'y1 agic1 proteinler, vs.). Ancak, bazilar1 yapisal
farkliliklar gosterirler. Okaryotiklerde 4 tiir DNA polimerase enzimi (a, b, d, e,) vardir, ayrica
bir de gama (g) enzimi (mitokondrial) belirlenmistir. DNA sentezi sirasinda polimerase
enzimi fazlalagmakta ve DNA sentezi hiicrenin S-fazinda meydana gelmektedir. Pol. b ve
g enzimleri daha ziyade hiicrenin istirahat halinde iken bulunurlar. Pol. d, ayrica,
mitokondrial DNA'nin replikasyonunda etkilidir.

05. Diger Replikasyon Modelleri

05.01. Mitokondrial DNA (mt DNA) Replikasyonu

Memeli hiicrelerinin mitokondrisi yaklasik 5 pm uzunlukta (MA: 10x106, 15 000 bp) olup
sirkiiler, siiper sarmal bir DNA yap1 6zelligi gosterir. mtDNA'nin replikasyonunda, DNA pol,
d enziminin aktif rolii vardir.

Fare L-hiicreleri mitokondrisi lizerinde yapilan ¢alismalarda, mtDNA'nin sentezine her iki
iplik¢iktede diger mekanizmalarin aksine, kesintisiz olarak devam ettigi ortaya konulmustur.
Ancak, replikasyonda bazi farkli yanlar da bulunmaktadir. Soyle ki, biri agir (H) ve digeri de
hafif (L) iplikgiklerde iki replikasyon orijini (OH ve OL) yer almaktadir. DNA'da, 6nce, H-
iplik¢igindeki orijinden (OH) baslayarak bir D-ilmegi meydana gelir ve ilmek genisleyerek
unidireksiyonal olarak sentez devam eder. H-sentezi, 2/3 uzunluga erigince, bu defa L-
iplik¢igindeki OL bolgesinde sentez baglar ve H-ye ters olarak bu da unidireksiyonal olarak
ve kesintisiz devam eder. Sonra iki sirkiiler DNA birbirinden ayrilir, sentez tamamlanir ve
DNA iplik¢iginde 100'e yakin super sarmal meydana gelir.

05.02. Rolling Circle Replication

Bu tiir replikasyon modeline bazi fajlarda ve F-faktoriinii kromozomlarinda tasiyan Hfr-
hiicrelerde rastlanmaktadir.

05.03. Plasmidlerde Replikasyon

Bakterilerde sitoplazmada serbest olarak bulunan plasmidler replikasyon orijinine sahip
olduklarindan, bakteri genomuna bagli olmaksizin, bakteri hiicresi i¢inde otonom olarak kendi

replikasyonunu yonetebilirler. Replikasyon tarzlari, bakteri kromozomuna benzerdir. Ancak,
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plasmidler bakterinin kromozomu ile birlesince (episom), aynen profajlar gibi, DNA'nin bir
parcasi gibi olurlar, onunla birlikte replike olurlar ve kardes hiicrelere transfer edilirler.

05.04. Replikasyon Inhibitorleri

DNA replikasyonu, sentez sirasinda, ¢esitli asamalarda bazi kimyasal maddeler tarafindan
inhibe edilirler. Bu inhibitorler ¢ok degisik karakter gosterdikleri gibi etkinlikleri de oldukg¢a
farklidir. Bazilar1 nukleotid prekiirsor sentezini inhibe eder, bir kismi nukleotid analogu
olarak DNA'ya inkorpore olur ve bazilar1 da DNA'ya baglanarak aktivitesine mani olur.
Enzimlere, 6zellikle, DNA polimerase ve replikasyonda fonksiyonu olan diger enzimlere

baglanarak gdrevini aksatan ve bozan maddeler de vardir.

Transkripsiyon (mMRNA Sentezi)
01.Genel Giris
Protein sentezinde baslica 3 tiir RNA'nin etkinligi vardir. Bunlar da mRNA (mesenger RNA),
tRNA (transfer RNA) ve rRNA (ribosomal RNA)'dir. Bunlarin disinda, DNA'nin
replikasyonunda gegici olarak goérev yapan ve primase enziminin Kkatalitik etkisi ile
sentezlenen 15-20 nukleotid'den olusan primer RNA (pRNA) da bulunmaktadir.
Mesenger RNA (mRNA), DNA iplikgiliklerinin birinden (3' — '5) yoniinde olanindan, kalip
DNA, sens DNA), RNA polimerase enziminin (transkriptase) katalitik etkisiyle sentezlenen
(transkripsiyon) ve amino asit veya polipeptid sentezi i¢in gerekli bilgileri kodlar halinde
tastyan, tek iplik¢ikli bir nukleotid sekansidir.
DNA'nm bir iplik¢iginde bulunan genetik bilgilerin sifreler (kodlar), halinde tek iplik¢ik
RNA'ya transferine transkripsiyon ve bu bilgileri tasiyan RNA'ya da mesenger RNA adi
verilir.
Prokaryotik mRNA ¢ok dayaniksizdir ve translasyon bagladiktan hemen sonra 5' -ucundan
metabolize olmaya baslar. Ortalama mrii 1-3 dk. kadardir. Okaryotik mRNA ise saatlerce
dayanir.
Prokaryotik mRNA, birden fazla genin (proteinin) kodlara sahiptir (polisistronik mRNA
veya poligenik mRNA). Buna karsin dkaryotiklerin mRNA's1 monosistronik (monogenik) bir
ozellik tasir.
Transfer RNA (tRNA), protein sentezinde, sentetase enzimi tarafindan aktive edilen amino
asitlere baglanarak bunlari, ribosomlar iizerinde siraya giren kodon'larina tasiyan adaptor bir
molekiildiir. Yaklasik 75-95 nukleotidden olusur ve fonksiyonuna goére 5 kollu bir sekonder
yapiya sahiptir. Bakteri hiicresinde yaklasik 50 farkli tRNA bulunur. Her amino asit igin bir

veya birden fazla tRNA vardir ve spesifik sentetase enziminin katalitik etkisiyle, her amino
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asit, kendine ait tRNA'nin 3' -CCA ucuna baglanir. Bu enzim kendine ait hem amino asiti ve
hem de tRNA'y1 tanir. Transfer RNA ii¢ boyutlu (primer, sekonder, tersiyer) bir yapiya ve 5
kola (D-kolu, antikodon kolu, ekstrakol, T y C kolu Akseptdr kol,) sahiptir.

Ribosomal RNA (r RNA), ribosomun yapisal ve fonksiyonel bir komponentidir.
Prokaryotiklerde 70 S ribosom 2 alt iiniteden olusur. Bunlardan biri 50 S alt {inite (23 S
rRNA, 5S rRNA ve proteinler) ve 30 S alt {inite (16S rRNA ve proteinler) dir.
Prokaryotiklerde (bakterilerde) transkripsiyon baslica 3 asamada ger¢eklesmektedir.

1) Baglama

2) Zincir uzamasi

3) Bitis

02. Bagslama

Mesenger RNA'nin sentezinin baglangicinda, RNA polimerase enzimi, DNA'nin 5' -ucuna
dogru, primidinlerden zengin ve promotor olarak adlandirilan bdlgesine baglanir. Bu
baglanma 77-80 bazlik bir bolgeyi (-55 ile +20 bazlar1 arasi) kapsar. Boylece, ayn1 zamanda,
yaklasik 60 bazlik bolge RNase'larin etkisinden de korunmus olur (Burada (-) olarak ifade
edilen bolge, mRNA'da baslangic kodonunu (AUG) olusturan sifir noktasindan (baslama
noktas1) 5' -ucuna dogru (sola dogru, upstream), (+) ise 3' -ucuna dogru (saga dogru,
downstream) olan bolgeleri ifade eder). Bu -55 bdlgesine kadar olan bolge i¢inde ¢ok
korunmus olan ve merkezleri -10 ile -35'¢ isabet eden, her biri yaklasik 6 bazdan olusan iki
bolge bulunmaktadir. Bunlardan birincisine Pribnow box adi da verilmekte, burasi -6 ile -13
bolgeleri arasinda yer almakta ve TATAAT bazlarindan olusmaktadir. Ikinci bolge ise -
30. ile -37. bazlar arasinda bulunmakta ve T T G A C A bazlarindan meydana gelmistir. Bu
kisimlara baslama bolgeleri (start bolgeleri) adi1 da verilmektedir. Bu bolgelerden -10,

03. Zincir Uzamasi

Polimeraz enzimi tarafindan, promotor bdlgesinde -9 ile +2 bazlar arasinda (yaklagik 10-11
baz uzunlukta) bir agiklik meydana getirildikten hemen sonra da (2-10 saniye icinde) mRNA
sentezi de baslar. Ag¢ilma ile birlikte RNA pol. enzimi, DNA iizerinde, 5' ® 3' yoniinde
ilerlemeye baslarken, agik olan kismi da, DNA'nin 3' ® 5' yoniindeki iplik¢igin iizerinde de
ayn1 yonde mRNA sentezlemeye devam eder.

Acilan DNA bolgesinin hemen arkasindan da ilmek kisminda kapanma meydana gelir.
Ac¢ilma veya aciklik aynen, enzimle birlikte ilerler. Boylece, DNA'nin dejenerasyonu
onlenmis olur.

Yeni sentezlenen mRNA ancak gecici olarak (kisa bir siire i¢in) {i¢ bazla, DNA'ya

baglanmistir (DNAXRNA hibrid dubleks molekiil). Baslangigta, dnce 8-9 bazlik kisa bir

68



sekans sentezlenerek hemen c¢ikarilirlar. Cikan bu kisimlarla, RNA pol.un dogru yere
baglandigi ve sentezin dogru yonde oldugu giiven altina alinir. Bundan sonra sentez 5'
® 3' yoniinde aynen ve hizla devam eder. Sentez sirasinda nukleotid trifosfatlar, mRNA'nin 3'
-OH ucuna ilave edilerek tek iplikcik RNA'nin 5' ® 3' yoniinde uzamasini saglar. Ancak,
DNA'da bulunan timin yerine, RNA'da urasil bulunur.

04. Terminasyon (Bitis)

RNA polimerase, mRNA sentezini baglattiktan sonra zincir uzamasi terminatér sekansa
gelinceye kadar devam eder ve durur. Artik, enzim, zincire herhangi bir nukleotid ilave etmez.
Sonra, zincir serbest kalir ve DNA'dan ayrilir. Ilmekteki DNA x RNA dubleks hibrid baglar
kopar. DNA'daki agiklik kapanir ve eski kapali formuna doner.

Baglica 2 tiir terminasyon mekanizmasi bildirilmistir.

1) Terminator faktdre (rho faktdrii) bagimsiz sonlanma: Bu tiir terminasyon da, RNA pol.
enzimi (merkez enzimi) terminatdr bolgeye ulastifinda sentez durur. Terminatér bolge iki
yapisal karakter gosterir.

2) Terminator faktore (rho) bagimli sonlanma: Bu tarz terminasyonda rho faktorii (M.A.:
46.000, hekzamer) RNA {izerinde 6zel bir yere sikica baglanarak ribonukleotid trifosfatlari,

nukleotid difosfat halinde hidrolize eder.

Ribosomlar; Ribosomal RNA'lar (rRNA) ve Transfer RNA (tRNA)

01. Ribosomlar ve Ribosomal RNA'lar (rRNA)

Ribosomlar, hiicre i¢inde amino asitler arasinda peptid baglarinin kurulmasimi saglayan,
mRNA'ya baglandiktan sonra bunun iizerinde hareket ederek protein sentezini gergeklestiren
kompakt, identik, irregiiler bir morfolojik profile sahip olan partikiiler striiktiirlerdir.
Yaklasik, 15-20 nm biiyiikliikte olan ribosomlar, aktif tiremekte olan E. coli 'ler de sayisi
15000-20000 arasinda degisebilir. Hiicre icinde serbest olarak bulunabilecekleri gibi, sentez
sirasinda mRNA iizerinde de tesbih gibi diziler halinde de (poliribosom) bir araya gelebilirler.
Prokaryotiklerde ribosom'lar 70S (S: Svedberg {initesi, sedimentasyon konstanti)
karakterindedirler (6karyotiklerde ise 80S'lik ribosom vardir). Birbirinin benzeri sekil ve
yapida olan ribosomlarin %60-65'ini ribosomal RNA (rRNA) ve %35-40'inda 6zel proteinler
olusturur ve MA:2.6x106 daltondur.
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Translasyon (Protein Biyosentezi)
01.Genel Giris
Proteinler, hiicrelerin informasyonal makromolekiilleri olup kromozomda bulunan nukleotid
(baz) swralan1 tarafindan spesifiye edilirler. Her protein bir veya birden fazla polipeptid
zincirinden olusmustur. Her bir peptid zinciri de, aminoasitlerden meydana gelmis lineer
polimerler halindedirler. Proteinlerin amino asit siralari, mRNA'daki baz siralari tarafindan
tayin edilir. Genellikle, bir genin bir proteini kodladig1 kabul edilir.
Mesenger RNA'daki kodlar, ribosomlar fiizerinde desifre edilerek, amino asit siralar
(polipeptid ve proteinler) haline dondistiiriiliirler
Protein sentezi bilinen en kompleks biyokimyasal olaylardan biri olup 100 den fazla farkli
protein ve 30 tiirden fazla tRNA'nin fonksiyonu ile gerceklestirilir.
Protein sentezindeki selliiler mekanizmalar1 kolay izleyebilmek ve anlamak i¢in, bunlar
asamalar halinde incelemek daha yararli olacaktir.
Protein sentezi, baslica 4 basamak i¢inde toplanabilir;
1) Aktivasyon
2) Baglama
3) Zincir uzamasi
4) Bitis (terminasyon)
02. Aktivasyon
Hiicre ig¢inde, sitosolda bulunan amino asitler, mRNA iizerindeki spesifik kodonlarina
tasinmadan Once, kendine ait spesifik tRNA ile interaksiyona girmesi ve baglanmasi
gereklidir. Her amino asitin kendine uygun bir veya birden fazla tRNA'st bulunmaktadir.
Amino asitlert mRNA'ya tasimada tRNA'lar adaptor molekiil goérevi yaparlar. Amino asitlerin,
kendilerine uyan tRNA'lara baglanmasinda amino acyl synthetase enzimi 6nemli fonksiyona
sahiptir ve amino asitleri aktive ederek, tRNA'ya baglanmasini saglar. Aktive olan amino
asitler, kendilerindeki karboksil grubu ile tRNA'nin serbest 3'-CCA (adenilik asit)
terminusuna (akseptor kol) ester baglariyla birlesir. Reaksiyon iki asamada tamamlanir.
03. Baslama
Protein sentezini baglatmada 6zel tek bir tRNA gorev yapar ki o da formilize olmus metionini
tastyan fmet tRNA'dir. Bu transfer RNA, ayn1 zamanda, kendi antikodon bolgesindeki bazlar
(UAC) yardimiyla, mRNA {izerinde sirada bulunan ve metioninin kodonu olan AUG'yi
tantyarak kovalent olarak baglanir. Bakterilerde, bazen AUG yerine, nadiren GUG kodonu da

kullanilabilir.
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04. Zincir Uzamasi

Baglatma kompleksi olustuktan sonra ikinci amino asitin kodonla birlesmesi, zincir
uzamasinin ilk adimini da olusturur. Bu periyot basglica 3 kisimdan meydana gelir.

a) Kodon tanima: Bu asamada, yukarda belirtildigi gibi mRNA iizerinde siraya giren ve {i¢
bazdan olusan kodonla bu kodonun temsil ettigi amino asitle birlesen tRNA'nin antikodon
bolgesi arasinda, bunlarin komplementer olmasi nedeniyle, karsilikli baglar kurulur.

b) Translokasyon: 70 S'lik ribosomda P- ve E-bolgeleri bosaldiktan sonra, A-bolgesinin de
bosalmasi ve buraya 3. amino asiti baglayan tRNA'nin gelmesi gerekir. Bunun icin, A-
bolgesinin serbest kalmasi lazimdir. Iste bu 6nemli olay, 70 S'lik ribosomun mRNA iizerinde
bir kodon boyu kaymasi (5' ® 3' yonde) ile gergeklesir. 70 S'lik ribosom, m RNA {izerinde
sadece bir kodon boyu kaydiginda. A bolgesi, m RNA iizerindeki bitisik, yeni bir amino asitin
kodonuna gelmis olur (veya bdylece, A bolgesine yeni bir kodon gelmis olur). Boyle bir
hareket olurken, P bolgesindeki AUG kodonuna bagli olan ve amino asit tasimayan t RNA
disan itilerek serbest kalir ve AUG kodonundan ayrilir. Serbest kalan tRNA o6nce 50 S alt
iinite lizerindeki E bolgesine gelir ve buradan da diger bir amino asitle baglanmak i¢in tekrar
sitosola doner. Bu kodona ait amino asitleri, amino acyl sentetase aktive ederek kendine ait
tRNA ile baglar. Bundan sonra, EF-Tu ve GTP ile baglanan amino acyl tRNA kompleksi,
kodonla birlesir.

c) Transpeptidasyon: Transpeptidasyon, peptidil bolgesindeki tRNA'ya bagli amino asitler ile
A-bolgesindeki, yeni gelen, tRNA'daki amino asitin karboksil ve amino terminal uglar
arasinda peptid bagi kurulmas: olayidir. Bu reaksiyonu peptidil transferase enzimi katalize
eder. Bu reaksiyon sonunda, P-bolgesindeki amino asitler, A-bolgesindeki yeni gelen amino
asitle birlesirler.

Boylece zincir uzamasi devam eder. Her translokasyonda siraya bir amino asit katilmis olur.
0S. Bitis (terminasyon)

Protein sentezini sonlandirmada mRNA iizerinde 3 kodon etkili olur ve bunlara terminasyon
kodonlar1 (stop kodon) adi verilir (UAG: amber; UAA: ochre ve UGA:opal). Bazen
terminasyon tripletlerini ifade etmede nonsense kodonlar terimi de kullanilmaktadir.
Bakteriler, en fazla UAA tripletini terminasyon kodonu olarak kullanirlar. Diger terminasyon
kodonlarindan daha az yararlanilir.

