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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Bolum kavramiliari

Bazi virtslerin disinda, yeryUzundeki butin organizmalarn
genetik materyali DNA'dr.

Watson-Crick modeline gore, DNA sag-el ikili sarmali
biciminde bulunur.

Ikili sarmalin zincirleri, tamamlayici (komplementer,
eslenik) azotlu baz ciftleri arasindaki hidrojen baglari ile
birbirine tutunur.




(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Bolum kavramiliari

Genetik bilginin depolanmasini ve itfade edilimesinin
temelini saglayan olgu DNA'nin yapisidrr.

RNA'niN DNA ile cok fazla benzerligi bulunur, ancak RNA
tek zincir halindedir.

Bazi virGslerin genetik materyali RNA'dlr.




(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Genetik bilgi

Mantiksal olarak dUsunUldugunde, genlerde, bir sonraki
kusaga aktanldiginda soyun bicimini ve Ozelliklerini
etkileyen bir cesit bilgi bulunmalidir.

Buna genetik bilgi denir.




(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

DNA canlilarda genetigin temelini

nasil olusturur ¢

1944'e kadar, kromozomlardaki hangi kimyasal bilesenin
genleri ve genetik materyali olusturdugu acik degildi.

Kromozomlarnn nukleik asit ve protein bilesenlerine sahip
oldugu bilindiginden, her ikisi de genetik materyal

olabilirdi.

1944'de DNA'nin kalitima ait bilgiyi nUkleik asidin tasididi,
deneysel olarak kanitlanmistir.




(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

DNA canlilarda genetigin temelini

nasil olusturur ¢

James Watson ve Francis Crick'in DNA molekUlinUn
islevinin daha kolay anlasiimasi icin, dnce yapisinin
aydinlatiimasi gerektigi Sngorusinin dogrulugu ortaya
clkmistir.

Bu bdlUmde, 6nce DNA'nin genetik materyal olduguna
dair bulgular gbzden gecirilecek ve sonra yapisinin
aydinlatiimasi tartisilacaktir.




(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Genetik materyal dort ozellige sahipfir

Bir molekUlun genetik materyal olarak
davranmasi icin dort ozelligi bulunmalidir:

» Kendini esleme (replikasyon)

> Bilgi depolama

» Bu bilgiyi ifade etme

» Mutasyonla cesitlenme (varyasyon)




(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Replikasyon

Genetik materyalin replikasyonu, bUtin canli
organizmalarin temel bir 6zelligidir ve hUcre dongUsunde
yer alr.

Genetik materyal replike olduktan sonra yavru hicrelere
esit olarak dagilir ve her bir hUcreye, orijinal genetik
materyal miktannin yarisina sahip olacak sekilde
paylastirma yapillir.

Mitoz ve mayozun UrUnleri farkll olmasina ragmen, her iKi
islem de, hiUcresel Ureme (reproduksiyon) adi altinda
toplanir.




(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Bilgi depolama

Tum kalitsal ozellikler genetik bilgi icerisinde depolanir.

HUcrelerin cogu DNA'nin tamamina sahip oldugu halde,

belirli bir noktada bu genetik potansiyelin bir b8IUMUNU
ifade ederler.

Ornegin, bakteriler belirli cevre kosullan karsisinda bircok
aeni faaliyete gecirir, durum degisince bu genleri kapatir.




Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Bilgi depolama

Genetik materyalin kimyasal dili, bilgi depolarken, bilgiyi
yavru hucrelere ve organizmalara aktarirken bu gorevi
yerine getirebilecek yetenekte olmalidir.

(Kaynak: Genetik Kavramlar,



Prof. Dr. Bektas TEPE

Genetik bilginin ifadesi

Genetik bilginin ifadesi
hUcrede bilgi akisinin
temelini olusturur.

Her bir mRNA &zgul bir
genin Uronudur ve degisik
bir proteinin sentezine yol
acar.

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)
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Prof. Dr. Bektas TEPE

Genetik bilginin ifadesi

Translasyon, rRNA iceren
ribozomlarda, tRNA'nin da
katihmiyla gerceklesir.

tRNA, mRNA'daki kimyasal
bilgiyi, proteinleri
olusturan amino asitlere
cevirerek adaptdr rolu
oynar.

Bu islemler, molekUler
genetigin santral
dogmasini olusturur.

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Genetik materyalin mutasyonla
esitlenmesi (varyasyon

Mutasyonlar organizmalar arasinda ortaya ¢ikan yeni
cesitliligin de kaynagidir.

Prof. Dr. Bektas TEPE

Mutasyonla meydana gelen degisiklik, transkripsiyon ve
translasyona yansir ve ilgili proteini etkiler.




(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Genetik materyalin mutasyonla
esitlenmesi (varyasyon

Mutasyon esey hucrelerinde olursa, gelecek kusaklara
aktarilir ve zamanla populasyon icerisinde yavilr.

Prof. Dr. Bektas TEPE

Kromozomlarn icinde ve kromozomlar arasinda yer alan
yeniden duzenlenmeleri de kapsayan genetik cesitlilik
evrimin ham maddesidir.




(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Genetik materyale iliskin gozlemler

Genetik materyalin rolU icin hem proteinler hem de
nukleik asitler baslca adaylar oldugu halde, genetikcilerin
cogu 1940'lara kadar proteinlere sans tanimistir.

Bu inancg, uc faktdrden kaynaklanmistir.




(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

1. faktor

Proteinler hucrede bol bulunmaktadir.

Protein miktar farkli olmakla birlikte, hucrelerin kuru
agdirhginin %50'sini olusturur.

HUcrelerde fazla miktarda ve ¢esitte protein bulundugu
icin bu proteinlerin bazilarnin genetik materyal olarak
islev gorebilecegdi dUsunuUlduU.




(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

2. faktor

Bu faktor, nukleik asitlerin kimyasal yapilarn ile ilgili olarak
kabul edilmis olan bir dngdrudur.

DNA ilk olarak 1868 yilinda, Isvicreli kimyaci Friedrick
Miescher tarafindan calisiimistir.




(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

2. faktor

Miescher, hUcrelerin sitoplazmasindan cekirdekleri
ayristirmayi basarmis ve bu cekirdeklerden nuklein olarak
adlandirdigl, asidik bir madde elde etmistir.

NuUklein'in fazla miktarda fosfor icerdigini fakat hic kUkuort
icermedigini gostermistir.

Bu Ozellik nUklein'i proteinlerden ayirmaktadir.




(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Prof. Dr. Bektas TEPE

Tetranukleotid Hipotezi

NUkleik asitlerin, nukleotidler
denilen dort benzer yapi tasindan
olustugu gosterilmistir.

1910'1arda, Phoebus A. Levene,
nukleofidlerin nUkleik asitlerdeki .
kimyasal yerlesimini aciklamak icin ‘
tetranukleotid hipotezini
dnermistir.

Basit dort nukleotid birimi, DNA'da 7_$eker_id
devamli tekrarlanmaktadir. . "

Dort nukleotidin oraninin 1:1:1:1
oldugu varsayilmistir.




(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Prof. Dr. Bektas TEPE

Tetranukleotid Hipotezi

Tek kovalent bagla bagl
tetranUkieotid yapist oldukca

basittir. (D seer

Bu nedenle genetikciler, 3
genetik materyalden sk — T

beklenen bUyUk miktarda
kimyasal farkliig bu yapinin
saglayamayacadi
gorusundeydi.

Genetik materyale ait

iZLE spekuUlasyonlarda proteinler
agirlik kazanmis ve nukleik

asitler geri planda kalmistir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

3. faktor

UcUncU faktdr, genetigin en aktif arastrma alanlari ile
ilgilidir.,

Prof. Dr. Bektas TEPE

Bu alanda elde edilen bulgulara gdre proteinler, genetik
materyal olarak pasif bir bicimde kabul gbérmustur.

Ancak 1940'lardan sonra Chargaff, bircok organizma icin
1:1:1:1 oraninin dogru olmadigini gostererek Levene'in
hipotezini cUr0tmustor.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Transformasyon ile ilgili ilk calismalar

Frederick, Diplococcus pneumoniae ‘nin degisik bircok
susunu kullanarak deneyler yapmistir.

Prof. Dr. Bektas TEPE

Bunlarnn bir kismi, bazi omurgalilarda (Ozellikle insan,
sican) zaturre'ye neden olan virtlant (hastalik olusturan)
suslardi, bir kismi da avirGlant (hastalik olusturmayan)
suslardi.

VirUlans, bakterilerin sahip olduklar polisakkarit kapsul
yapilari ile ilgilidir.

