GENETİK

Proteinler

Genler taşıdıkları bilgileri kullanarak proteinleri oluşturur.Yine genler oluşturdukları bu proteinler sayesinde hücre veya organizma düzeyinde tüm biyokimyasal olayları takip eder.Bu biyokimyasal tepkimeler sonucunda organizmaların sahip oldukları fenotipler belirlenir.Protein sentezi prokaryotik hücrelerin sitoplazmasında sentezlenir.Proteinlerin translasyonu için genetik bilgiyi taşıyan bir DNA molekülü veya RNA’ya ihtiyaç vardır.Ayrıca DNA’daki genetik bilgiyi protein sentezi birimi olan ribozomlara taşıyan nükleik asitlere ihtiyaç vardır(mRNA).Yine sitoplazmada bulunan aminoasitlerin protein sentez birimi olan ribozomlara taşıyan nükleik asitlere(tRNA) ihtiyaç vardır.Son olarak protein sentezi için yapı olarak protein olarak protein ve ribozomal RNA’dan oluşan nükleoprotein olan ribozomlara ihtiyaç vardır.Proteinleri hücrelerin fonksiyonel birimleri olup hücrelerdeki makromoleküllerin büyük bir kısmını oluştururlar(%50’den fazlasını).Proteinler hücrede enzim,antikor,hormon,taşıyıcılık ve yapısal görevler üstlenebilirler.Proteinleri bu görevleri yerine getirebilmeleri ancak genler tarafından belirlenen kendilerine özgü yapılarında olmalarıyla mümkündür.Ancak bu yapıdaysa üstlendiği görevi yerine getirebilir.
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Hücre içerisinde aminoasitlerin karboksi gruplarıyla amino grupları yüklü olurlar. Dolayısıyla biyokimyasal olarak aminoasitlar dipolar iyonlardır. Aminoasitler dipolar iyon oldukları için hem asidik hem de bazik özellik gösterirler.Proteinlerin özellikleri yapılarındaki aminoasitlerin fiziksel ve kimyasal özelliklerinden gelir.Aminoasitlerin genel yapısı 

α-aminoasit şeklindedir.Bunu tek istisnası Prolin’dir.Aminoasitler kendi aralarında peptid bağları oluştururlar.Bu bağ α-amino grubu ile diğer aminoasidin α-karboksi grubu arasında 1 mol su çıkışıyla sağlanır.Oluşan yapısal dipeptid,tetrapeptid ve hexapeptid şeklinde isimlendirilir.Çok sayıda peptid varsa polypeptid olarak adlandırılır.Bütün polypeptid zincirlerinde 1 C-terminus(C-ucu) uç vardır.Bir de N-terminus(N-ucu) olarak isimlendirdiğimiz uç cardır.Bir başka deyişle polypeptidlerin bir ucunda amino grubu vardır(N-ucu).Diğer ucunda ise karboksi grubu vardır(C-ucu).Polypeptid oluşumunda yer alan peptid bağı bir kovalent bağdır.Protein yapısında görev alan diğer bir önemli kovalent bağ ise disülfit bağıdır.Bu bağ Sistin aminoasitleri arasında meydana gelir.polypeptidler kapsadıkları aminoasitlerden dolayı net bir pozitif veya negatif yük kazanabilirler.Proteinlerin bu özellikleri kullanılarak birbirinden elektroforez denilen bir yöntemle ayrılırlar.

Proteinler aminoasitlerin birbirine peptit bağlarıyla bağlanması sonucu oluşan polipeptit zinciridir.


Sekonder yapının oluşması polipeptit zinciri içindeki atomların karşılıklı etkileşimleri sonucu oluşur.Örneğin H bağlarını oluşması verilebilir.Sekonder yapının en iyi bilinen örneği α-sarmal yapı ve β-pleli tabaka yapısıdır.Örneğin α-sarmal yapı α-keratin proteinin yapısında bulunmaktadır.


Tersiyer yapı,polipeptitlerin mevcut olan bütün bağları ile etkileşerek oluşturduğu yapıya denir.Bu bağların içinde R gruplarından gelen etkileşimlerde vardır.Örneğin disülfit bağları ve kovalent bağlar verilebilir.

Kuarterner yapı,bu yapı özellikle polimerik(oligomerik) olan proteinlerin oluşumunda önemlidir.Yapıya 2 veya daha fazla polipeptit zinciri girer.Kuarterner yağı polipeptit zincirleri oluşumuyla oluşur ve enzimleri çoğu bu yapıdadır.Ayrıca bu yapıda önceki yapılarda saydığımız etkileşimler mevcuttur(hemoglobin(4polipeptit).Proteinlerin kazanmış oldukları üç boyutlu yapılara proteinlerin konformasyonu denir ve bu göz önüne alınırsa proteinler:

1. Globüler: Sıkıca sarılı küresel proteinlerdir.Suda çözünürler.Proteinlerin bir çoğu örneğin enzim olanlar,antikor,hormonlar,taşıyıcı proteinler bu yapıdadır.
2. Fibroz:Genellikle uzun flament yapıdadır.Bunlar genellikle suda çözünmez.Yapısal ve kontraktil görevleri vardır.α-keratin,aktin ve miyozin fibroz proteinlerdir.

Proteinler aminoasitlerden oluşmakla beraber işlevsel hale geçmek için bazen aminoasit olmayan diğer yapılarla birlerşir.Bu proteinlere birleşik veya konjuge proteinler diyoruz.Proteinlerdeki aminoasit olayan kısımlarına prostetik grup diyoruz.Birleşik proteinler prostetik gruplarına göre adlandırılır.Örneğin glikoprotein,lipoprotein,nükleoprotein…vs. Proteinlerin özellikle enzim olarak görev yapanlarının işlevlerini yerine getirmesi konformasyonları ile direkt bağlıdır.Enzimler hücrede katalizör görevi yapan proteinlerdir. Katalizörler bir kimyasal reaksiyonun meydana gelişini kolaylaştıran maddelerdir.    