07. Translasyon Inhibitérleri

Mesenger RNA molekiiliinlin translasyonunda bir veya birka¢ basamagi inhibe ederek

proteinin biyosentezine mani olan bir¢ok substans bulunmaktadir.
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Bakterilerde Varyasyonlar
01.Giris
Mikroorganizmalar1 identifiye etmede, bunlarin kiiltiirel, morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal
ve antijenik oOzelliklerinden yararlanilmaktadir. Bu karakterler, genellikle, sabit olmasina
ragmen, bazi kosullar altinda degismekte ve orijinal mikroorganizmalardan bir veya birkag
yonden ayr1 Ozellikte, yeni tiirler (varyantlar) meydana gelmektedir. Orn, Salmonellalar,
genellikle laktoz negatiftirler. Fakat, kiiltiirlerde 10-6-10-10 oraninda meydana gelen degisik
orneklerin laktozu fermente ettigine rastlanabilir. Kapsiilli mikroplar, devamli pasajlari
yapilirsa, bu kapsiil olusturma 6zelliklerini kaybederler. Ayni tarzda, pigmentasyon kabiliyeti
de pasajla azalir. Yeni izole edilen (S) karakterindeki mikroplar pasajla R-sekline doniisebilir
ve hastalik yapma kabiliyetlerini kaybedebilirler. Mikroorganizmalarda olusan bu tiir
degisikliklere varyasyon ad1 verilmektedir.
Varyasyonlarin bir kismi ¢evresel kosullarin (1s1, 151k, pH, rutubet, osmotik basing, oksijen
azlig1, yiizey gerilimi, antimikrobiyel maddeler, metabolit intermedierler, v.s.) etkisi altinda
meydana gelirler. Uygun olmayan ve olumsuz yonde etkileyen bu kosullar diizelirse veya
diizeltilirse, bakteriler eski formlarina ve karakterlerine donerler. Genetik diizeyde olmayan
ve gelecek kusaklara aktarilmayan bu tiir varyasyonlara modifikasyon (veya fenotipik
varyasyon) adi verilir. Modifikasyonlar daha ziyade, kiiltiirel morfolojik ve fizyolojik
karakterlerde belirirler.
Bazi degismeler de, bakteri DNA'sin1 olusturan polinukleotid iplik¢iklerinde bulunan ve
genetik kodlar1 tasiyan nitrojen bazlarmin siralarinda meydana gelir. Bu tiir degismeler,
genetik diizeyde oldugundan nesillere aktarilir ve devam ederler. Boyle degismelere de
mutasyon (veya genotipik varyasyon) denilir. Mutasyonlar, kendilerini daha ¢ok
biyokimyasal, patojenik ve antijenik 6zelliklerde belli ederler. Boyle degigmeler sonu olusan
ve parental hiicrelerden farkli karakter gdsteren yeni nesillere mutant ad1 verilir.
02. Fenotipik Varyasyonlar (Modifikasyonlar)
Fenotipik varyasyonlar, genellikle, optimal c¢evresel kosullarin degismesi sonu kiiltiirlerde
spontan olarak olusabildigi gibi, normal sartlar altinda da meydana gelmektedirler. Besi
yerlerinin simirlt olmas1 nedeni ile kisa bir siire i¢inde iireyen mikroorganizmalar gida
maddelerini tiikettigi gibi ortamda metabolizma artiklar1 ve toksik intermedierlerin
birikmesine, oksijenin sarf edilmesine, osmotik basing ve yiizey geriliminin degismesine,
kiiltiirlerin eskimesine ve pH'in diigmesi gibi olumsuz yonde etkileyen kosullarin meydana

gelmesine neden olurlar. Bu degisen sartlar mikroorganizmalarda 10-6-10-10 oraninda
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modifikasyonlara yol agarlar. Bakterilerde goriilen fenotipik varyasyonlar, ¢esitli karakterlere
etkiler ve orijinalinden farkli nitelikte varyantlar1t meydana getirirler.

Modifikasyonlar, etkiledigi baslica karakterlere gore, sdyle klasifiye edilebilirler.

1- Morfolojik varyasyonlar,

2- Kiiltiir varyasyonlari,

3- Fizyolojik ve biyokimyasal varyasyonlar.

02.01. Morfolojik VVaryasyonlar

1- Koloni varyasyonlari: Eskimis s1vi kiiltiirlerden, durma veya 6lme doneminde olanlarindan,
kat1 besi yerlerine ekim yapilirsa baslica 2 tiir koloni karakterine rastlanilir. Bunlardan biri
yuvarlak, diizgiin, piiriizsiiz, parlak ve konveks (S-tipi), digerleri ise diizensiz, piiriizlii ve mat
(R-tipi) kolonilerdir. Bunlarin disinda ara koloni tipleri (intermedier koloniler ve mukoid-M)
koloniler de olusabilirler.

2- Kapsiil varyasyonlari: Bazi mikroorganizmalarda (B. anthracis, streptokok, P.
multocida, D. pneumoniae, K. pneumoniae, C. welchii, v.s.), hiicre duvarinin diginda ve
bundan ayr1 olarak bakteriyi ¢evreleyen, kalinliklar1 ve yapilan tiirlere gore degisen kapsiil
formasyonuna rastlanir. Kapsiil olusumu, genellikle, viicut icinde meydana gelmesine karsin,
bazi 6zel kosullar (serumlu, siitlii, karbondioksitli, v.s.) altinda viicut disinda da tesekkiil
edebilmektedir. Kapsiil, mikroplarin antijenik kabiliyetini olusturdugu gibi virulensi artirici
ozellige de sahiptir.

3- Flagella varyasyonlari: Mikroorganizmalarda flagella olusumundaki degismelere sik¢a
rastlanilmakta ve flagellali mikroplardan flagellasiz varyantlar meydana gelmektedir. Orn, P.
vulgaris ve E. coli'de bu tiir varyasyonlara fazla tesadif edilebilir. Salmonellalar, iginde
%0.1 oraninda fenol bulunan ortamlarda iiretilirse, flagella sentezi geriler ve flagellasiz
ornekler meydana gelebilir.

4- Fimbria varyasyonlari: Flagellali veya flagellasiz mikroorganizmalarda goriilebilen, kisa ve
diiz fimbrialar (pilus) bu mikroplarin anaerobik kosullarda, kati besi yerlerinde veya
calkalama kiiltlirlerinin yapilmasi hallerinde, sentezleri durur ve fimbriasiz tlirler meydana
gelir.

5- Spor varyasyonlari: Bazi mikroorganizmalarin (B. anthracis, B. cereus, B. subtilis, C.
tetani, C. welchii, C. botulinum, v.s) in vitro veya in vivo spor olusturma kabiliyetleri vardir.
Sporulasyon her ne kadar bir genetik karakter ise de, olusumunda c¢evresel kosullarin etkisi de
¢ok biiyiiktiir. Orn, B. anthracis viicut i¢inde spor vermez, in vitro kosullarda sporulasyona

rastlanir. Buna karsin, klostridum sinifi mikroorganizmalar, anaerobik kosullarda hem viicut
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icinde ve hem de viicut disinda spor verebilirler. Besi yerlerinde gidalarin azalmasi
sporulasyonu hizlandirir.

6- Sekil varyasyonlari: Taze kiiltiirlerdeki veya tlireme donemindeki mikroorganizmalar
morfolojik yonden bir Orneklilik gosterdikleri gibi, diger fizyolojik ve biyokimyasal
karakterler bakimindan da az ¢ok homojen bir durumdadirlar. Kiltiirlerin eskimesi,
bilesiminin degismesi ve diger optimal c¢evresel faktorlerin normallerinden ayrilmasi sonu,
boyle ortamda bulunan mikroorganizmalarin sekillerinde bozukluklar (involusyon formlart)
meydana gelir. Bu formlar kendini, sekillerinin yuvarlak, oval, graniillii, yildiz, halka,
flamentli, bransli, v.s. olmasiyla belli ederler.

02.02. Kiiltiir Varyasyonlari

Mikroorganizmalarin sivi ve kati besi yerlerinde ilireme Ozellikleri ortam karakterinin
optimalden ayrilmas1 sonu degisebilir. Orn, B. subtilis, siv1 ortamda genellikle iistte pelikiil
olusturarak iirer. Bu ortamin ylizey gerilimi disiiriiliirse, bu sefer homojen bir tarzda iireme
gosterir. S. aureus, sivi besi yerinde homojen lirer, ortamin yiizey gerilimi artirilirsa, iistte
iiremeye baslar. Mikroplarin lireme tarzi {izerine besi yerinin bilesimi ve ¢evresel kosullarin
etkisi biiyiiktiir.

02.03. Fizyolojik ve Biyokimyasal VVaryasyonlar

1- Boyanma 0zelliginde varyasyonlar: Taze kiiltiirlerdeki mikroorganizmalar boyanma
ozelliklerinde bir oOrneklik (homojenite) gostermesine karsin, eski kiiltiirlerde bu
karakterlerinde sapmalar goriilmektedir. Orn, Klostridium simifi mikroorganizmalar taze
kiiltiirlerde kuvvetli Gram pozitif olmasina karsin, eski kiiltiirlerde ise Gram negatiflige dogru
bir egilim vardir.

2- Pigment varyasyonlar:: Pigment olusturan mikroplar, laboratuarda uzun siire pasajlari
yapilirsa veya uygun olmayan kosullarda {retilirse, pigmentasyonun zayifladigi ve
kayboldugu goriiliir: Orn, S. marcescens en iyi aerobik kosullarda ve oda 1sisinda tipik
kirmiz1 pigment olusturur. Aynit mikroorganizma 37°C 'de ve anaerobik sartlarda pigment
olusturmaz. S. aureus da siitlii ortamda iyi pigment yapar ve pasajlar bu 6zelligi azaltir.

3- Graniil olusumunda varyasyonlar: Bazi mikroorganizmalarda besi yerinin bilesimine gore
iclerinde lipid, karbonhidrat (nisasta), fosfat graniillerine rastlanir. Bunlarin azlig1 veya
coklugu, besi yerlerindeki lipid, karbonhidrat ve fosfat bilesiklerine baglidir.

4. Enzimatik varyasyonlar: Mikroplar, ortamdaki c¢esitli tlirdeki gida maddelerinden
yararlanabilmesi i¢in, bunlara etkileyen degisik 6zellikteki enzimleri sentez ederler. Bunlarin
bir kism1 devamli olarak sentezlenirler (yapisal enzimler) ve bu sentezlenme durumu besi

yerinin bilesimi ile fazla ilgili degildirler.
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5. Diger degismeler: Mikroorganizmalarin fizyolojik karakterlerinde (toksin, toksik
substanslar, enzimler, vb. sentezi), diger 6zelliklerinde oldugu gibi, ayn1 sekilde, varyasyonlar
meydana gelebilir. Bunlarin bir kismi1 mutasyonlar sonunda da olusabilirler.

6. Atteniiasyon: Mikroorganizmalar, normal kosullarin disinda iiretildikleri zaman olusan
degisikliklerden yararlanilarak asilar meydana getirilmektedir. Orn, B. anthracis 42-43°C 'de
devamli pasaji yapilirsa, yalniz kapsiil formasyonunu kaybetmez, ayni zamanda, duyarli
hayvanlar i¢in hastalik olusturma kabiliyetinde de zayiflama goriiliir (Pasteur'iin asis1). Ayni
sekilde, sigir tiiberkiiloz mikroplari, gliserinli safrali patatesli besi yerinde yillarca pasaji
yapildiktan sonra, insanlar i¢in ¢ok Onemli olan ve korunmada biiylik yararlar saglayan
tiiberkiiloz asis1 (BCG) haline getirilmistir.

03. Genotipik Varyasyonlar (Mutasyonlar)

03.01. Genel Bilgiler

Mutasyonlar, genellikle polinukleotid iplikciklerinin  (DNA) yapisimt  olusturan
nukleotidlerdeki bazlarin, bakteri tiiriine veya cinsine 6zgii olan, dizilislerindeki degisiklikler
veya bu bazlarda meydana gelen kimyasal bozukluklar, kopmalar, zedelenmeler, v.s. sonu
olusurlar. Ayn1 tiir iginde bulunan mikroorganizmalarin DNA'larinda, nitrojen bazlar1 belli ve
sabit bir sira i¢inde bulunurlar ve boyle fertlerin DNA'lar1 birbirinin homologudurlar. Bu
nedenle, ayni tlir i¢inde bulunan mikroorganizmalarin cesitli karakterleri (morfolojik,
fizyolojik, kiiltiirel, biyokimyasal, antijenik vs) birbirine benzerler.

Baz dizilislerine etkileyen bir faktor veya bazlardaki kimyasal baglantilarin karakterlerindeki
degismeler (tautomerik degismeler) kendini transkripsiyon ve translasyonda belli ederler.
Bunun sonucu olarak da mutasyonlar ve degisik karakterlerde yeni nesiller (mutantlar)
meydana gelirler.

03.02. Mutasyonlarin Bashca Nedenleri

Mutasyonlarin meydana gelmesine neden olan baslica faktorler sdyle siralanabilirler:

1- Polinukleotid iplik¢iklerindeki normal baz siralar1 arasina bir baz ¢iftinin ¢ikmasi
(delasyon) veya baz siralar1 arasina bir baz ciftinin girmesi (insersiyon) (nokta
mutasyonlart).

2- Bir baz ciftinin yerini diger baz ¢iftinin almasi (transisyonel ve transversiyonal
mutasyonlar).

3. Aym polinukleotid iplik¢igi ilizerinde yan yana bulunan pirimidin bazlar1 arasinda 6zel
baglarin kurulmasi (dimerizasyon).

4. Bazlarla sekerler ve sekerlerle fosfatlar arasindaki baglantilarin kopmasi.

75



Baz ciftinin ¢ikmasi ve girmesi durumu: Bu tarz mutasyonlarda DNA'daki normal baz siralari
arasindan bir baz ¢ifti ¢ikabilir veya baz siralarina yeni bir baz ¢ifti girebilir.

04. Mutajenik Maddeler (Mutajenler)

Bakterilerde mutasyon olusturan etkenler, genellikle, fiziksel, kimyasal ve biyolojik
karakterdedirler. Bunlar da,

04.01. Fiziksel Mutajenler

Ist: Eger bakteriler 100°C 'ye kadar yavas yavas isitilirsa iplikgikler arasindaki karsiliklt
hidrojen baglar1 ¢oziiliir ve iki iplik¢ik birbirinden ayrilir (denatiirasyon). Is1 yavas yavas
azaltilirsa iki iplik¢ik hemen birlesir. Bu olay, hibridizasyonda ise yarar. Bilinen baz siralarina
sahip test DNA's1 ile bilinmeyen DNA (veya RNA) iplik¢iginin homologluk durumu
arastirilir. Bu durum bakterinin klasifikasyonunda yararli olur.

Ultraviolet 1sinlar1: Ultraviolet 1sinlarina maruz birakilan bakteriler, primidinler (timin veya
sitozin), plrinlerden daha fazla UV i1gsmlarin1 absorbe eder ve kendilerinde bir¢ok
fotokimyasal degigsmeler meydana gelir. Bunun sonucu, atomlar arasi enerjinin artmasina ve
timin dimerlerinin olusmasina sebep olur. Bu bozukluk iki baz aras1 0,34 nm'lik uzakligi 0.28
nm.'e indirerek DNA'da carpikliklar meydana getirir. Dimerlerin bulundugu yerlerde
transkripsiyonda atlamalar veya bosluklar olusur ve bu bolge atlanarak devam edilir.

Iks (x) 1smnlari: Dalga boyu UV-isinlarindan ¢ok daha kisa olan X-i1smlarmin bazlarm
atomlarinda olusturdugu yiiksek enerji, UV-isinlarinkinden 4 kat daha fazladir. Bazlar
tarafindan ¢ok ¢abuk absorbe edilen bu 1smlar yiiksek enerjilerinden dolayi, DNA
iplikciklerinden nukleotidlerin ¢ikmasina ve mutasyonlara sebep olmaktadir. Bu mutasyonlar
genellikle 6liimle son bulur. Iyonizan 1sinlar, bakterilerde baz1 kimyasal degisiklikler de
meydana getirirler. Bunun basinda iyonizasyon gelmektedir. Iyonizasyon sonu atomlarmn
orbital elektronlarinda disar1 firlamalar olusur. Serbest kalan elektronlar, hiicredeki bazi
radikaller veya molekiiller tarafindan alinarak, yeni bilesikler tesekkiil eder. Bunlarin ¢ogu
bakteriye zarar verir niteliktedir.

Ultrasonik vibrasyonlar: Ses Otesi vibrasyonlar da bakteriler lizerine olumsuz yonde etkiler ve
baz1 genetik degismeler meydana getirebilirler.

04.02. Kimyasal Mutajenler

Kimyasal mutajenik maddelerin etkisi altinda olugan mutasyonlar kolayca tamir edilebilirler.
Mutajenik maddeler, genellikle, transisyonel ve transversiyonel mutasyonlara yol agarlar:
Bazilar1 da bazlarin ¢ikmalarina ve DNA'da kopmalara sebep olurlar. Baslica mutajenik
maddeler:

Nitroz asiti (HNOy):

76



Bazlar iizerine direkt etki yapan nitr6z asiti, banlardan oksidatif deaminasyon ile amin
grubunu (NH2) ¢ikarir ve bunun yerine keto (= O) grubunu koyar. Sitozinin de aminasyonu
sonu urasil (U), ve adeninin deaminasyonunda da hipoksantin meydana gelir. Bu olaylar
sonunda olusan urasil adeninle ve hipoksantinde sitozinle bag kurar.

Hidroksil amin (NH,OH): Bu mutajen daha ziyade pirimidinler (sitozin) iizerine etkiler ve
olay sonu olusan yeni bilesikler, tautomerik degismelere maruz kalir ve transisyonel
mutasyonlar olusur.

Alkilan maddeler: Birgok kimyasal maddeler, nukleotidler arasina alkil gruplar (CHs-, CH>-)
sokarak transisyonel mutasyonlar yaparlar. Bu tiir alkilan maddeler arasinda siilfiir, nitrojen
mustard, dimetil sulfonate (DMS), dietil sulfonate (DES), etil metane sulfonate (EMS), metil
metane sulfonate (MMS), nitrosoguanidine (NG), v.s. sayilabilir.

Baz analoglari: Baz analoglar1 parental DNA'ya etkilemezler. Bunlar replikasyon sirasinda,
yeni iplikcik sentezlenirken, siraya girecek bazlarin yerine gecgerler (veya bunlarin yerlerini
alirlar) ve boylece transisyonel mutasyonlara yol acarlar. Baz analoglar1 arasinda en fazla
tizerinde galisilan1 timinin analogu 5- Bromouracil (5-BU) ve adeninin analogu 2-Amino
piirin (2-AP)'dir.

Akridinler: Akridin boyalar1 arasinda en iyi bilineni proflavindir. Proflavin tarafindan
olusturulan mutasyonlar, baz analoglari, nitr6z asiti ve hidroksilamin tarafindan geri
cevrilemez. Ancak, mutasyon olan gende spontan mutasyonlar veya tekrar akridin boyalari ile
olusturulan ikinci bir mutasyon ile diizeltilebilir.

Diger mutajenler: Metilkolantren, MnCl, arsenik, krom, urethane,creosol, katran, organik
peroksidase, asitler, alkaliler. Indirekt etkileyen mutajenler: ilaglar, hormonlar, fazla oksijen,
pH degismeleri, diger ¢evresel faktorler.

Biyolojik Mutajenler: Bakterilerde bulunan bazi ekstra kromozomal genetik elementler
(plasmid, faj, transpozon, Mu faji, is-elementleri) mutasyonlara yol agabilirler.

Bunlar hakkinda ileriki bahislerde gerekli bilgiler verilmektedir.

05. Baz1 Onemli Mutasyon Tiirleri

05.01. Spontan (Dogal) Mutasyonlar

Bakteriyel populasyon, disaridan herhangi bir indiikleyici madde katilmadan veya miidahale
edilmeden, mutasyonlara maruz kalabilir. Buna spontan mutasyon adi verilmektedir. Olusan
mutantlara da spontan mutantlar denilir. Bakteri DNA'lar1 ¢ogalma sirasinda c¢ok fazla
replikasyona tabi tutulmaktadir. Dogaldir ki, ¢ok sayida ve sinirsiz replikasyonlar ve DNA'nin
diger fonksiyonlar: sirasinda, nukleotidlerin asamblesinde ve polimerizasyonunda bazi hatalar

meydana gelmektedir. Bu hatalara, bir bazdaki elektronlarin tautomerik transpozisyonu
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oldukca fazla neden olmaktadir. Orn; timin normal olarak keto durumunda bulunur ve
adeninle karsiliklt iki hidrojen bagi kurar. Eger, timin, DNA'nin replikasyonu sirasinda, enol
forma degisirse, bu zaman guaninle birlesir. Bu durumda, yeni DNA'da AT yerine GC bazlari
girmis olur.

