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Arthur Kornberg — 1959 Nobel Odiilii

"the mechanisms in the biological synthesis of DNA”



DNA Replikasyonu

Replikasyon genetik materyalin tamamen kendi benzeri
veni bir molekdl olusturma islemidir.

DNA kendini esleyebilen tek biyomolekuldur.

Replikasyon sonrasi ana DNA molekdild ile tim nikleotid
dizisi tamamen ayni olan DNA molekdilt ortaya cikar.

Boylece DNA'da tasinan genetik bilgi her replikasyon olayi
ile dolden dole aktarilir.
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Okaryotik hiicrelerde DNA replikasyonu mitoz veya
mayoz bolinmeye hazirlanan hucrelerin hlcre
dongusunin sentez (S) fazinda gerceklesir.

*

DNA
Sentezi

Hlcre BlUyUmesi

G, Evresi

INTERFAZ

Sitokinez__
KaryoKinez

S Evresi

G, Evresi




Koruyucu (konservatif)
replikasyon: DNA orijinal es
modelinin olusturulmasi

Yari koruyucu
(Semikonservatif): DNA
sarmalinin ikiye ayrilmasi ve
her bir zincirinin bir esi
sentezlenerek iki esit sarmal
DNA meydana gelmesi.

Dagitimh (Dispersif): DNA'nin
degisik yerlerinden
parcalanarak kopyasinin
olusturulmasi

DNA replikasyonu icin 3 teori ortaya atilmistir:
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Yari koruyucu DNA Replikasyon Modeli

* Bu model iki zincirli sarmal
DNA nin her bir ipliginin kalip
gorevi yaparak kendine yeni bir

es DNA ipligi olusturmasi Rephieation fork —___
islemidir. <
=1 T
A T
. . . ST Y =
* Boylece bir ana molekllden G C
yeni olusan her bir yavru
molekul, ana DNA nin bir
zincirini tasiyacaktir
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Yari koruyucu DNA olusumu
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DNA nin yari koruyucu tipte bir replikasyon
gerceklestirdiginin kanitlanmasi

Meselson ve Stahl (1958) deneyleri

3 - E. coligrown in
5N-labeled medium
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E. coli 6NTHecomes
unlformly labeled with
®N in nitrogenous bases
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DNA Replikasyonunun Temel Mekanizmalari:

Hem prokaryotik hem de 6karyotik hicrelerde
replikasyonun temel mekanizmalari aynidir:

a) Replikasyon baslangic noktalarinin (replikasyon orijini)
tayini

b) DNA cift ipliginin cozulmesi

c) Replikasyon catalinin olusmasi



a) Replikasyon baslangi¢c noktalarinin tayini

Replikasyonun gerceklestigi genom birimine replikon
denir.

* Her replikonda bir baslangic ve bir bitis noktasi vardir.

* Prokaryotlarda dairesel DNA da bir baslangic ve bir
bitis noktasi,

« Okaryotik hiicrede ise ¢ok sayida baslangic ve bitis
noktalari vardir.



 E. coli'de replikasyon 245 bc¢ uzunlugunda olan ve oriC
olarak adlandirilan tek bir orijinden baslamaktadir. Bakteri
ve bakteriyofajlarda replikasyon tek bir noktadan
basladigindan kromozomun tumu replikondur.

» Okaryotlarda birden cok replikasyon orijini (maya 250-400,
memelilerde 25.000’den fazla replikon) bulunur.

Cunku, daha fazla DNA icerirler ve DNA polimerazlarin sentez hizi
bakterilerdekinden daha duistiktdiir.
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* Baslangic noktalari 6zel ntkleotid dizilerinden olusur (A ve
T'den zengin tekrarlayan nukleotid dizileri)

e ve “diziye 0zel olan DNA ya baglanan proteinler = baslatici
proteinler” tarafindan taninir.

* Bu proteinlerin baslangic noktalarina baglanmasi ile
replikasyonun ilk adimi atilir.
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Okaryotlarda her bir baslangic noktasi arasinda 30-300
kilobazlik bir mesafe bulunur.

(1 kilobaz=1000 baz).