[image: image1]Enzimler sentezlenirken enzimlerde belirli hassas bölgeler vardır.Bu bölgelerden biri aktif bölge diğeri ise allosterik bölgelerdir.Bu enzim aktivitesini düzenleyen bölgedir.Allosterik bölgeler molekül ağırlıkları düşük olan ve efektör adı verilen moleküllerin bağlandığı bölgelerdir.Efektörler enzimin substrata olan ilgisini düzenler.Bu ilgiyi 2 şekilde oluşturabilir. Ya aktivatör olarak(Enzimin substurata olan ilgisini artırma) ya da inhibitör olarak (aktivatörün tam tersi) görev yapar.Hücre içerisinde enzimlerin işlevini düzenleyen diğer bir mekanizma ise feed-back inhibisyonudur.Bu genellikle bir metabolik yolun ilk basamağında yer alan enzimin metabolik yol sonucu oluşan product tarafından inhibe edilmesidir.   Örneğin histidin aminoasidi 9 basamaktan oluşan bir metabolik yol sonucu oluşur.ortamda yeterince histidin aminoasidi biriktiği zaman histidin allosterik bir efektör gibi davranarak metabolik yolun ilk enzimini inhibe eder.Genellikle değişiklik konformasyonal biçimler alarak değişik görevler yapan proteinlere allosterik proteinler denir.Proteinler biyolojik olarak aktif durumlarını ancak belirli ortamlarda koruyabilirler.Örneğin ortamın ısısı,pH’sı değişirse proteinler görevlerini yapamayabilirler.Bir proteinin üç boyutlu yapısını kaybetmesine ve işlevini yitirmesine denaturasyon denir.Bu olay yüksek ısı,pH,organik çözücüler,deterjanlar ve radyasyon sonucu meydana gelebilir.Bu maddeler proteinlerin yapısındaki H ve kovalent bağları,hidrofobik ve hidrofilik etkileşimleri değiştirerek üç boyutlu yapılarını değiştirirler. Denaturasyonda primer yapı genellikle korunur.Proteinlerin denature olmasına neden olan maddeler ortamdan çekildiğinde proteinler yeniden üç boyutlu yapılarını kazanabilirler.Buna renaturasyon denir.Örneğin Ribonükleaz enzimi verilebilir.    
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Nükleik Asitler

Hücre içerisindeki makromolekül gruplarından olup iki çeşittir.Bunlar DNA ve RNA’dır.Nükleik asitler ilk olarak 1868’de İsviçreli bir fizikçi tarafından hücre çekirdeği çalışılırken keşfedilmiş.Daha sonra yapılan çalışmalar nükleik asitlerin nükleotid denilen monomerlerden oluştuğunu göstermiştir.Bu monomerlerin kovalent bağ yaparak uzun polinükleotid zincirleri oluşturdukları gözlenmiştir.Nükleik asitlerle ilgili detaylı bir çalışma yapabilmek için onu izole etmemiz gerekmektedir.Bir nükleik asidin izolasyonu şu şekilde yapılmaktadır.
I. İlk olarak bakteri kültürü yapılır.

II. Buradan bir kısmı alınarak santrifüj tüpüne konularak santrifüj edilir.

III. Üst kısımda kalan supernatan ortamdan uzaklaştırlır.

IV. Lizozim enzimi eklenir ve 37oC’lik ortamda bırakılır ve hücrelerin parçalanması sağlanır.
V. SDS denilen bir deterjan türü eklenip karıştırılır ve de bu sayede hücre zarı yarı geçirgen hal alması sağlanır.

VI. Fenolklorofort denilen Tampon çözeltisi eklenir.

VII. RNA’nın monomerlerine parçalanması için RNAaz enzimi eklenir.

VIII. Fenolkloroformla tekrar müdahale edilerek proteinlerin tamamen parçalanması sağlanır.

IX. Etanol eklenerek DNA iyice konsantre hale geçirilir.

X. Bir cam çubuk yardımıyla Genetik materyal alınır ve de inceleme yapılabilir.

Nükleik asitler proteinler kadar olmasa da hücre içerisinde kalıtım dışında da bazı görevleri vardır.Örneğin nükleik asitler.hücre içerisinde sinyal iletimde görev yapar.,Enerji molekülleri olarak görev yapar,Ribozom ve Kromozomun yapısına katılarak yapısal görev üstlenir.Nükleik asitler kalıtımla ilgili olarak aşağıdaki görevleri üstlenir:
· Genetik şifreyi sağlam bir şekilde korurlar.

· Bu genetik şifreyi hücre içerisine(sitoplazmaya) taşırlar.

· Genetik şifreyi çoğaltabilirler(duplikasyon,replikasyon).

· Genetik şifrede kısmı değişime tölerans gösterir(Mutasyon).

Nükleik asitlerin kalıtım materyali olduğunu gösteren deney 1928’de Griffith tarafından yapılmıştır.Griffith İnsanlarda ve hayvanlarda zatüre hastalığına neden olan Pneumococcus bakterileri üzerinde çalıştı.Bu bakterilerden iki tip olduğunu fark etti.Birisi S Tipi hastalık yapıyor,diğeri R Tipi ise hastalık yapmıyor.Griffith deneyine farelerle başlıyor ve ilk olarak canlı fareye S Tipi bakteri taşıyan kültürden bir miktar enjekte ediyor ve farenin öldüğünü gözlemliyor.Sağlıklı farelerden diğerine ise R Tipi bakteri enjekte ediliyor ve de Fare yaşıyor. Griffith S Tipi bakterileri kaynatarak öldürüyor ve de bunu fareye enjekte ettiği zaman farenin ölmediğini gözlüyor.Daha sonra ölü S Tipi bakteriler ile R Tipi Bakterileri karıştırarak bir süspansiyon oluşturup fareye enjekte ediyor.Fare bu sefer ölüyor.Son defe da ölmüş farenden bakteri alıyor ve de canlı fareye verdiği zaman yine fare ölüyor.Bunu nedenini transformasyona bağlıyoruz.