VirOlant suslarda kapsul bulunurken, avirGlant suslar
kapsulsbzdur,

22



(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Criffith’Iin tfransformasyon deneyi

Diiz koloni (lIIS) Kontroller

4 Canli IS
(hastalik olusturan)

A ! Q) Enjekteet 273?
Kapsulll veya kapsUlsuz olma e BN - Al =
durumu, virGlant ve avirllant suslar = ° wiiy”
arasinda temel bir fark daha e
yaratir. ——

y (hastalik olusturmayan)
Sekilde goruldugu gibi, agarli ' @@——/ B e
kUItOr kabinda Uretildiginde v @ «7/‘
kapsullu bakteri parlak-diz AR
koloniler, kapsUlsuz bakteri suslari B
ise pUruzlu koloniler olusturur. w@u P
1o “/_r—jy

Bu durum sayesinde, standart ¢/ |
mikrobiyolojik kultur teknikleri ile
virUlant ve avirOlant suslar KolayCa  sieeidsims us b e
tanimlanabilir. ‘%Eﬂl/ L .9 9

QO = \/7)’ 7 @
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Serofipler

Diplococcus‘un her bir susu, serotipler olarak adlandirilan
dUzinelerce degisik tipten biri olabilir.

Serotipin ozelligi, kalin ve yapiskan kapsulun polisakkarit
iceriginden kaynaklanir.

Serotipler mmunolojik tekniklerle tanimlanir ve cogunlukla
Romen rakamlar ile gosterilir.

24



(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Serofipler

Tip | ve Il, Amerika'da zatUrreye neden olan en yaygin
tiplerdir.

Griffith, genetik materyalle ilgili yeni kavramlara yol acan
deneylerinde tip Il ve [lI'U kullanmistir.

Griffith'in iki susunun ozellikleri asagida verilmistir.

Koloni
Serotip Morfolojisi Kapsil Virtilans

IR Parazld Yok Hastalik yapmaz (avirdlant)
1S Dz Var Hastalik yapar (virtlant)

25



(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Criffith deneyinin ayrintilar

Diiz koloni (I115) Kontroller
’ ot (hast;iinclallﬂ;furan)
5 N Q  crjeceet bicr
Griffith, yalniz canl virGlant N 0 /50— <D
hUcrelerin sicanda zaturre e ¢ v ol
olusturabilecegini yapilan diger B
calismalardan biliyordu. ooy
: (hastalik olusturmayan)
Istyla etkisiz hale getirilen virGlant @@——/ 2 e ik
bakteriler sicana enjekte B P
edildiginde zatlrre AR
olusturmuyordu.
S oy ww
Griffith, bu kritik deneyinde canli @  xesy
lIR (avirGlant) hucrelerle, isi ile | |
etkisiz hale getirilen llIS (virdlant)
hUcreleri karstirarak sicana
enjekte etti. W=t Lol W ™. @ @
O =F G o — Q

e /)’
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Criffith deneyinin ayrintilar

Diiz koloni (lIIS) Kontroller

4 Canli IS
(hastalik olusturan)

: o ... =

ki hOcre tipi, tek basina R e
verildiginde sicani e oy
oldUrmedigine gore, Griffith her  ruiooman

iki hUcrenin birlikte verilmesinin ISR

Enjekte et e Yasar
A Mg

(Ciftli enjeksiyonun) sicani e 0 L =
SldUrmesini beklemiyordu. ‘ : 7w
Ancak, bes gin sonra, cift e ww

Sy /’-" 4-:)/

enjeksiyon yapilan butun N
- sicanlar oldu. S
IZ L E Canli lIR ve SR RS aser Canli IS

Isi ile etkisizlestiriimig 111S tekrar elde
Fare Doku edilir
Enjekte et , olir analizi ®
© =

4 ) - _

ety —J ©

B [) 9
|




(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Criffith deneyinin ayrintilar

Diiz koloni (1I1S) Kontroller
’ ot (hast;iinclallﬂ;furan)
oe A d (©) - i
OlU sicanlarn kan analizleri, fazla =« ©@—— 7 — <io
miktarda canli llIS tipi (virdlant) g ° wiiy”
bakterilerin bulundugunu MY
gOSTerm|§T|r Piiriizli; koloni (IR) .
: (hastalik olusturmayan)
Olen sicanlarin kaninda bulunan - 7 @@—»/ B e i
IS bakteriler, polisakkarit kapsul B O
acisindan, 1si ile 8Idirdlmus e
hUcrelerden elde edilen llIS S T
susuna benziyordu. W mex a0 oo
= “//;j';," -
Canli avirdlant IR bakterilerin | |
enjekte edildigi kontrol sicanlar
saglikliydr ve zaturre olmamigti.
OFS ‘.\/,'7)": S ©)
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Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Griffith’'in bulgulari

Griffith, 1s1 ile dldUrdlmus IS bakterilerinin bir bicimde, canli
avirdlant IR hUcrelerinin virdlant llIS'lere donustmunden
sorumlu oldugu sonucuna ulasti.

(Kaynak: Genetik Kavramlar,

29



(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Criffith’in fransformasyon prensibi

Griffith bu olay! franstormasyon olarak adlandirdi.

Her ne kadar kapsul tek basina zatUrreye neden
olmuyorsa da;

Transformasyonu gerceklestiren ana maddenin
polisakkarit kapsulUn bir kismi ya da kapsul sentezinde rol
alan bir bilesik olabilecegini dnerdi (transformasyon
prensibi).

30



(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Hangi molekul ¢

Hangi molekUlin transformasyonda gérev aldigi siphesiz
kritik bir soruydu ¢

31



(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Peki bu sonuca nasil varild !

Avery, Macleod ve McCarty adll arastirmacilar,
transformasyon yapan maddeyi saf olarak elde eftfiklerini
ve transformasyondan sorumlu molekUlun sUphesiz bir
bicimde DNA oldugunu bildirdiler.

Peki bu sonuca nasil vardilar ¢

32



(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Izolasyon (aynistirma) deneyi

Avery, Macleod ve McCarty, llIS tipi virGlant hUcrelerin
bUyUk dlcekteki (50-75 litre) sivi kOltUrlerini baslattilar.

HUcreler santrifUj edildi, toplandi ve isiyla olduruldu.
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Prof. Dr. Bektas TEPE

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Izolasyon (aynistirma) deneyi

Homojenizasyondan
ve deoksi-kolat
deterjani (DOC) ile
birkac¢ 6zUtleme
isleminden sonrq,
tfransformasyon
potansiyeline sahip
oldugu dusunulen
cOzUNUr suzuntuyu
elde eftfiler.

Birkac¢ kloroform
bdzutlemesi ile protein

bu aktif &zutten
uzaklastirildi.

Is: ile Hucreleri

Santrifly) 2 etkisiziestir homojenize et
— —_— - —
w W IS filtratns elde et
IS hucreleri tipin Karbonhidratian,
dibinde toplanir , lipitleri ve proteinleri aynstir
S kilftur ortamindaki
WIS hicreleri L)

Proteaz ile
muamele et

Deoksiribonuiklear Ribonukleaz

ilave et ilave et

-~ -~ -~
{ i {
saptanmas:
I8 hicreleri IR hicrelen IR hiicreleri IIR hucreleri
+ - + ! +
DNaz e muamele 7553 RNazile muamele 7055 Proteazile muamele (5558 IS filtrats
4 edilmis IS filtratt 70088 edilmig IS filtrats S edilmig IS filtrat 3
Transformasyon Transformasyon Transformasyon Transformasyon
gergeklesmez gergeklesir gergeklegir gergeklesir

| | | |

IR hicreleri R hiicreleri IR hixcreden
+ : + A | +
HIS hiicreleri HIS hucreleri ad IS hicrelen
e

Yalmiz IR
hicrelen

Sonug: Sonug: Sonug: Kontrol:
Aktif faktor DNA'dir Aktif faktdr RNA dedjildir  Aktif faktor protein degildir  Aktif faktoro UIS igerir
J58 1S hicreleri
¥ IR hucreleri
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Izolasyon (aynistirma) deneyi

Polisakkaritler
enzimatik olarak
parcalanip
uzaklastirildi.

Son olarak, etanol
cokturmesiyle, tip
IR avirUlant
hucreleri
transforme
edebilecek ipliksi
bir cOkelek elde
ettiler.

