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e
DNA Replikasyonu

« DNA replikasyonu genomlarin ve icerdikleri

ﬁenlerin nesilden nesile aktarilmasinda cok 6nemli
ir rol oynar.

 Hiicreden hiicreye genetik devamlilik olmasini
istiyorsak bu i%emenin eksiksik bir sekilde
yapilmasi gerekir.

. ReIilikasyon islemi cok biiytik bir islemdir ciinkii
replike edilmesi gereken ¢ok sey vardir.

+ 107 lik bir hata gayl bile replikasyon esnasinda
3000 hataya neden olacaktir.

- Tabii ki hi¢ hatasiz olamaz ama cok giivenilir bir
sisteme ihtiyacimiz vardir.
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Yar konservatif DNA replikasyonu Watson

ve Crick tarasindan ortaya atild

« Watson ve Crick’e gore DNA'nin kimyasal
yapisi ve diizenlemesinden dolay1
sarmallardan her biri karsisindaki zincirin
sentezlenmesi i¢in bir sablon gorevi
gorebilir.

- Sarmal coziiliirse ana zincir lizerindeki her
niikleotidin kendi komplimani olan
niikleotide karc1 bir zaafi olur. Bu zaaf ve
taimamlaylcﬂlk hidrojen baglarindan dolayr
olur.

- Niikleotidler bunu takiben sablon boyunca
poliniikleotid zincirlerine doniisiir.

 Her replike olmus DNA molekiilii bir yeni
zincir bir de eski zincirden olusur ve iste
bundan dolay1 yar1 konservatif
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Orijinal
Gifte sarmal

ilk Replikasyon
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(a) Konservatif Model (b) Yari-konservatif Model (c) Dispersif Model
(Dogru Model)

Meselson-Stahl deneyi yan konservatif
replikasyon icin kamt sunmaktadir.

(a) Grow bacteria in >N —

Centrifuge
DNA in CsCl

“Heavy”

15
DNA (°N) Original DNA
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(a) Grow bacteria in '°N
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DNA replikasyonunun karakterizasyonu

- 1955’de, Arthur Kornberg ve melektaslar1 bakteri
DNA replikasyonunu nitelendirdiler ¢iinkii bakteri
replikasyon mekanizmasinin 6karyotlardan daha az
kompleks oldugunu diisiindiiler.

- Bakterilerde 3 farkh polimeraz vardir, DNA
polimeraz (pol) I, II, and III.

« E. coli genomunun replikasyonu pol IIT’in gorevidir.
DNA pol I ilk kesfedilendir.

- DNA polimerazin bir grup aksesuar proteine ihtiyaci
vardir.

DNA replikasyonu deyince akla gelen
sorular.

 Replikasyon kromozomun hangi bolgesinde baslar?
Bu bolge rastgele mi yoksa 6zel bir bolge mi?

« Replikasyon orijini tek bir tane mi yoksa birden
fazla m1?

- Replikasyon basladiktan sonra, replikasyon tek
yonli mii ¢ift yonli mii?

- Okaryotlarda, DNA replikasyonu,
semikonservatif, ¢cift yonlii ve kromozom
boyunca birden ¢ok orijini olan bir
replikasyondur.
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Bakterilerde DNA replikasyonu

DNA
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(c) Bacterial cell division pushes chromosomes apart
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Ilk deneyler

- Kornberg ve meslektaslari in vitro DNA sentezini
yapabilen bir enzim izole ederler. Bu enzime DNA
polimeraz I dediler (Kornberg enzimi).

- DNA’nin sentezlenmesi icin 5 0geye ihtiyac
oldugunu gordiiler:

o 4 farkli ANTP’ye (bir tanesi bile eksik oldugunda veya
tiirevleri kullanildiginda, olciilebilir bir sentez
gerceklesmedi).

s DNA pol I (enzim).

s DNA (sablon gorevi goriir).