Crigins of replication
/ \ DNA

Replicabion bubbles *



b) DNA cift ipliginin ¢oziilmesi

* Replikasyonun basliyabilmesi icin DNA cift zincirinin
sarmal yapisinin ¢ozilmesi gereklidir

e Cozlulme islemi, baslatici protein kopleksinde yer
alan DNA helikazlar ile gerceklestirilir.
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c) Replikasyon c¢atalinin olusmasi

* Helikaz aktivitesi ile agilan gift -
zincirde replikasyonun oldugu ey
bolgeye replikasyon catali denir. -

£ v %

* Replikasyon olayi “replikasyon fo-- § e
catali”nin ana DNA molekdilu — »
boyunca ilerlemesi ile b
gerceklesir. oy bt



Replikasyon c¢atalinda ve replikasyonda gorevli

molekiller:
 DNA helikaz,

— DNA sarmalini ¢bzen enzim

* Primaz,

— DNA sentezinin baslayabilmesi icin gerekli olan RNA primerlerini
(RNA oncul molekil) sentezleyen enzim

 DNA Polimerazlar,
— Kalip zincire komplamenter yeni DNA zincirini sentezleyen enzim

* Tek zincir baglayici (SSB) proteinler,

— Replikasyon catalinin strekliligini saglayan, tek DNA ipligine
baglanarak katlanmayi dnleyen proteinler



DNA Polimerazlar

1955: Arthur Kornberg E.Coli’de DNA polimeraz | ve DNA sentez
mekanizmasini kesfetti.
DNA polimeraz: DNA sentezleyen enzim
— Prokaryotik Pol I-1V
— Okaryotik o, B, 5, v, e ve T
Pol I ilk bulunan tip.
— Esas sentez enzimi degil.
— RNA primeri uzaklastirir ve olusan bosluklari doldurur.

e 5’-3’ ekzonukleaz aktivitesi

— Yeni sentezlenen DNA zincirinde, bazlarin dogru eslesip
eslesmedigini kontrol eder ve hatalari keserek duizeltir. (Hata
okuma: Proof reading)

 3’-5’ ekzonukleaz aktivitesi



DNA Polimerazlar

 Polll, IV ve V hata onarici enzimler.

* Pollll replikasyonun esas enzimidir.

— Holoenzim olarak adlandirilan aktif formu, iki takim, 10 farkl
polipeptit zincirinden meydana gelmis bir dimerdir.

— Core (cekirdek) enzim holoenzimin sentez yapan kismidir.

— y kompleks olarak adlandirilan ikinci bélgede 5 alt birim

bulunur ve replikasyon catalinda enzimin kaliba
oturtulmasinda goérev alir.

— B alt birimi, polimerizasyon sirasinda enzimin kaliptan
kopmamasini saglar.

— M (pi), iki cekirdek polimerazin, replikasyon catalinda bir arada
tutunmasini saglar.
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DNA polymerase Il

TABLE 11.3

Subunits of the DNA Polymerase Il Holoenzyme

Subunit

O L > m

< X

Function

5'—3" polymerization
3'—5" exonuclease
Core assembly

Loads enzyme
on template (serves
as clamp loader)

Sliding clamp structure
(processivity factor)

Dimerizes core complex

Groupings

Core enzyme: elongates
polynucleotide chain
and proofreads

vy complex



DNA polimerazlarin sentez yapabilmesi i¢in;

Zincirin 5’-3’ yonde ilerleyebilmesi icin DNA molekilinin 3’OH
ucu bos olmall

e Kalip bir DNA olmall

e QOrtamda 3’0OH’a ilave olacak dNTP’ler olmali
— (dATP, dCTP, dGTP, dTTP= dNTP)

(dNMP), DNA  (dNMP),
| polymerase | ‘
e o 1L TETTEEETEL FTTTTETTTTTTRT | ap
F el Mg ittt
(dNMP)n (dNMP)n +1
Deoxyribose = DNA template (dNMP), Complement to template Inorganic
nucleoside and a portion of its

strand is extended by one  pyrophosphate

triphosphate = complement (dNMP),, nucleotide (n + 1)

(A,T,C, or G)
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DNA replikasyon yonii (yeni sentezlenen zincirin
yonii) 5— 3’ ucuna dogrudur.

DNA sentezi her iki zincirde-8’ 3’ yoniinde ve es zamanli
ilerler.

Bunun icin replikasyon catalinda iki farkli sentez tipi ortaya
cikar.

1- Kesintisiz iplik (DNA) sentezi (leading strand)
( 3= 5’ kalibina uygun sentez )
Zincir 3= 5’yonunde okunur, 5 3’ ydnlnde sentezlenir.

2- Kesintili iplik (DNA) sentezi (lagging strand)
( 5— 3" kalibina gore yapilan sentez)



* Kesintili DNA zincirlerinin olusumunu . kalyp ipliler
deneysel olarak gdsteren Okazaki ve "
ark.(1968) dan dolayi bunlara Okazaki " ”

. L replicasyon ca
Parcalari adi verilmistir. DA pofimeras

Dkazaﬁé\

patcalart \
kesikplile ™y

devamb iplik 3

(0karyotlarda  100-200 nukleotidlik
parcalar)

* Her bir Okazaki parcasininda
baslangicinda RNA primerleri
bulunmaktadir.
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DNA replikasyonu

* Replikasyon ilerledikce DNA Polimeraz | tarafindan
RNA primerleri kesilip cikarilarak ortaya cikan bos
alanlar kalip DNA ya uygun olarak sentezlenir.