Is: ile Hucreleri
Santrifly] etkisizlestir homojenize et
= — - —
w W IS filtratns elde et
IS hucreleri tipin Karbonhidratian,
dibinde toplanir , lipitleri ve proteinleri aynstir
S kilftur ortamindaki
WIS hicreleri L)

Proteaz ile
muamele et
<—

Deoksiribonuiklear Ribonukleaz
ilave et ilave et

— L —p—

{ i {

IR hicreleri IR hucrelen lIR hicreleri lIR hucreleri
- + 4+ +

DNaz e muamele RNazile muamele ©°58 Proteazile muamele ¢ : 5 S filtrats
edilmis lIS filtrat: % edilmig NS filtrats ol edilmis IS filtrat
Transformasyon Transformasyon Transformasyon Transformasyon
gergeklesmez gergeklesir gergeklegir gergeklesir

| | | |

IR hiicreleri IR hucreler I8 hixcreleri
+ : + : +

HIS hicreleni IS hicreleri 5 IS hiscrelesi
Soge
o

Yalmiz IR
hicrelen

Kontrol:

Sonug: Sonug: Sonug:
Aktif faktor DNA'dir Aktif faktdr RNA dedjildir  Aktif faktor protein degildir  Aktif faktoro UIS igerir
J58 1S hicreleri
¥ IR hucreleri
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Izolasyon deneyi (sodyum

deoksiribonukleat

Transformasyon kaynaginin DNA oldugu acikca kesinlik
kazandi.

Ipliksi cokelekte dnce, "sodyum deoksiribonUkleat" oranini
yansitan azot/fosfor oranina bakildi.

Bu kimyasal isim daha sonra DNA'y1 tanimlamak icin
kullaniimistir.

36



(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Enzim muamelesi (RNase)

Sonucun guvenilir olmasi acisindan Urun; tripsin,

kimotripsin ve ardindan ribonukleaz (RNase) ile muamele
edildi.

Boylelikle muhtemel protein ve RNA kalintilar ortamdan
uzaklastirnimis oldu.

Ancak, transformasyon aktivitesi hala vardi.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Enzim muamelesi (DNase)

Deoksiribonukleaz'in (DNase) kullaniimasi ile Ordnun
transformasyon akfivitesini kaybettigi gosterildi.

Artik, aktif ve transformasyondan sorumlu olan maddenin
DNA olduguna karar verildi.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Deneysel dayanak ¢

Transformasyon maddesinin RNA ya da protein degil de
DNA oldugu sonucuna variimasinin deneysel dayanag
nedir ¢
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Hershey-Chase deneyi

DNA‘nin genetik materyal oldugunu destekleyen ikinci
onemli bulgudur.

Bu bulgu, Escherichia coli bakterisinin, konakcisi olan T2
bakteriyofqj ile enfeksiyonu calismalarindan elde
edilmistir

40



(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Prof. Dr. Bektas TEPE

Litik dBNgO

Faj, bakteri hUcresinin
yUzeyine yapisir ve fajin bazl
bilesenleri bakteri hucresine

. A Kuyruk lifleri

Bu enfeksiyon Fa.f;zr:m:iﬂzr;:;z:;%::'w:&ist?;?kzsﬁzr B
~ L]
basamagindan sonra, virdl | ot zrs g 9

bilgi konakcinin hicresel =
isleyisini "komuta eder” ve

- faj Uremevye baslar.
iZLE J Y€ a3 %

Bilesenlerin toplanmasi; olgun fajlarin montaji
ve hiicre parcalanmasinin meydana gelmesi




(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Litik dBNgO

Kisa surede bircok yeni faj
ortaya cikar ve bakteri
hUcresi parcalanarak (lizis)

A Kuyruk lifleri

yeni olusan virusier ortama
[0
salinir.

Fajin kuyruk liflerinin bakteri FajlrLg:tnifik m:.teeralinin @
hiicre duvarina tutunmasi akterlye enjexsiyonu
L] L] . LX) L] .
Bu isleme litikk dongu denir
* ) Bakteri hiicresine gecen -
G sl o &

Faj ireme dongiisii
A A baslar

Bilesenlerin toplanmasi; olgun fajlarin montaji
ve hiicre parcalanmasinin meydana gelmesi




(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Deneysel veriler

1952'de Aifred Hershey ve Martha Chase, faj uremesini
aydinlatmak icin bir deney gerceklestirmislerdir.

Deneyde, faj proteini ve nukleik asidinin Ureme isleminde
birbirlerinden bagimsiz islevleri oldugunu acikca ortaya
koymustur.

Hershey ve Chase su verilere sahipti:
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Deneysel veriler

T2 fajlan yaklasik %50 protein ve %50 DNA icermektedir.

Enfeksiyon, fajin kuyruk liflerinin bakteri hcresine
yapismasi ile baslamaktadir.

Yeni virUsler, bakteri hUcresinin icinde gorUlimektedir.
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Prof. Dr. Bektas TEPE

2P ve 33§

Hershey ve Chase,
enfeksiyon sirasinda
fajin molekuler
bilesenlerini iziemek
icin radyoaktif
izotop olarak 32P ve
33S'i kullanmislardir.

Yeni olusan fajlarda
32P bylunmus,3°S ise
bulunamamistir.

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

.ﬁl - £ —_—— E
. X. R}
oo | Ve | g |

l 12 Faj (igaretsiz)

l Isaretli fajlar, isaretsiz bakteriyi

l Faj "bos kiliflan” bakteri hicresinden aynlir

1 l

Radyoaktif crtamda faj £. collye llave edilir
(= %p yada s »

Ortaya gikan yeni fajlar isaretlidir

1)

enfekte eder ~ l

;

g ¥ &
/‘-I"\ l“)."\ + r /,‘"’L\ /“K’\ r
, # €

Faj "bos kidlan” Enfekte bakteri *P ile isaretlenic  Faj "bog kiliflan” **§ Enfekte bakteri isaretsizdir

isaretsizdir 1 il

32p.isareth can fajlar Gretilir

e isaretienir l

Isaretsiz canl fajlar Gretilir
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Prof. Dr. Bektas TEPE

Sonuclar yorumlayalm

Fajin protein kilifi
konakci hUcrenin
disinda kalmakta ve
yeni fajlarnn
olusumunu
yOnlendirememekte

dir.

Bunun aksine, fqj
DNA'sI konakcl
hUcreye girer ve
fajin Uremesini
yonlendirir.

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

.ﬁl - £ —_—— E
R # X. k)
o | Y o § Y o |

l 12 Faj (igaretsiz) l

Radyoaktif crtamda faj £. collye llave edilir

(= %p yada s mmm )

Ortaya gikan yeni fajlar isaretlidir

l Isaretli fajlar, isaretsiz bakteriyi enfekte eder J l
J &
X
A5 /r"("\
‘ g S

l Faj "bos kiliflan” bakteri hicresinden aynlir

l 1 :

g ¥ &
/‘-I"\ l“)."\ + r /,‘"’L\ /“K’\ r
, # €

Enfekte bakteri *P ile isaretlenic  Faj "bog kiliflan” **§ Enfekte bakteri isaretsizdir

ile isaretlenis l
Isaretsiz canl fajlar Gretilir

Faj "bog kildlan®

isaretsizdir 1
32p.isareth can fajlar Gretilir
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Sonuclar yorumlayalm

Hershey ve Chase bu sekilde, T2 fajinda genetik
materyalin protein degil, DNA oldugunu gostermislerdir.

Prof. Dr. Bektas TEPE
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Protoplastiar (sferoplastlar)

Enzim ile muamele edilen hUcreler, deyim yerindeyse,
ciplak kalyordu ve dista sinirlayici olarak sadece hucre
zar bulunuyordu.

Prof. Dr. Bektas TEPE

Bu yapilara protoplastlar (ya da steroplastlar) adi
verilimektedir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Protoplastiar (sferoplastlar)

HOcre duvar yokken, virdsun enfeksiyonu baslatmasi icin
yapisal butunlige gereksinim duyulmamaktadir.

Prof. Dr. Bektas TEPE

Virsun dis protein kilifl, saglam hocre duvarindan DNA‘nIN
hUcreye girisi icin gereklidir.

Fakat sferoplastlar kullanildiginda enfeksiyon icin bu kilif
dnemsizdir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Transfenksiyon deneyi

George Guthrie ve Robert Sinsheimer, 1960'da yaptigl
deneylerde @X174 bakteriyofajindan DNA saflastirdilar.

Prof. Dr. Bektas TEPE

KOcUk bir faj olan @X174'0n, 5386 nukleotit iceren tek iplikli
halkasal DNA's| vardir.

Saflastinlan faj DNA'sI E. coli protoplastlarnna ilave
edildiginde, tam bir yapisal butunlUge sahip olan @X174
bakteriyofajlar elde edilmistir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Transfenksiyon deneyi

Bu deneyle, olgun virUs Uretimiicin @X174 DNA'sinin tek
basina butun gerekli bilgiyi tasidigl kesin olarak
gOsterilmistir.,

Prof. Dr. Bektas TEPE

Sadece viral nukleik asit kullanilarak baslatilan bu
enfeksiyon islemine transfeksiyon denir.