= Primer (Kesilmis DNA kullandilar ana normalde
primer RNA’dir).

s Magnezyum iyonlar1 (optimal DNA pol activitesi
icin).
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DNA replikasyonu

Diisiiniilmesi gereken ana noktalar

DNA replikasyonunun 3 evresi

+ Semiconservatif (Yar1
konservatif)
« Bidireksiyonel (Cift yonlii)

- Baglangic¢
« Uzama
» Terminasyon

+ Sentezin yonii; 5’ den 3’ e

- 1ki zinzir, leading zincir (éncii
zincir) ve lagging zincir (artgi
zincir)

 Primerler

+ Replikasyon orijini (baglama
noktasi)

Replikasyon esnasinda olacaklar

« Sarmalda yerel ¢oziilme olmalidir. Coziiliince aciktaki
DNA’nin stabilize edilmesi gerekmektedir.

 Coziilme ve DNA sentezi sarmal boyunca ¢oziilmesi
gereken bir gerginlik yaratir.

« DNA polimerazin baslayabilmesi icin bir tiir primer
tretilmesi gerekir. Bu primer RNA'dir DNA (i)egil.

« Primerler iiretilince sentez baslayabilir. Iki zincir farkl
metodlar ile replike olur.

. Relg)likasyon tamamlanmadan 6nce RNA primerlerinin
yok edilmesi gerekmektedir. Geriye kalacak bogliklarin
da DNA ile doldurulmasi gerekmektedir.

» Gozden gecirme mekanizmasi dogru bazlarin
eklenmesini saglar
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Replication
fork

Okazaki fragments
of lagging strand

Leading strand
Overall direction
of replication

Copyright © 2009 Pearson Education, Inc.

incoming
I 5 tri I

triphosphate deoxyribonucleoside
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irgcoming ! strand “thumb”
deoxyribonucleoside
triphosphate , template template
1 strand

W —+04+0
pyrophosphate

“fingers”~
5'-t0-3 4 primer
direction of strand
chain growth
“palm”
(A) (8)

DNA polimerazlarin gorevleri:

1. Polimerazlar fosfodiester baglarimin olusumunu katalize eder. Bu bag son
niikleotiddeki deoksiribozdaki 3’-OH ile dNTP 5’-fosfat1 arasinda olusur.

2. DNA polimeraz her adimda dogru komplemani bulur. Saniyede yaklagik 60-
90 baz ekler.

3. Sentezin yonii 5’ >3’
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Yanlis replikasyon modeli
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5 5" triphogphate

DNA polimeraz DNA

DNA polimerazin sira digi igleyisi
sentezini baglatamaz

iki tane niikleotidi
biribirine baglayamaz

Bu problem Primaz

. tarafindan Uretilen RNA
~y primer ile agilir

Bunlari kovalan bir

_— sekilde baglayabilir

(@) DNA polimeraz
nikleotidleri sadece 5 den

5! 3 , iy
T T T T T T I T T T T T TTTTT 3’ e ekleyebilir
eellllll g, yonde niikleotidleri —» s

baglayamaz Ama iki zincir bir birine

anti-paraleldir ve zit
yonlere giderler

Bu problem yeni zinciri
hem replikasyon catalina
dogru hem de cataldan
uzaklagir sekilde Ureterek
asildi.
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I primer strand _
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?

T T
AT-zengini bolgeler DnaA kutular

DnaA proteini DnaA kutu dizilerine ve birbirlerine

baglanir. DNA’yi egen diger proteinler de baglanir
i in DnaA proteinlerine
neden olur.

(burada gosteri ).Bu o
sar ve AT-zengini bé in ayr

iki DNA helikaz (DnaB proteini) replikasyon
baslama noktasina baglanir.