Transformasyon:Verici bir hücreden alınan genetik materyalin bir alıcı hücreye direkt bir kontak olmadan DNA’nın geçmesidir.Bu olayın asıl mekanizması 1944 yılında 3 kişilik takımdan oluşan Avery ve ekibi tarafından açıklanmıştır.Bu ekip ilk olarak ısıtılarak öldürülmüş S Tipi bakterilerin polisakkaritleri izole ediliyor ve bunlar canlı R Tipi bakteriler ile karıştılıyor.Bu karışımdan bir miktar alınarak petri kabına ekim yapılıyor.Gözlemler sonucu büyüyen bütün bakteri kolonilerinde R Tipi bakteri olduğu gözleniyor yani transformasyon olmuyor.Bu seferde DNA izole edilip alınıyor ve canlı R Tipi bakteriler ile karıştırılıp petri kabına ekim yapılıyor.Kolonilere baktığımız zaman S ve R Tipi bakteriler olduğu gözleniyor.Başka bir deneyde ise RNA izole edilip R Tipi bakterilerle karıştırılıyor ve petri kabına ekim yapılıyor.Oluşan kolonilerde R Tipi bakterierl gözleniyor yani transformasyon yok.Sonra proteinler izole edilip R Tipi bakterilerle karıştırılıp petri kabına ekim yapıldığı zaman oluşan kolonilerde yine transformasyon olmadığı gözleniyor.Son olarak R Tipi bakteriler ile kaynatılarak öldürülmüş S tipi bakterilerin tamamı karıştırılıyor ve 3 ayrı petri kabına ayrı ayrı ekim yapılıyor.Birincisine DNAaz,ikincisine RNAaz,üçüncüsüne Proteaz enzimleri ekleniyor.Sonuçlar gözlendiği zaman birinci petride R Tipi,ikinci ve üçüncü petride S Tipi bakteriler ürediği gözleniyor.
En son yapılan çalışma 1952 yılında Hershay ve Chase tarafından E.coli bakterileriyle T2 fajı ile çalışılıyor.T2 fajı oldukça basit yapıda bir nükleik asit ile bunu çevreleyen protein bir kılıftan oluşmuştur.Bu T2 fajlarını bir kısmını nükleotidleri 32P izotopu kullanılarak işaretleniyor.Başka bir T2 fajını ise proteinleri S izotopuyla işaretleniyor.DNA’sı işaretlenmiş fajlarla E.coli karıştırılarak solüsyon elde ediliyor ve santrifüjle çökeltiliyor.Supernatanda virüs altta ise bakteri kalıyor.Supernatanda radyoaktivite az,altta ise fazla olduğu gözleniyor.
Aynı çalışma proteini işaretlenmiş fajlarla deneniyor.Bu sefer supernatan radyoaktif,alt kısım ise yok denecek kadar az olduğu gözleniyor.Bu deney sonunda DNA’nın transformasyonu sağlayan materyal olduğu kantlanmıştır.

Nükleik Asitlerin Yapıları(
Nükleik asitler nükleotid monomerlerinden oluşmuştur.Bu monomerlerde 3 temel gruptan meydana gelmiştir.Bunlar:

i. Azotlu Baz

ii. 5C’li Şeker grubu(Pentoz)

iii. Fosfat Grubu

DNA’nın yapıya 4 farklı baz girir.Bunlar Adenin,Guanin,Timin ve Sitozin’dir.RNA’da da 4 farklı baz vardır.Bunlar Adenin,Guanin,Sitozin ve Urasil’dir.Adenin ile Guanin çift halkasal bir yapı olan ve dokuzgen bir yapı olan Pürin baz grubuna girer.Sitozin,Timin ve Urasil altıgen tek halkalı bir yapı olan Primidin baz grubuna girer.Pürinler Primidin bazlarından evrimsel süreçte geliştikleri düşünülmektedir.DNA yapısında bulunan şeker Deoksiriboz iken RNA’da Riboz bulunur.Farkları Riboz şekeri 2.köşesinde hidroksil grubu taşırken Deoksiriboz 2. köşesinde Hidrojen taşır.Nitrojenli bazlar ile şekerlerin oluşturdukları yapıya nükleosit denir.Nükleositlere fosfat grubunun da eklenmesiyle nükleotid oluşur(Bunlar ester bağlarıyla bağlıdır).Nükleotidlere en iyi örnek ATP’dir.DNA ve RNA molekülleri Nükleotidlerin birbirlerine kovalent bağ yapmalarıyla oluşur.Bu yapıda her fosfat grubu 2 ester bağı yapar(fosfodiester bağı).Bu ester bağlarından birisi nükleotidlerden birisinin 3, karbonuyla diğerinin 5. karbonu arasında oluşur.Bunu için nükleotid zincirleri genellikle 
5’_______3’ şeklinde gösterilir.Fizyolojik pH’dan nükleik asitler iyonize durumdadır  ve fosfat gruplarından dolayı negatif yüklüdürler.

NOT(Nükleik asitlerde baz ve şeker arasında olan bağa β N-glikozitik bağ,şekerle fosfat grubu arasındaki bağa ise ester bağı adı verilmekdedir.


Nükleik Asitlerin Üç Boyutlu Yapıları


DNA moleküllerinin genetik materyal olduğu anlaşılınca pek çok bilim adamı DNA’nın yapısını çözmeye çalıştı.Bunlardan biri olan Erwin Chargaff DNA zincirinde Pürinlerin sayısının Pirimidinlere eşit olduğu bulup A+G=C+T olduğu buldu.Bunun dışında Franklin Wilkins DNA’nın sarmal bir yapıya sahip olduğunu göstermiş.Watson ve Crick DNA modeline kadar araştırmacılardan doyurucu bir DNA modeli gelmemiştir.Öne sürülecek olan DNA modeli en az 3 kriteri yerine getirmeliydi.Bunlar:

1. DNA kendi kopyasını çıkarabilme özelliğini taşımalıydı.Böylece DNA diğer nesillere aktarılabilirdi.

2. Hücrelerdeki diğer önemli polimerlerin sentezi için gerekli bilgileri taşımalıydı.Başka bir deyişle sitoplazmada protein sentezini yönlendirmeliydi.