Bu verilerle DNA‘nin genetik materyal oldugu sonucu
boylece daha da guclenmistir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Okaryotlarda DNA

Yapilan calismalarda DNA'nin dkaryotlarda genetik

materyal oldugu kavrami, dogrudan ve dolayl kanitlarla
desteklemektedir.

» Dolayli kanit: DNA'nin dagilimi

» Dolayl kanit: Mutasyon olusturma (mutagenez)
» Dogrudan kanit: Rekombinant DNA calismalari
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

DNA'nin dagilimi

Genetik materyal, islev gordugu yerde, yani cekirdekte,
kromozomun bir parcasi olarak bulunmalidir.

Bu kritere hem DNA hem de protein uymaktadir.

Ancak, protein sitoplazmada da yuksek oranda
bulunurken, DNA bulunmamaktadir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

DNA'nin dagilimi

DNA, sadece genetik islev gdsteren verlerde bulunur.

Proteinlere ise hUucrede her yerde rastlanir.

Bu gb&zlemlere gbre, genetik materyal proteinden ziyade
DNA'drr.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

DNA'nin dagilimi

DNA miktarn ile kromozom takiminin sayisi arasinda yakin
bir baglanti vardrr.

Prof. Dr. Bektas TEPE

Proteinler icin, esey hucrelerinde ve diploid hUcrelerde
boyle bir tutarl baglant gbzlenmez.

Bdylece, bu bulgular, dkaryotlarda proteinlerin dedil
DNA'‘nin genetik materyal oldugunu daha da ayrintili
olarak kanitlamaktadir.
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Prof. Dr. Bektas TEPE

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Mutasyon olusturma (Mutagenez)

Mor otesi isik (UV), genetik
materyalde mutasyonlar uyaran
cesitli etkenlerden biridir.

Her bir dalga boyunun etkinligi,
meydana gelen mutasyon sayisi
ile dlcullr.

Mutasyon sikligina karsi dalga
boyu grafige aktarnldiginda, UV
ISIgININ Mutajenik ajan olarak
aksiyon spektrumu elde edilir.

Mutasyon frekansi

Absorpsiyon

Aksiyon spektrumu

_—

|
240 250 260 270 280 290
UV dalga boyu (A-nm)

Absorpsiyon spektrumu
Niikleik — Protein
asit

.

240 250 260 270 280 290
UV dalga boyu (A-nm)

== Niikleik asitler

Proteinler



(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Mutasyon olusturma (Mutagenez)

z Aksiyon spektrumu
. . 3
Bu aksiyon spektrumu, genetik g
materyal oldugundan suphe §
edilen molekUlun absorpsiyon E |
(emilim) spektrumu ile karsilastinlir. 240 250 260 270 280 290
UV dalga boyu (A-nm)
Absorpsiyon spektrumu
Niikleik — Protein

asit

Absorpsiyon
R

240 250 260 270 280 290
UV dalga boyu (A-nm)
== Nukleik asitler
Proteinler




(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Mutasyon olusturma (Mutagenez)

Aksiyon spektrumu

UV 1siginin en mutgjenik oldugu
dalga boyu (A) 260nm’dir
(hanometre).

Mutasyon frekansi
R

|
240 250 260 270 280 290

Hem DNA hem de RNA, UV s1gl UV dalga boyu (\-nm)
bu dalga boyunda emer.

Absorpsiyon spektrumu
Niikleik — Protein
asit

Absorpsiyon
R

240 250 260 270 280 290
UV dalga boyu (A-nm)
== Nukleik asitler
Proteinler




(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Mutasyon olusturma (Mutagenez)

Aksiyon spektrumu

Proteinin ise en kuvvetli
absorbsiyonu 280 nm’de gosterir.

Mutasyon frekansi
R

|
240 250 260 270 280 290

DNA icin bu dalga boyunda

onemli bir mutajenik etki UV dalga boyu (A-nm)
d orulmesz. Absorpsiyon spektrumu
c N(]k!eik ~— Protein
Bu dolayll kanit da, genetik %T =
materyalin nukleik asit oldugunu 5
destekler. &L N

240 250 260 270 280 290
UV dalga boyu (A-nm)
== Nukleik asitler
Proteinler




(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Rekombinant DNA calismalar

En guclU kanit, molekuler analizlerin uygulandigi
rekombinant DNA teknolojisinden elde edilmistir.

Prof. Dr. Bektas TEPE

Bu yontemde dkaryotik organizmalarin 6zel gen
bolgelerine ait DNA segmentleri ayristinlarak, bakteri
DNA'sI ile birlestirilmistir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Rekombinant DNA calismalar

Boyle bir kompleks bakteri hUcresine yerlestirilip, genetik
ifadesi izlenebilir.

Prof. Dr. Bektas TEPE

Bu tUr bir dkaryotik DNA'niN Uronu olan dkaryotik proteinin
bakteri hUcresindeki varligl, bu DNA'nin bakteri
hUcresinde sadece var olmadidini, ayrca islevsel
oldugunu da gosterir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

RNA baz viruslerde genetik materyal

olarak gorev yapmaktadir

Baz virUslerde DNA yerine RNA bulunur.

1956'da, tUtUn mozaik virusunden (TMV) saflastinlan RNA,
tOtun yapraklarina bulastinldiginda, virusin neden oldugu
karakteristik lezyonlar olusmustur.

Birazdan anlatilacak olan deney ile, bu virUsun genetik
materyalinin RNA oldugu sonucuna varilmistir.
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Prof. Dr. Bektas TEPE

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Conrat-Singer deneyi

Heinz Fraenkel-Conrat ve B.Singer, IMV ve Holmes
ribgrass (HR) viral suslarindan RNA ve kilif proteinlerini izole

etmislerdir.
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Prof. Dr. Bektas TEPE

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Conrat-Singer deneyi

Daha sonra, bir susun RNA'si ile diger susun protein kilifini
kanstirarak "melez" (hibrit) virGsler elde etmislerdir.
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Prof. Dr. Bektas TEPE

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Conrat-Singer deneyi

Bu melez virUsler t0tUn yapraklanna bulastiginda,
lezyonlar, yeniden yapilanmis olan virdsun RNA'sina gore

olusmustur.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Prof. Dr. Bektas TEPE

Conrat-Singer deneyi

Boylece, bu virtslerde RNA‘nin genetik materyal oldugu
sonucu ortaya cikmistir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Norman R. Pace ve Sol Spiegelman

1965 ve 1966'dq, bu arastirmacilar, QP fajindan RNA‘nin
aynstinhp, in vitro replike edilebilecegini gostermislerdir.

Prof. Dr. Bektas TEPE

Replikasyon, RNA replikaz denilen bir enzime baghdir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Norman R. Pace ve Sol Spiegelman

RNA, virGsun replikasyonu icin gerekli olan bUtin
bilesenlerin sentezini yonlendirerir.,

Prof. Dr. Bektas TEPE

Dolayisiyla RNA, bu fajlarda genetik materyal olarak
fazlasiyla yeterlidir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Retrovirusler

RNA tasiyan bir grup virUs tipidir.,

Bunlarda replikasyon olagan disidir.




(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Retrovirusler

Konak hucreyi enfekte ettikten sonra DNA sentezine kalip
gOrevi gormesi icin kendi RNA'larini kullanirlar.

Prof. Dr. Bektas TEPE

RNA'dan DNA sentezini saglayan bu sUrecte gorev alan
enzim revers tfranskriptaz'dir.

Olusan bu cDNA, konak genomuna katilabilir ve konak
genleri ifade edildiginde cDNA da ifade edilir.

AIDS hastaligina neden olan virUsler RNA virusleridir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Nukleik asit kimyas

DNA'nin yapisini kavramak icin nukleik asit kimyasini
bilmek gerekir.

Prof. Dr. Bektas TEPE
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

NuUkleoftidler

DNA nukleik asittir ve nukleotidler, butun nukleik asit
molekullerinin yapi taslandir.

Bazen mono-nukleotid olarak adlandinian bu yapisal
birimler, U¢ bileseni icerir:

» Azotlu baz,

» Pentoz sekeri

» Fosfat grubu
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

NuUkleoftidler

Azotlu bazlar iki cesittir:
> PuUrinler
> Pirimidinler

Plrinler: adenin ve guanin

Purin halkas Guanin Adenin

Pirimidinler: sitozin timin ve urasil
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Riboz / Deoksiriboz

NUkleik aside adini veren, tasidigl pentoz sekerdir.

RibonUkleik asitlerde (RNA) riboz, deoksiribonukleik
asitlerde (DNA) deoksiriboz bulunur.

HOS(IZHZ & OH HOS(’IHZ 5 OH
i L i L,
INE W INE W
H ¢ C H H ¢ C H
7 E
OH OH OH H

Riboz 2-Deoksiriboz
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Riboz / Deoksiriboz

Her karbon atomu UslU numaralarla gosterilir (C-I', C-2' gibi)

Riboz ile karsilastinldiginda, deoksiribozda C-2' pozisyonunda
hidroksil grubu yerine hidrojen atomu bulunur.

