DNA REPLIKASYONU
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Hiicre Neden DNA sini Replike Eder?
CUNKI
Mitoz Béliinmenin Gergeklesmesi Igin S Evresinde DNA nin 2
Katina Cikmasi1 Gerekmektedir

Yeni Hicre —— w
. » Hiicre yasam déngiusi G,, S, G,,
| o | Mitoz,evreleri ile tamamlar.
Mitoz{Hicre bolinmesi)— . I—S|klu5 baslangic
Blyime fakitirlen :
Onkogenler » G, (2n) replikasyonun yapilmasina hazirlk
¥ ~ Siklinler ve CDK olusturan metabolik olaylar.,RNA ve protein sentezi
/ \E’ > S (2n—4n) DNA replikasyonu
Hiicre Siklusu ; > G, (4n) mitoz bélinmeye hazirlik olusturan
metabolik olaylar
Sentez(DNA'nIn @ . -
ki katna gikmas) - » M (4n—2n) mitoz bolinme
Tamdr supresor ) _
genler ve COK » G, farklilagmasini tamamlamis hlcrelerin
inhibittrleri

dinlenme evresi

Gerl déndsl

> Her hiicre bolinmesinde DNA
olmayan nokta

replikasyonu olur.



DNA’nin Kendini Eslemesi- Replikasyon

Plasmamembrane
= Nucleus

»DNA kendini eslerken fermuar seklinde acilir \Cytoplasm

ve stoplazmadan alinan nukleotidler kalip

DNA ya baglanarak YENI ipligi olustururlar.

»Boylece genetik sifrenin degismedigi iki DNA

olusur
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»DNA'nin replikasyonu semikonservatifdir

» Yani bir DNA molekulunun iki kolundan her biri yeni bir DNA sentezi

icin kalip olarak gorev alir ve sonugta meydana gelen iki yeni DNA

molekiilu yeni ve eski kollar igcerirler

semiconservative replication
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O3 milyar bazin hata olmadan 2 katina cikariimasi
son derece dogru bir mekanizma ile olmalidir.

O Milyonda bir hata orani bile her bir replikasyon
dongusunde 3 bin hata demektir ve buda ¢cok
buyuk bir rakamdir

OHatalar DNA Tamir Mekanizmalari ile onarilir,
onarilmazsa mutasyonlar meydana gelir.



Replikasyonun Gergceklesebilmesi
[cin;

» Kalip DNA
» Deoksinukleosittrifosfatlar (dNTP)

» Replikasyon enzimlerine ihtiyag vardir



DNA Replikasyon Mekanizmasi

Hem prokaryotik hemde 6karyotik hiicrelerde replikasyonun temel

mekanizmalari aynidir.

1. Replikasyon baslangi¢ noktalarinin tayini
2. DNAcift ipliginin ¢gozUnmesi

3. Replikasyon catalinin olusmasi



Replikasyonun gergeklestigi genom birimine replikon denir.

Her replikonda bir baglangi¢ ve bir bitis noktasi vardir.
Prokaryotlarda ¢cembersel DNA da bir baslangi¢ ve bir bitis noktasi,
Okaryotik hiicrede ise ¢ok sayida baslangi¢ ve bitis noktalari vardir.

Baslangi¢ noktalari 6zel nukleotid dizilerinden olusur ( A ve T den zengin
tekrarlayan nukleotid dizileri) ve “diziye ozel olan DNA ya baglanan

proteinler = baslatici proteinler” tarafindan taninir.

Bu proteinlerin baslangi¢c noktalarina baglanmasi ile replikasyonun ilk

adimi atir Origin Recognition

vomplex (ORC) - origin of replication
DNA
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Replikasyon orijini (prokaryotik):

Replikasyon iki yonlu olarak devam eder.

First new Reolicati -
DNA chain eplication origin
made at sequence | DNA
origin RNA primer
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Replikasyon
baslangici\ -
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Replikasynr‘

catali l

l Replikasyon iki

yonla devam etmektedir



Replikasyon orijini (okaryotik):

Parental strand

Origin of replication
Daughter strand

1]
A
Bubble l Replication fork
E -l—ﬁ—l- e o= —ff-—-.\—i-
N — —
.
3] Two daughter DNA molecules
(a) In eukaryotes, DNA replication begins (b) In this micrograph, three
at many sites along the giant DNA replication bubbles are
molecule of each chromosome. visible along the DNA of

cultured Chinese hamster
cells. The arrows indicate
the direction of DNA
replication at the two ends
of each bubble (TEM).

Copyrighl © Pearson Educalion, inc., publishing as Benjamin Cummings.