3. DNA modeli bazı yapısal değişikliklere izin vermeliydi.Yani başka bir deyişle mutasyona izin verip varyasyonlara neden olmalıydı.
1953 yılında Watson ve Crick DNA modelini açıkladı.Bunların DNA modeli:

I. DNA hücrede çift sarmal yapıda bulunur.

II. DNA zincirleri birbirlerine komplimenterdir(Tamamlayıcı).

III. DNA zincirleri birbirlerine anti paraleldir.

IV. DNA zincirindeki karşılıklı bazlar H bağı yaparlar.Guanin ve Sitozin 3,Adenin ve Timin 2 bağ yapmaktadır.

NOT(DNA sarmal ya da supersarmal yapıdadır.Bu yapıyı topoizomeraz enzimi sağlar.


Nükleik asitler proteinler gibi denature ve renature olabilirler.Eğer yüksek ısı ve ekstrem pH ortamlarına mâruz kalırsa denature olurlar.Bunu nedeni proteinlerde olduğu gibi belirli kimyasal etkileşimlerin oluşmasıdır.Örneğin çift zinciri bir arada tutan bazlar arasındaki H bağlarını ve diğer etkileşimlerin bozulmasıdır.Denature olan DNA molekülleri tek zincir haline dönüşürler.Eğer denaturasyona neden olan etkinler ortamdan uzaklaştırılırsa DNA’lar tekrar çift sarmal hale geçerek renaturasyona uğrarlar.DNA molekülündeki denaturasyon DNA yapısındaki bazların oranıyla ilişkilidir.Eğer DNA molekülü yüksek oranda Guanin ve Sitozin içeriyorsa DNA daha dayanıklı olur.Bu bazların aralarında yaptıkları H bağlarıyla alakalıdır.
Kromozomların Yapısı ve Replikasyonu

DNA moleküllerinin hücre içerisinde en büyük makromoleküllerden olduğu anlaşıldıktan sonra bu moleküllerin hücre içerisindeki sitoplazmaya veya nukleusa nasıl sığdıkları akla gelmiştir.Örneğin en uzun insan kromozomunun 85 mm,haploid dna miktarının 2,75x109 bç(baz çifti) ve bununda yaklaşık olarak 94 cm uzunluğundadır.Mısırda 2,74x109 bç olduğundan 93 cm’ye yaklaştığı,zambak bitkisinin en büyük genoma sahip olduğu 3x1011 bç bu da yaklaşık olarak 100 m olduğu hesaplanmıştır.Bir prokaryot olan E.coli ise DNA 4,6x106 bç yaklaşık 1,4 mm uzunluğuna eş geldiği hesaplanmıştır.1 nukleotidin 3,4Ao olduğu hesaplanmıştır(0,34 nm).Bunlar sarmal yapıya,sarmal yapılarda süper sarmal halini alarak yerden kazanmayı sağlamışlardır.Histon proteinleri bu sarmal yapının oluşumunu sağlar. Bunlar aynı zamanda replikasyon ve transkripsiyon olaylarında da histon proteinleri yer alır. E.coli’de histon yoktur.Histon benzeri proteinler vardır.E.coli bakterileri üzerinde çalışma yapmak çok kolaydır.Çünkü bunların DNA’ları paketler halinde değil halkasaldır.Bunlar 7 saatte 1 tane bakteri 1.000.000’a ulaşmaktadır.Fazla yer kaplamazlar.Ekonomiktir.
Replikasyonda DNA’nın kopyası yapılacaktır.Bunun yapılabilmesi mitoz ve mayoz olaylarına bağlıdır.Bu mekanizmanın gerçekleşebilmesi için Nükleotid,enzim ve DNA sentezi için bir kalıp DNA’ya ihtiyaç vardır.
DNA Replikasyon Modelleri

İlk olarak Watson-Crick’in sundukları DNA modeli aslında ifade edilmişti.Bu araştırmacılar DNA replikasyonunun Semikonservatif olması gerektiğini söylemiştir.Fakat farklı araştırmacılar Farklı DNA modelleri üzerinde durmuşlardır.Sonuçta 3 DNA replikasyon modeli ortaya konulmuştur.

1)Semikonservatif(Yarı Korunmuş)

2)Konservatif(Korunmuş)

3)Dispersif(Karışık)

Günümüzde geçerli olan Meselson ve Stahl,1958 yılında deneysel olarak kanıtlanmış Semikonservatif DNA replikasyon modelidir.Bunlar E.coli bakterilerini tek besin maddesi 15NH4Cl içeren besi yerinde çoğalmaları sağlanıyor.Burada büyütüldükleri zaman DNA olarak ağır izotop içeren DNA’lar içeriyorlar(Bu radyogram ile tespit ediliyor).    
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Modellere göre ayrı ayrı yukarıdaki sonuçlar tahmin edilmiştir.Fakat her generasyonda bakteri kültürleri santrifüjden geçirilerek bakterilerdeki radyoaktiviteyi ölçmüşlerdir.  
İzole edilen DNA’lar santrifüjden geçiriliyor. Santrifüj tüpünden Ağır DNA molekülleri tüpün altında yer alıyor.Bir ağır bir hafif DNA içerenler ortada kalıyor.Üstte ise hafif DNA lar kalır.Sıfır generasyonda radyoakti-vite dipte,1 generasoynda tüpün orta kısmında bir kısmı ise dipte olduğu fark ediliyor.Bu çalışmada DNA’ların replikasyonda bir eski bir yeni zincir alacağı gözlemleniyor.Replikasyon enzimatik olarak yürür.DNApolimeraz enzimi tarafından yürütülür ve ilk kez Arthur Kornberg tarafından E.coli’den izole edilmiştir.Bu buluş moleküler biyolojide devrim niteliğindedir.Çünkü DNA sentezinde rol oynaya enzim elde edilmiştir.DNA sentezinde metdana gelen reaksiyonlar:

d(NMP)n + dNTP + Kalıp DNA (d(NMP)n+1 + PPi

DNA replikasyonu gerçekleşmesi için öncelikle bir kalıp DNA’ya ihtiyaç vardır.Bu kalıp DNA’ya RNA’dan oluşan 4-6 nükleotidlik bir polinükleotide ihtiyaç vardır.DNA polimeraz enzimi ancak primer oluştuktan sonra primere bağlanarak replikasyonu devam ettirir.Primer DNA zincirine Primaz adı verilen enzimler bağlanır.Primerler oluştuktan sonra DNA polimeraz enzimi Primere bağlanarak onun 3’OH Ucundan başlayarak yeni nükleotidleri Watson-Crick modeline göre yerleştirir.DNA sentezinin bir yönü vardır(5’(3’). Bunun nedeni DNApolimerazın 3’ ucuna bağlanabilmeleridir.Arthur’un bulduğu enzim DNApolimeraz I olarak adlandırılır.Daha sonraki çalışmalarda DNApolimeraz II ve III enzimleri bulunmuştur.Bu 3 enzimde DNA sentezini 5’(3’ yönünde yaparlar ve aynı zamanda bu 3 enzim ekzonükleaz dediğimiz DNA’nın uç kısmını kesme aktivitesi gösteren enzim yapısına sahiptirler.DNApolimeraz II ve III enzimleri ekzonükleaz aktivitesini 3’(5’ yönünde gösterirler.DNApolimeraz I ise Her iki yönde ekzonükleaz aktivitesini gösterebilir.E.coli bakterisinde DNA replikasyonu gerçekleştiren esas enzimin DNApolimerazIII olduğu,DNApolimerazI ise daha çok DNA sentezi sırasındaki hataları giderici görev yaptığı anlaşılmıştır.DNApolimeraz II enziminin işlevi anlaşılamamıştır. Yapısal olarak bakıldığı zaman DNApolimeraz III enziminin oligometrik olduğu,DNA polimeraz I ise monomerik olduğu anlaşılmıştır.

Prokaryotlarda Replikasyon


Prokaryot organizmalarda DNA(Kromozomal DNA) çift zincir sarma yapılı ve çembeseldir.E.coli bakterisi üzerinde yapılan replikasyon çalışmalarında,replikasyonun DNA zincirinde her iki zincirde aynı anda başladığı ve aynı yöne ilerlediğini göstermiştir.   
[image: image7]

Okazaki,replikasyon üzerine yaptığı çalışmalarda DNA sentezinin zincirlerden birisinin üzerinde parçalı ya da kesintili olduğunu fark etmiş. “lagging” zünciri üzerindeki parçalı DNA’ya Okazaki fragmentleri adı verilmektedir.Detaylı çalışmalar sonunda replikasyonun sadece 5’ den 3’ e doğru olduğu iyice anlaşılmıştır.

DNA sentezi iki şekilde meydana gelir.5’ den 3’ e çatal yönünde,5’ den 3’ e çatalın ters yönünde.DNA replikasyonu sırasında DNA polimeraz I,II ve III enzimleri replikasyonu tek başına başlatamıyor.Bunların özelliği DNA zincirindeki bir primere bağlanarak onun uzatılmasından ibarettir.Yapılan çalışmalarda bütün canlılarda DNA replikasyonu sırasında kullanılan enzimlerin 4-6 nükletidden oluşan enzimler olduğu anlaşılmıştır.Akla gelen soru primerler DNA zincirine nasıl bağlanır?Bu görevi üstlenen bir enzim vardır ve primaz olarak adlandırılır.Bu enzim kendisi DNA zincirine yardımcı olan diğer proteinlerle birleşerek primozom adı verilen yapıları oluştururlar.Bir primozom kalıp DNA’ya bağlanır ve kalıp DNA üzerinde 5’(3’ yönünde hareket eder.Bu hareketi sırasında belli aralılarla durarak bir adet primer sentezi yapar ve daha sonra yoluna devam eder.Daha sonra DNA polimeraz enzimleri bu primerleri kullanarak DNA replikasyonunu devam ettirirler.DNApolimeraz I enzimi primerleri kaldırarak yerine DNA nükleotidlerinin yerleştirir ve  daha sonra boş kalan ya da ayrı kalan nükleotidler birbirlerine DNAligaz enzimi tarafından yapıştırılırlar.Devam eden araştırmalar replikasyon işleminin sanıldığında da karmaşık olduğunu ve bu replikasyon sırasında pek çok protein veya enzimin görev aldığını göstermiştir.örneğin DNA polimeraz I,II,III,DNAligaz,primaz gibi enzimlerin yanında görevlerinin çift zincirleri birbirinden ayrı tutmak olan sarmal yapıyı giderici olan proteinlerde ve enzimlerinde görev aldığı bulunmuştur.Replikasyon sırasında görev alan enzimlerden helikaz enzimi DNA’daki sarmal yapıyı giderici ve zincirleri birbirinden ayıran enzimdir.SSB proteinleri ise ayrılmış olan DNA zincirine bağlanarak onların tekrar çift zincir oluşturmalarını engeller.DNAgiraz enzimi ise topoizomeraz enzim olup bakterilerde bulunur.Replikasyon sırasında sarmal yapının tekrar oluşmasını engeller.DNAligaz enzimi DNA zincirindeki 3’ – OH ile 5’ – PO4-2 fosfodiester bağlarıyla birbirine bağlar.