Bu sekilde C-2' pozisyonundaki hidroksil grubunun varligi, RNA'yi
DNA'dan avirir.

HOSéHZ 0 OH HOS('iHZ o OH
A L A L,
- | H H | I H H |
IZLE H ¢l H H ‘Col H
F s
OH OH OH H

Riboz 2-Deoksiriboz
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Prof. Dr. Bektas TEPE

Nukleozid / Nukleotid

Bir molekUl eger pUrin ya da pirimidin bazi ve riboz ya da
deoksiriboz sekeri iceriyorsa, bu kimyasal birime nUkleozit
denir.

NUkleozite fosfat grubu takilirsa, nukleotit olarak adlandirlan
molekdul olusur.

Niikleozit Niikleotit
NH,

T
N—

T—N=%
T

Deoksiadenilik asit
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Di-fostatlar ve tri-fosfatlar

NUkleotidler, nUkleozid monofosftat (NMP) olarak da
tanimlanurlar.

Bir ya da iki fosfat ilavesiile, sirasiyla, nUkleozid difosfatlar
(NDP) ve nukleozid trifosfatlar (NTP) olusur.

Deoksintlkleozit difosfat (NDP) Deoksinilkleozit trifosfat (NTP)

i I
H3c\C/C\N/H /N\c//c\N
! —{ i
O ¥ w \?\1)/ o o®o ¥ N NN
AR - | AW o
- e ¢ o ey - o
IZLE e’ O S dil” SN
L L -
1 (3')| | (3')| |
OH H OH H
Deoksitimidin difosfat Deoksiadenozin trifosfat (ATP)
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

ATP / GTP

Terminal fosfat grubunun cikanimasi ya da ilavesiyle
bUyUk miktarda enerji olusumu s&z konusu oldugu icin
adenozin trifostat (ATP) ve guanozin frifosfat (GTP) hucre
biyoenerjitiginde cok dnemlidir.

ATP ve GTP genetik islemler de dahil bircok hucre
faaliyetinde kullanilir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Polinukleoftidler

Iki mononUkleotid arasinda kurulan bo@ yapisinda, iki sekere
bagli fosfat grubu yer alrr.

Olusan baQ, fosfodiester baQidir.

ki nUkleotid birlestiQinde bir dindkleotid; U¢ nUkleotid
birlestiginde bir trinUkleotid olusturur.

Yaklasik 20 nukleotid iceren kisa zincirlere oligonukleotid
denir.

Daha uzunlan polinukleotid olarak adlandirilir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Levene'nin yanlishgi

Yapilan arastirmalar sonucunda, Levene'nin
tetranUkleotid hipotezinin yanlis oldugu ortaya konmustur.

DNA'da dort bazin mutlaka es molar miktarlarda
bulunmasi gerekmedigi gosterilmistir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Levene'nin yanlishgi

DNA‘nin molekdl adirhginin 104-10? dalton arasinda oldugu
bulunmustur.

Bu deger, tetranUkleotid olamayacak kadar buyuktur.

BugUn gercek olan, DNA'nin cok uzun bir polintkleotid
zincirine sahip oldugudur.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

DNA'nIN olaganustu cesitliligl

Uzun polinukleotid zincir yapisi, DNA‘nin bir genetik bilgiyi
depolayabilme kapasitesini aciklamaktadir.

Bu uzun zincirdeki her bir nUkleotid pozisyonu, dort
nUkleotidden herhangi biri tarafindan isgal edilirse,
olaganustu cesitlilik ortaya cikar.

Ornegdin, sadece 1000 nUkleotid iceren bir polinUkleotid
icin, her birinin dizilimi digerinden farkli olan 41990 degisik
yapl olusturulabilir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

DNA'NnIN islevini kavramanin anahtari

PolinUkleotit zincirleri, genetik materyal olarak rol oynayan
DNA'yI olusturmak Uzere nasil dU0zenlenmislerdir ¢

Prof. Dr. Bektas TEPE
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Watson ve Crick'in onerileri

Watson ve Crick'in, DNA'nin yapist ile ilgili Onermede

bulunurken baslica iki kaynaktan gelen bilgileri
kullanmuslardir:

» Hidroliz edilmis DNA orneginin baz kompozisyon analizi
» DNA'nin X-1sini kinnimi ¢calismalari
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Erwin Chargaft’in calismalari

Herhangi bir tUrde, DNA'daki adenin bazlarinin miktari,
timin bazlannin miktarr ile orantihdir.

Guanin bazlarinin miktari ise sitozin bazlarinin miktari ile
orantihdir.

Ayrintill bilgi icin bir sonraki slaytta yer alan tabloya
bakiniz.
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Prof. Dr. Bektas TEPE

(a) Chargaff'in verileri

Organizma/Kaynak A

Oklz timusu 26
Okuz dalag 25
Maya 24
Kus tuberklloz basili 12
insan spermi 29

2

T

25
24
25
11
31

Molar oraniar?

3

G

21
20
14
28
18

i

C

16
15
13
26
18

(a) Degisik kaynaklardan elde edilen DNA’larin baz icerikleri

1
Kaynak A
Insan 30.9
Deniz kestanesi 32.8
E.coli 247
Sarcina lutea 13.4
T7 bakteriyofaji 26.0

IZLE hargaff, 1950'den.

Baz icerigi

2

T

29.4
32.1
23.6
12.4
26.0

3

G

19.9
17.7
26.0
S
24.0

4

C

19.8
17.3
25.7
37.1
24.0

Baz orani
5 6

A/T G/C
1.05 1.00
1.02 1.02
1.04 1.01
1.08 1.00
1.00 1.00

cina nitrojen mol icerigi (genellikle ylzde 100'den daha az olarak elde edilir).

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

(c) Degisik organizmalardaki G + C

icerigi
Organizma

T2 faj
Drosophiia
Misir
Euglena
Neurospora

%G + C

36.0
45.0
491
53.5
53.7

A+ T/G+ C oram

7
(A + G)/C + T)

1.04
1.02
1.03
1.04
1.00

8
(A + T)/{C + G)

1.52
1.58
0.93
0.35
1.08
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Erwin Chargaft’in calismalari

Tablodaki oranlara gore, purinlerin (A+G) toplami
pirimidinlerin (C+T) toplamina esittir.

C + G yuzdesinin, A + T yUzdesine esit olmasi gerekmez.

ki deger arasindaki oran tirlere gbre bUyUk dedisiklikler
gosterir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Chargaft’in ulastigr sonuclar

Veriler "bilmece" icin ik ipuclarnni saglamistir.

Prof. Dr. Bektas TEPE

Ayrica, dort bazin esit miktarda bulundugunu savunan
tetranukleotid hipotezi de curUtulmustr.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

X-1sIN1 kinnimi analizi

DNA zincirleri X-isint bombardimanina tutuldugunda,
molekUlin atomik yapisina gore isinlar sacllir.

Sacilim profili (difraksiyon), fotograf filmi Uzerinde lekeler
halinde belirir.

Boylelikle molekUldeki dUzenli yapilar ve genel gérunim
dikkatle incelenir.

Bu olay X-isinimi kirinimi olarak bilinir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

X-1sIN1 kinnimi analizi

Wiliaom Astbury, DNA'da 3.4
angstrom (A) araliklarla
tekrarlayan duzenli bir yapil
saptamistir.

Rosalind Franklin DNA*‘nin bir - -

cesit sarmal yapida oldugunu = -
ileri sGrmUstir. i O

Ancak, arastinci kesin bir
model dnerememistir.

Pauling, DNA‘nIN UclU sarmal

yapida oldugu seklinde yanlis
bir dneri getirmistir.,




(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Prof. Dr. Bektas TEPE

Watson-Crick model

(b)

iki uzun polinUkleotit zinciri,
bir merkez eksen etfrafinda

ksen & b 1
kivrilarak, sag-el ikili sarmal - Vol o
=

yapisini olusturur. )

S . . e e . B

ki zincir birbirine anti- el

paraleldir.

Yani, zincirlerin C-5" - C-3' o
s yonelimi birbirine gore gy
VAR terstir. ) 34 O - )

. & N
- 3'

4 |

A - Merkez eksen

21




(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Prof. Dr. Bektas TEPE

Watson-Crick model

(b)

Her iki zincirin bazlan duzlemsel
vapidadir ve duzlemleri eksene
diktir.