> Okaryotik hiicrede;

» DNA replikasyonu, kromatin uzerinde

binlerce yerde birden ( replikasyon

catali ) baslayan sentez daima §’— 3’

yontinde ilerler; kalip olarak gorev

goren kol 3”— §”yoniinde okunur
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Sentezin basladigl Replikasyon catalinda
replikasyonda is goren 4 temel yapi vardir;

 DNA helikaz, DNA sarmalini gozen enzim

* Primaz, DNA sentezinin bagliyabilmesi icin gerekli olan
RNA primerlerini (RNA oncul molekul) sentezleyen enzim

 DNA Polimerazlar, kalip zincire komplamenter yeni DNA
zincirini sentezleyen enzim

* Tek zincire baglanan (SSB) proteinler, replikasyon
catalinin surekliligini saglayan ,tek DNA ipligine
baglanarak katlanmayi onleyen proteinler



Replikasyonun baslamasi

« Sentezin bagladigi bolgede iki

zincir, birbirinden ayrilarak,

1 ’ 3 DNA helicase
replikasyon catali'ni f
Newly ATP e
OI u §tu FUur. synthesized

Y ADP 4P,

* DNA helikaz,cift sarmal
DNA zincirlerini birbirinden \

AT P h arc |ya ra k ay ITIY. g Singl-stranded DNA-binding proteins (S3B)



Replikasyon merkezindeki, ori C
olarak tanimlanan kismindaki 9 baz
ciftinin dort kez tekrarlanan
bolgesine 20 tane DNA-A

proteini, histon benzeri protein(HU)
varliginda ve ATP tuketilerek

baglanmaktadir.

DNA-A proteini etrafinda

katlanan DNA, denature olur.
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Baslamaya hazirlama
ve replikasyon



Stipersarmal

kalip - o

* DNA-C proteini ve ATP R
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»Acilan DNA zincirlerinin tekrar birlesmesini engelleyen tek zincir ((SSB) Single
Stranded DNA Binding Protein) baglayici proteinleri baglanir. Boylece tek

zincirin kopyalanmaya hazirlanir.

»SSB ler DNA molekulunu, tek zinciri pargalayan nukleaz enziminin etkisinden

de korururlar.

»Zincirler acilirken olusan stper sarmallar DNA topoizomerazlar enzimi ile

centiklenir ve yeniden kapatilir

: ﬁﬁﬁ DMA Topoisomerase

helicase [swi.wlh

™ Single-stranded DNA

O binding protein (S3B)




 Daha sonra primaz

enzimi ((DNA G proteini): -
RNA polimeraz), kalip
, 3 L 5° TACA
DNA'da ozel bir bolgeye 111111111  RNA Primer
Komplementer olan primer 3° arer ,}f{
RNA veya oncu RNA
5!

denen kisa bir RNA dizisini

sentezler



O ZINCIRIN UZAMASI
O DNA polimeraz ana zincir nukleotid dizisini, sadece 3° %’

yonunde okuyabilir yeni DNA zincirini,5’ 3’ yonunde sentezler

O Primerin baglanmasindan sonra DNA polimeraz Ill enzimi kalip
DNA boyunca dNTP’de d-ribozun 5’ karbonuna bagl fosfat

grubunu diger d-ribozun 3’-OH grubuna kovalent bagla baglarlar.
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O DNA molekulu birbirize zit yonde paralel iki
zincir icerdiginden (biri 5’ 3’ digeri 3_—
5’) her 2 zincirde sentezin ayni anda ve
devamli olarak ilerlemesi mumkun degildir.
O yuzden iki farkl sentez tipi ortaya cikar.

O Biri kesintisiz zincir ( leading strand - 3’|
5" kalibina uygun sentez )

O devamli kesintisiz olarak sentezlenirken
digeri kesintili zincir ( lagging strand -5—
3" kalibina gére yapilan sentez) 1000-
2000 nt uzunlugundaki fragmentler halinde

sentezlenir.

O Bu kuguk polinukleotid parcalarina okazaki
fragmentleri-parcgalari denir; bunlar, DNA

replikasyonunda ara urunlerdir

Oncil
zincir g

-,

o)
ar

DNA Polimeraz lll /

RNA primerini tantyan DNA polimeraz Il
DNA sentezini baslatmaktadir,

\
DNA Polimeraz ll - (1~

Senradan
sentezlenen
zincir

g

Sekil 8.47. DNA polimerazlarin artgil zincir sentez edebilmeleri igin 3' ucu serbest kisa bir zincir olz
primer gereklidir.



DNA polimeraz lll sentezi, yeni bir oncu RNA ile karsilasincaya kadar devam

eder.