Eukaryot Organizmalarda DNA Replikasyonu


Bakteriler dışındaki bütün tek hücreliler ve bütün tek hücreli canlılar eukaryotiktir. Buradaki replikasyon prokaryotlardakine benzer.Yani replikasyon semikonservatiftir.DNA primerleri vardır.Zincirlerden birinde kesintili sentez vardır.Eukaryotik organizmalarını DNA’larının paketlenmeleri bakterilere göre oldukça karmaşıktır.DNAları çembersel değil doğrusal(linear) yapıdadır.Tek kromozomdan ziyade eukaryotlarda birden fazla kromozom vardır ve her bir kromozom bir DNA molekülüdür.Eukaryotların kromozomları da çok fazla sayıda tekrarlanan DNA bölgeleri vardır.Bunların tam işlevleri anlaşılamamıştır.Fakat yapısal ya da düzenleyici görevi olduğu sanılmaktadır.Eukaryotik hücre DNA’sını çok az bölümü (%5-10) gen bölgesidir.Yapılan çalışmalar sonucu eukaryotlardaki replikasyon prokaryotlara oranla çok kompleks olduğu anlaşılmıştır.Örneğin memelilerde 5 çeşit DNA polimeraz enzimi bulunmaktadır.Bunlar α,β,δ(delta),ε,γ(gama) polimeraz enzimleridir.α ve δ enzimlerinin replikasyonu gerçekleştiren esas enzimler olduğu,β ve ε DNA polimeraz enzimlerinin ise daha çok tamir görevi yaptığı anlaşılmıştır.γ DNA polimeraz enzimi ise mitokondrideki replikasyonda görev yaptığı anlaşılmıştır.Eukaryotlardaki replikasyonda bu DNA polimeraz enzimleri dışında SSB proteinleri,helikazlar,ligazlar,topoizomerazlar,DNAgiraz enzimlerinin  ve primozomlarında görev aldığı anlaşılmıştır.Eukaryotik organizmalardaki replikasyonunun bakterilerinkinden en büyük farkı replikasyonun birden fazla yerde başlamasıdır.Linear haldeki eukaryot kromozomlardan pek çok replikasyon çatalı oluşur ve bunlarda replikasyon bakterilerdeki gibi bidireksiyonel olarak ilerler.Replikasyon özellikleri prokaryottakilere benzer.Fakat eukaryottaki Okazaki fragmentlerinin bakterilerinkinden kısa olduğu fark edilimiştir.Replikasyon hızı prokaryotlarda çok hızlıdır.Bunun nedeni eukaryotlardakinin paketlenmesinden kaynaklandığı düşünülmektedir.Çok daha büyük bir genoma sahip olan eukaryotların(İnsanın haploid DNA’sı E.Coli’ninkine oranla 600 kat büyüktür.) replikasyonunun çok yavaş olması bir paradokstur.
Bakterideki DNA replikasyonunun bakteri hücreleri bölündükçe devam eder.Eukaryotlarda ise DNA replikasyonu hücre yaşamıyla sınırlıdır.Bir eukaryotik hücre yaşam döngüsü içinde dört durumda bulunur.Bunlar:
*G1(Growth

*G2(growth

*S(Sentaz

*M(Mitoz


G1 evresinde DNA sentezi öncesini,G2 mitoz evresi öncesini, S DNA sentez evresini,M ise mitoz evresi gösterir.G1 ve G2 evreleri hücrenin metabolik olarak en aktif olduğu dönemler olup bu evreler DNA sentezine veya mitoza hazırlı safhasıdır.G1, G2 ve S evreleri hep beraber hücrenin interfaz evresini oluşturur.Yani hücre y amitoz evresindedir ya da interfaz evresindedir.Eukaryotik hücrelerin tipik bir hayat siklusu 24 saatte tamamlayan bir memeli hücresinde şu şekildedir:

G1 evresi 11 saat,S evresi 8 saat,G2 evresi 4 saat,mitoz 1 saat sürer.Değişik hücrelerdeki hayat siklusları süreleri arasındaki farklılık G1 süresindeki farklılıktan kaynaklanmaktadır.Örneğin çok hızlı böünen bazı embriyonik evrelerde G1 çok kısadır.Çok uzun sürelerde bölünen hücrelerde G1 çok uzun bir sürede geçilir.Hiç bölünmeyen hücrelerde ise hep G1 vardır.

Intracellular ve Ekstracellular Genetik Elementler


Canlılar belik en basit tanımla kendi metabolizmasını kendi kendine yürüten varlılardır.Bazen birim olarak daha basit yapıda olan ve genetiksel bilgiyi taşıyan hücre içi ya da dışı yapılar bulunabilir.Bu yapılar genellikle hücrenin metabolik mekanizmalarını kullanır. Bu genetiksel yapılara örnek olarak plazmitler,virüsler ve ayrıca tranpozomlar verilebilir.Bu genetiksel moleküller genel bir tanımlamayla moleküler parazitler olarak tanımlanır.Bu canlılar veya yapılar üremek için diğer canlıları kullanırlar.Yaşayan hücreler(canlılar) bu moleküler parazitleri taşırlar.Çünkü genetiksel elemanlar bulundukları konukçu canlılara bir varyasyon kazandırır.Moleküler parazit olarak nitelendirilen bu yapılar hem prokaryotik hem de eukoryotik canlılarda tespit edilmiştir.Fakat bunların işlevleri ve yapıları daha çok prokaryotik organizmalarda tanımlanmıştır.Bu nedenle verilen örnekler daha çok bakterilerdeki durumu göstermek içindir.

1)Plazmitler(Bunlar hücre içi intracellular fakat eksrakromozomal genetik yapılardır. Kendi başına bir replikondur.Her plazmid en azından bir adet replikasyon başlama noktası içerir ve bağımsız olarak replikasyon yapar.replikasyon mekanizması kromozomal replikasyonla oldukça benzerdir.Yani semikonservatiftir.Bidireksiyonel olarak ilerler ve de replikasyon çatalları oluşur.replikasyon bir zincirde düz bir şekilde ilerlerken diğer flamentte okazaki flamentleri şeklinde ilerler.Yapılan araştırmalarda bugün çok fazla sayıda plazmit keşfedilmiştir.Bunları bazı değişik avantajlar sağlar.Bazıları antibiyotik sentezler.Bazıları ise bu antibiyotiklere dirençlidir.Aynı zamanda bazıları da ağır metallere karşı direnç geni içerebilir ve yahutta değişik toksik maddeler taşıyan genlere sahip olabilir.Örneğin Col plazmitleri bulundukları bakterilere Colisin toksik maddesini sentezleyerek avantaj sağlar ve sadece Col+ olan bakterilerin yaşamasına izin verir.Plazmitler iki temel gruba ayrılır:

*Konjugatif


*Non-konjugatif

Konjugasyon iki bakteri hücresi arasında bir bağ kurulması ve bir bakteriden diğerine tek yönlü DNA transferi olmasıdır.Bu transferde sadece kopya geçer. Konjugatif plazmit taşıyan taşıdıkları plazmitte kodlanan ve F(eşey) tüpü denen yapıyı hücre duvarından çıkarırlar (konjugasyon Tüpü).
Konjugasyon plazmitlerine  F plazmiti de denir.E.coli bakterisindeki F plazmitleri 94500 bç’den olaşan bir DNA molekülüdür.Bu genom üzerinde konjugasyon ve plazmitin replikasyonu için gerekli olan proteinleri kodlayan genler mevcuttur.F plazmitleri gerektiğinde bakteriden bağımsız ve gerektiğinde de bakteri kromozomunun içene gömülerek bakteri replikasyon yapar.F+ bakterilerin F faktörü replikasyonu bidireksiyoneldir.
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Fakat konjugasyon sırasında ise replikasyon unidireksiyoneldir ve bu replikasyon orijinde başlar ve yuvarlanan çember modeli gibi kendi etrafında döner ve de bakteriye geçerek yuvarlak halini alır.2 tip F+ bakteri hücre tipi vardır.Bunlardan F plazmidi gibi bağımsız replikasyon yapan hücrelere F+ denir.Diğerinde ise F plazmitleri bakteri kromozomuna entegre olmuştur ve kromozomla birlikte replikasyon bu tip F tipi plazmid taşıyan bakterilere Hfr denir.
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2.Transpozomlar(DNA molekülleri genom içinde iki şekilde bulunabilirler.Yeri sabit olan DNA molekülleri ve genom üzerinde yeri değişebilen DNA molekülleri(Transpozomlar). Hücreler plazmitlerde olduğu gibi trabspozomlar olmadan yaşamlarını devam ettirebilirler. Plazmidlerden farklı olarak transpozomlar genom üzerinde yaşarlar.Transpozomlar kromozomlarda transpozisyon denilen bir mekanizmayla yer değiştirirler.Bu mekanizma için gerekli olan enzim(transpozaz) için genetik şifre transpozomlar tarafından taşınır.transpozaz enzimi öncelikle hedef bölgedeki DNA’yı ayırır ve daha sonra transpozomlar o bölgeye yerleşir.
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Transpozomlar eğer terleştikleri bölgede bir fonksiyonel gen varsa bu gen değişikliğe uğrayacağından üreteceği protein farklı olacak(mutasyon meydana gelecek).Transpozomların keşfi 1940 yılında Barbara McClintack tarafından mısır tanelerindeki renk pigmentasyonu çalışılırken ortaya çıkmıştır.Günümüzde prokaryotik ve Eukaryotik organizmaların genomunda pek çok hareket edebilen DNA bölgelerinin bulunduğu keşfedilmiştir.Bu transpozomların genetik çeşitliliğe önemli katkıları olduğu düşünülmektedir.

3.Virüsler:Bunlar ekstracellular moleküller olup intracellular parazitlerdir.Virüsler çoğalmak için hücrelerin enerji kaynaklarından ve metabolik mekanizmalarından faydalanır.Bunlar konukçu hücrelerine göre üçe ayrılır:

a)Bitki virüsleri(Tütün mozaik virüsü)


b)Hayvan Virüsleri(HIV)


c)Bakteri Virüsleri(T2,T4)

Virüsler yapı olarak bir genetiksel materyal(DNA,RNA) birde proteinlerden oluşmuş. Kapsülden meydana gelir.Virüsler morfolojik olarak farklı şekillerde olabilir.
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Virüsler bakterilerden farklı olarak bölünerek çoğalma yerine sentezlenerek çoğalır.Bu sentez aşaması genellikle beş basamaktan oluşur.

i. Tutunma(Adsorbsiyon)

v.Liziz

ii. Penetrasyon

iii. Sentez

iv. Birleşme
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Genlerin Ekspresyonu ve Klonlanması

Organizmalarda her ne kadar DNA’lar genetik bilgiyi taşıyorlarsa da bu moleküller kalıtım ile ilgili karakterleri direkt kendi belirleyemez.Bunun yerine DNA molekülleri biyolojik karakterleri belirlemek için protein ya da enzim dediğimiz moleküller sentezler. Sentezlenen protein ya da enzimler yürüttükleri faaliyetlerle biyolojik karakterleri belirlerler. DNA molekülleri canlıları genotipini oluştururken,protein ve enzimler fenotipi oluştururlar. Canlılık faaliyetleri için binlerce-onbinlerce farklı proteine ihtiyaç vardır.Bütün bu farklılığa rağmen proteinler aynı mekanizma(Aynı şifre) ile oluşturulur.Bir proteini sentezlemek için bir DNA fragmentine(Gen) ihtiyaç vardır.Bu DNA molekülü kullanılarak mRNA sentezlenir. mRNA ‘lar sitoplazmaya geçerek polipeptidi oluşturur.Bu polipeptit gerekli değişiklikleri geçirerek proteine dönüşür.Canlılardaki bu DNA’dan başlayıp proteinde sonlanan bilgi akışına Francis Crick Santral Doğma adını vermiştir.Santral doğmada iki tip bilgi akışı vardır. Bunlardan birinicisi DNA’dan DNA’ya olan bilgi akışı(homokatalitik tranfer),ikincisi ise DNA’dan proteine doğru olan bilgi akışı(heterokatalitik transfer).Bunlar evrensel olanlarıdır. Fakat bazı virüslerde RNA’dan RNA’ya,RNA’dan DNA’ya bilgi akışı da görülür.Hücrede iki tip RNA sentezi gerçekleşir:
1)DNA üzerinden RNA sentezi(Burada DNA kalıp olarak kullanılır ve hücrelerde görülen protein sentezleri,RNA sentezlerinin hepsi bu gruba girer.Üç tip RNA sentezi vardır. Bunlar:mRNA,tRNA,rRNA

2)RNA’ya bağlıRNA sentezi(Burada kalıp olarak RNA molekülü kullanılır.Bu olay bazı virüslerde görülmektedir.DNA’nın RNA için bir kalıp görevi gördüğü 1950’lerde anlaşılmıştır.Bu fikri destekleyen vurgular şu şekilde elde edilmiştir:


a)T2 fajı ile enfekte edilmiş E.coli bakterilerinde yeni sentezlenen RNA’daki Guanin-Sitozin oranı virüs DNA’sındaki Guanin_sitozin oranına benzer çıkmıştır.


b)RNA’nın RNA zincirlerinden birisi ile komplimenterlik oluşturabileceği anlaşılmıştır.


c)DNA ile RNA arasındaki komplimenterlik(hibrit meydana getirme olayı) sadece bir DNA zincirinde olmaktadır.Dolayısıyla zincirlerden sadece bir tanesi kalıp görevi görmektedir.