05.02. Silent Mutasyon

Molekiiler diizeyde, DNA'da bazlarda meydana gelen her tiirlii degisiklik mutasyon olarak
kabul edilirse de, boyle mutasyonlar her zaman fenotipik olarak eksprese edilmezler. Bazi
tripletlerin 3. bazinda meydana gelen degismeler fenotipe etkilemez. Bakteride hi¢ bir
aksaklik meydana getirmez.

05.03. Geri Mutasyon ve Reversiyon

Mutantlar, kendi DNA'larinda olusan bazi mutasyonlar sonu tekrar orijinal (parental) veya
dogal formlarini1 kazanabilirler (geri mutasyon). Bu olguda, degisen amino asit tripleti, geri
mutasyonla tekrar orijinal amino asiti kodlayan triplet haline gelebilir.

05.04. Yapay (Suni) Mutasyonlar

Eger hiicreler mutajenik ajanlarla (kimyasal, fiziksel, biyolojik, vs.). muamele edilirse,
mutantlar meydana gelebilir. Bu tarzda baslica 4 tiir mutant olusabilmektedir.

1- Bir baz ciftinin digeri ile yer degistirmesi, 6rn., AT yerine GC 'nin girmesi gibi,

2- Bir baz ciftinin girmesi veya ¢ikmasi,

3- Biiyiik bir DNA segmentinin (bir veya birkac¢ genlik) kaybolmasi veya kromozom tizerinde
bagka bolgeye transferi (transpozisyonlar).

4- Biyoteknolojik yontemlerle mutasyonlar olusturulabilir ve mutant suslar elde edilebilir.
05.05. Mutasyonun Sonuclari

Mutasyonlarin mikroorganizmalar iizerinde ne denli etkiledigi baslica iki faktor tarafindan
belirlenir. Bunlardan biri, gen {irlinlerinin ne kadar degistigi ve digeri de gen lriinlerinin hiicre
ici ne derece de 6nemli oldugudur.

Gen iriinlerindeki degisiklikler: Biitiin mutasyonlar, genetik kodlar1 ve bunlara bagli olarak
da genetik bilgileri (informasyonlar1) degistirir. Ancak, bunlarin gen tirlinleri {izerindeki
etkileri farklidir. Bazilar1 hiicre fenotipinde ¢ok az veya hig bir degisiklik yapmaz. Orn; bir
kodonda meydana gelen degisiklik sonu olusan gen iiriinii, normal kodonla ayn1 olabilir. Bir
amino asit bir ka¢ kodonla temsil edildigi i¢in, bdyle bir mutasyonun hi¢ bir zararh etkisi
yoktur. Bazen de degisiklik sonu olusan farkli amino asitin gen iirliniiniin fonksiyonuna bir
zarar vermez. Farkli bir amino asitin sifresini olusturan mutasyonlara genellikle, "missense

mutasyon" ad1 verilir.
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Esansiyal gen iirlinleri: Bazi gen iiriinleri hiicrenin yasami i¢in ¢ok onemlidir. Bunlarin
olmamasinin hiicrede olusturdugu bozukluklar, gen iiriiniin fonksiyonlarina baglidir.

06. Mutant Tiirleri

Gerek spontan mutasyonlar (bilinen mutajenlerin olmadigi durumlarda, uygun olmayan
cevresel kosullarin altinda kendiliginden olusan ve daha ziyade girme, ¢ikma, transisyon ve
transversiyon tarzinda goriilen mutasyonlar) ve gerekse fiziksel veya kimyasal mutajenlerin
etkisi altinda olusan mutasyonlar sonu, bir¢cok karakterlerde degismeler meydana gelebilir.
Boyle mutasyonlar sonu olusan baglica mutant tiirleri sdyledir.

06.01. Rezistans Mutantlar

Mutasyonlar sonu ¢esitli ilag, dezenfektan, antibiyotik, kemoterapdtik, inhibitorler, ultraviole
1isinlari, fajlar, v.s. etkenlere kars1 direnglilik gésteren mutantlar olusabilir.

06.02. Nutrisyonel Mutantlar

Ozel iiretme faktorlerine gereksinim gostermeyen orijinal parental (prototrof) hiicrelerden,
mutasyonlar sonu bir veya birka¢ iliretme faktoriine gereksinim duyan mutat (okzotrof)
hiicreler meydana gelebilir. Prototrof hiicreler basit ortamlarda (minimal ortam)
gelisebildikleri halde okzotroflar gelisemezler. Bunlarin besi yerlerine iiretme faktorleri
(amino asit, vitamin, nukleik asit, v.s.) katilir (kompleks ortam).

06.03. Fermentasyon Mutantlar

Orijinlerinde karbonhidratlardan bazilarin1 fermente etmeyen (veya eden) suslardan olusan
mutantlarin bu karbonhidratlara etkiledigi (veya etkilemedigi) goriilebilir. Orn; salmonella,
proteus veya shigella arasinda laktozu fermente eden, E. coli arasinda da laktozu fermente
etmeyen mutantlar ortaya ¢ikabilir.

06.04. Pigmentasyon Mutantlar

Bazi mutasyonlar, pigment olusturan mikroorganizmalarda bu kabiliyetin kaybolmasina yol
acar. S. marcescens veya S. aureus 'dan uzun pasajlar veya mutasyonlar sonunda pigment
olusturmayan mutantlar elde edilmistir.

06.05. indiiksiyon Mutantlar

Bu tiir mutantlar, mutajenik maddelerin etkisiyle meydana gelirler.

06.06. Antijenik Mutantlar

Bakterilerde bulunan kapsiil, flagella, hiicre duvar1 ve piluslar antijenik karakterlere
sahiptirler. Bunlarin biyosentezini idare eden genlerde olusan mutasyonlar, bu faktorlerin
meydana gelmesine ve fonksiyonlarina etkiler ve degisiklige ugratarak antijenik bozukluklara
yol agarlar. Flagellali bakteriler flagellasiz, ve kapsiilliller de kapsiilsiiz hale gelebilirler.

Somatik (O) antijenlerinde de dnemli degismeler goriiliir.
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06.07. Mutasyon Orani

Kiiltlirlerde olusan spontan mutasyonlar az ¢ok sabit bir durum gosterebilir. Mutasyon orant
her generasyonda, her bir hiicreye isabet eden mutasyon miktar1 ile Slgiiliir. Mutasyonlar
genellikle, replikasyon sirasinda ve yeni sentezlenen iplik¢iklerde meydana gelirler. Parental
DNA'da mutasyon ¢ok azdir.

07. Mutasyonlarm Tamiri

Spontan olarak veya mutajenik maddelerin etkisiyle olusan mutasyonlar, bakterilerde 6zel
mekanizmalar tarafindan tamir edilebilir ve diizeltilebilir. Ancak, bu islem, olusan
bozuklugun biiyiikligiine ve Oonemine gore degisebilir. Nokta mutasyonlar1 genellikle ve
kolayca giderilebilirse de, bir genin kaybolmasi ve kromozomda olusan kopmalar kolayca
tamir edilemez ve dliimle son bulurlar.

07.01. Kontrol Okuma ile Diizeltme

DNA'nin sentezi (replikasyon) sirasinda yanlis nukleotidlerin siraya girmesi hiicre tarafindan
hemen fark edilerek, ileri sentez ¢ok kisa bir siire i¢in durdurulur. DNA polimerase I ve III'iin
geriye dogru kontrol okuma mekanizmasi ile hatanin yeri bulunarak yanlis nukleotid 3-OH
ucundan hidrolize edilerek ¢ikarilir ve yerine dogru nukleotidler konarak bozukluk
giderilir.

07.02. Represor Mutasyonlar

Eger DNA'da baz ciftleri arasina bir bazin girmesi (veya ¢ikmasi) ile olusan mutasyon, ayni
genin i¢inde (intragenik) veya gen disinda (ekstragenik) meydana gelen ve diger bir baz
ciftinin ¢ikmasi (veya girmesi) seklinde olusan ikinci bir mutasyonla, giderilebilir (supresor
mutasyon). Ikinci mutasyon, birinciye ne kadar yakinsa, diizeltme islemi hem kolay ve hem
de imkéan dahilinde olur. Ayr1 genlerde olusan ikinci mutasyon, birinci ile arasinda ¢gok mesafe
olacagindan ve bu arayr yanlis sirali aminoasitler dolduracagindan, tamiri olanaksizdir ve
bakterinin 6liimiine sebep olur.

07.03. Dimerizasyonun Giderilmesi

Ultraviolet 1sinlarinin DNA'da bulunan primidinler tarafindan absorbe olmasi ve enerji ile
yiklenmesi sonu olusan dimerizasyon (polinukleotid iplik¢iginde yan yana bulunan
pirimidinlerin birbirleriyle birlegsmesi) primidinlerin kars1 iplik¢ikteki piirinlerle baglanmasini
onler ve DNA'y1 ¢arpitir. Bu durum replikasyona ve bunun sonucu olarak ta transkripsiyona
ve translasyona etkileyerek mutasyonlara yol agar. Dimerizasyon baslica 3 tarzda giderilir:

1- Fotoreaktivasyon: Eger bakteriler, UV-1sinlamasindan sonra, hemen goriilebilen 1sinlara

tutulursa, UV-iginlarinin letal etkisi giderilir. Bu olayda UV-iginlamasi sirasinda olusan timin
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dimerleri (T-T), giin 1s181inda aktive olan ve is gorebilen 6zel enzimler (fotoreaktif enzimler)
tarafindan hidrolize edilerek aralarindaki baglanti koparilir. Boylece timinlerin, normal ve
kars1 iplikcikteki piirinlerle bag kurmasi temin edilir.

2- Karanlikta reaktivasyon: Bu tarz tamirat, 1s1ikta tamirattan farklidir. Bu mekanizma 1sikta
calismaz ve baslica 4 enzim (endonuklease, ekzonuklease, polimerase, ligase) sira ile is
gorerek diizeltme gorevini yaparlar.

3) Endonukleotik insizyonla tamir: Hiicrelerde (prokaryotik ve Okaryotik) bulunan bazi
endonukleaselar de DNA'daki lezyonlar1 taniyarak bunlardaki fosfodiester baglarin1 kaparak
cikarilmasini katalize ederler.

4) Rekombinasyonla tamir: DNA'da meydana gelen bozukluklarin giderilmesinde
rekombinasyonla tamir mekanizmast da gorev yapmaktadir. E. coli'de UV-isilarinin
olusturdugu dimerlerin tamirinde bu sistemin de is gordiigii agiklanmistir. Replikasyonda
atlanan dimer bolgesi, karsi parental DNA segmenti tarafindan rekombinasyonal tamir
mekanizmasi ile kapatilir sonra DNA'daki timin dimerleri de eksizyonla g¢ikarilir. Bunlarin
yerleri de DNA polimerase ve DNA ligase tarafindan diizeltilir.

5) Bypass ile tamir: Bu mekanizma, lezyonu tam olarak ortadan kaldiramaz ve lezyon
atlanarak replikasyona devam edilir. Eger, bozukluk fazla ise hiicreler dlebilir. Eger siraya
giren yeni baz tamirati diizeltirse, bozukluk ta fazla ileri gitmeden ortadan kaldirilmis olur.

6) N-glikosidase ile tamir: Bu mekanizmada, DNA'da bulunan anormal bazlar (urasil,
hipoksantin, 3-metiladenin, v.s.) N-glikosidase enziminin Kkatalitik etkisiyle N-glikosilik
baglar1 koparilarak ¢ikarilir. Bir ¢ok tlirde N-glikosidase enzimi belirlenmistir.

7) Dealkilasyonla tamir: Baz1 mikroorganizmalarda, mitojenik veya karsinojenik etkiye sahip
olan bazi maddelerin (alkilan maddeler vs) etkisiyle kimyasal olarak modifiye olan
(alkillenen) bazlar1 taniyarak bunlar1 dealkile etmek (veya c¢ikartmak) suretiyle hatay1

diizelten enzim sistemlerinin varligi saptanmustir.

Yer Degistirebilen Genetik Elementler
01. Giris
Yer degistirebilen genetik elementlere (Transposable genetik elementler) prokaryotik ve
okaryotik organizmalarda fazlaca rastlanmaktadir. Bakteri, mantar, maya, misir, drosofila, vs.
bunlardan sadece birkagidir. Bu elementler, bir kromozomdan digerine, ayni kromozom
iizerinde bir bolgeden baska bir yere, kromozom ile plasmid veya iki plasmid arasinda yer
degistirebilen, kendinin transferini saglayabilen kiiciik, lineer ve c¢ift iplik¢ikli DNA

sekanslaridir. Plasmidlerde rastlanan transposable elementler, aynen kromozomda oldugu
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gibi, bir plasmid lizerinde pozisyonunu degistirebilir veya iki plasmidi birbirine birlestirebilir.
Transposon ile hedef bolge sekanslari arasinda (girdigi yeni bdolge) homolog yanlarin
bulunmasina gereksinim yoktur.

Transposable elementler (mobil elementler) ilk defa, 1940 yilinda Barbara McClintock
tarafindan musir bitkisi genetigi lizerinde yaptig1 ¢alismalar sirasinda saptanmistir. Sonradan,
bakteri, maya, diger bazi 6karyotiklerde de varligi bildirilmistir.

Bakterilerin yeni karakterler kazanmasinda ve yeni mutasyonlarin olugsmasinda etkinlikleri
fazla olan transposable elementler baslica 3 grup altinda toplanmaktadirlar.

1) Insersiyon sekanslar1 (IS-elementleri)

2) Transposonlar (Tn)

3) Mu faj1 (mutator faj, mutasyon olusturan faj)

02. Insersiyon Sekanslar1 (iS-Elementleri)

Transposonlardan daha basit bir yap: karakteri gdsteren Insersiyon sekanslar1 (IS-elementleri)
yaklagik 750-1500 bp uzunluktadirlar. Elementlerin tiirlerine gére degismek iizere, iki ucunda
10-40 bp kadar olan ve tersine tekrarlanan sekanslar (inverted repeat,IR) bulunmaktadir.
Bunlar dis taraftan ¢evreleyen, yeni girdigi aliciya ait hedef bolgede ve ayni oriyentasyonda,
5-12 bp uzunlukta direkt tekrarlanan (direct repeat, DR) nukleotid sekanslar1 yer almaktadir.
03. Transposonlar (Tn)

Transposonlar, iIS-elementlerine oranla, daha biiyiikk ve komplike bir 6zellik gosterirler.
Yapilarinda, transposase geninden ayr1 olarak 0zel marker genleri (antibiyotiklere,
kemoterapoétiklere, metallere direnglilik, vs) tasirlar. Transposonlarin yapisi, temel
karakterleri bakimindan, IS-elementlerine benzerlik gosterir. Transposonlar iki ucunda tersine
tekrar (IR), bunlar1 distan ¢evreleyen direkt tekrar (DR) ve ortada da transposase geni ayrica
bagka diger 6zel marker genleri de bulunmaktadir.

03.01. Replikatif Transpozisyon

Replikatif transpozisyon, DNA iizerinde bulunan transposonda bir ¢ogalmanin (dublikasyon)
meydana gelmesi ve orijinal kopyanin parental DNA'da kalarak, yeni sentezlenen kopyanin
bagka bir hedef bolgeye transfer edilmesi tarzinda gerceklesen bir yer degistirme olgusudur.
Bu tiir transpozisyonda transposase enzimi yani sira resolvase enzimi de yardimci olur. Bu
son enzim, yeni kopyanin hedef bdlgeye girmesinde (rekombinasyonda) etkinlik gosterir.
Transpozisyon i¢in, konak hiicre kromozomu ile hedef bolge arasinda homolog sekanslara

gerek yoktur.
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03.02. Nonreplikatif (Direkt) Transpozisyon

Transposon, bulundugu yerden ¢ikarak,yeni hedef bolgeye direkt olarak gecebilir ve bu bolge
icine girebilir. Bunun i¢in, 6nceki bulundugu DNA'da transposonun iki ucunda kesimler
meydana gelerek, Tn buradan ayrilir, bunun karsisina gelen yeni hedef bolge sekanslari
arasinda benzer tarzda olusan kesimler sonu aralanan DNA i¢ine girer. Bu tiir transpozisyona
Tn 5 ve Tn 10 da rastlanmaktadir. Direkt transpozisyonda transposase enzimi etkilidir. Verici
DNA'dan c¢ikan Transposonun geride kalan ag¢ikligi hemen kapatilir. Eger hiicre bunu
kapatmazsa, 6liimler meydana gelebilir.

03.03. Konservatif Transpozisyon

Bu tiir transpozisyon lambda fajinda oldugu gibi gercgeklestirilir. Karsilikli gelen sekanslar
arasinda capraz rekombinasyonla integrasyon meydana gelir.

Bazi transposonlar sadece bir tiir ve bir kism1 da birden fazla mekanizmay:1 kullandiklari
saptanmistir.

4. Mu Faji1 (Mutator Faj)

E. coli'ye ait olan bu faj, ayni bir transposon gibi bakterinin kromozomu iizerinde yer
degistirebilir ve cesitli yerlere girebilir. Boyle durumlar mutasyonlara yol agmaktadir. Bu faja
ayn1 zamanda "dev transposon" adi1 da verilmektedir.

05. integronlar

Son yillarda, klinik materyallerden izole edilen, Enterobacteriacea familyasina ve
pseudomonaslara ait mikroorganizmalarda, bir gok rezistenslik genleri tasiyan ve Integron

olarak tanimlanan yeni hareketli elementlerin (mobile element) varlig: bildirilmistir.

Mantar Plasmidleri, Mantar Viruslar1 Ve Parazitizm

Mantar Plasmidleri

01. Giris

Yapilan ¢alismalarda mayalarda (S.cerevisiae) DNA karakterinde (3.9 x 106 dalton) ve 2
mikrometre uzunlugunda sirkiiler ve cift iplik¢ikli plasmidlere rastlanilmistir. Yaklasik 6
polipeptid zincirini kodlayabilecek bir kapasitede (6318 bp) olan plasmidin bir hiicrede 25-
100 kopyasinin bulunabildigi ve maya hiicresi kromozomunun %31 kadar oldugu
belirtilmistir. Ayrica bu plasmidin oligomycine kars1 direnglilik geni tasidig1 da agiklanmustir.
Maya plasmidinin, diger Okaryotik ve prokaryotik hiicrelere ait olan plasmidlere bazi
benzerlikleri de bulunmaktadir. Maya hiicresi DNA's1 her replike oldugunda plasmid DNA's1

da replike olmaktadir.
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02. Mantar Viruslar1 (Mikoviruslar)

Elektron mikroskopla yapilan incelemelerde, Penicillium cinsine ait bazi tiirler i¢inde ¢aplari
25-50 nm kadar olan izometrik ¢ift iplik¢ikli RNA viruslarina rastlanildigi acgiklanmistir.
Mikoviruslar, nadiren mantar hiicrelerinde erimeler meydana getirirler. Mikoviruslarin
mantarlarda toksin sentezini 6nledigi ve mantarlar1 apatojenik hale getirdigi bildirilmistir.