Helikaz

Helikaz 6 ayri tniteden
olusur, Dna Uzerinde 5’den
3’e dogru hareket eder.
Enerjisini ATP’den alir.

iki tane replikasyon gatali olugturur.

lDNA helikazlar her iki yonde DNA’y1 ayinir ve

e —
_— e = =
(;atal; )4 o
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Replikasyon
catali

replication

/ forks

Tum

DNA replikasyonu icin onemli enzimler

- DNA Helikaz

- DNA SSBD (tek zincir baglanma proteinleri)
- DNA Topoizomeraz

- DNA Polimeraz

 Primaz

- DNA Ligaz

10/23/2015
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DNA repli ynundaki énemli pi il ingorevleri
« DNA helikaz DNA zincirleri arasindaki
hidrojen baglarini kirar. Tek-zinclr baglanma Orijin
proteinleri
* Topoi Il pozitif

kurtulmaya yardim eder. DNA helikaz

DNA polimeraz Il 3
5
» tek —zincir baglanma proteinleri
sablon zincirleri bir birinden ayr: tutar. Topoisomeraz Il

RNA
Leading primer
zincir

+ Primaz RNA Primer iiretir.

+ DNA polimeraz III yeni DNA zincirini & RNAprimer
sentezler. DNA polimeraz Il
Replikasyon gatali
+ DNA polimeraz I RNA primerlerini ¢ikarir Okazaki fragmam
ve bunlar yerine DNA koyar.

Primase

Lagging zincir

Sablon DNA’lar
+ DNA ligaz Okazaki fragmanlarim
kovalan bir sekilde bir birineaglar.

— g Okazaki
Gatalin hareket yonii fragmanlar

Replikasyon orijini
——

5 — 5
~€— Replikasyon catali Replikasyon gatali —»
5 3’

Lagging Leading
zincir zincir
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Tek zincir baglanma proteinleri

DNA polymerase
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s
singla-strand “ )
binding protein

MONOMErs “
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coaperative protein binding straightens region of chain

SSBP tetramer olarak Helikaz
tarafinda ortaya ¢ikarilan tek zincir
DNA’ya baglanir ve bu DNA’'y1
stabilize eder. Replikasyon bu
proteinler ssDNA’ya bagh
oldugunda 100 kat daha hizhidir.

DNA topoizomeraz

 Bu enzim negatif gevsemelerin (siiperkoiller)
olusumunu katalize eder. Bu islemin ¢oziilme
islemine yardimci oldugu diistiniilmektedir.

« DNA replikasyonu esnasinda bu protein
ailesinin farkl tiyeleri gorev alir. Bunlar icinde
DNA topoizomeraz I ve II ve DNA giraz vardir.

DMA primase
ANA primer

DNA Pulqumse'fPohn\

3
Lagging l i
strand |

5

Okazakl fragment

veses” KK

¥

DNA Polymerase [Pol)
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¢ OOO Topoisomerase
O o DNA (swivel)
Q

o% \k

Single-stranded DNA
binding protein (SSB)
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DNA Pol’un uc¢ ana aktivitesi

- 5°ten 3' e elongasyon (polimeraz aktivitesi)

- 3' ten 5' eksoniikleaz (kontrol aktivitesi) hata
orani 10¥de 1’den azdir

- 5'ten 3° e eksontikleaz (tamir aktivitesi)

« DNA Pol I'in diger iki aktivitesi replikasyon icin
onemlidir fakat 5°>3’ polimeraz gorevini yapan
DNA Polymerase IIT’tiir.

10/23/2015
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e
DNA Primaz

3' hidroksil grubu
gereksinimi DNA
primaz denen bu
enzimin baslangis
noktasinda tirettigi RNA
primerler tarafindan
gidereilmektedir.

RMA primer DMA primase

Primase  Single-stranded region
of parental DNA

@ RNA primer s
synthesized by primase.

5
H._J

RNA primer

Newly made DNA
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P
DNA ligaz

5{F) O ARIPE EBE

used released

Replikasyonda yapilmasi gerekenler

- Sarmalin yerel olarak gevsemesi gerek. Gevesedikden sonra orataya ¢ikan
DNA’)nln stabil hale geitirlmesi gerekmektedir. (DNA giraz, DNA helikaz ve DNA
SSBP).