Transkripsiyon(Hücredeki DNA sentezi)
Hücrelerde RNA sentezleri DNApolimeraz enzimi tarafından yerine getirilir.DNA sentezinden farklı olarak RNA sentezinde primere ihtiyaç yoktur.Bakterilerde transkripsiyon oligomerik bir protein olan RNApolimeraz tarafından yürütülür.Eukaryotlarda ise en az 3 enzim vardır.Bunlar RNApolimerazI,RNApolimerazII,RNApolimerazIII olarak adlandırılır. RNApolimerazI ribozomal RNA’ları sentezini yürütür.RNApolimerazII mRNA sentezinde görev alır. RNApolimerazIII ise tRNA ve rRNA sentezinde rol oynar.Prokaryotlarda RNA sentezi 3 aşamada olur:

1.Başlama:Bu aşamada RNApolimeraz enzimleri promotor(öncü) bölgesine bağlanır. Promotor,her bir gen grubunun sahip olduğu ve spesifik olarak RNApolimerazın bağlandığı bölgelerdir.Bu bölgelerin DNA sekansları(dizini) ve pozisyonu canlılarda büyük benzerlik göstermektedir.Başlamada RNApolimeraz helix yapıdaki zincire bağlanır.Bu bağlanma sonucu DNA zinciri açılır ve RNA sentezi başlar.
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2.Uzama:Bu aşamada RNApolimerazın sigma faktörü ayrılır ve enzim5’(3’ yönünde RNA sentezi yapar.Enzim gen boyunca ilerledikçe transkripsiyonu yapılmış olan DNA bölgeleri yeniden sarmal yapıya döner.RNApolimeraz enzimi ortalama olarak saniyede 50 nükleotidi birbirine ekler.

3.Sonlanma:RNApolimeraz enzimleri genlerin sonunda bulunan terminasyon sekanslarına ulaşınca RNApolimeraz enzimi DNA’dan ayrılır ve mesajcı RNA’da DNA’dan ayrılarak sitoplazmaya hareket eder.Sonlanma aşamasında transkripsiyonu sonlandıran bazı proteinlerin varlığı da keşfedilmiştir(Rho adı verilen proteinler).


Eukaryotlarda Transkripsiyon


Eukaryotik organizmalarda transkripsiyon 5’(3’ yönünde gerçekleşir.Eukaryotik genlerde değişik promotor bölgeler taşırlar.Fakat lokasyonları(Pozisyonları) prokaryotlardan farklıdır.Örneğin promotorlarda olan TATA kutusu prokaryotlarda -10 bölgesinde,eukaryotik organizmalarda  -25 bölgesinde yer alır.
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Eukaryotlardaki bu promotor bölgeler RNApolimerazII tarafından tanınır.Bazı genler için promotor gen bölgesinde yer alabilir.O zamanda RNApolimerazIII tarafından tanınır.Prokaryotlardan farklı olarak eukaryotların polimeraz enzimleri kendi başına DNA’ya bağlanamazlar.Bağlanmak için transkripsiyon faktörleri adı verilen moleküllere ihtiyaç duyarlar.Eukaryotların DNA’ları sentezlendikten sonra post-transkripsiyon adı verilen transkripsiyon sonrası değişikliklerden geçer(RNA işlenmesi).Bunlar:
1(Heterojen RNA oluşur.Bu exon ve intron bölgelerini kapsar.Bu aşamada intron bölgeleri bu molekülden çıkartılır.

2(mature RNA

3(cap 5’ kısmına özel şapka denilen yapılar bağlanır.

4(tPoly(A)tail 3’ ne adeninden oluşan kuyruk bağlar.Canlılarda iki tip mRNA sentezi yapılır.Bunlar:


a)Monocistronik mRNA(Eukaryotlara özgü)”tek gen için bilgi taşıyan”

b)polycistronik mRNA(Prokaryot ve bakterilere özgü)”çok gen için bilgi taşıyan”

mRNA üzerindeki her 3 nükleotid bir kodon oluştur ve bir kodonda bir aminoasidi temsil eder.mRNA üzerindeki her nükleotid ancak bir kodonun yapısında görev alabilir.Canlılardaki 20 aminoasit ve yine canlılardaki 4 temel nükleotid kullanılarak her bir aminoasit için 3 nükleotid kullanıldığından canlılarda 64 kodon vardır.Bunlardan üçü her hangi bir aminoasidi şifrelemez ve bunlar sonlanma kodonları olarak  adlandırılır.UAA,UAG, UGA sonlanma kodonlarıdır.Geri kalan 61 kodon en az bir aminoasidi şifreler.Bazı aminoasitler için sadece bir kodon varken (metiyonin) diğer aminoasitler için ikiden fazla kodon bulunmaktadır.Aminoasitleri oluşturan üçlü baz dizilerinden 3. pozisyonda bulunan her zaman daha spesifiktir.Örneğin valin için GUU,GUC,GUG,GUA gibi 4 kodon vardır.İlk iki baz aynı üçüncüsü farklıdır.Biyokimyasal olarak birbirine benzerlik gösteren aminoasitler benzer kodonlar tarafından sembolize edilir.Genetik şifre bütün canlılar birkaç istisna hariç evrenseldir.
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