03. Parazitizm ve Parazitik Mantarlar

Mantarlar gidalarin1 temin etmede c¢ok genis bir konak¢i spektrumuna sahiptirler. Canli
(insan, hayvan, bitki, protozoa, vs.) ve cansiz (daneler, yemler, besinler, vs.) ortamlar, uygun
cevresel kosullar (1s1, rutubet, vs.) altinda, mantarlarin tiremeleri ve gelismeleri i¢in olduk¢a
elveriglidir. Mantarlar iizerinde {iredikleri substratlardan gidalarin1 temin ederken bazi
bozukluklara neden olduklar1 gibi salgiladiklari toksinlerle (mikotoksinler) ve toksik

maddelerle de oldukea etkili olmaktadirlar.

Viruslarin Uremesi (Viral Replikasyon)
01. Genel Bilgiler
Viruslarin  hiicre i¢indeki multiplikasyon tarzlarin1  incelemede bakteriyofajlarin
modelliginden fazlaca yararlanilmistir. Fajlarin bu 6zelliklerini saptamada kullanilan
teknikler, hayvan viruslarina da adapte edilerek bunlarin canli sistemlerde (hiicre, embriyolu
yumurtalar, deneme hayvanlari) replikasyon asamalari (viruslarin hiicrelere baglanilisindan
olgunlasip ¢ikincaya kadar gecirdigi evreler) ayrintili olarak belirlenmistir. Ancak, yine de
tam olarak saptanamayan ve kesin olarak ortaya konamayan bazi noktalar hala bulunmaktadir.
Elektron mikroskoplarin da viruslarin bu karakterlerini incelemede ¢ok biiylik faydalari
olmustur.
Viruslarin duyarl hiicrelerde replikasyon asamalari, genellikle, 7 kisimda incelenmektedir.
Her ne kadar, basamaklarin tiimii direkt olarak ve gercek anlamda nukleik asit sentezi ile
baglantili degilse de, bu basamaklarin birlikte Ogrenilmesinin konunun biitlinliigiiniin
korunmasina ve daha kolay kavranilmasina yardimci olacaktir. Bu asamalar da,
1) Hiicre membranina baglanma (adsorbsiyon)
2) Hiicreye giris (penetrasyon, endositozis, internalizasyon)
3) Kapsidin ve/veya zarfin ¢ikarilmasi
4) Viral ekspresyon
a) Transkripsiyon
b) Translasyon

5) Nukleik asit sentezi (genom replikasyonu)

84



6) Viral komponentlerinin sentezi ve montaji (asamble)

7) Viruslarin olgunlagsmasi ve hiicrelerden ¢ikislari

02. Hiicre Membranimma Baglanma (Adsorbsiyon)

Viruslarin hiicrelere girebilmesi ve bunun sonucunda da infeksiyon (litik veya nonlitik)
olusturabilmesi i¢in, 6nce duyarl hiicrelere baglanmalar1 gerekir. Zarfsiz viruslarda kapsidin
spesifik protein yapist veya zarfli viruslarda, zarfin yiizeyinde bulunan protein ve glikoprotein
karakterindeki 6zel molekiillerin (ligand, viral baglanma proteinleri), duyarli hiicrelerin
yiizeylerinde bulunan ve degisik kimyasal (protein, glikoprotein, oligosakkarid, lipoprotein,
vs) yapiya sahip spesifik reseptorlere sikica baglanmasi giris i¢in ilk ve onemli sinyali verir.
Glikoproteinler, karbonhidratlardan daha fazla baglanma etkinligine sahiptirler ve daha fazla
spesifiktirler. Aksi halde virionun ve hiicre yiizeyinin negatif yiiklii olmalar1 baglanmay1
(ligand-reseptor afinitesi) zorlastirir. Bu nedenle virion ile hiicre arasinda kuvvetli bir
kimyasal iliskinin bulunmasi gereklidir. Ancak, sunu da hatirdan g¢ikarmamak gerekir ki,
konak¢inin genetik duyarhiligi yani sira, kanlarinda spesifik notralizan antikorlarin da
bulunmamasi ¢ok 6nemlidir. Ayrica, konak¢inin immun yetmezlik hastaligina sahip olmasi
veya immunsupresif ila¢ kullanmasi infeksiyonu kolaylastirir.

03. Hiicreye Giris (Penetrasyon, Endositozis, Internalizasyon)

Elektron mikroskopik ve diger, in vivo ve in vitro ¢alismalar, viruslarin hiicrelere giriglerinde
olduk¢a ayrintili bilgiler vermistir. Viruslarin hiicrelerdeki spesifik reseptorlere sikica
baglanmasi ve bu fenomenin irreversible olmasi, hiicreye giris i¢in ilk adimi olugturmasina
karsin, bu kuvvetli iliskinin devam etmemesi, virusun serbest kalmasini 6nlememesi ve girise
engel olmamasi yonlerinden de onemlidir. Virus, hiicre yiizeyine adsorbe olduktan sonra
peplomerlerdeki glikoproteinlerde bazi konformasyonal degisiklikler meydana gelir ve bunlar
virusun girmesine yardimci olur. Zarfli viruslardaki F-proteinin, sitoplasmik membranla
birlesmesi (fiisyon) nukleokapsidin sitoplasmaya gecisini ¢ok kolaylastirir. Zarfta bulunan
neuraminidase enzimi (sialidase), reseptor proteinlerdeki sialik asiti hidrolize ederek virusun
serbest kalmasina (eliisyon) ve igeri girisine yardimcei olur. Endositozis (viropeksiz) olay1 da,
hiicrelere giriste yardime1 olan bir fenomendir. Reseptorler, viruslarla baglanmalari yan sira,
virusun igeri girmesine ve i¢ kisma sinyal vermede de gorev yaparlar. Bu sinyaller, virus
sitoplasmaya gegmeden 6nce, hiicre iginde virus i¢in bir hazirlik yapilmasini da uyarir.
Viruslar zarfsiz ve zarfli olduklarina gore baslica 3 genel mekanizma ile sitoplasmik

membrani gegerek sitosola ulasirlar.
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03.01. Zarfsi1z Viruslar

Adenoviruslar, reoviruslar ve diger zarfsiz viruslar da nukleokapsidlerinde meydana gelen
baz1 degisiklikler araciligr ile sitoplasmik membrani kolayca gegebilir (kapsid ile birlikte)
sitoplasmaya ulasir ve burada kapsidleri enzimatik olarak ayristirilarak nukleik asitler serbest
kalirlar.

03.02. Zarfh Viruslar

Zarfl viruslar da baslica iki tarzda sitoplasmik membrani asarak hiicre i¢ine girerler.

1) Plasma membrani ile flisyon: Yiizeyinde F-proteini bulunan viruslarda, bu protein hiicre
membrani ile kolayca birlesir ve nukleokapsid serbest kalarak sitoplasmaya ulasir. Bu
olguda,. zarf hiicre membrani ile birlikte disarida kalir igeri girmez (paramyxoviruslart ve
digerleri)

2) Endositozis (viropeksiz): Endositozis, normal hiicreler tarafindan uygulanan, hiicre
yiizeyindeki reseptorlere baglanmis olan partikiillerin internalizasyon yontemidir. Viruslar
hiicre ylizeyindeki reseptorlere tutunduktan sonra, virusu tiimden saran plasma membrani ile
cevrilir ve bdylece iceri alinir. Bu olguda, virionun etrafinda zarftan ayr1 olarak sitoplasmik
membrandan da bir katman bulunur. Virionun etrafindaki dis muhafaza c¢ikarildiktan sonra
endosomla birlesirler (asidik lisozomal vesikiiller). Burada, asidifikasyonun etkisi ile zarftan
da siyrilarak nukleokapsid sitosola gecer. Togaviruslar, orthomyxoviruslar, rhabdoviruslar ve
diger helikal simetrili viruslarda bu tarz girise rastlanmaktadir.

04. Kapsidin veya Zarfin Cikarilmasi

Viral genom sitoplasmaya girdikten sonra hiicre igindeki gesitli enzimlere (DNase, RNase,
protease, vs) c¢ok duyarli oldugundan, hemen transkripsiyonun ve diger islemlerin
(translasyon, replikasyon) baglamasi ve bitirilmesi gerekmektedir.

Viruslarin yapisal karakterlerine gore baslica dort tiir mekanizma ile kapsid ve/veya
zarflardan kurtulma gerceklestirilmektedir. Bunlar da,

1) Zarfsiz viruslarda (picornaviruslari gibi), virion hiicre membranina baglandiktan sonra,
kapsidde konformasyonal degisiklikler meydana gelerek kapsid proteinlerinden VP2 ve
VP4'lerde serbest kalma ve kayiplar meydana gelir. Bu durum, kapsidin proteazlara daha
duyarli hale gelmesine neden olur. Plasma membraninda olusan zayif noktalardan
nukleokapsid sitoplasmaya ulasir ve burada kapsidden ayrilan genom (nukleik asit)
fonksiyonu olan bolgeye gider.

2) Herpesviruslarinda nukleokapsid sitoplasmaya girdikten sonra niikleer membranla birlesir

ve DNA niikleer membrandaki deliklerden iceri girerek replikasyon bdlgesine ulasir.
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3) Poxviruslarinda, nukleik asitin etrafindaki zarflardan ayrilma, sitoplasmadaki endosomlar
(veya vakuoller) icinde gergeklesir ve DNA serbest kalarak sitoplasmaya geger ve
replikasyonun biitiin agamalar1 sitoplasmada tamamlanur.

4) Zarflarinda F-(fiisyon) Proteini bulunan viruslarda (paramyxoviruslar, vs) bu spesifik
protein hiicre membrani ile birleserek membranda kalir ve nukleokapsid serbest kalarak
sitoplasmaya gecer ve buradan replikasyon bolgesine gelir. Diger zarfli viruslar
(orthomyxovirus, togavirus, vs) ise endositozis (viropeksis) ile iceri girer, endosomlar i¢inde
toplanir ve burada zarflarindan ayrilan genom serbest kalarak sitoplasmaya gecer.

Helikal nukleokapside sahip viruslarda transkripsiyon, viral RNA heniiz zarftan tam
ayrilmadan &nce baslar. Ikosahedral zarfsiz reoviruslarinda ise, sadece baz1 kapsid proteinleri
cikartilir ve serbest kalan viral genom biitiin fonksiyonlar1 silirdiirir. Hatta, viral genom
kapsidden tam ayrilmadig1 zaman bile transkripsiyon baslayabilir.

05. Viral Ekspresyon

Viral genomun ekspresyonu baslica iki 6nemli asamada gerceklesmektedir. Bunlarda, 1)
Nukleik asitlerin transkripsiyonu ve 2) Translasyonudur. Ancak, heniiz biitiin virus
familyalarinin veya viruslarin viral ekspresyonlarmin ayrintili asamalari tam belirlenmis
degildir.

05.01. Transkripsiyon

Viruslarin ekspresyonlarinin ilk ve onemli asamasini MRNA (mesenger RNA) sentezi
olusturur (transkripsiyon). Viral genom tarafindan spesifiye edilen mRNA'lar, ayn1 zamanda,
selliiler ribosomlarda viral proteinlerin sentezini de (translasyon) programlar. Viral nukleik
asitler, viruslarin striiktiirel proteinleri yani sira, nukleik asit replikasyonu, gen ekspresyonu,
virusun asamblesi, olgunlasmasi ve hiicrelerden ¢ikiglar1 i¢in gerekli olan 6zel ve ¢ok
spesialize olmus proteinlerin ve enzimlerin sentezlerini de yonetir. Diger bir ifade ile viruslar,
duyarl hiicrelerin sitoplasmalarina girdikten ve etraflarindaki muhafazalardan (kapsid veya
zarf) kurtarildiktan sonra, konake1 hiicrenin biitiin olanaklarini, kendi {iretimi i¢in programlar
ve kendi lehine gevirirler. Infeksiyonun baslangicinda ve infekte hiicrelerde, viral mRNA'nimn
meydana gelmesi, hiicre yonetiminin virus tarafindan ele gecirildigini de ifade eder.

05.02. DNA Viruslarinda Transkripsiyon

Bazi DNA viruslarinda, mRNA, hiicreye ait, DNA'ya bagimli RNA polimeraz enziminin
(transkriptaz) katalitik etkisi ile sentezlenir (transkripsiyon). Poxviridae viruslarinda ise viral
transkriptaz enzimi kullanilir. Ancak, viral DNA'nin transkripsiyonu, nukleik asitte bulunan
biitiin genlerin ayni anda ve devamli olarak ekspresyonunu saglayacak tarzda proglanmis

degildir. Soyle ki, genomik DNA'da bulunan bazi genler erken ve bir kism1 da geg transkripte
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edilirler. DNA viruslari, RNA viruslarinin aksine, selliiler ayristirma mekanizmalari
kullanarak, sentezlenen polisistronik RNA'lart monosistronik mRNA molekiilleri haline
dontstiirebilme kapasitesine sahiptirler.

05.03. RNA Viruslarinda Transkripsiyon

RNA Viruslarinda transkripsiyon, DNA viruslarindan daha komplikedir. Okaryotik hiicreler
viral genomik RNA'dan, mRNA sentezi i¢in, RNA'ya bagimlit RNA polimeraz enzimine sahip
olmadiklart i¢in, transkripsiyon da viral genomik RNA'lar1 kalip olarak kullanamazlar. Bu
nedenle de, RNA viruslar1 (ssSRNA ve dsRNA), kendi genomlarinda, replikasyonlar1 icin
gerekli olan enzimlerin kodlarini tagirlar (RNA'ya bagimli RNA polimeraz enzimi).
Retroviruslar harig¢ tutulursa, diger RNA viruslarin transkripsiyonlar: hiicre sitoplasmasinda
gerceklestirilir.

05.04. Translasyon

Genel anlami ile translasyon, mRNA'da sifreler halinde bulunan genetik bilgilerin
(informasyonlarin) sitoplasmada ribosomlar iizerinde desifre edilerek (¢o6ziilerek) proteinler
haline doniistiiriilmesi fenomenidir. Gen ekspresyonunun en onemli bir kismini olusturan
translasyon komplike bir karakter tasir.

05.05. Erken Proteinler

DNA viruslarinda, mRNA'dan erken sentezlenen proteinler arasinda, cesitli aktiviteye sahip
enzimler, viral genomun ekspresyonunu regule eden proteinler, selliiler protein sentezini ve
selliiler nukleik asit sentezini suprese eden proteinler yer almaktadir.

05.06. Gec Proteinler

Geg viral proteinler, genellikle, hiicre infeksiyonun ileri donemlerinde ve viral replikasyondan
sonra, mRNA'larin translasyonlarindan elde edilirler. Ge¢ proteinlerin ¢ogu, yapisal bir
karakter tasirlar ve Ozellikle, regulator fonksiyona sahip olanlari, fazlaca sentezlenirler.
Bunlar, erken viral genlerin veya hiicresel genlerin transkripsiyon ve translasyonlarini regule
ederler.

06. Nukleik Asitlerin Replikasyonlar1 (Genom Replikasyonu)

Viruslarin genom replikasyonlari, genel hatlar1 ile, bakterilerinkine benzerse de, viral
genomun, DNA veya RNA olmasi, cift veya tek iplik¢ikli, segmentli-segmentsiz, lineer-
sirkiiler bir ozellik tagimasi nedeniyle baz1 farkliliklar tasimaktadirlar. Bu durum viruslar
arasinda degisik stratejilerin meydana gelmesine ve uygulanmasina yol agmustir.

06.01. DNA Viruslarinda Replikasyon

DNA virus familyalarinin her birinde ayr1 bir replikasyon mekanizmasi uygulanmaktadir.

DNA viruslart replikasyonlar1 i¢in gerekli olan proteinleri, enzimleri ve diger
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makromolekiilleri, replikasyon baslamadan once hiicre ig¢inde hazir olarak ve yeterince
bulmalar1 gereklidir. Bu proteinler viral ve/veya hiicre orijinlidirler. Hiicrelerce saglananlar,
ancak hiicrelerin belli zamanlarinda (S fazi, DNA sentez fazi) ger¢eklesmektedir. Bu nedenle
de, viruslarin replikasyon sirasinda hiicrelerin S fazina bagliliklar1 6nemlidir. Ancak, bu
durum viruslar arasinda da degisiklik gosterir. Soyle ki, kii¢iik viruslardan olan parvoviruslari,
infekte ettikleri hiicrelerin DNA'lar1 replike olurken, viral DNA'da ayn1 anda replike olmaya
baslar. Bu yonden, hiicrelerin S-fazi bu viruslar i¢in 6nem tasir. Buna karsin, biiytik viruslarin
selliiler fonksiyona ve proteinlerine bagimliligi daha azdir. Cigek viruslar1 sitoplasmada
replike olduklarindan, hiicrelerin S-fazina olan gereksinimleri daha sinirlidir.

06.02. RNA Viruslarinda Replikasyon

RNA viruslariin replikasyonlarin1 tam olarak tanimlamak oldukca giigtiir. Viral genomun
mRNA (pozitif polariteli RNA veya negatif polariteli RNA) olmasi, tek iplikcikli ¢ift
iplikcikli, segmentli-segmentsiz olmalar1 bunlarin replikasyonlarina etkilemekte ve degisik
stratejiler kullanmalarina yol agmaktadir. RNA viruslarinin replikasyonu, infekte ettigi
hiicrelerde bulunmayan veya sentezlenmeyen, bu nedenle de viral genom tarafindan kodlanan
RNA polimeraz enzimi (RNA'ya bagimli RNA polimeraz, replikaz) tarafindan katalize
edilerek gergeklestirilir. Enzim aym1 zamanda, viral ekspresyonda da gorev yapar
(transkriptaz). RNA polimerazin bir 6zelligi de, primer olmaksizin sentezi baglatabilmesi ve
devam ettirmesidir. Ancak, picornaviruslarinda genomun 5' -terminal ucuna baglanmis viral
protein (Vgp) yeni iplik¢ik sentezinde primer olusturur. RNA hiicre icinde ¢ok cabuk
ayristirildigi icin, RNA polimeraz enzimi, virus zarflarindan ayrilir ayrilmaz, hemen viral
RNA'nin sentezine baslar. Bu enzim viral RNA'y1 kalip olarak kullanarak buna komplementer
RNA sentezler ve bu da viral RNA'nin olusturulmasi i¢in kalip fonksiyonu yapar.

07. Viral Komponentlerin Sentezleri Ve Birlestirilmesi (Asamble)

Hiicre i¢inde virus komponentlerin sentezinden sonra, bunlarin tam bir olgun veya infeksiy6z
virusu olusturacak tarzda, bir sira ve diizen icinde bir araya getirilmesi kisa zamanda
tamamlanir. Asamblede rol alan ve enerji saglayan bazi spesifik proteinler bulunmaktadir.
Viral kapsidler bos olarak hiicrenin cesitli yerlerinde sentezlenirler ve bu asamadan sonra
viral genom kapsid i¢ine paketlenirler.

Genetik materyallerin kapsid i¢ine girmesinde 6zel proteinler fonksiyoneldir.

08. Viruslarin Olgunlasmasi1 (Maturasyon)

Ikosahedral viruslarda, viral genomun &nceden hazirlanmis olan bos kapsidin i¢ine girmesi ile
olgunlagma tamamlanmasina karsin, zarfli viruslarda olgunlagsma daha degisik bir tarzda

gerceklestirilir. Ozellikle, helikal simetriye sahip olan zarfli viruslar hiicre membranlarindan

89



cikarken tomurcuklanma sirasinda membranlardan aldiklar lipid katmandan olusan bir zarfla
kaplanarak olgunlagirlar.