- DNA’nin gevsemesi ve DNA sentezi sarmalin geriyekalan golgelerinde gerilime
neden olur ve bu gerilimin ¢éziimlenmesi gerekmektedir. (topoizomeraz)

« Bir tiir primerin iiretilmesi gerekir ki DNA polimeraz goreve baslayabilsin. Bu
primer RNA’dir DNA degil. (RNA primerler tretilir, ve primerin serbest 3'OH grubu
polimer tarafindan kullanilabilir).

o Primerler iiretilince DNA sentezi baslayabilir. Her iplik farkh bir replikasyon
yontemi uygular. (Replikasyon catal bir yonde gider fakat DNA replikasyonu
saadece 5’den 3’e dogru olur. Bu paradoks Okazaki fragmanlarini kullanarak
¢ozlimlenir. Bu fragmanlar kisa birbiri ile devamsiz art¢1 zincirden tiretilen replikasyon
urtinlerdir. Buna karsu oncii zincirden tiretilen devamliligi olan bir zincir vardir.)

+ Replikasyon tamamlanmadan énce RNA primerinin ¢iakrtilmasi lazim. (Son
tiriinlerin icerisinde RNA parcalar1 yoktur. Bunlar Polimeraz I'in 5°den 3’ islev
yapan eksontikleaz aktivitiesi ile ¢ikrarilirlar). Geriye kalan boslugun DNA ile
doldurulmasi gerkemektedir. (Son iiriinlerde RNAlarin ¢ikarilmas ile bogluklar
olusur fakat son iiriinlerde bosluk yoktur bu bogluklar DNA polimeraz I'in 5’den
3’e olan polimeraz iglevi ile doldurulur)

* DNA polimerazin son bag1 olusturma kabiliyeti yoktur. Bu bag DNA ligaz tarafinda
olusturulur.

« Bir diizeltme mekanizmasi dogru bazlarin eklendiginden emin olur. (DNA
polimeraz IIT)

10/23/2015
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yrilaral
iki tane farkh gatal olustururlar Replikasyon orijini

/ —— ]
metrn Pl

N

DNA sentezini baslatmak igin primerler gereklidir.

Leading zincirin sentezi replikasyon gatahnin

hareket yéniyle ayni yéndedir.

Lagging zincirinin birinci Okazaki fragmani

it yénde iretilr. Leading
zincir

RNA primer

3
< Replikasyon gatalinin
yénii

Leading sinzir uzar ve ikinci bir Lagging zincirin
Okazaki fragmani yapilir. birinci Okazaki fragmani

Spre

ikinci
Okazaki Okazaki
fragmani fragmani

Birinci

Leading zincir uzamaya devam eder. Ugiincii bir
Okazaki fragmani yapilir. Birinci ve ikinci Okazaki
fragmanlan birbirine baglanir.

Ogiincii Birinci ve ikinci Okazaki
< Okazaki Fragmanlan bir birlerine
fragmant baglandilar.

Okatyorik DNA replikasyonu esanasinda
birgcok replikasyon balonu mevcuttur

origins of replication
1 et ™,
direction of

LY fork movemant

-
Tl - !

- -
2 [ e tw\/
replication forks
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Kromozom Kardes kromatidler

Orijin
Orijin
Orijin
Sentromer

Orijin

Orijin

S fazi 6ncesi S fazi esnasinda S fazi sonunda

Parent strands Origins of replication for
three different replicons

(a)

Daughter strands l

. Replication forks g
Replication bubbles /‘
== s /
(b)

l Two replicons on

left fuse together
N
()
\_/v
(d)

l Replicons fuse

(e)
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Lagging strand
RNA Primer

Single-stranded
DNA binding protein .
(SSB) -0 2

Figure 13-12a Cell and Molecular Biology, 4/e (© 2005 John Wiley & Sons)

Initiator

@ Initiator protein binds to double-stranded protein
DNA at the origin of replication and, using

ATP energy, slightly unwinds the DNA. |

Parental DNA

Copyright © 2009 Pearson Education, Inc.