Oncti RNA molekiline gelindiginde, DNA polimeraz | ile RNA ¢ikarilarak DNA

polimeraz | ile bosluk doldurulur

DNA polimeraz lll tarafindan sentezlenen DNA zincirinde, 5’ fosfat grubu ile
DNA polimeraz | tarafindan sentezlenen DNA' nin 3" hidroksil grubu arasindaki

son fosfodiester baginin olusmasi, DNA ligaz tarafindan katalizlenmektedir.

Owverwview
Origin of replication
Leading strand Lagging strand

— -

-
= e
_>\ -— Leading strand

Lagging strand
Owverall directions
= of replication =
T Leading strand

T DMNA pol IID

Single-strand
binding protein

Helicase

DMNA pol TIT Lagging Is\trz:uru;l




Oncul 3,
zincir

Bir diger RNA uzantisi
1‘ ile karsilasincaya kadar

DMNA polimeraz Il tarafindan
RMNA primeri uzatilmaktadir.

Replikasyon cgatah

l

\

|

I

RNA pirimeri 1 j
2| pnApolimeraz | w_ - DNA srnedgi
tarafindan koparnhp,
uzaklastinimaktadar RNA primeri
1
Bosluk DNA polimeraz
a tari;mdan d:ldurulmak- DNA polimeraz W tarafindan
tadir. yapilan DNA
2ve 3
e

Son gentik
4 ligaz tarafindan
kapatilmaktadir.

4

Sonradan

sernrualmr



« DNA polimeraz Il , her bir nukleotidin

kalip uzerindeki tamalayici bazina Growing

A .. chain
uygun olarak, yeni zincire eklenmesini

kontrol eder.

« Eger kalip bazdaki orn. Akarsisina T 3.end
gelmesi gerekirken C geldiyse DNA *S'ff\d;ﬁa;hem
-en
polimeraz lll, yapiya yanliglikla katilan

nukleotidi hidrolitik olarak

Precursor |

uzaklastirarak, T tagiyan dogru INTP

nukleotidi yerine yerlestirir.



DNA replike oldukca yeni sentezlenen histonlar ile

kromatin seklinde yeniden duzenlenir.

S fazi boyunca ayni kromozomun farkli bolgeleri

farkli zamanlarda replike olur.
Heterokromatin gec¢ S fazinda replikasyona ugrar

Okromatin erken S fazinda replikasyona ugrar



A SUMMARY OF DNA REPLICATION

single-strand binding
proleins stabilize the
unwound parental DNA.

The leading strand is
synthesized continuously
inthe 5" —* 3 direction by

DNA polymerase.

DNA polymerase

Helicases unwind the
parental double helix.

9 The lagging strand is

H 5 1 1
. ynthesized discontinuously.
RNA primer Primase synthesizes a short

; RNA primer, which Is
"*ih'& UH’:EIEKI fragment extended by DNA polymerase
%, being made

FOR

to form an Okazaki fragment.

DNA

Parental DNA Polymerase T~ 5
5:'

. Lo _ g, ALY
enﬂer the RNA primer is m"fﬁ'}ﬂ RN

replaced by DNA (by another
DNA polymerase, not shown),
DMA ligase joins the Okazaki
fragment to the growing
sirand.

DNA ligase

iy Overall direction of replication




In vitro DNA AMPLIFIKASYONU
PCR
POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU



DNA nin kimyasal yapisi

1953
1866

.Bitkilerde kalitimin
esaslari

Francis H. C. Crick

1957 e
B 8 1963 Sanger :sekans prosiidiiri.

cregormencer  IKOrnberg: test tiiptinde DNA.

u c A G
UUU Phe | UCU Ser | UAU Tyr | UGU Cys
UUCPhe | UCCSer | UACTYr | UGCCys
Ul OUA Leu | UCA Ser | UAA Bnd | UGA End 1966 ¥ 4
UUGLeu | UCG Ser | UAG End | UGG Trp
CUULeu | CCUPro | CAUHis | CGU Arg i
CUCLeu | CCCPro | CACHis | OGC Amg
e CUA Leu | CCAPro | CAAGln | CGA Arg Genet’k kOd
CUGLen | CCGPro | CAGGIn | CGG Arg
AUUTle | ACUThr | AAU Asn | AGU Ser
AUC Ile ACCThr | AAC Asn | AGC Ser 1 9808
AUATle | ACAThr | AAALys | AGA Atg
AUG Met | ACGThr | AAGLys | AGG Arg PCR
GUU Val | GCU Ala | GAU Asp | GGU Gly
G| GUCYVAl | GCC AR | GAC Asp | GGC Gly
GUA Val | GCA Aln | GAA Glu | GGA Gly
GUG Val | GCG Ala | GAG Glu | GGG Gly

Genetic Code 1 9903
_—._lIk gen tedavileri

iz, 4 insan
Genetik gida miihendisligi

‘Dolly’

1972 Berg:ilk recombinat DNA molekiilii.

ilk konvansiyonel DNA bazli deneyler

2000

nomunun sekanslanmasi
\

R )
S



 ABD'de Cetus sirketin'de calisan Henry A. Erlich, Kary Mullis ve
Randall K. Saiki tarafindan gelistirilmis ve K.Mullis” a, 1993 yili Nobel
Kimya Oduli verilmis.