Herpes viruslar hiicre ¢ekirdeginde enkapside olduktan sonra, ¢ekirdekten tomurcuklanma ile
cikarlarken niikleer membrandan da bir kisim alarak sitoplasmaya transfer olur. Virus
partikiilleri hemen Golgi aparatina gelir. Burada glikoproteinler proses edildikten sonra
ekzositozis ile veya hiicrelerin lize olmasi ile de disar ¢ikabilirler.

09. Viruslari Hiicrelerden Cikislar1 (Serbest Kalma)

Hiicrede cesitli tarzlarda olgunlasan ve infeksiydz bir karakter tasiyan zarfsiz veya zarth
viruslar (virion) baslica 3 mekanizma ile disar1 ¢ikmaktadirlar.

09.01. Hiicrelerin Olmesi (Sitolizis)

Ikosahedral simetriye sahip bazi viruslar da iireme hem cabuktur ve hem de hiicrelerde
Olimler meydana gelir (litik etki, sitolitik etki). Hiicrelerin pargcalanmasi ile serbest kalan
viruslar hiicrelerden disar1 ¢ikarak baska saglam hiicreleri infekte ederler. Picornaviruslarinda,
virionun olusumundan hemen sonra hiicrelerde parcalanma meydana gelir. Nukleusda
olgunlagan bazi viruslarda, bir siire g¢ekirdek icinde kalabilir ve ¢ekirdek parcalaninca
ekstraselliiler ortama ¢ikarlar. Herpesviruslari ise hem hiicrelerin parcalanmasi ve/veya
ekzositozisle disar1 salinabilirler.

09.02. Tomurcuklanma

Bazi helikal simetrili viruslarda (paramyxoviruslar orthomyxoviruslar, rhabdoviruslar,
arenaviruslar,) hiicrelerden tomurcuklanma ile disar1 ¢ikarlar. Boyle hiicreler, genellikle,
hiicrelerde pargalanma (CPE) olusturmazlar, hiicreler normal yasamlarina devam ederler ve
persistent infeksiyonlara da yol acabilirler.

09.03. Ekzositozis

Baz1 zarfli viruslar (coronaviruslari, bunyaviruslar, flaviviruslar) ile herpes viruslarinda
sitoplasmadan ¢ikis ekzositozis ile olmaktadir. Sitoplasmada serbest halde bulunan viruslar,
baz1 0zel vesikiillere baglanarak hiicre membranina ulasirlar ve membrandan disari

ekzositozis ile ¢ikarlar.

Viruslarda Mutasyonlar ve Rekombinasyonlar
01. Mutasyonlar
01.01. Genel Bilgiler
Viruslar, diger mikroorganizmalardan daha fazla genetik varyasyonlara agiktirlar ve maruz
kalirlar. Bu degisiklikler, genellikle, genetik yapida olusan ve fenotipe de etkileyen

mutasyonlar sonucunda ortaya c¢ikmaktadirlar. Viruslar uygun (permisif) canli sistemlerde
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(deneme hayvanlari, embriyolu yumurtalar, hiicre kiiltiirleri) tireyerek kisa bir siire iginde
milyonlarca hatta milyarlarca yeni nesil olusturabilmektedirler. Gayet dogaldir ki, DNA veya
RNA'nin bu kadar fazla replikasyonlart sirasinda, genetik diizeyde kendiliginden (dogal veya
spontan olarak) bazi degismeler meydana gelmektedir. Bazen de, viruslarin tretildikleri
ortama ilave edilen bir kistm mutajenik maddeler, mutasyonlara yol acarak, bdyle
degisikliklerin oranin1 daha da artirmaktadir. Spontan mutasyonlarin orani, normal kosullar
altinda, genellikle, ¢ok sinirlt (10-6 - 10-8 arasi) olmasina karsin, mutajenik maddelerin
katilimu ile bu oran ¢ok yiikselmektedir (10-3 - 10-4).

Nukleik asitlerin yapilarin1 olusturan bazlarin sirasinda ve tiirlerinde bir ¢ok tarzda
degisiklikler goriilebilmektedir. Bunlarin arasinda baslica,

1) Nukleik asitlerin normal baz siralar1 arasindan bir baz ¢iftinin ¢ikmasi (delesyon) veya baz
siralar1 arasina bir baz ¢iftinin girmesi (insersiyon) sonucunda mutasyonlar ortaya cikabilirler
(¢ift iplik¢ikli genoma sahip viruslarda).

2) Baz siralar arasma bir bazin girmesi veya baz siralarindan bir bazin ¢ikmasi sonucunda
mutasyonlar goriilebilir (tek veya cift iplik¢ikli genomlarda).

3) Bir baz ¢iftinin yerini yine ayni tiirden diger bir baz ¢iftinin (transisyonel mutasyonlar)
veya farkli tlirden bir baz ciftinin almasi (transversiyonal mutasyonlar) mutasyonlara yol
acabilir (¢ift iplik¢ikli genoma sahip viruslarda) (nokta mutasyonlart).

4) Ayni iplikcik tizerinde yan yana bulunan bazlar arasinda kovalent baglar kurularak ortaya
cikan birlesmeler (genellikle, timin dimerleri arasinda olusan dimerizasyon gibi)
mutasyonlara neden olabilmektedir (tek veya ¢ift iplikcikli genomlarda).

5) Tek veya cift iplik¢ikli genomlarda, degisik tarzlarda (baz-seker baglarinin kopmasi, bazlar
aras1 karsilikli hidrojen baglarinin pargalanmasi, ¢apraz baglarin kurulmasi, seker-fosfat
molekiilleri arasindaki baglarin kopmasi, ve diger nedenler) mutasyonlar (hafif veya dnemli)
ortaya ¢ikabilmektedir.

01.02. Bashica Mutant Tiirleri

Genlerin baz siralarinda veya tripletlerde, ¢esitli nedenlerle (spontan, fiziksel, kimyasal ve
diger tiirden) meydana gelen genotipik degismeler (mutasyonlar), virusun orijinal (dogal)
suslarindan farkli 6zellik tagiyan mutantlarin ortaya ¢ikmasina yol acar. Bunlar arasinda en
onemli olan mutantlar asagida belirtilmistir.

1) Ozel kosullara bagh letal mutantlar: Baz1 sartlara bagimli olarak ortaya cikan bu tiir
mutantlar, nonpermisif (uygun olmayan) kosullarda infeksiy6z bir karakter tasimazlar. Ancak
bazi 0zel uygun sartlarda (permisif kosullar) infeksiyoz projeniler (nesiller) meydana

getirmektedirler. Bu karaktere sahip mutantlar da baslica iki kategoride incelenmektedirler.
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a) Isiya duyarli (temperatiir sensitif, Ts) mutantlar: Hayvan viruslar1 arasinda ¢ok sik
rastlanilan bu tlir mutantlar, diisiik 1sida liremelerine karsin yiiksek 1sida iireyememektedirler.
Boyle mutantlarin kodladiklar1 proteinler veya polipeptidler ancak diisiik 1sida (30-31°C)
aktivite gostermekte, buna karsin daha yiiksek 1silarda (37-38°C) etkinlikleri olmamakta ve
inaktif duruma gelmektedirler. Ciinkii, yiiksek 1s1 proteinlerin quarterner yapisini bozmakta ve
bdylece aktivitesine olumsuz etkilemektedir. Viral genomda olusan nokta mutasyonlar, hiicre
icinde olusturulan polipeptidlerde normal sirasinda olmayan amino asitlerin yer almasi ve
bunlarin da farkli karaktere (diisiik 1sida aktivasyon gostermesi gibi) sahip olmasina yol
agmaktadir.

b) Konaga bagimli mutantlar: Boyle 6zellikteki mutantlar ancak bir tiir hiicrede {ireyebilir ve
bunlarda plaklar olusturabilirler. Buna karsin bazilar1 da diger bir tiirii tercih ederler.
Poxviruslarinda rastlanan p-mutantlar1 ve adenoviruslarda saptanan kb-mutantlar1 boyle
ozellik tasirlar.

2) Defektif mutantlar: Viral replikasyonlari i¢in 6nemli olan bir veya bir kag¢ fonksiyonel geni
bulunmayan viruslar, genellikle, bu tanimla belirtilmektedirler. Boyle viruslarin duyarl
hiicrelerde iireyebilmeleri i¢in, normal yardimci (helper) viruslarinin sagladigi ve fakat,
defektiflerin gen noksanlig1 nedeniyle kendilerinin kodlayamadig: proteinlere gereksinimleri
vardir. Diger bir ifade ile defektif viruslar, yalniz olarak, permisif hiicrelerde iireyemezler ve
olgunlasamazlar. Kendilerinde olmayan ve fakat, normal viruslarca kodlanan gen iiriini
proteinlere bagimhidirlar. Boyle durumlara delesyon mutantlarinda fazlaca rastlanilmaktadir.
Orn, defektif bir karakter gdsteren parvoviruslarin iireyebilmeleri igin, hiicrelerde normal
(helper) adenoviruslarinin da bulunmasi gereklidir.

Bazi durumlarda viruslarin  lremeleri, hiicresel orijjinli proteinlerin  azligindan
(yetersizliginden), aktivite noksanligindan veya yoklugundan da kaynaklanabilir.
Laboratuvarlarda fazla pasaji yapilan viruslarda defektif viral partikiil sayisinda artmalar
gozlemlenmektedir. Bunlar, ayrica, homolog viruslarin da iiremelerini 6nleyebilmektedirler.
Boyle mutantlarin, ¢ogu zaman infeksiyoz yetenekleri de bulunmamaktadir. Ayrica her hiicre
pasajinda, infeksiyoz titrede azalmalar da saptanir. Normal homolog viruslarin tiremelerini
inhibe eden bdyle mutant viruslara "defektif interfere edici viruslar" ad1 verilmektedir. Bu tiir
mutant virus partikiillerine RNA viruslar1 arasinda fazlaca rastlanilmakta ve bunlar, ayni
zamanda, persistent infeksiyonlarin ortaya ¢ikmasinda ve devaminda da etkili olabilecegi

acgiklanmaktadir.
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Eger wviruslarin {retilmeleri i¢in kullanilacak inokulumlar yiiksek sulandirmalardan
hazirlanirsa (10-5 veya 10-6 gibi) defektif virus sayisinda ve hiicrelerde birikmelerinde
azalmalar meydana gelir.

Defektif viruslarin kapsidleri normal goriinimde olmasina karsin genomlarinda bir veya
birka¢ gen noksandir. Halbuki, pseudoviruslarda ise, kapsid normal olmasina karsin, virionda,
viral genom yani sira konakci hiicre DNA'sindan da kiiclik bir segment bulunmaktadir. Bu
nedenle de her ikisi de infeksiydoz yetenege sahip degildirler. Ancak, pseudoviruslarda,
genomun hepsi hiicre orijinli degildir.

Defektif viruslara, influenza viruslari, adenoviruslari, papova viruslari ve diger viruslar
arasinda rastlanilmaktadir.

3) Sicak mutantlar: Bu tiir mutant viruslar, dogal (orijinal) viruslarin {iredigi 1s1 limitlerinin
daha iistiindeki derecelerde (40-41°C) ¢ogalmaktadirlar. Boyle mutantlar, viicut 1silar (atesi)
yiikselmis hastalarda kolayca lireyebilmekte ve infeksiyonlara yol acabilmektedirler.

4) Plak mutantlari: Ayni virus tiirlerinde, spontan veya cesitli faktorlerle olusturulan
mutasyonlar sonunda, plak formasyonlarinda da bazi morfolojik degisiklikler de meydana
gelmektedir. Boyle mutantlar genellikle delesyonlar sonucunda ortaya ¢ikmaktadirlar. Ayn
tir icinde heterolog plaklarin goriilmesi antijenik ve patojenik karakterlerindeki
degismelerden kaynaklanmaktadir. Plak piirifikasyonlar1 ile saf virus partikiilleri elde
edilebilir.

5) llaglara direncli mutantlar: Bazi ilaglara diren¢ gosteren mutantlara viruslar arasinda
tesadiif edilmektedir. Orn, poliovirus mutantinin guanidine ve bazi herpes virus mutantlar1 da
fosfoasetik asite direng gosterdikleri belirtilmistir. Bunlara karsin, polioviruslarinda ve
vaccinia viruslarinda guanidine bagimli suslarin varligi agiklanmistir.

Viruslar arasinda bazi fiziksel ve kimyasal maddelere (formol, vs) direngli nesillerin meydana
geldigi de bildirilmistir.

02. Rekombinasyonlar

02.01. Genel Bilgiler

In vivo veya in vitro (hiicre kiiltiirlerinde) iireyen viruslarin arasinda veya viruslarla iginde
tiredikleri hiicre DNA's1 arasinda olusan genetik interaksiyonlar sonunda karsilikli genetik
materyal degisimi (intramolekiiler genetik degisim), genellikle, rekombinasyon olarak
tanimlanmaktadir. Bu olgu sonunda da yeni genetik karakterlerde hibrid virus suslari
olusmaktadir. Bu suslar, dogal viruslardan bazi yonleri ile farkli olduklari gibi kendisini

olusturan her iki virusa ait genetik materyallere de sahiptirler.
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1) Intramolekiiler rekombinasyonlar: Bir hiicre, genetik olarak birbirine yakin iki virusla
koinfekte edildiginde (6rn, HSV-1 ve HSV-2 viruslar gibi) viral nukleik asitlerinin sentezleri
sirasinda karsilikli gen alig-verisi meydana gelmekte ve olusan yeni hibrid suslar, hem tip-1
ve hem de tip-2 HSV'larina ait genetik materyallere sahip olmaktadirlar (intertipik
rekombinant viruslar). Diger DNA viruslarinda da (SV-40 ile adenoviruslar) benzer
rekombinasyonlar ortaya ¢ikmaktadirlar.

2) Genetik reassorment: Bu olgu daha ziyade segmentli viruslar arasinda goriillmektedir. Ayni
hiicre, genetik olarak birbirine ¢ok yakin iki virus tarafindan koinfekte edildiginde bu iki
virusa ait baz1 segmentler arasinda karsilikli degismeler (segment degisimi) olmaktadir. Bu
fenomen sonunda da hibrid virus partikiilleri meydana gelir.

3) Genetik reaktivasyon: Bir hiicre, farkli genlerinde defekt bulunan ve birbirine genetik ¢ok
yakin (akraba) iki inaktif virus tarafindan infekte edildiginde, hiicre icinde infeksiy6z virus
partikiillerinin olugmasina multiplisite reaktivasyonu adi verilir. Boyle olgular UV-1ginlari ile
inaktive edilen viruslarda daha iyi gozlenmektedirler. Kimyasal maddeler de benzer tarzda
etkili olabilmektedir.

4) Eger bir hiicre biri aktif ve digeri de inaktif birbirine genetik yakin olan iki virus tarafindan
infekte edilirse, aralarinda, hiicre i¢inde gen aligverisi olabilmektedir (kros reaktivasyon,
Marker rescue). Bu olguda, inaktif virusun genom porsiyonu, aktif virusunun genomuna
rekombine olmaktadir. Boylece ortaya ¢ikan yeni projeniler, genomlarinda inaktif virusa ait
0zel markerleri tagirlar.

02.02. Viral Gen Uriinleri Arasinda interaksiyonlar

Viruslar arasinda genetik olmayan bu tarz interaksiyonlar bir ka¢ sekilde ortaya ¢ikmaktadir.
1) Komplementasyon: Her biri yalniz olarak hiicrelerde iiremeyen iki mutant virus aym
hiicreyi infekte ettiklerinde birinin replikasyonu i¢in gerekli olan proteinin digeri kodlayarak
her ikisi birlikte ayn1 hiicrede lireyebilirler.

2) Fenotipik karisim: Bir hiicrenin miks infeksiyonu sonu, bir virusa ait genetik materyalin
timi, diger virusa ait kapsid veya zarfin igine girebilir (transkapsidasyon). Bazen de, bir
virusun kapsid veya zarf materyalleri, diger virusa ait kapsid veya zarf proteinleri arasinda
bulunabilirler (fenotipik karigim). Bu son durumda, viral genom etrafinda her iki virusa ait
proteinden meydana gelen kapsid yer alir.

3) Poliploidi ve heteroploidi (genotipik karisim): Viruslarin hiicrelerde replikasyonlar
sirasinda bazen ayni zarf veya kapsid i¢inde birden fazla ayni virusun genetik materyali

(poliploidi) veya bir kapsid veya zarf icinde degisik viruslara ait genetik materyaller
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bulunabilirler (heteroploidi). Bu tarzdaki olgulara, daha ziyade, hiicrelerden tomurcuklanma

ile ¢ikan viruslarda (paramyxoviruslar ve digerleri) goriilmektedir.

Gen Klonlamas1 (Molekiiler Klonlama)
01. Genel Bilgiler
Rekombinant DNA teknolojisinin baslica uygulama yontemleri arasinda gen klonlamasinin
Oonemi ve yeri ¢ok fazladir. Hatta, esasin1 olusturur. Gen klonlamasi, basit olarak, bir genin
identik kopyalarinin elde edilmesi veya bir bireyden orijin alan identik projeni gruplarinin
olusturulmasi olarak tanimlanabilir. Bir tek bakterinin uygun kat1 besi yerinde iireyerek
milyonlarca identik nesil olusturmasi ve gozle goriilebilecek koloni meydana getirmesi de
buna ornek verilebilir. Ancak bu tanim, bugiin biyoteknolojide, asagidaki tarzda uygulamaya
konulmaktadir. Onemli bir {iriiniin (veya proteinin) sentezini kodlayan genin ait oldugu hiicre
(prokaryotik veya Okaryotik) genomundan (veya kromozomundan) o6zel yontemlerle
(genellikle, restriksiyon endonukleaz enzimleri ile) kesilerek c¢ikarilmasi, bunun bir tastyici
(vektor) DNA's1 ile birlestirilerek alic1 bir hiicreye (prokaryotik veya okaryotik) transfer
edilmesi, bu alic1 hiicrede genin ekspresyonunun saglanmasidir. Yukarida kisaca tarif edilen
klonlamanin olumlu sonug verebilmesi, konu lizerinde ¢alisanlarin bilgi, becerisi ve kullanilan
yontemlere baglidir. Bircok asamalardan olusan teknoloji, bu basamaklarin uyumlu isbirligi
ile gerceklestirilir.
Gen klonlamasinda 6nemli olan agamalar kisaca sdyledir (genel prensipler).
1) Gen tasiyan DNA'nin (veya RNA) saf olarak elde edilmesi,
2) Genin yerinin belirlenmesi,
3) Genin ¢ikarilmasi,
4) Tastyict (vektdr) DNA'nin elde edilmesi,
5) Gen DNA'sinin vektdér DNA's1 ile birlestirilmesi,
6) Olusan rekombinant vektor DNA'nin alic1 hiicreye aktarilmasi,
7) Seleksiyon,
8) Gen {irliniiniin kontrol edilmesi.
02. Gen tasiyan DNA (veya RNA")min Elde Edilmesi
Klonlamanin ilk ve 6nemli asamasini olusturan bu kisimda, istenilen iirlinlin iyi tarzda
sentezini kodlayan geni iceren prokaryotik (veya okaryotik) hiicre genomunun (DNA veya
RNA) saf ve bol olarak elde edilmesi yer almaktadir. Ayrica, gen bankalarindan da

yararlanilabilir.
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03. Genin Yerinin Belirlenmesi

Her ne kadar genin yerinin belirlenmesi miimkiinse de, klonlamada genellikle, istenilen geni
tastyan DNA'nin (veya kisa segmentlerinin) saf bir siispansiyonunun hazirlanmasi, amact
gergeklestirmede yeterli olabilmektedir.