© DNA helicase binds to the unwound |
DNA and continues the unwinding. i, DNA
Meanwhile, DNA gyrase promotes strand | a

DNA gyrase
(topoisomerase)

separation by inducing negative supercoiling in
front of the DNA helicase, Strand separation is
maintained by molecules of single-stranded DNA
binding protein (SS

which stabilize the unwound |_

region and allow the separated strands to serve as

templates. A replication fork is now in evidence.

Copyright © 2009 Pearson Education, Inc.

5
RNA ®
primer ) =1
© Primase binds to the first initiaing sequence on the 5 .'
leading strand template and synthesizes a short RNA 3 J
e Primase
primer that is complementary to the DNA template. |

Copyright © 2009 Pearson Education, Inc.
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© DNA polymerase lil (polymerase « followed by 5
polymerase dor € in eukaryotes) uses the . \
primer to initiate DNA synthesis by adding Leading S
; k strand DNA e
deoxyribonucleotides to its 3 end. The leading @«
strand requires only one priming event because 5 —
DNA synthesis is continuous in the 5 3 direction. 3 DNA polymerase Il

Copyright © 2009 Pearson Education, Inc.

Primosome
9 An RNA primer is made for the lagging strand
and DNA polymerase then extends the strand e o

: = Lagging s
In E. coli, the primase is part of the primosome,
: : strand 4
a protein complex that includes the DNA helicase.

Copyright © 2009 Pearson Education, Inc.

G For the lagging strand, DNA synthesis is discontinuous |

DNA polymerase | removing primer
and requires a series of RNA primers (shown in red) ;\ -

DNA is synthesized at the 3 end of each primer, generating > 5
an Okazaki fragment that grows until it meets the adjacent 37 - | —
fragment. The RNA primer is then removed by the Okazaki #2
5 3 exonuclease activity of DNA polymerase | . fragment #1
and replaced with DNA by the polymerase activity 5 E’
of the same enzyme. 3
o DNA polymerase |

Copyright © 2009 Pearson Education, Inc.

Primase

5 Helicase
o DNA ligase links together adjacent Okazaki fragments. |— 737*" - I I 7 KN
A 3 ) of 3 #2 #3 17 N
Hereafter, DNA ligase, polymerase |, polymerase IlI, DNA ligase
primase, DNA helicase, and DNA gyrase will be working DNA polymerase i
simultaneously in the vicinity of the replication fork 5
3 NA gyrase

D
SSB

Copyright © 2009 Pearson Education, Inc.

Lagging strand
3/
5/

DNA
polymerases

Parental DNA
3/
5/

5 Leading strand

3/
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10/23/2015

22



Repli.zom

Leading zinciri

Replikasyon
catal

DNA helikaz Topoisomeraz Il

50 B
Tek zincir DNA
baglanma polimeraz Il

protein/e«i\ -

Primozom
Bir sonraki —__&"
Okazaki d \ | W, Primaz
fragmaninin
yapilacagi yer

RNA primer

Yeni Okazaki Eski Okazaki
fragmani fragmani

DNA polimerazin iki sira disi1 6zelligi vardir

= 1. DNA sentezin sadece 5’ - 3’ yonunde yapar

= 2. DNA sentezini baglatamaz

Bu iki 6zellik linear kromozomlarin 3’ uglarinda
problem yaratir; zincirin ucu replike edilemez.

DNA polimeraz bu nukleotidleri
birbirine baglayamaz.
3
A, /

1-"/"‘\ 7
Primeri koyacak yer
de yok
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Yani; bu problem ¢ozulmezse...

= ..linear kromozomlar, her DNA replikasyonu oldugunda
giderek kisalacak anlamina geliyor.

Tabii hlcreler bu problemi telomerlerin ucunda DNA

dizisi ekleyerek ¢ozerler.

Bunu yapabilmek i¢in telomeraz enzimi tarafindan
gerceklestirilen farkl bir mekanizmaya ihtiyag
vardir.

Telomeraz protein ve RNA igerir.

= RNA telomerik bolgedeki DNA dizilerine
komplementerdir.