Tam bir doniig
34A

Bazlar, aralarinda 3.4 A (0.34
nm) mesafe olacak sekilde

birbiri ardina "istiflenir" ve o e
sarmalinicinde yer alrr.
Karsi zincirlerdeki azotlu
bazlarla, hidrojen baglari ile

- . ©
baglanarak eslesirler. vb;?;’#i,”en- I
DNA'da sadece, A=Tve G = — ST T ey
C eslesmesi mUmkUndur. 4 ’

‘ | Merkez eksen
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Prof. Dr. Bektas TEPE

Watson-Crick model

(a) (b)
Sarmalin her bir tam bir
dénusu 34 A (3.4 nm)'dir.
Kiigiik
oluk
Her bir zincirde bir donUste  mambr genss
10 baz yer alr.
Ana eksen Uzerinde daha e
genis olan buyuk (major) -
oluklar ve daha dar olan "o
kOcUk (mindr) oluklar yer
alrr.
bAzoi:'lcllj' © G & 3
~ az ciftleri ' = gy
Sarmalin capi 20 A (2 A -
nm)'dur. i LB ey
i’
| Merkez eksen




(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Baz eslesmesi

Baz-eslesmesi, modelin genetik acidan en dnemli
ozelligidir.

ki zincirin anti-paralel dogasi ikili sarmal modelinin kilit
noktasidir.

Zincirin biri 5" ucundan 3' yonune uzanirken digeri 3'
ucundan 5' ydnune uzanir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Baz eslesmesi

anlamanin en iyi yolu, ayna

goruntusu olan sol-el sarmali ile ‘
karsilastirmaktir.

Sag el sarmalinin uzaydaki
konformasyonu, Watson ve

Crick'in elindeki verilere en iyi

uyan yapidrr.

Sag-el ikili sarmal Sol-el ikili sarmali

Sag-el sarmalinin dogasini ‘
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Spiral merdiven basamagil

Bu yapida yer alan her purinin (A ya da G) karsisina bir
pirimidin (T ya da C) gelirse,

Sarmalin capl, X-1giNi kinnimi ¢calismalar sonucu one
sOroldogu gibi 20 A (2nm) olmaktadrr.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Tamamlayicilik

OzgUl A =T ve G = C baz eslesmesi, tamamlayicilik
(complementarity) kavraminin temelidir.

Bu terim, bazlar arasinda hidrojen badglari ile saglanan
kimyasal iliskiyi fanimliar.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Neden hesaba katilmadie

Neden baska baz eslesmeleri olasi degildir ¢

Prof. Dr. Bektas TEPE

Watson ve Crick, A = G ve C =T baz eslesmesini hesabd
katmamislardir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Watson ve Crick'in One surdugu eslesmeler, pUrin-pUrin ve
pirimidin-pirimidin arasindaki eslesmelerdir.

Bu eslesmede purin ve pirimidin halkalarinin buydkiugine
bagli olarak sarmalin capi bazi kisimlarda 20 A'dan boytk
ve baz kisimlarda 20 A'dan kucuk olacaktir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Prof. Dr. Bektas TEPE

Ayrica bu sekildeki baz eslemesiile olusan U¢ boyutlu
konfigurasyonda, yeterli sayida hidrojen bagi olusturacak
uygun bir siralanma gerceklesmez.

A =G ve C =T baz eslesmeleri ise, her ne kadar purin-
pirimidin eslesmesi olsa da, ayni nedenden dolayi kabul
edilmemistir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Hidrojen bagi

Hidrojen bagl, kovelent bag ile bagl bir hidrojen atomu ile
ortaklanmamis bir elektron iceren diger bir atom
arasindaki zayif bir elektrostatik cekimdir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Prof. Dr. Bektas TEPE

Hidrojen bagi

Ikili sarmaldaki bazlarin L ™
.o C C?
konumuna gore; -
> Adenin timinle iki hidrojen bag L_\(
> Guanin sitozinle U¢ hidrojen bagr ... .. -
YCI p O r “ Adenin Timin v

Guanin-sitozin baz cifti

Daha uzun sarmallardaki (iki
uzun polinUkleotid zinciri)
binlerce bag, DNA ikili
sarmalindaki kimyasal kararlilidl
arttirr.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Kimyasal dayaniklilik

Dayaniklilik saglayan diger bir faktdr de eksen boyunca
uzanan sekerler ve bazlarin duzenidir.

Watson-Crick modelinde, hidrofilik seker-fosfat iskeleti
eksenin disindadir ve her iki kisim da su ile iliski kurar.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Kimyasal dayaniklilik

Oldukca hidrofobik azotlu bazlar sarmalin (eksenin) icinde
yatay bicimde "istiflenmistir’ ve bdylece su ile tfemastan
korunmustur.

Bu molekuUler dUzenlemeler sarmala onemli bir kimyasal
dayaniklihk saglar.

104



(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Prof. Dr. Bektas TEPE

DNA'nIN formlari

Degisik izolasyon kosullarnna
gore, DNA'nin farkl
konformasyonel formiar
tanimlanmustir.

Watson ve Crick'in incelemelerini
yaptiklar donemde, DNA'nin iki
formu A-DNA ve B-DNA
bilinmekteydi.

Watson ve Crick'in analizleri,
Rosalind Franklin'in X-isini kinnimi
calismalarn yaptigi DNA'nin B
formuna dayanmaktaydi.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Tek-kristal X-i1sint analizi

1950'lerde DNA calismalar X-isini kinnimi deneylerine

dayanmasina ragmen, son vyillarda yapilan
arastirmalarda tek-kristal X-isint analizi kullaniimaktadir.

Eski calismalarda cOzunuriuk 5 A iken, tek-kristal X-isini
kinniminda ise yaklasik 1 A'dur ve neredeyse atomik

coHzunurluge yakindrr.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

A-DNA / B-DNA

A-DNA simdi ayrnintili olarak incelenebilmektedir.

A-DNA yUksek-tuz ya da dehidrasyon kosullarinda baskin
olan yapidrr.

B-DNA ile karsilastinldiginda A-DNA daha siki bir yapidadrr.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

A-DNA / B-DNA

Capi 23 A olan sarmalin tam bir dénisunde 9 baz cifti yer
alr.

A-DNA da sag-el sarmalidir ancak bazlarin yoénelisleri bir
miktar farklidir.

108



(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Prof. Dr. Bektas TEPE

A-DNA / B-DNA

Bazlar sarmalin eksenine gore egik ve yatay olarak yer
degistirmistir.

Bu farklardan dolayi, bUyUk ve kUcuk olugun gérunumu B-
DNA'dakine gore farkhdir.

109



(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

C-DNA

C-DNA, A-DNA ve B-DNA'ya gore daha yuksek
dehidrasyon kosullannda izolasyon yapildiginda gorulUr,

Sarmalin tam bir dénustnde 9.3 baz yer alr.

Sarmalin capi 19 A'dur.

110



(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

D-DNA / E-DNA

Diger iki form olan D-DNA ve E-DNA, iceriginde guanin
bulunmayan DNA formlaridir.

Prof. Dr. Bektas TEPE

Sarmalin tam bir ddnusinde daha az baz cifti
bulunmakta olup bunlar sirasiyla 8 ve 7 bazdrr.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Prof. Dr. Bektas TEPE

/-DNA, DNA'nIn bir baska
formudur.

Z-DNA‘nin ilgi cekici
konfigurasyonu sol el sarmall
olmasidir.

Sol el sarmalin capi 18 A (1.8

nm)'dur.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Her bir donuste 12 baz cifti yer alir
ve zikzak konfigUrasyona sahiptir
(adi buradan kaynaklanir).

B-DNA'da bulunan bUyuk oluk Z-
DNA'da neredeyse kaybolmustur.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

P-DNA nedir ¢

DNA yapay bir sekilde uzatilirsa, P-DNA denilen yeni ilging
bir form daha alabilmektedir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

P-DNA / B-DNA karsilastirmasi

P-DNA modeli B formu ile karsilastinldiginda, daha uzun,
daha incedir ve B-DNA'da yUzeyde bulunan fostat
aruplariic kisimda yer aldigr icin oldukca ilging bir yapidir.

Prof. Dr. Bektas TEPE

B-DNA'da sarmalin icinde yer alan azotlu bazlar, P-
DNA'da sarmalin dis yUzeyine daha yakindir.

B-DNA'da her bir donuste 10.4 baz bulunurken, P-DNA'da
bunun aksine 2.62 baz yer alir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Replikasyonda ve transkripsiyonda
DNA formlari

Replikasyonda ve transkripsiyonda sarmalin zincirleri
acilimali ve DNA bu islemlerde rol alan bUyUk yapidaki
enzimlerle ve diger cesitli proteinlerle iliskiye acik olmalidir.

Prof. Dr. Bektas TEPE

DNA‘nin bicimindeki degisikliklerin bu islemleri
kolaylastirmasi olasidir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Degisik formlarn biyolojik onemi

OzgUn konformasyonlar, proteinler icin molekUler tanima
noktalar olusturabilir.