04. Genin Cikarilmasi

DNA'larinda istenen geni tasiyan bakteriler iiretildikten ve DNA'lar1 ¢ikarildiktan sonra
saflagtirilir ve bir siispansiyon elde edilir. Bu DNA siispansiyonu bir (veya gerekirse iki)
restriksiyon endonukleaz ile muamele edilerek DNA'lar degisik boylarda olmak {izere ¢ok
saylda segmente boliiniir. Dogaldir ki bu kadar ¢ok sayida segment (genomik DNA fragmenti)
arasinda istenilen (hedef) geni tasiyan sayisiz sekans bulunacaktir. Elde edilen DNA
fragmentleri, ayr1 ayr1 uygun vektorle baglandiktan sonra klonlanir. Agar {izerinde olusan
koloniler, istenilen gen (hedef gen) yoniinden teker teker incelenirler.

0S. Vektor DNA'nin Elde Edilmesi

Yukarida acgiklandigi tarzda hazirlanan genomik DNA segmentleri ile vektor DNA'si
birlesecek duruma getirilir. Diger bir ifade ile her iki DNA uglarinda karsilikli birlesmeye
elverisli yapiskan uglar saglanir. Eger genomik DNA'da Hind III kullanilmigsa, vektor
DNA'da da ayn1 RE, yani Hind III, kullanilmalidur.

06. Gen DNA'sinin Vektor DNA's1ile Birlestirilmesi

Yukarida belirtildigi tarzda ve saf olarak hazirlanan genomik DNA segmentleri ile vektor
DNA (eger plasmid ise) 37°C - 40°C'de birlikte 3-5 dakika inkubasyona birakilir. Boylece,
karsilikl1 yapiskan uglarin birlesmesi saglanir. Yapiskan uglar1 birbirine baglamada, ortama,
DNA ligaz enzimi de ilave edilir ve birlesme saglamlastirilir. DNA ligaz enzimi bu islevini,
DNA'nin bir ucundaki 5'-P ile diger DNA'nin 3'OH ucu arasinda fosfodiester baglar1 kurarak
gerceklestirir.

07. Rekombinant Plasmid DNA'sinin Alcr Hiicreye Aktarilmasi

Vektor olarak plasmidlerin (pBR322, pUC, vs.) kullanildig1 durumlarda alic1 hiicre olarak ta
bu plasmidlerin ait oldugu uygun konakc1 E. coli (veya eger plasmid bir basile ait ise, alict
hiicre de, uygun bir basil olmalidir. Orn., pUB110 plasmidi B. subtilis e aittir), secilerek
kullanilir.

Vektor ve genomik DNA segmentleri birlesmesinden olugsan konjugat, yeteri miktarda
konakci E. coli ile birlikte bulundurulduktan sonra, i¢inde uygun bir siv1 besi yeri ve Cat+2
iyonlart bulunan erlenmayere transfer edilirler. E. coli 60-90 dakika kadar 37°C'de {iretilir.
Ortama katilan CaClI2 E. coli 'nin ylizeyini, sirkiiler plasmid DNA's1 igin gegirgen hale getirir

ve rekombinant plasmid kolayca bakteriye transfekte olur (transfeksiyon).
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08. istenilen Geni Tastyan E. coli 'lerin Secimi (Seleksiyon)

Istenilen geni tasiyan plasmidli E. coli kolonilerini digerlerinden ayirmak, gen aktarma
tekniginin en 6nemli bir asamasini olusturur. Bunu saglamak igin,

1) Koloni seleksiyonu: Sivi ortamda {iretilen Saf E. coli kiiltiiriinden i¢inde amp ve tet i¢eren
yar1 kat1 besi yerlerine ayr1 ayr1 ekilir ve iiretilirler.

2) Koloni hibridizasyonu: Tetrasiklinli ortamda iiremeyip te ampisilinli besi yerinde iireyen
kolonilerden saf kiiltiir yapildiktan sonra, kiiltiirden bir agarin yiizeyinde diizgiin ve uygun
araliklarla nokta tarzinda ekimleri yapilir. Uygun bir 1s1 ve siire inkubasyona birakildiktan
sonra, kolonilerin iy1 gelismesi saglanir.

3) Dot blot hibridizasyonu: Bakterilerde plasmidin aranmasinda, isaretli problar kullanilarak
dot blot hibridizasyon yonteminden yararlanilabilir.

4) Istenilen geni tasiyan plasmidin saptanmasinda plasmid DNA profil testi kullanilabilir.
5) Immunolojik yontemle saptama: Bakteriye yeni aktarilan genin ekspresyonu sonu
sentezlenen gen liriinii protein (antijen) immunolojik yontemlerle ortaya konulabilir.

09.Gen Uriiniiniin Kontrolii

Bakteri icinde, veya ayni zamanda disa salgilandigi durumlarda filtratlardan, gen {riinii
saptandig1 hallerde aktivite, saflik, zararsizlik, yan etkileri vs., etkinliklerinin dikkatlice
incelenmesi gerekmektedir. Bakteri iginde veya filtratlarda bulunan gen tiriinleri, bakterilere
ait endo- ve ekzo proteinlerle, toksin veya toksik substanslarla, enzimlerle, metabolitlerle, vs.
yabanci ve zararli maddelerle kontamine olabilirler. Bu nedenle gen iiriiniiniin bunlardan
ayrilmas1 ve saf olarak elde edilmesi (piirifikasyon) gereklidir. Bunun ilk asamasini
klonlamada kullanilan mikroorganizmalarin 1yi se¢ilmesi olusturur. Ayrica, bakteri i¢inde
bulunan endoenzimler ve disa salgilanan ekzoenzimler (hidrolitik enzimler) sentezlenen gen
iiriinii proteinini hidrolize ederek ayristirabilir ve etkinligini bozabilirler. Bazen de gen iiriinii,

bakteri i¢in toksik olabilir.

Klonlamada Kullanilan Bashca Vektorler
01. Genel Bilgiler
Mikroorganizmalar arasinda gen klonlamasinda bir c¢ok araci molekiillerden (vektor)
yararlanilmaktadir. Bunlarin amaca yonelik ve bilingli olarak se¢ilmesi ve kullanilmasi
gereklidir. Ozellikle, restriksiyon haritalarinin, baz siralarinmn, gen fonksiyonlarinmn, hiicre igi
replikasyon mekanizmalarinin, spesifik markerlerinin, vs. diger ozelliklerinin ¢ok 1yi
bilinmesi ve taninmasi klonlamanin basarisi i¢in ilk adimi1 olusturmaktadir.

Gen klonlamasinda baglica 4 temel vektorden yararlanilmaktadir. Bunlar da,
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1) Plasmid vektorler,

2) Faj vektorler,

3) Viral vektorler,

4) Bakteriyel vektorler.

02. Plasmid Vektorler

Bazi prokaryotik (bakteriler) ve Okaryotik organizmalarda (maya, flamentdéz mantar, mavi
algler, vs.), hiicrenin biiylik kromozomundan ayr1 olarak sitoplasma i¢inde ya serbest olarak
(plasmid) veya hiicre kromozomu ile birlesmis halde (episom), DNA karakterinde
ekstrakromozomal genetik elementler bulunmaktadir. Dogal olarak bulunabilen bu tiir
plasmidlere, E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, B. subtilis. B. anthracis, C. perfringens, C.
tetani, C. botulinum, vs. sikga rastlanilmakta ve bunlarin bazilar1 da virulensle ¢ok iligkili
bulunmaktadirlar. Mayalardan, S. cerevisiae ’de de boyle plasmidlere (2 p DNA plasmidi)
tesadlif edilmistir. Dogal olarak bulunan bu plasmidlerden gen aktariminda pek fazla
yararlanilamamakta, bunlarin yerine in vitro kosullarda ve amaca gore hazirlanan suni
plasmidler tercih edilmektedirler.

02.01. Normal Plasmid Vektorler

Bu tiir plasmid vektorlerde sadece rezistenslik veya diger genler (ampr, tetr, lact, vs.) ile
replikasyon orijinleri vardir. Basit bir restriksiyon haritasina sahiptirler. Yabanct gen DNA
segmenti, rezistenslik genlerinden biri igine aktarilarak inaktive edilir ve diger gen, koloni
seleksiyonu i¢in, saglam olarak birakilir.

02.02. Ekspresyon ve Ekskresyon Vektorler

Yabanci gen DNA’smin alict hiicrede (Om., E. coli *de) etkin bir tarzda ekspresyonunu
saglamak icin bakterinin replikasyon mekanizmasi tarafindan kolayca taninabilen ve alici
bakteriye ait kuvvetli bir prokaryotik promotorlardan (DNA’nin iizerinde bulunan ve RNA
polimeraz enziminin baglandig1 ve transkripsiyonun basladigi bolge) biri yabanci gen
DNA’smin 5'- ucuna baglanarak plasmide eklenir ve bdyle hazirlanan vektor plasmid, alici
hiicre tarafindan kolayca algilanarak ekspresyon sansi, normal plasmid vektorlere oranla, ¢cok
artmis bir duruma getirilir. En fazla kullanilan promotorlar arasinda, tryptophan promotoru,
beta galactosidase vs. sayilabilir. Bu tarzda olusturulan plasmidlere ekspresyon plasmidleri
adi verilir.

02.03. Mekik (shuttle) Plasmid Vektorler

Yukaridaki tarzda dizaynmi yapilarak kullanilan plasmid vektorler (normal veya ekspresyon
vektorleri) sadece bir tiir alici hiicrede veya konakcida replike olabilir ve tasidiklar1 gen

eksprese edilebilir. Bunun disindaki hiicrelerde (6karyotiklerde) replike olamazlar. Ciinkdi, bu
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son alict hiicrelere ait RO'ya ve promotora sahip degildirler. Eger, prokaryotik promotor
tastyan ekspresyon vektorlerine, dkaryotiklere ait bir promotor da ilave edilirse, bu tarzda
hazirlanan vektor hem prokaryotik ve hem de 6karyotik mikroorganizmalarda replike olabilir.
02.04. Plasmid Tabanh Okaryotik Vektorler

Bu tiir vektorler, genellikle, 6karyotik hiicrelere (memeli, kanatli hiicreleri) yabanci genlerin
aktarilmast ve ekspresyonu igin gelistirilmis vektorlerdir. Bu nedenle de, yabanci genle
birlestirilmis olan plasmide, kuvvetli viral promotor ve regulatér (terminasyon) sekanslar da
ilave edilerek COS hiicrelerine transfekte edilirler. Eger istenirse, Once, yabanci gen tasiyan
plasmid bir bakteriye aktarilarak genin fazlaca iiretimi saglanabilir. Okaryotik hiicreye
transfekte edilen vektdrdeki genin ekspresyonu saglanir.

03. Faj Vektorler

Gen transferlerinde, araci diger bir molekiil olarak, ¢esitli faj DNA’larindan da
yararlanilmistir. Bakteriyofajlar, genel anlamda, bakterilerde iireyen ve lizis olusturan bakteri
viruslaridir. Bir ¢ok bakterinin kendilerine 6zgii fajlart vardir ve bunlar, bakterilerin
identifikasyonlarina ve teshislerine de biiylik katkida bulunurlar.

03.01. Lambda Fajx

Gen transferi amaci ile lambda faj1 (¢ift iplikcikli, lineer, yaklasik 50 kbp uzunlukta, 31 x 106
dalton molekiil agirliginda) basari ile denenmistir. Faj DNA’sinin her iki ucunda (5'-
uclarinda) 12 bazlik ve birbirinin komplementeri olan nukleotidler lokalize olmuslardir
(yapiskan uglar, cohesive ends, cos).

03.02. M13 Faji

Tek iplikcikli flamentéz fajlardan olan E. coli M13 faji, lambda faji kadar olmasa bile,
yabanci genlerin aktarilmasinda denenmistir. M13 faji, E. coli *nin seks pilusuna yapisir ve
yaklagik 6.8 kb uzunluktadir. M13 faj1 bakteri i¢ine girince, kendine ait olan tek iplik¢ik
DNA, bakterinin replikasyon mekanizmasi tarafindan buna ikinci bir cDNA sentezlenerek,
cift iplikcikli hale doniistiiriiliir. Boylece sirkiiler ve ¢ift iplikcikli replikatif formlar (RF)
meydana gelir. Bu RF'ler rolling circle tarzinda bir replikasyon gosterirler. M13 fajinin bir E.
coli iginde yaklasik 100-200 kopyasi bulunabilir. Belli bir iireme doneminden sonra, tek
iplikcikli faj DNA’s1 olugsmaya baglar ve bunlar faj baslig1 igine girerler.

03.03. Kosmid (cosmid) Vektorler

Kosmid vektorler, bir bakteriye ait ve replikasyon orijin bolgesine sahip plasmidle, buna
birlestirilmis lambda faji yapiskan ucundan (cos, cohesive ends) olusturulmuslardir. Bazi
kosmidlerde tek bir cos bulunmasina karsin, iki bolgeli veya mekik kosmidler meydana

getirmek de olanak dahilindedir.
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04. Viral Vektorler

Viral vektorler, daha ziyade, prokaryotik ve/veya Okaryotik genlerin hiicrelere (memeli,
kanatli, vs.) aktarilmasi ve genlerin ekspresyonlart igin, ¢ok uygundurlar. Okaryotik
hiicrelerde iiredikleri i¢in de boyle vektorlere, okaryotik viral vektorler adi da verilmektedir.
Viral infeksiyonlara karsi etkin asilarin hazirlanmasinda da son yillarda, viral vektorler

olduk¢a 6nem kazanmastir.

DNA Baz Siralarimin Saptanmasi
01. Genel Bilgiler
Prokaryotik organizmalarin (bakteri), faj, virus ve plasmidlerin DNA'larinda bulunan
nukleotid sekanslarinin belirlenmesinde baslica iki klasik yontem onderlik etmistir. Bunlardan
biri, Frederick Sanger (1975) tarafindan gelistirilen ve dideoksinukleotid olarak adlandirilan
tekniktir (enzimik metod). Bu metotla, Sanger, kiiciik DNA fajlarindan olan X174 fajinin
5386 baz ciftinden (bp) olusan genomunun nukleotid siralarini saptamistir (sequencing).
Baz siralarin1 saptamada diger bir metod da A.M.Maxam ve W.Gilbert'e (1977) aittir
(kimyasal metod). Bu arastiricilar da SV40 virusunun baz sekanslarini belirlemislerdir (5226
bp). Greg Sutcliffe (1979), Gilbert'in laboratuvarinda ayni teknigi uygulayarak pBR322
plasmidinin baz siralarini tespit etmistir (4362 bp).
Artik, bu giin, DNA baz siralarinin saptanmasi, gelistirilen yeni aletler yardimiyla otomatik
olarak kolay, dogru ve kisa bir siire i¢in de (bir giinde binlerce baz) yapilabilmektedir
(automatic DNA sequencing).
Asagidaki bu iki temel yontemin genel prensipleri hakkinda ¢ok kisa bilgi verilmektedir.
Ancak, bu iki metotta da sonralar1 yapilan bazi degisikliklerle yenilikler kazandirilmistir.
Pratikte en fazla enzimik yontem kullanilmamaktadir.
02. Maxam-Gilbert Yontemi (Kimyasal Metod)
Asagida, kisa bir DNA segmentinin baz siralarinin saptanmasi ornek olarak verilecektir.
1) Baz siralar1 saptanmasi istenen DNA, spesifik restriksiyon endonukleaz (Orn., EcoRlI) ile
kesilerek degisik boylarda ¢ift iplik¢ikli DNA fragmentleri elde edilir.
2) Bu DNA segmentleri, 3'-uglarindan radyoaktif bir madde olan 32P ile isaretlenirler.
3) Radyoktif fosforla isaretli olan bu c¢ift iplik¢ikler g¢esitli yontemlerle (1s1, NaOH, vs.)
denatiire edilerek tek iplik¢ikli hale getirilirler.
4) Bu denatiire siispansiyon, 4 esit kisma ayrilarak tiiplere taksim edilirler.
5) Tiiplerin her birine, ¢ok kontrollii miktar ve siire de spesifik bazlar1 parcalayan bazi

kimyasal maddeler (dimetil sulfat, hidrazin, formik asit, piperidin, vs.) katilarak etkilemeleri
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saglanir. Bu maddeler, bir DNA segmentinde sadece bir tiir baza etkileyecek tarzda
ayarlanmiglardir.

03. Sanger Yontemi (Enzimik Metod)

Sanger metodunun esasini spesifik zincir terminatérleri olan 4 tiir 2,-3-dideoksinukleotidlerin
(ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) cok kontrollii miktarlarda ve siirelerde kullanilmasi
olusturmaktadir. Bu maddelerin yapilarinda bulunan, deoksiribozlarda 2. ve 3.
pozisyonlardaki OH molekiillerindeki oksijenlerin olmamasi, sadece H'nin bulunmasi, sentez
sirasinda, bu maddelerin siraya girmesi durumunda, polimerizasyonu durdurmaktadir. Clink{i,

bunlar yandaki molekiillerle fosfodiester baglar1 kuramamaktadirlar.