Kary Mullis c1983

http://www.nobel.se/chemistry/laureates/1993/mullis-autobio.html



PCR

 PCR, DNA icerisinde yer alan, dizisi bilinen iki segment
arasindaki 6zguln bir bolgeyi in vitro kosullarda amplifiye etmek
icin uygulanan tepkimelere verilen ortak bir isim.

* Yontem basitce tupte nukleik asitlerin uygun kosullarda
cogaltilmasi esasina dayanir.



Her Bir Isi Dongusunde Olusan Kopya Sayisi

Sayl

64



PCR igin

1) DNA ornegi, genelde genomik DNA,

2) Cogaltilacak olan bolgeyi sagdan ve soldan cevreleyen bir ¢ift
sentetik primer,

3) dNTP'ler (A,T,C,G),
4) Isiya dayanikli DNA-Polimeraz enzimi,

5) Uygun pH ve iyon kosullarini (Mg+2) saglayan tampon karisimi
gereklidir.




PCR’da her adim farkli sicakliklarda gerceklesir

1997 MA. Gilles-Gonzalez

Denaturasyon: 94-98 C
Hibridizasyon: 37-65 C -
Polimerizasyon: 72 C

94



PCR
PCR adimlari

— Denatiirasyon

* DNA yeni zincir sentezine hazirlanmak icin ayrilir (94-95°C)

Initial Mix

Deoxynucleotides



— Annealing-Hibridizasyon

* Uygun sicakliklarda primerler hedef bdlgelerle birlesir

15t cycle- Annealing Step




—Extension-Polimerizasyon

*Polimeraz enzimi araciligiyla primerlerin ssDNA kaliplarina baglanarak zincirin
5’ den 3’ ne uzamasidir

*Taq polimeraz 72-78° C 2000 nukleotid/dakika hizla uzatir
*Siklus azaldikca hiz azalir

*Multiplex PCR da enzim tutunmasi ve nukleotidleri bularak baglanmasi zaman
alir o yuzden siire 2 dk kadar uzatilir

15t cycle - Elongation Step




Pt cycle - Elongation Step




Sicaklik

yunnt® :0 30x

&’ .
100 Ayrilma Aynilma

5 / 94 °C
Primer Gogalma

baglanmas; 72 °C

50—

Zaman






Pcr Sonuglarinin Degerlendirilmesi

PCR drunleri uygun molekuler agirlikta bir marker ile birlikte Ethidium bromide

ile boyanarak agarose gel de elektroforez islemine tabi tutulur.

UV transimulator ile bantlar gozlenir.

Ayrica Poliakrilamide gel elektroforez (PAGE) metodu da kullanilabilir.




Pcr Sonuclarinin Degerlendirilmesi

g il
- control |
tissue 1 M
fissue 2
+ control |

Molecular Movies by A. Malcolm Campbell

||
No Band
| Gene Expressed

No Expression

| Band

Verification of PCR product on
agarose or separide gel

3kb S

Ikb

500

300

ladder PCR fragments




Elektroforez

Thermal Cycler

l: .
e ol
pg '1'11,51:iﬁ1 P

—

-

3-4 hours

UV transliminator

Urinlerin degerlendiriimesi

(Agaroz jel)



Pcr Kullanim Alanlari

1. Kalitsal hastaliklarda tasiyici ve hastanin tanisi,

2. Prenatal tanida,

3. Patojen organizmalarin saptanmasi,

4. Adli tipta,

5. Onkogenesis de,

6. Klonlama, gen expresyon arastirmalarinda,

7. DNA dizi analizinde, buyuk miktarda DNA 6rneklerinin olusturulmasinda,
8. Bilinmeyen dizilerin tayininde,

9. Gegmis DNA'nin incelenmesi ve evrimin aydinlanmasinda,

10. RFLP Analizinde,

11. Invitro fertilizasyon yapilan tek hiicrede, implantasyon dncesi genetik

testlerin yapilmasinda,

12. DNA protein interaksiyonunun arastirilmasinda .