Ancak degisik formlarn biyolojik dnemi, bu formlarin canli
icinde varliginin acikca gosteriimesiyle gerceklesecektir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

RNA'nIN kimyasal yapis

NUkleik asitlerin ikinci cesidi ribonUkleik asit ya da RNA'dIr.

RNA'da da nUkleotid yapi taslar polinukleotid zincirlerini
meydana getirir.

RNA'da deoksiriboz yerine riboz sekeri, azotlu baz timin
yerine urasil bulunur,
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

RNA'nin DNA'dan en dnemli farki !

RNA'nin DNA'dan en 6nemli bir farki, RNA'nin cogunlukla
tek zincirli olmasidir.

Prof. Dr. Bektas TEPE
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

RNA'nIN Cift sarmal istisnasi

Birincisi, RNA molekdUlleri, tamamlayici baz ciftlerinin ikili
sarmal bdlgelerini olusturmak icin bazen kendi Ustlerine
katlanirlar.

[kincisi, genetik materyali RNA olan bazi hayvan
viruslerinde RNA ikili sarmal olarak bulunur.

120



(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

RNA cesitlert

Genetik bilginin ifadesinde U¢ hucresel RNA molekOlU
islevseldir: ribozomal RNA (rRNA), haberci RNA (mRNA) ve
tasiyict RNA (tRNA).

Prof. Dr. Bektas TEPE

Bu molekuller DNA'nIn bir zincirinin tamamlayici kopyasi
olarak transkripsiyon sonucunda sentezlenir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

RNA'nIN kalibi

RNA'nIN nukleotid dizisi, sentezlendigi kalip DNA'NIN
deoksiribonukleotid dizisinin komplementeridir.

RNA'da timin yerine urasil bulundugu icin, transkripsiyonda
ve RNA baz eslesmesi sirasinda, urasil adeninin eslenigidir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

RNA karakterizasyonu

Asagidaki tabloda, prokaryotik ve dkaryotik hUcrelerde
bulunan RNA'nin baslica formlannin ozellikleri veriimistir.

Degisik RNA'lar, merkezkac alandaki cOkelmelerine ve

icerdikleri nUkleoftid sayisi ile dlcUlen bUyUklUklerine gore
ayirt edilir.

RNA % Bilegenler Okaryotik (E) Nukleotit
Sinif) Toplam RNA* (Svedberg Sabiti) ya da Prokaryotik (P) Sayiss

Ribozoma
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

RNA karakterizasyonu

Cokelme ozelligi molekUlun; yogunlugu, kitlesi ve bicimine
paglidir.

Svedberg katsayisi(S) adli birimle alcUlr.

BUyuUk S degeri cogunlukla molekulun buyuk oldugunu
goOsterse de, baglanti dogrudan degildir.

RNA % Bilegenler Okaryotik (E) Nukleotit
Sinif) Toplam RNA* (Svedberg Sabiti) ya da Prokaryotik (P) Sayiss
Ribozoma
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

RNA karakterizasyonu

Ornegdin, molekUl adirigindaki iki kat artis S dederini iki kat
yUkseltmez.

Bunun nedeni, molekulun kutlesinin yani sira, buyuklUgunun
ve biciminin de ¢cdkelme (S) hizini etkilemesidir.

Gordugunuz gibi, Uc sinif RNA'nin bUyuklUkleri cok farklidr.

RNA e Bilegenler Okaryotik (E) Nukleotit
Sinif) Toplam RNA* (Svedberg Sabiti) ya da Prokaryotik (P) Sayisi

Ribozoma
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

DNA ve RNA arastirmalarnda bircok

analitik yontem vararl olmustur

DNA'‘nin genetik materyal olarak rolu ve RNA'nin
transkripsiyon ve translasyondaki gorevleri aydinlatiimistir.

Bu bolUmde, bu molekuUllerin incelenmesinde kullanilan
cesitli yontemleri gbrecegiz.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Ultraviyole 1siginin sogurulmasi (UV)

Azotlu baz iceren herhangi bir molekdl (Ormnegdin,
nUkleozidler, nUkleotidler ve polinukleotidler) UV isigl
kullanilarak incelenebilir.

Ozellikle nUkleik asitlerin yerlesimi, ayristinimasi ve
tanimlanmasinda dnemilidir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Cokelme Davranisl

NUkleik asit karisimlari, cesitli gradiyent santrifbgasyon
islemlerinden biri ile aynstinlabilir.

Prof. Dr. Bektas TEPE

Bu sekilde, nUkleik asidin, gradiyentin hangi kisminda yer
aldigi belirlenir ve bu fraksiyon ayristinlarak daha ayrintili
incelenir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Prof. Dr. Bektas TEPE

o |, - — 7
Gradiyent santrifUgasyon - W i
=y |
= ; .
Gradiyent fraksiyonlarini :
ayri ayr alabilmek icin m dee
t0pUn dibi delinerek BRI
fraksiyonlar tek tek |
tUplerde toplantr. { -
Her birinin 260 nm'de i
. 199
ultraviyole absorbansi : e £ 7
dlcullr ve orneklerin grafik
seklindeki profilleri |
olusturulur. S
;”‘ 3 'l\‘_‘ $44 weeoe
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Gradiyent santrifugasyon

Gradiyent santrifbgasyonlar, molekUllerin ¢cdzeltideki
cOkelme davranislanna dayanr.,

NUkleik asitlerin incelenmesinde iki tip gradiyent
santrifOgasyon teknigi uygulanir:

» Cokelme (sedimentasyon) dengesi
» Cokelme hizi
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Cokelme dengesi santrifUgasyonu

Cokelme dengesi santrifbgasyonuna bazen yogunluk
gradiyent santrifbgasyonu da denir.

Karnsimdaki her bir bilesenin yogunlugu ile cakisan
yogunluk, o bilesenin gradiyentini olusturulur.

Gradiyent fraksiyonlara ayrilabilir ve bilesenleri ayristirlir.

Uygun bir bicimde kullanildiginda, bu ydontemle
vogunluklar cok az farkli DNA'lar yUksek ¢6zUnUrlUkle
aynstinlabilir.
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Prof. Dr. Bektas TEPE

(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Cokelme dengesi santrifUgasyonu

Bu yontem, DNA'nin baz
kompozisyonuna ait bulgu

elde etmek icin =
ope 2]

kullanilabilir. 3172,
=

Bu yontemi kullanarak, 217
degisik kaynaklardan elde &
o

edilen DNA'larin molekuler
tanimlamasini yapabiliriz.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Cokelme hizi sanfrifugasyonu

Ikinci ydntem olan ¢cdkelme hizi santrifGgasyonu bir
analitik santrifujdar.

MolekUllerin santrifUgasyon sirasindaki hareketleri, mor
dtesi 1sigr sogurma optikleri ile izlenir.

Bdylece "¢cdkelme hizi" saptanabilir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Cokelme hizi sanfrifugasyonu

Bu yOntemde kilit degiskenler, incelenen molekuUllerin
kOtlesi ve bicimidir.

Prof. Dr. Bektas TEPE

Genelde, kutle ne kadar fazla ise cokelme hizi o kadar
yuksektir.

Ancak molekUlUn bicimi, surtUnme direncini etkiler.

Bu nedenle, esit kutleli fakat degisik bicimdeki iki molekul,
degisik hizlarda ¢coker.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Cokelme hizi ile molekul agirhgr tayini

Cokelme yontemi molekUl agiriginin (MW) tayininde
kullanilabilmektedir.

Calisilan molekUlon baz fiziksel ve kimyasal dzellikleri
biliniyorsa, cdkelme hizindan molekul adirligi
hesaplanabilir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Nukleik asitlerin denaturasyonu ve

renaturasyonu

Ikili sarmal DNA'nin denatUrasyonu sonucu hidrojen
baglar kopar.

Zincirlerin ayrilmassi sirasinda DNA'nin akiskanligr azalir, UV
absorpsiyonu ve denge yogunlugu artar.

IsSI sonucu olusan denatiUrasyona bazen erime (melting)
denir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Prof. Dr. Bektas TEPE

Hiperkromik kayma

Isitilan DNA ¢ozeltisinin UV absorpsiyonundaki artis,
hiperkromik kayma olarak adlandinlir ve dlcumu cok
kolaydrr.