Nukleik Asitlerin In Vitro Amplifikasyon Yéntemleri
01.Giris
Nukleik asitlerin (DNA veya RNA) in vitro amplifikasyonlar1 (sayisal ¢ogaltilmasi),
patojenlerin ve dolayisiyla da infeksiyonlarin, timorlerin, genetik hastaliklarin teshisinde ve
adli tipta, en fazla kullanilan yontemlerin arasinda yer almaktadir.
Amplifikasyon yontemlerinde, c¢esitli organ, doku ve sivilardan izole edilen genetik
materyaller veya sekanslar enzimatik olarak cogaltilir. Sayisi artirilan genetik {irlinler
(amplikon), ya homolog isaretli problar kullanilarak hibridizasyonla, veya elektroforezis ve
boyamadan sonra direkt goriintiilenerek ortaya konulurlar.
Amplifikasyon teknikleri, kat1 ortamlarda bakterilerin ¢ogalarak goriiliir hale gelmesi (koloni
olusturmasi) ile 6zdeslestirilebildigi gibi, patojenlerin (veya antijenlerin) viicuda girdikten
sonra olusan spesifik antikorlarin ortaya konmasiyla de benzerlik gosterir. Soyle ki, viicutta,
¢ok az miktarda antikor bulunabilir bunlar baz1 6zel immunolojik testlerle (ELISA, IFA, RIA,
vs.) belirlenebilirler, aynen viicutta ¢ok az sayida genetik materyallerin amplifikasyon
yontemleriyle saptanabilmesi gibi. Ayrica, viicutta hi¢ bir hastalik olusturmadan veya antikor
sentezini uyarmadan bulunabilen fakat baska bireyler i¢in patojenik olabilen
mikroorganizmalari, latent, gizli, kronik infeksiyonlari, portor, rezervuar ve nesli tilkenmis
hayvanlar1 saptamada amplifikasyon teknikleri daha giivenilir ve ¢abuk sonuglar vermekte ve
epidemiyolojik caligmalara biiyiik kolayliklar saglamaktadir. Ancak, genetik materyallerin,
viicutta immun responsun meydana gelmesinden veya tedaviden sonra ne kadar siire sonraya
kadar kalabildigi ve teshis i¢in ise yarayabilecegi heniiz tam belirlenmis degildir. Ancak, sunu
da belirtmek gerekir ki, donmus fosillerden elde edilebilen genetik materyaller
amplifikasyonda kullanilabilmekte ve genetik materyaller uzun yillar bozulmadan

kalabilmektedirler.
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Amplifikasyon yoOntemlerinin ¢abuk, giivenli, sensitif ve spesifik olmalari, kandaki
antikorlardan, materyallerin eskiliginden, etkenlerin viicutta ¢ok az sayida veya inaktif
olmalarindan etkilenmemeleri nedeniyle, izolasyonlari, iiretilmeleri veya identifikasyonlar
cok zor olan bakteriyel ve viral ajanlarin belirlenmesinde biiylik yararlar saglamaktadir. Bu
teknikler, ayrica, zamandan ve personelden biiyiik tasarruf saglamasina, personel hatalarini ve
laboratuvar infeksiyonlarini minimal diizeye indirmesine karsin, hala, pahali, deneyimli ve
bilgili personele, gelismis malzemeye, saf kimyasal maddelere, isaretli problara, enzimlere,
spesifik primerlere vs. gereksinim vardir. Ayn1 zamanda, viicutta, herhangi bir infeksiyon
olusturmayan mikroorganizmalar (apatojenik, kontaminantlar, vs.) kros reaktif olarak tespit
edilebilmekte, sonuca ve yorumlamaya ters yende etkilemektedirler. Laboratuvarlarda aseptik
ve/veya steril kosullara uyulmadigi durumlarda kontaminasyonlar (amplifiye olmus DNA
sekanslan ile) fazla olmakta ve fazla kullanilan pipet, soliisyon, reagent, kimyasal vs. de
bulagmalar goriilmektedir. Bunlar da, isaretli problar, veya primerler aracilig1 ile amplifiye
olmaktadirlar. Bunlarin yani sira, serolojik, kiiltiirel, klinik, biyopsi ve otopsi bulgular1 negatif
olan bir olguda sadece amplifikasyon yontemleriyle alinan pozitif reaksiyonun
degerlendirilmesi veya yorumlanmasi da olduk¢a zordur.

Sunu da unutmamak gerekir ki, amplifikasyon yontemleri, hi¢ bir zaman direkt teshis
metotlart degildir. Bunlar taniya biiyiik yardimi ve destegi olan ¢ok duyarli, sensitif, cabuk ve
giivenilir testlerdir. Bu stiinliiklerine karsin, amplifikasyon prosediirlerinin, belirtilen bazi
dezavantajlarindan dolay1, bazi arastiricilar, diger kolay ucuz ve duyarh klasik laboratuvar
teknikleri denendikten sonra, silipheli veya sonu¢ alinamayan olgularda, kullanilmasinin
yerinde olacagini bildirmektedirler.

Amplifikasyon yontemlerini 3 grupta incelemek yerinde olur.

1) DNA’ ’nin amplifikasyonu

2) Transkripsiyonla amplifikasyon

3) Prob molekiillerinin amplifikasyonu

02. DNA Amplifikasyon Teknikleri

Bu teknik, klinik materyallerde bulunan veya izole edilen etkenlere ait DNA’larin veya bazi
spesifik sekanslarmn in vitro olarak enzimatik amplifikasyonlarini amaglar. Pratikte de, bu
DNA amplifikasyon yontemi, digerlerine oranla daha fazla uygulama alani bulmustur. RNA
karakterindeki genomik materyaller de Once, revers transkriptaz (RT) ile komplementer
DNA’ya (cDNA) cevrilerek amplifikasyonu yapilir.

DNA amplifikasyonunun en yaygin ve Onemlisini Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

olusturmaktadir. Bu nedenle teknik hakkinda asagida gerekli bilgiler verilmektedir.
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03. Polimeraz Zincir Reaksiyonu(PZR)(Polymerase Chain Reaction, PCR)

Son yillarda, 6zellikle, 1980’11 yillarin basindan itibaren, genetik materyaller iizerindeki
caligmalar, nukleik asit karakterizasyonunda, molekiiler klonlamada, sekans analizlerinde,
rekombinant teknolojisinde ve klinik uygulamalarinda nukleik asit tabanli problardan
yararlanma olanaklar1 giderek artmistir. Ayrica, prokaryotik ve dkaryotiklerin genomlarindaki
modifikasyonlar, restriksiyon analizleri ve sistemleri iizerinde de son zamanlarda yogun
caligmalar yapilmaktadir. Saiki ve ark. (1985) tarafindan, mevcut yontemlerin duyarliliklarin
artirllmasindan ziyade, DNA veya RNA baz siralarinin sayisal olarak artirilmasi
(amplifikasyon) teknolojisine dayanan ve dolayisiyla de mevcut yontemlerle analiz
edilebilmelerini saglayan, Polimeraz zincir reaksiyonunu (PZR) gelistirmislerdir.

03.01. PZR’nin Calisma Prensibi

Bir ¢ok disiplinde oldugu gibi, insan ve veteriner hekimlikte de ¢ok biiyiik yararlar saglayan
PZR’m c¢alisma prensibi, oldukca basittir. Ozet olarak, izole edilen veya patolojik
materyallerde bulunan hedef genetik materyallerin (DNA veya RNA), spesifik kisa zincirli
oligonukleotid primerler yardimi ile, enzimatik olarak sayisal ¢ogaltilmasi (amplifikasyon)
olarak tanimlanabilir. Bu hedef genetik materyal cok az sayida ve hatta, bir ¢cok veya sayisiz
diger veya ilgisiz DNA’lar arasinda olsa bile ¢ogaltilabilir ve homojen bir DNA materyali
haline getirilebilir ve kolayca da identifiye edilebilir. Bu 6n hazirliklar tamamlandiktan sonra,
PZR baslica 3 asamada gergeklestirilir. Bunlar da,

1) Hedef DNA’nin denatiirasyonu: Biitlin gerekli materyaller ¢ok kii¢iik miktarlarda mikrofij
(Ependorf, vs.) tiiplerine konduktan sonra &zel bir aletin (Thermal cycler) gozlerine
yerlestirilir. Alet otomatik olarak 1siy1 95°C’ye ylikselterek bu 1sida hedef DNA’larin
denatiirasyonu (nukleik asitin iki iplik¢iginin birbirlerinden ayrilarak tek iplik¢ik haline
gelmesi) saglanir. Bu islem i¢in, materyalin tiirline gore degismek tizere 3-5 dakika kadar bir
stire yeterli olmaktadir.

2) Primerlerin baglanmasi: Ayarlanmis olan siire sona erdikten sonra, alet 1s1y1, 50-52°C ye
indirerek ortamda bulunan iki tiir primerin, her birinin komplementeri oldugu tek iplik¢ik
hedef DNA iizerindeki spesifik sekanslara baglanmasi gergeklestirilir. S6yle ki, primerlerden
biri kendine ait 5'-terminusu ile hedef DNA’lardan birinin 3'-ucu ile ve diger primerler de,
ikinci tek iplik¢ik DNA’nin, antiparalel olan diger ucunda bulunan 3'-ucuna baglanarak, DNA
polimerazin ¢alisma yoniine uygun olarak (5' ®3') baglanirlar. Bu islemlerin tamamlanmasi
da yaklasik yine 3-5 dakika kadar devam eder.

3) Polimerizasyon: Bu baglanma siiresi bitince aletin 1s1s1 hemen 70- 72°C’ye ¢ikarak, tiipler

icinde bulunan ve 1sitya dayanikli olan Taq polimeraz enzimi, S®3 yoniinde olmak iizere,
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ortamdaki nukleotidleri kullanarak, primerlerin 3'-terminusuna nukleotidleri yerlestirir ve
boylece hedef DNA sekansinin bir kopyasi elde edilir. Polimerizasyon reaksiyonunda, hedef
DNA’nin tek iplik¢ik sekanslar1 kalip odevi goriir. Bu siire de yaklagik 3-5 dakika
stirmektedir.

03.02. Polimeraz Enzimleri

Orijinal PZR teknolojisinde, ilk onceleri, E.coli ' den izole edilen DNA polimeraz enzimi
kullanilmistir. Bu enzim termolabil oldugundan 1smin 95°C’ye ¢ikarilmasi halinde, enzim
inaktive olmaktaydi. Bu dezavantaji gidermek i¢in, her periyodda yeniden enzim katilmasi
zorlugu, 1s1ya dayanikli enzimin bulunmasi geregini ortaya koymustur. ilk termostabil DNA
polimeraz, Thermus aquaticus’dan izole ve pirifiye edilmistir (110 kD, Taq polimeraz). Bu
mikroorganizma Yellow Stone Ulusal Parktaki sicak su kaynaklarindan izole edilmistir. Taq
polimerazin 95°C’deki yar1 dmrii yaklagik 40 dakika kadardir. Bunun, 61 kD’luk Stoffel
fragmentinin daha yiiksek 1siya dayanikli oldugu agiklanmis ve G + C’lerden zengin bazlara
sahip hedef DNA’larin amplifikasyonunda daha etkili oldugu belirtilmistir. Bu fragment ayni
zamanda genis bir Mg iyon konsantrasyonununda (2-10 mM) aktivite gosterebilmektedir.
Boyle bir durum, ayn1 reaksiyon tiipiinde, 2 veya daha fazla farkli (veya degisik) hedef DNA
sekanslarini da ayni reaksiyon ortaminda amplifikasyonuna olanak saglamaktadir (multipleks
PZR).

03.03. Hedef DNA Kaynaklar:

PZR icin her tiirlii kaynaktan temin edilen DNA (veya RNA) kullanilabilir. Kan, serum, viicut
stvilari, dokular, organlar, fikse edilmis dokular, vs. ¢ok fazla yararlanilan materyaller
arasindadir. PZR’nin ¢ok duyarli olmasi, ¢ok az miktarlardaki Orneklere gereksinim
duymaktadir. Orn., tek bir sactan elde edilen hiicre(ler)den saglanan genomik DNA yeterli
olabilmektedir. Ayrica, Orneklerden elde edilen DNA’larin da piirifiye edilmelerine
gereksinim yoktur. Bu nedenle de hedef 6rneklerin hazirlanmasinda deterjanlar (Nonidet P40,
Tween 20 ve/veya Triton X100, vs.) veya Chelating ajanlar hiicre membranlarinin
parcalanmasinda kullanilabilirler. Proteinaz K’den de selliiler proteinlerin ayristirilmasinda
yararlanilabilmektedir.

03.04. Primerlerin Seleksiyonu

Sentetik olarak kolayca hazirlanabilen tek iplikcikli spesifik DNA segmentleri olan primerler,
kullanilma amagclarina gore, 15-40 oligonukleotidden olusmuslardir. Bunlar, hedef DNA
tizerinde kendine komplementer olan baz siralarini bularak onlara baglanir ve buradan (3'-OH
terminus) DNA sentezinin ilerlemesine basamak teskil ederler. Primerlerin yapisinda, % 50-

60 kadar G + C bazlarin bulunmasi, hedef DNA ile daha kuvvetli baglarin kurulmasina
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yardimc1 olur. Ayrica, boyle birlesmeler, yiiksek 1sida olusturulan amplifikasyonda
nonspesifik baglanmalar1 da azaltir.

03.05. Amplifiye Edilmis Uriinlerin Saptanmasi

PZR’dan sonra amplifiye edilmis {iriinlerin ortaya konulmasi 6énemli ve yapilmasi gereken bir
islemdir. Bu amagla baslica 4 tiir uygulama kullanilmaktadir.

1) Ethidium bromidle bantlarin boyanmasi: Reaksiyon tiiplerinde bulunan amplifikasyon
iiriinleri, buradan direkt olarak agarose jel elektroforezise (veya PAGE) tatbik edilir. Bu
ortamda, tirtinler molekiil agirliklarina gére bir separasyona tabi tutulurlar. Bu islem sonunda,
jel, Ethidium bromide solusyonuna daldirilarak, olusan bantlar goriiliir hale getirilirler.
Meydana gelen bantlar, bilinen kontrol bantlarla karsilagtirilarak bir degerlendirme yapilir.
Cok basit ve ayn1 zamanda kolay olmasma karsin bu teknigin bazi dezavantajlari
bulunmaktadir. Bunlardan biri, boyama tekniginin sekans spesitesi zayiftir. Clinkd,
istenmeyen veya ilgisi olmayan DNA’lar da amplifiye olabileceginden bunlar bant analizleri
ile belirlenememektedirler. Her ne kadar, kontrol setler kullanilsa bile yine de boyle sorunlar
ortaya ¢ikmaktadir.

2) Southern blot analizi: Amplifiye olmus {irilinler, aynen yukaridaki teknikte oldugu gibi,
agarose jel elektroforezis (veya PAGE) tabi tutularak molekiil agirliklarina goére bir
separasyona tabi tutulurlar. Bu asamadan sonra, agarose jelden kati ortama (nitroseliiloz filtre
veya naylona) transfer edilirler (elektro transfer). Bu kat1 ortam {izerinde denatiire ve fikre
edildikten sonra, isaretli (32P, biotin, vs.) spesifik problarla hibridizasyona tabi tutulur ve
sonuclar otoradyografi veya biotin kullanilmis ise renk indeksine gore degerlendirilirler. Film
iizerinde siyah lekelerin (bantlar) bulunmasi hedef DNA’nin amplifiye oldugunu ortaya koyar.
Southern blotting tekniginin sensitivitesi ve spesifitesi daha yiiksektir. Ancak, bu teknoloji de
zaman alic1 ve fazla is gerektirir.

3) Soliisyon hibridizasyon teknigi: Daha az olarak basvurulan bu teknikte, amplifiye edilmis
DNA fiiriinleri, isaretli problar uygun NaCl yogunluguna sahip bir hibridizasyon soliisyonu
icinde bir araya getirilirler. Karistm 95°C’de denatiire edilerek, DNA iplikgikleri
birbirlerinden ayrilirlar. Soliisyon, 50-60°C’ye kadar 1liklastirilarak spesifik problarin
sekanslara baglanmasi saglanir. Bu karisim, poliakrilamid jel elektroforezis (PAGE) tabi
tutularak separe edilir. Jel icerisinde DNA x DNA hibrid molekiilleri biiyiik oldugundan ve
yavas harekete sahip olacaklarindan, baslangicta yer alirken, kiiciik molekiiller (birlesmemis
problar, tek iplik¢ik DNA, vs.) daha hizli hareket ederek karsi ugta lokalize olurlar. Bundan

sonraki islemler aynen Southern blottingde oldugu gibi yiiriitiiliir ve degerlendirilir.
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4) Diger teknikler: Amplifiye iirlinleri (amplikon) belirlemeye, digerlerinin dezavantajlarini
ortadan kaldirmaya yonelik, bazi teknikler de gelistirilmis ve denenmistir.

a) Spesifik problarla hibridize olmus DNA molekiillerinde, polimeraz enziminin 5'®3'
yoniindeki ekzonukleaz aktivitesi, hibridize olmus problar1 ayristirarak 5'-uglarinda izotop
bulunan prob DNA’sinin boyutlarinda kiigiilmeler olusturur ve bunlar da otoradiografi ile
ortaya konulurlar.

b) Hibridizasyon proteksiyon testi de ayn1 amag i¢in denenmistir. Bunda, ayrica, dijital okuma
sistemleri de bulunmakta ve siire ¢ok kisalmaktadir.

Amplifiye {irtinleri saptamada, son yillarda, nonizotopik problarin kullanilmasi yoniinde bir
egilim bulunmaktadir. Biotin veya digoxigeninle igaretlenmis problar1 hazirlamak daha kolay
ve daha uzun siire de kullanma olanagi saglamaktadir.

03.06. PZR’da Olusan Hatalar

PZR’1n ¢ok yaygin kullanilmasina karsin, reaksiyon sirasinda olusan bazi hatalar negatif veya
pozitif yanlis degerlendirmelere neden olabilmektedir. Bunlarin minimal diizeye indirilmesi
aragtiricilarin ve laboratuvarda c¢alisan teknik elemanin esas gorevleri arasinda olmalidir.
Ancak, bunlarin bir kismi temiz ¢alismamaktan kaynaklanmakta, diger bir bdliimii de
caliganlarin bilgisi disinda olugsmaktadir. Bu hatalarin neler olabilecegini iyi bilen teknik
kadro, boyle olumsuz durumlar1 en az diizeye indirebilir.

Laboratuvarda kullanilan bir ¢ok bilesikler PZR’da amplifikasyonu 6nlemekte veya olumsuz
yonde gelismesine yol agmaktadir. Bunlar arasinda deterjanlar, chelating ajanlar (EDTA),
proteinazlar, kanser kemoterapdtik ajanlari, RNA ve EDTA diizeyinin yiiksek olmasi,
Heparin, Urasil, fenol kalintistnin bulunmasi, PZR’nin duyarliligmma olumsuz etkileyen
faktorlerin belli baghilar1 arasindadir. Bunlar, reaksiyon sirasinda, DNA veya RNA ile
baglanabilir veya bazlar arasina girerek sonuca olumsuz yonde etkileyebilirler.

Her ne kadar PZR’da 1s1ya dayanikli enzimler kullanilmakta ise de, bunlarin etkinliklerinin,
yiiksek 1sidaki yar1 Omiirlerinin ¢ok iyi saptanmasi ve ondan sonra kullanilmalar1 sarttir.
PZR’in disinda ki, 3SR, TAS vs gibi metotlarda genellikle, termolabil enzimlerden
yararlanildigindan bunlar1  kullanmadan o6nce gbdzden gegirilmesinde biylik yarar
bulunmaktadir.

PZR’da en fazla goriilen hatalarin basinda non spesifik DNA’larin (non target DNA’lar)
amplifiye olmas1 ve sonuca etkilemesidir. Bodyle amplifiye olmus molekiillerin
laboratuvarlarda birikmesi, 6rnek materyallere, pipetlere, soliisyonlara, kimyasallara, pipet
uclarina, vs. bulagsmasi istenmeyen olgularin meydana gelmesine neden olur. Kontaminasyon

problemini minimal diizeye indirebilmek ve bu diizeyde tutabilmek i¢in fiziksel, kimyasal ve
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enzimatik kontrollere ve 6zel Onlemlere gereksinim vardir. Soyle ki, reagentler bir defa
kullanilmali, teknisyenler kontamine olmamis eldivenler takmali, PZR ve diger islemler i¢in
(amplifikasyon, drneklerin hazirlanmasi, amplifiye {irlinlerin saptanmasi, elektroforezis, vs.)
ayr1 ayri1 odalarin bulunmasi, odalar arasi g¢esitli materyallerin ve soliisyon nakillerinin ¢ok
siirlandirilmasi veya hi¢ yapilmamasi, gibi onlemler, nonspesifik amplifikasyonlar1 ¢ok
azaltir.

Hedef olmayan DNA’larin ampflikasyonunda, iyi sec¢ilmemis bazlara sahip problarin
hazirlanmasinin ve kullanilmasinin da rolii biiyiik olmaktadir.

Son yillarda amplifiye edilen iirlinlerin sterilizasyonuna yonelik bazi teknikler gelistirilmis ve
basar ile kullanildig1 agiklanmistir. Bunlar arasinda, dUTP (deoksi urasil trifosfat) ve UDG
(urasil DNA glikosilaz) gibi kodlarla belirtilen yontemler bulunmaktadir. Bunlardan ayri
olarak da, bazi arastiricilar negatif kontrol kullanmayi tavsiye etmektedirler. Soyle ki,
reaksiyon sonunda negatif kontrol, pozitif ¢ikarsa, biitiin test ekarte edilir.