* |ki DNA ucu ligaz enzimi ile birlestirilerek bir bitiin
DNA ipligi olusur.
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Okaryotlardaki DNA polimerazlar

TABLE 11.5

Properties of Eukaryotic DNA Polymerases

Polymerase Polymerase Polymerase Polymerase Polymerase Polymerase
o B o € 0% '

Location Nucleus Nucleus Nucleus Nucleus Mitochondrion Nucleus
3’5" Exonuclease

L No No Yes Yes Yes No
Activity
Essential to

Yes No Yes Yes No No

Nuclear Replication

DNA polimeraz a, 6 ve € dkaryotik cekirdek DNA’si replikasyonu igin
gereklidir.

DNA polimeraz 3 ve { DNA tamirinde rol aldigi distiniimektedir.

DNA polimeraz y mtDNA sentezinde rol alir.



Okaryotlarda DNA molekilinin prokaryotlardan
daha buyuk olmasi ve histon proteinleri ile
kromatin yapi olusturmalari nedeniyle farkli sentez

asamalari gozlenir.



Okaryot hiicrelerde replikasyon adimlari:

1) Replikasyon orijin noktalarinin tayini

2) DNA cift ipliginin ¢cozinmesi

3) Replikasyon catalinin olusmasi

4) DNA polimeraz aktivitesi, sentez ve uzama

5) Replikasyon kabarciklarinin olusmasi

6) Yeni sentezlenen DNA parcalarinin birlestirilmesi

7) Kromatin yapisinin yeniden olusumu



v" Okaryotik DNA da replikasyon orijinleri, 20 ila 80 orijinlik
gruplar seklinde (bir replikon=replikasyon Unitesi)
aktiflenirler.

v' Tum DNA replike oluncaya kadar S fazi boyunca yeni
replikasyon orijinleri aktiflenmeye devam eder.

f’r R ; R2 § R3 %’
21 o2 03
™ —
ﬂ ey T




v Bir replikasyon Unitesi icinde, her bir baslangic noktasi
birbirinden yaklasik 30.000 — 300.000 nukleotidlik araliklarla
bulunur.

v’ Replikasyon orijin noktasindan baslayan ve zit yonde ilerleyen
replikasyon catallari replikasyon kabarciklari olusturur.

repllktasyon baslangiclan

replikasyon kabarciklan *
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DNA Replikasyonunda Topoizomerazlar

Replikasyon catalindaki stperkivrimlarin (super coil)
acllmasi-cozilmesinde gorev yaparlar.

Negative supercoil

Copyright © 2009 Pearson Education, Inc.

- [—Supercoil




a type |l topoisomerase

catenation
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Topoizomeraz |
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Replikasyon li¢ problemi!l!

e Dogrusal kromozomlarin uclarinin replikasyonu
sorunludur.

e Kesintili zincirde RNA primeri uzaklastirildiginda
kromozomun ucunda serbest 3’-OH grubunu
saglayacak kalip zincir olmadigi icin sentez yapilamaz.

e Kromozom RNA primerinin boyu kadar kisalir.



(Lagging strand template)

(Leading strand template)

Discontinuous and
continuous DNA synthesis
(MU = RNA primer)
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Cozim=Telomer-telomeraz

 Telomeraz her replikasyonda telomerin kisalmasini
dnlemek icin TTGGGG tekrar dizilerini kromozomun
ucuna eklemektedir.

* |lave edilen diziler “sac tokasi” gibi kivrilir ve karsi
karsiya gelen G’ler arasinda H bagi kurulur ve serbest
3’-OH grubu elde edilir.

* DNA Pol | boslugu doldurur. Daha sonra sa¢ tokasi
kirthr ve DNA kaybi engellenir.



(Lagging strand template) TTGCGE
Telomerase adds repeats of
TTGGGG sequences which Rh::g;ig:r
form a hairpin turn
TTGGGGTTGGGE T
}
5 GGAE
RNA primer

RNA primer is removed,
creating gap

TTGGGGTTGCGGG -

g

-

{

GGGG
Gap is filled, adding on
to the hairpin structure
TTGGGGTTGGGG
R
AACCCCAAGCGG
Hairpin is cleaved l
TTGGGG TTGGGG z
-

AACCCC AAGGGG

b

B




DNA replike oldukca yeni sentezlenen histonlar ile kromatin
seklinde yeniden dizenlenir.

Histonlar da hicre siklusunun S fazinda sentezlenir.

S fazi boyunca ayni kromozomun farkli bdlgeleri farkl
zamanlarda replike olur.

Yogun olan kromatin (heterokromatin) S fazinin gec evrelerinde
replike olur.

Aktif kromatin (6kromatin) S fazinin erken evrelerinde replike
olur.