1.0

70 75 80 85 9% 95
Sicaklik (°C)
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Prof. Dr. Bektas TEPE

Erime profili

Erime sirasinda, DNA'NIN 260 10+
nm'deki absorpsiyonu

(OD,,p) izlenir ve sicakliga

karsi grafige gecirilse,

DNA'nin erime profili elde

SS

3 = 77°C - :
edilir. § [ =t e
Bu profilin ya da egrinin orta o
noktasina erime sicakligi ——
(T,,) denir ve DNA zincirinin n | e | |
%50'sinin oc:|lm|vs ya da ® B M B WM %
denature oldugu noktayi S

gosterir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Renaturasyon

Isi ile denatuUre edilen DNA yavasca sogutulursa,
tamamlayici zincirler arasindaki rastgele carpismalar
sonucu zincirler tekrar bir araya gelir.

Uygun sicaklikta, zincirlerin ikili yapisini kazanmasini
saglayacak sekilde hidrojen baglar tekrar kurulur.

Soguma zamaniyla birlikte olusan dublekslerin (ikili sarmal)
sayisi arfacaktir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Molekuler hibridizasyon (melezleme)

Tekrar bir araya gelen tek zincirler, ayni nukleik asitten
kaynaklanmak zorunda degildir.

Ornegdin, DNA zincirleri iki farkll organizmaya ait ise ve
aralannda bir miktar baz tamamlayicilig bulunuyorsa,
renaturasyon sirasinda cift zincirli molekuUler hibritler olusur.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Molekuler hibridizasyon (melezleme)

Bir sonraki slaytta, DNA ve bu DNA'dan sentezlenmis
RNA'NiN birlikte bulundugu durum verilmistir.

RNA, tamamlayicisi oldugu tek zincirli DNA'y1 bulup
onunla birlesecektir.

Boylelikle DNA:RNA ikilisi olusacak sekilde molekUler
hibridizasyon gerceklesir.
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(Kaynak: Genetik Kavramilar,

Klug, Cummings & Reece)
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

DNA blotlama

Hibridizasyon, ¢cdzeltiicinde ya da DNA'nin bir jele veya
bir cesit Ozel filtreye bagh oldugu durumda gerceklesebilir.

Prof. Dr. Bektas TEPE

Bu tip filtreler cesitli DNA blotlama islemlerinde kullanilir ve
bu sekilde hibridizasyon, tamamlayici nukleik asit dizileri

icin prob gdbrevi yapar.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Mikroarray analizi

Belirli bir DNA dizisi icin klonlanmis binlerce genin tek bir
analizde bUtUnUyle taranmasini saglar.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Floresan in situ hibridizasyon (FISH)

Sitolojik preparatlarda bulunan DNA'nIN, hibrit olusumu
icin hedef olarak kullanilmasidrr.

Bu yaklasim, hibridizasyonu izlemek icin floresan problar ile
birlikte kullanildiginda, floresan in sifu (hUcre ici)

hibridizasyon ydntemi ya da kisaca bas harflerinden
olusan FISH adini alir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Prof. Dr. Bektas TEPE

Floresan in situ hibridizasyon (FISH)

Floresan teknigi (FISH)
kullanarak, insan metafaz
kromozomlarinin in situ
hibridizasyonu yandaki sekilde
verilmistir.

Sentromerik DNA'ya 6zgul olan
prob, hibridizasyonun varlgini
sari floresan sinyali seklinde
IsiMma ile gostermektedir.

Kromozomal DNA'nin propidium
iyoduUr ile zit boyanmasi, kirmizi
floresansi (Isimayi)
saglamaktadir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)

Prof. Dr. Bektas TEPE

Floresan in situ hibridizasyon (FISH)

Insan kromozomlarinin
sentromerlerine 6zgul
DNA‘Nnin tanimlanmasinda
FISH'In kullanimi
gOsteriimektedir.

FISH fUm kromozom setinin
icinde tek bir geni
saptayvacak kadar hassastir.

Ozgul genetik bilgilere ev
sahipligi yapan kromozomal
pbolgelerin tTanimlanmasinda
kullanilir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Reasosiyasyon Kinetigi ve Tekrarlayan

BINVA

Tek bir kaynaktan elde edilen tfamamlayici DNA
ipliklerinin, tekrar bir araya gelme (reasosiyasyon) hizinin
Olcumu, molekUler hibridizasyon yonteminin bir uzantisidrr,

Reasosiasyon kinetigi olarak bilinir.

1.0

fraksiyon (C/Cp)
o
(V]

Tek zincirli kalan

g 10*103102%210" 1 10" 10 10° 10*
Got (mol X saniye/l)
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Reasosiyasyon Kinetigi ve Tekrarlayan

BINVA

Birlesme sirasinda, tek iplikli DNA'lar rastgele birbirlerine
carparlar.

Eger DNA'lar birbirinin tamamlayicist ise, kararli ikili sarmal
zincir olusur.

Tamamlayici degilse, tek iplikli DNA'Iar baska DNA
fragmanlanyla karsilasmak Uzere serbest kalir.

BUtUN eslesmeler tamamlanana kadar islem devam eder.

149



(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Reasosiyasyon Kinetigi ve Tekrarlayan

BINVA

DNA parcalarnin reasosiasyon yuzdesi, logaritmik
skalada, UrOnlerin C,'lanna ve t'ye karsi grafige gecirilir.

Cy: Tek zincirli DNA'nin baslangigtaki konsantrasyonunun
bir litre nUukleotiddeki mol cinsinden degeridir.

1: Genelde dakika olarak verilen zamandirr.

1.0

o
n

Tek zincirli kalan
fraksiyon (C/Cp)

0
10°%167° 107510V 1 A0 107 10° 6%

Got (mol X saniye/l)
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Artan reasiasyon zamani

Her biri farkll genom bUyUkligune sahip, iki bakteriyofqj
ya da tek bakteriyel kaynaga ait DNA'lar
karsilastinimaktadir.

Gorulebildigi gibi, genom bUyUuklugu arttikca, elde edilen
eqriler gittikce saga kaymaktadir.

P SR [N I

BuU da, artan reasosiyasyon zamani '~

Tek zincirli kalan
fraksiyon (C/Cp)
o
wn

0 0% 102 102107 1 10 102 10° 10°
GCot (mol X saniye/l)
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

BUyUk genomda reasiasyon

karsilastirmasi

Daha bUyuk genomlarda, reasosiyasyon dusuk hizda
meydana gelir, cunku 6zgun DNA dizilerinin sayisi fazla
ise, ilkk eslesmeler daha uzun zaman alr.

10° - Semender

10*
10°

Gotyj2
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L. e | | e}
0 1w 1 19 10 10 10
Niikleotit giftleri olarak genom buyUkIGgii
(X-karmagikhigr)
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Tekrarlaonan DNA dizileri

Dana genomunda gorulen hizli birlesen kisimlar,
tekrarlanan DNA dizileri icermektedir.

Bu yorum, bu DNA kisimlarinin neden hizl birlestigini
aciklamaktadir.

1.0
E. coli x
Dana timusu,
5 3 ozgiin DNA
20
§ S 0.5
‘] § Dana timusu,
é B tekrarlayan DNA

1 | | S | IS5 I} ! 1 | l

0 0% 10% 102107 1 10" 102 10° 10°

Cot
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Tekrarlaonan DNA dizileri

Ayni dizinin coklu kopyalarnin eslesmeler yapmasi cok
daha olasidrr, bdylece tek kopyasi bulunan dizilere gore
bunlar daha hizli reasosiye olur.

OzgUn DNA dizilerinin sayisi daha fazla oldudu icin, dana
timus DNA'sI, E. coli'ye gbre daha komplekstir ve tekrar
birlesmesi daha uzun zaman alrr.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Nukleik asiflerin elektroforezi

Bu bolUmuU, nukleik asitlerin incelenmesinde yetkin bir
teknik olan elektroforez ile bitirecegiz.

Bu teknikle, farklh uzunluklardaki DNA ve RNA zincirlerine
ait parcalar birbirinden ayrilabilir.
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,

Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece)

Nukleik asiflerin elektroforezi

Elektroforez teknolojisi 6zellikle, ayni yuk:kGtle oranina
sahip, ancak farkl boyutlardaki molekUl kansimlarinin
ayristinimasinda ise yaramistir.

Poliakrilamit ya da agaroz jel gibi cesitli gbdzenek
bovyutlarinda hazirlanan ortamlarin kullanimi ile bu iki
molekUl birbirinden aynlabilir.

156



(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Prof. Dr. Bektas TEPE Klug, Cummings & Reece]

Nukleik asiflerin elektroforezi

KUcUk molekuller buyuk molekullere gore jelde daha hizli
yol alir.

Ayinmin kilit noktasi jel matriksine (gbzeneklere)
dayanmaktadirr.

Ayrintilar icin bir sonraki slayta bakiniz.
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Prof. Dr. Bektas TEPE (Kaynak: Genetik Kavramilar,
o : Klug, Cummings & Reece)
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(Kaynak: Genetik Kavramlar,
Klug, Cummings & Reece)
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