03.07. PZR’1n Bashca Kullanim Alanlar:

PZR’mn hekimlikte bir ¢ok kullanim alan1 bulunmakta ve kontrollii ¢alismalarda giivenilir,
cabuk, spesifik ve sensitif olmasi1 nedeniyle de tercih edilmektedir.

1) Mikrobiyolojik ¢alismalarda PZR: Rutin klinik muayenelerde hastalik ajanlarinin izolasyon
ve identifikasyonlar1 olduk¢a zaman almakta ve bazen de herhangi bir etken
ayrilamamaktadir. Serolojik yoklamalar da, siipheli veya negatif sonuglar verdigi gibi yanlis
negatif ve pozitif reaksiyonlar da elde edilebilmektedir. Bunun gibi olgularda PZR biiyiik
kolayliklar saglamaktadir. Her ne kadar PZR direkt teshis yontemi olmamakla beraber,
amplifikasyondan sonra isaretli problarin kullanilmasi veya elektroforezisden sonra olusan
kanitlarin boyanarak (ethidium bromidle) goriintiilenmesi, taniy1 kolay hale getirmektedir.
PZR’’n baslica kullanildig1 durumlar asagida kisaca belirtilmistir.

a) Kiiltiiri yapilmasi, izolasyonu ve identifikasyonu c¢ok zor veya yapilamayan
mikroorganizmalarin teshisinde,

b) Toksin olusturan ajanlarin, saptanmasi gii¢ olan toksinlerin ortaya konulmasinda,

¢) Antimikrobial ilaglara kars1 direngli olan bakterilerin belirlenmesinde,

d) Mikroorganizmalar i¢inde alt tiplerin saptanmasinda,

e) Gidalarda, sularda ve yiyeceklerde bulunan mikroorganizmalarin tanisinda,

f) Diger mikrobiyolojik aragtirmalarda (molekiiler immunoloji ve epidemiyoloji, parazitoloji,
bakteriyoloji, viroloji, vs.) PZR’dan biiyiik yararlar saglanmaktadir.

2) Adli tip: DNA fingerprintleri cinayetlerin aydinlatilmasinda biiylik yardimlar
saglamaktadir. Babalik tayini ve HLA (histokompatibilite antijenleri) testleri PZR ile ¢ok
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kolaylagsmis bulunmaktadir. Cinayet olgularinda ¢ok az bir kan, ¢ok az sa¢ veya sperma test
icin yeterli olabilmektedir. Boyle olgularda, PZR giivenilir ve ¢cabuk sonuglar vermektedir.

3) Genetik bozukluklarin belirlenmesinde: Canlilarda genetik karakter gosteren bozukluklarin
belirlenmesinde de ayni etkinlikte kullanilmaktadir.

04. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PZR) Modifikasyonlari

Yukarida agiklanan ve ¢ok yararlanilan konvansiyonel polimeraz zincir reaksiyonunun bir ¢ok
modifikasyonlar1 yapilmistir. Bunlardan ©nemli bazilarinin ¢ok kisa olarak calisma
mekanizmalar1 agagida bildirilmistir.

1) Invers (tersine donmiis) polimeraz zincir reaksiyonu

2) Asimetrik polimeraz zincir reaksiyonu

3) Homopolimerli polimeraz zincir reaksiyonu

4) In situ polimeraz zincir reaksiyonu

5) Hot start polimeraz zincir reaksiyonu

6) Multipleks polimeraz zincir reaksiyonu

7) Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu

8) Nested polimeraz zincir reaksiyonu

9) RNA’nin amplifikasyonu

04.01. invers (tersine donmiis) Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bu teknik, bilinen sekanslara bitigik olarak bulunan ve fakat bilinmeyen bazlara sahip olan
DNA segmentlerini amplifiye etmede kullanilir. Bilinmeyen sekanslar, tersine ¢evrilerek ice
alindig1 i¢in bu adla tanimlanmaktadir.

1) Bilinen sekansin iki ucunda bulunan ve baz siralar1 bilinmeyen segmentler belli bir
uzakliktan restriksiyon endonukleaz ile kesilir ve iki tarafta yapiskan uclar meydana getirilir.
2) Bu kesim sonucunda molekiil lineer bir forma gelir.

3) iki yapiskan ug birlestirilerek molekiil sirkiiler sekle déniistiiriiliir.

4) Ortada bulunan ve bilinen sekanslara sahip olan DNA segmenti, ortasindan baska bir
restriksiyon endonukleaz ile boliinerek molekiil tekrar lineer bir forma getirilir. Bu molekiiliin
iki ucunda bilinen sekanslar bulunmaktadir.

5) Bu iki ugta bulunan bilinen sekanslara komplementer olan iki ayr1 primer hazirlanarak
reaksiyon ortamina katilir. Ayrica, Taq polimeraz ve polimerizasyon i¢in gerekli olan 4 tiir
dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) de ilave edilir.

6) Geri kalan islem konvansiyonel PZR’daki prosediire uyularak devam ettirilir. Boylece,

bilinmeyen sekanslara cDNA sentezlenmis ve bunlarin baz siralar1 da belirlenmis olur.
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04.02. Asimetrik Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Hedef DNA’nin sadece bir iplik¢iginin amplifikasyonuna yonelik ve farkli oranda (1:50)
primerler kullanilarak yapilan bir polimeraz zincir reaksiyonudur. Asimetrik PZR iki asamada
gergeklestirilir. Reaksiyonda az sayida olan primerler kullanildiktan sonra, ¢cok sayida olan
diger primerler tek iplik¢ik DNA zincirinin sentezini baslatir ve ¢ogaltir.

04.03. Homopolimerli Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bu reaksiyon, primer baglanma bolgesi olarak yalniz bir sekansin bilindigi durumlarda
uygulanmakladir. Bu bilinen bolgeye primerler baglanirlar. Bu yontemde, mRNA molekiili
revers transkriptaz enzimi ile komplementer DNA (¢cDNA) haline doniistiiriiliir. Elde edilen
tek iplik DNA molekiiliiniin 3'-terminusuna poli G’ler baglanir. Bu uglara baglanabilmesi i¢in
5'-terminusunda poli C’ler bulunan primerler hazirlanir ve reaksiyona istirak ettirilerek tek
iplikcik cDNA’ya ikinci bir DNA sentezlenir. Sonra bu iki DNA ayrilarak her birine spesifik
primerler kullanilarak amplifiye edilirler.

04.04. In Situ Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bu teknigin esasini, morfolojik olarak saglam hiicre ve dokularin DNA’sinin amplifikasyonu
olusturur. Bu yontem, daha ziyade, parafinlenmis veya arsiv dokular1 i¢in gelistirilmistir. Bir
lam iizerinde tespit edilmis ve morfolojik olarak saglam hiicre veya doku oOrnekleri hedef
DNA (veya mRNA) kaynagi olarak kullanilir. Lam iizerine, proteaz soliisyonu ilave edilerek
dokulardaki proteinler giderilir ve %0.5 Nonidet P40’la da permeabilitesi artirilir. Sonra
iizerine amplifikasyonda gerekli olan komponentler (primerler, 4 tiir ANTP, MgCl, ve diger
soliisyonlar) konur ve iizerine bir lamel kapatildiktan sonra kenarlar1 yapiskan bir madde
(veya tirnak cilasi) ile sabitlestirilir. Bu asamadan sonra, 1am aliiminyum bir kaba konarak
Thermal cyclere yerlestirilir. Ortama 60°C’de Taq polimeraz ve mineral yag ilave edilerek
lamel hemen kaldirilir. Sonraki islemler, konvansiyonel PZR da oldugu gibidir.

Amplifiye olmus iriinlerin spesifik olup olmadiklarini saptamada nonradioaklif maddelerle
(biotin, digoxigenin, vs.) isaretli problardan yararlanilir.

04.05. Hot Start Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Konvansiyonel PZR yontemlerinde kullanilan komponentler (hedef DNA, primerler, Taq
polimeraz, MgCl2, dNTP, bufferler, vs.) oda 1sisinda ve birlikte tiiplere konarak ayni anda
reaksiyona sokulurlar. Ancak, bu tarzdaki uygulamada, primerler, reaksiyon baslamadan 6nce
oda sicakliginda Taq polimerazin etkisi altinda, hedef DNA disindaki bazi nonspesifik
sekanslar1 da amplifiye etmekte ve boylece yanlis pozitif reaksiyonlara yol agmaktadir. Bazi
durumlarda da primer oligomerizasyonu, primer kaybi, nonspesifik amplifikasyonlar, vs.

meydana gelebilmektedir. Bu olumsuz durumlara mani olmak igin gelistirilen Hot Start

109



PZR’da reaksiyona giren maddelerin bir kismi (primerler, dNTP, MgCl2, buffer) oda
sicakliginda tiiplere konulmakta, sonra bunlarin iizerine buharlasma ile madde kaybini
onlemek i¢cin mineral yag (manuel sistemde) veya balmumu tableti (otomatik sistemde)
eklenmektedir. Geri kalan komponentler (Taq polimeraz, hedef DNA, buffer) de optimal 1s1
olan 60-80°C arasinda reaksiyon tiipiine katilirlar. Bundan sonraki asamalar konvansiyonel
sistemdeki gibidir.

04.06. Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bu teknik, aymi amplifikasyon reaksiyonunda, farkli hedef DNA sekanslarina yonelik
hazirlanan spesifik multiple primer ¢iftlerinin kullanilmasi ile gergeklestirilir. Degisik hedef
sekanslarinin koamplifikasyonu bir ¢ok amag i¢in kullanilma olanagi bulunmaktadir. Soyle ki,
a) DNA sekanslarinin biiyiikk bir boliimii, bunlarda bulunmasi muhtemel alterasyonlar
yoniinden incelenebilirler.

b) Hedef DNA’nin farkli segmentleri arastirilabilir,

c¢) Sekanslarin amplifiye olabilirliginin internal kontrolleri yapilabilir

d) Bir numunede bulunan degisik ajanlara ait DNA’lar ayni tlipte aynt anda amplifiye
edilebilirler.

Bu test, S. aureus ve C. difficile ’de denenmistir.

04.07. Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Konvansiyonel PZR, genellikle, kalitatif bir karakter tasir. Diger bir ifade ile amplifikasyon
var veya yok sorusuna cevap verebilmektedir. Halbuki, son yillarda gelistirilen yeni PZR
teknikleri ile amplifiye olan hedef DNA’nin miktar1 hakkinda da bir bilgi verebilecek diizeye
ulagilmistir. Bu yontem, reaksiyona baslangigta konulan hedef DNA miktar1 ile, PZR sonunda
saptanan iirlinlin diizeyi arasindaki lineer korelasyonun bulunup-bulunmadigini ortaya
koymaktadir.

04.08. Nested Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Iki asamal1 olan bu testte, birinci periyodda, amplifikasyon tek primer cifti ile 15-30 kez
tekrarlanir. Olusan ve sayisal olarak artan iirlinler, yeni bir reaksiyon tiipiine transfer edilerek
burada, internal sekanslara spesifik sekonder primer ¢iftleri kullanilarak ikinci bir
amplifikasyona tabi tutulur. Bu ikinci defa da 15-30 kez tekrarlanir ve olusan {irlinler jel
elektroforezle ortaya konulurlar.

Bu yOntemin avantajlart yam sira dezavantajlart da (6zellikle, transfer sirasinda meydana
gelen kontaminasyonlar, vs.) bulunmaktadir. Bu nedenle iki tiip yerine, tek tiip kullanmak
suretiyle kontaminasyon riski minimal diizeye indirilmistir. Bu tek tiip sisteminde, 6zellikle,

iki tiir reaksiyon 1s1s1 kullanilmaktadir (diisiik ve yiiksek 1s1).
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Rekombinant Faj Antikor Teknigi (RFAT)
01. Genel Bilgiler
Gerek prokaryotik ve gerekse dkaryotik organizmalara ait degisik proteinleri kodlayan genler,
cesitli  vektorler (faj, plasmid, cosmid, fajmid, virus, bakteri, vs.) yardimiyla,
mikroorganizmalarda (genellikle, bakterilerde, basillerde, vs.) ve/veya Okaryotik hiicrelerde
basar1 ile klonlanmig ve genlerin ekspresyonu saglanmistir. Kuskusuz, bunlar arasinda,
okaryotiklere ait immunglobulin genleri de bulunmaktadir. Ancak, bugiine kadar, tam ve
fonksiyonel bir Ig geni klonlanamamis sadece, agir zincirin Fc-porsiyonu veya sadece agir
veya hafif zincirlerin bir boliimii klonlanabilmistir. Ciinkii, tam bir immunglobulin geni, tek
bir DNA sekansi halinde bulunmayip ayr1 ayr1t genlerin reorganizasyonu sonu
olusabilmektedir. Dolayisiyla de bu genlerin hepsini bir arada elde etmek miimkiin
olamamaktadir.
02. Rekombinant Faj Antikor Tekniginin Avantajlari
1) Rekombinant faj antikorlarin (RFA) iiretimi daha kolaydir. Buna karsin MKA’ 1n
(monoklonal antikorlar) iiretimi zaman alic1 ve yorucudur. Spesifik antikor genleri kolaylikla
dalak hiicrelerinden elde edilebilir. Bu durum zamandan ve emekten biiyiik tasarruf saglar.
2) RFA 'lar daha cabuk ve ekonomik olarak iiretilebilirler. Cok fazla miktarda faj antikorlari,
bakteri  kiiltiirlerinden  bir  gecelik inkubasyon sonunda, elde edilebilirler.
3) RFA 'larmin fretimleri i¢in, deneme hayvanlarina veya ¢ok fazla miktarda hiicre
kiiltiirlerine gereksinim yoktur. Halbuki, MKA 'lar1 fazla iiretmek ic¢in hayvanlardan asites
elde edilmesine veya hibridomalarin biiyiik siselerde hiicre kiiltiirlerinin yapilmasina ihtiya¢
vardir.
4) RFA teknolojisi daha giivenilir ve stabil genetik kaynaklar saglar. Halbuki, hibridomalarda
bazen antikor sentezi azalabilir veya durabilir. Kimi hibridomlar da, c¢ekirdek kaybederek
genetik olarak gilivensizlik olusturabilirler.
5) Faj antikor genleri {izerinde her tiirli genetik manipulasyonlar (sekans analizleri,
mutasyonlar, vs.) yapmak olanak dahilindedir.
03. Rekombinant Faj Antikor Tekniginin Asamalar:
1) Antikor sentezleyen hibridomalar veya immunize edilmis farelerin dalaklarindan saglanan
B-hiicreleri (veya plasma hiicreleri) i¢inden, immunglobulin molekiiliiniin agir ve hafif
zincirlerine ait mRNA'lar ayr1 ayr1 izole edilerek piirifikasyona tabi tutulurlar. Antikor
kolanlanmasinin ilk adimini ve basarisini bu piirifikasyon saglar. Ayrica, hibridomalarin veya
B-hiicrelerinin ve antikor sentezleme durumlari, klonlamadan Once, iyice kontrolden

gecirilmelidir. Piirifikasyon i¢in afinite kromatografi tekniginden yararlanilabilir.
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2) Saf olarak elde edilen agir ve hafif zincirlere ait mRNA' lardan revers transkriptaz enzimi
yardimui ile tek iplik¢ik cDNA 'lar (komplementer DNA) sentezlenirler.

3) Her iki cDNA iizerindeki VH ve VL genleri i¢in ayr1 ayr1 primerler hazirlanarak PCR
teknigi ile amplifiye edilirler (30 kez ¢ogaltilir).

4) Amplifiye edilen VH ve VL zincir fragmentleri ayr1 ayri, agarose jel elektroforezise tabi
tutularak pirifiye edilirler. Boylece, primerler ve diger eksternal amplifiye {irlinlerden
kurtarilmig olurlar. Olusan bantlar Ethidium bromide ile boyanarak goriiniir hale getirilir.
Amplifiye edilen bantlar, agarose jelden kesilerek ¢ikarilir ve piirifiye edilirler .

5) VH ve VL gen sekanslari, DNA linkerleri kullanilarak birlestirilir ve boylece tek iplik¢ik
DNA fragmenti elde edilir. Linker, VH gen sekansinin 3'-ucu ile VL gen sekansinin 5'-ucu
arasini birlestirir.

6) Elde edilen bu son molekiil (VH + linker + VL), tekrar PCR teknigi ile, oligonukleotid
primerler kullanilarak, amplifiye edilir (30 kez). Bundan sonra VH'in 5'-ucunda Sfil i¢in ve
LV'nin de serbest ucunda (3') Notl restriksiyon enzimleri i¢in kesim yerleri (spesifik linker)
ilave edilir.

7) Ortamdaki baglanmamus, artan linkerleri, ANTP ve Taq polimeraz, vs. gidermek i¢in tekrar
bir piirifikasyona tabi tutulur (Spun kolum piirifikasyon).

8) Uglara ilave edilen spesifik linkerler, ayr1 ayr1 Sfil ve Notl restriksiyon enzimlerin ilavesi
ile kesilerek yapiskan uglar meydana getirilir.

9) Antikor tek iplikcik DNA fragmenti (ScFv), fajmid vektdr (pCANTABSY) ile birlestirilir.
Ancak, bu vektor de onceden Sfil ve Notl'le kesilerek iki tane komplementer yapiskan ug
meydana getirilir ve dylece ScFv ile bilesmesi kolaylastirilir. Iki yapiskan ucun birlesmesinde
DNA ligazdan yararlanilir.

10) Hazirlanmis olan ScFv DNA sekansi ile fajmid kimerik molekiilii, kompetent E.coli TG1
susuna transfer edilir ve E. coli TG1 susu, i¢inde CaCl2 glikoz ve ampisilin bulunan ortamda
30°C'de inkube edilir (transfer icin elektroporasyon teknigi de kullanilabilir). Bu
ortamda sadece pCANTABS tasiyan E.coli TG1'ler iirer. Ciinkii, fajmid de ampicillin
direnglilik geni bulunmaktadir.

11) Fajmid tasiyan E.coli TG1 kolonileri M13K07 helper faji ile infekte edilir. Bakteriye
transfer edilen rekombinant molekiil (ScFv-DNA sekansi + pPCANTABS fajmid) hiicre iginde,
sentez edilmeye baslar. Bu sirada faj replikasyonu da baslar, tam faj molekiilleri olusarak
bakteri hiicresinden disar1 cikarlar. Disar1 ¢ikan ve iginde ScFv-gen sekansi tagiyan faj

partikiillerinin yilizeyindeki g3p proteinine bagli olarak bir veya birkag antikor eksprese edilir.
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12) Bakteriden disar1 ¢ikan fajlarin ucunda antikor molekiiliiniin varligi, immunolojik
yontemlerle (ELISA, vs) kontrol edilir. Baglanamayan faj veya antikorlar, sistem yikanarak,
giderilir.

13) Ucunda antikor molekiilii tasiyan fajla, E. coli TG1 tekrar infekte edilir ve kat1 ortama
ekilir. Koloniler alinarak saf olarak iiretilir ve fazla miktarda antikor tasiyan faj partikiilleri
elde edilir. Fajmid de tek iplik¢ik M13'e ve c¢ift iplikcikli plasmide ait replikasyon orijini

bulunur.
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