= Bu 6zellik 3’ ucundaki tek zincir ¢ikintiya telomerazin
baglanmasina yardimci olur.

I Origin _|
Leading Lagging
© DNA replication is initiated at the origin; strand o= strand
the replication bubble grows as the two 5 \ 3
replication forks move in opposite 3 ~ 7 5
directions. N~ e /

5
O Finally only one primer (red) remains on ¥
each daughter DNA molecule.

1 Kromozomlarin
R s uclannda
A el : replikasyon
1 esaninda
. problem olur.

0 Each round of replication generates
shorter and shorter DNA molecules. L

5

uw

5 3"
3 5

Copyright © 2009 Pearson Education, Inc.
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Telomer
5 =
3 e— 5
Okaryotik kromozol

Baglanma: Telomeraz

3" ucundaki tek zincir
cikintiya baglanir.

Tekrarlayan iinite
——

FTAGGGTTAGGGTTAm
—AATCCCAAT

Polimerizasyon: Telomeraz
6-nucleotidlik bir tekrar dizisi
iretir.

_

ETTAGGGTTAGGGTTAG@TTA:@F'{\
y

—AATCCCAAT|

Translokasyon: Telomeraz
6 nucleotid saga kayar
've tekrar iretir.

[STTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGITTAGG
ATCCCAAT

Komplementer dizi, DNA polimeraz.
Primaz ve ligaz tarafindan iretilir.

Y

~TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG 3
AATCCcAATlcccaaTCccAATCEIGAAUC CCARD|
[ — ]

RNA primer

WL~ Some Important DNA Replication Proteins in Bacteria and Eukaryotes

Protein

Cell Type Main Activities and/or Functions

DNA polymerase |

DNA polymerase 111

DNA polymerase « (alpha)
DNA polymerase ¥ (gamma)
DNA polymerase & (delta)

DNA polymerase & (cpsilon)

Primase

DNA helicase
Single-stranded DNA
binding protein (SSB)

DNA topoisomerase
(type I and type I1)

DNA gyrase

DNA ligase

Initiator proteins

Telomerase

Bacteria DNA synthesis; 3’ — 5’ exonuclease (for proofreading); 5 — 3’ exonuclease;
removes and replaces RNA primers used in DNA replication (also functions
in excision repair of damaged DNA)

Bacteria DNA synthesis; 3" — 5 exonuclease (for proofreading); used in synthesis of
both DNA strands

Nuclear DNA synthesis; forms complex with primase and begins DNA synthesis
at the 3" end of RNA primers for both leading and lagging strands (also
functions in DNA repair)

Eukaryotes

Eukaryotes Mitochondrial DNA synthesis

Eukaryotes Nuclear DNA synthesis; 3 — 5" exonuclease (for proofreading); involved in
lagging and leading strand synthesis (also functions in DNA repair)

Nuclear DN.

Eukaryotes synthesis; 3" — 5" exonuclease (for proofreading); thought to

strand synthesis (also functions in

be involved in leading and laggir
DNA repair)

Both makes RNA oligonucleotides that are used as primers for
nthesis

Both Unwinds double-stranded DNA

Both Binds to single-stranded DNA; stabilizes strands of unwound DNA in an
extended configuration that facilitates access by other proteins

Both Makes single-strand cuts (type 1) or double-strand cuts (type 11) in DNA;
induces and/or relaxes DNA supercoiling; can serve as swivel to pre
overwinding ahead of the DNA replication fork; can separate linked
DNA circles at the end of DNA replication

Bacteria Type I1 DNA topoisomerase that serves as a swivel to relax supercoiling ahead
of the DNA replication fork in E. coli

Both Makes covalent bonds to join together adjacent DNA strands, including the
Okazaki fragments in lagging strand DNA synthesis and the new and old
DNA segments in excision repair of DNA

Both Bind to origin of replication and initiate unwinding of DNA double helix

Eukaryotes Using an integral RNA molecule as template, synthesizes DNA for extension

of telomeres (sequences at ends of chromosomal DNA)
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