Bakter: ve Archaea'larin
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Vibrio choleraemin Iki Yasam Tarzi

- V. cholerae hem deniz ortamlarinda hem de besin acisindan zengin insan
bagirsaginda yagsamaya uyum saglayan bir bakteri olarak karsimiza cikar.

- Bu patojen, toksin salgilayarak yeni konaklara gecisini saglayan siddetli
1shal tablolarina yol acar.

- Insan dig1 ortamlarda ise V. cholerae besin rekabetini azaltmak icin komsu
mikroplari 6ldiiren proteinlerden olugsan giiclii bir cephanelik kullanir.

- Bu saldirgan strateji bakterinin hem cevrede hem de konak icinde basaril
olmasini destekler.
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T6SS: Mikrobiyal Bir Mizrak

- V. cholerae komgu hiicrelere toksik “effektor” molekiiller enjekte etmek icin
tip VI salgi sistemi olarak bilinen kontraktil bir yapiy1 kullanir.

- T6SS 1le hedeflenen hiicreler, bu toksinlere karsi bagisik degillerse
parcalanarak iceriklerini ortama salar.

- Av hiicrelerinin parcalanmasi hem rekabeti azaltir hem de ortama yeni
besinler birakir.

- Bu mekanizma bakterinin dogal ekosistemlerde tistiinliik saglamasini
mumkiin kilar.
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Avdan Gelen DNA:
Dogal Transformasyon

- Arastirmacilar, V. cholerae’nin T6SS ile 6ldiirdiigii av hiicrelerinden aciga
cikan DNA’y1 dogal kompetens sistemiyle alabildigini gostermistir.
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- Bu DNA alim sistemi, bir seferde yaklasik 40 gene kadar genetik materyalin
hiicre icine tagsinmasina 1zin verir.

- Alinan DNA parcalari kromozomla birlestiginde V. cholerae popililasyonuna
secilim avantaj1 kazandirabilir.

- Boylece predasyon sadece besin elde etme yontemi degil, ayni zamanda
genetik cesitlenme araci haline gelir.
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Hucresel Goruntulerde Av ve Avel

- Yandaki gortintiilerde kompetens
sistemine ait DNA alim proteinleri kirmizi,
T6SS proteinleri ise yesil floresan
1saretleyicilerle gosterilmistir.

- Bu nedenle avc1 V. cholerae hiicreleri
kirmiz1 gérintiirken, iclerinde yesil “yay-
kirbac¢” benzeri T6SS yapilar: secilir.

- T6SS ve bagisiklik sisteminden yoksun av
hiicreleri ise tekdiize yesil renkte goriiliir.
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- Goruntiinin sol panelinde avcilarin av
hiicrelerine saldirdigi; sag panelde ise 30
dakika sonra DNA alim bolgelerinin
belirginlestigi gozlenir.

Prof. Dr. Bektags TEPE

O

Bektas Tepe
gezimania_tr



Gy
o
2
an
=}

—
(=}

B

[an)

4
(]
2
£~

[an)

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

Genetik Hirsizligin Sonuclar:

- V. cholerae'nin avdan DNA calabilmesi, antibiyotik direnci veya yeni
virilans faktorleri gibi degerli 6zellikleri kazanmasini mimkiin kilar.

- Bu yatay gen transferi bicimi bakterinin ekolojik rekabet giiciini artirir.

- Predasyon boylece hem besin kazanimi hem de genetik gelisim icin cift yonli
bir strateji haline gelir.

- Bu durum mikrobiyal savasin evrimsel sonuclarini anlamamiz acisindan
onemlidir.
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Tarihsel Bir Atilim:
Lederberg’in Kesfi

- Joshua Lederberg 1946 yilinda bakterilerin de tipk: bitkiler ve hayvanlar
gibi gen aligverisi yapabildigini kesfederek bilimde ¢igir agcmastir.
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- Bu kesif kendisine Nobel Odiilii kazandirmis ve molekiiler biyoloji alaninin
sekillenmesinde 6nemli rol oynamistir.

- Bakterilerde genetik rekombinasyonun gosterilmesi, gen igsleyisini anlamak
icin bakterilerin model organizma olarak kullanilmasini saglamistir.

- Boylece mikrobiyal genetik cesitliligin kaynagina iliskin temel sorular yanit
bulmaya baslamistir.
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Cesitliligin Kaynaga:
Gen Degisimi ve Mutasyon

- Bakteri ve Archaea tiirlerinin eseysel cogalmadan yoksun olmalarina
ragmen buyuk bir ¢esitlilik géstermesinin nedeni gen degisimi ve
rastlantisal genetik yeniliklerdir.
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- Gen aligverisi ve mutasyon birlikte calisarak yeni 6zelliklerin secilimle
yayllmasina zemin hazirlar.

- Bu stirecler mikroorganizmalarin farkli habitatlara uyumunu mimkin
kilar.

- Genomdaki degisimler kadar genom kararlilig:r saglayan mekanizmalar da
evrimsel basar1 i¢cin 6nem tasir.
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Mutasyon Kavraminin Temeller:

- Mutasyon, bir hiicrenin genomundaki baz dizisinin nesilden nesle
aktarilabilir sekilde degismesi anlamina gelir.

- Mutasyonlarin bazilar1 yararli, bazilari zararli, biiyiik cogunlugu ise notr
olup belirgin bir etki olusturmaz.

- Prokaryot hiicrelerin hizli béliinme hizlari mutasyonlarin popiilasyonda
beklenenden cok daha hizli birikmesini saglar.

- Ancak mutasyonlar genellikle kiiciik degisimler yaratirken, gen aligverisi
cok daha biytik olcekte farklilik olusturabilir.
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Mutasyonlarin Mekanizmasi ve
Mutantlarin Ozellikler: )
§
. - Genomlar hiicrelerde ¢ift sarmall1 DNA’dan, WT Wild type
bazi viriislerde ise cift ya da tek sarmall1 DNA o o
veya RNA’dan olusur. el
- Dogal cevreden izole edilen bir tiiriin referans =
kalitimi “wild -type” (yabanil tip) olarak wT
adlandirilir. M1 M2
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nd Thomas Silhavy

- Yabanil tip dizideki herhangi bir degisikligi
tasiyan hiicre veya viris “mutant” olarak
tanimlanir.

Howard Shuman a

- Mutantin genotipi degisirken fenotipi de
degisebilir.
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Yabanil Tip, Mutant ve
Fenotip Iligskisi
2
- - “Yabanil tip” terimi tim organizmayi1 ya da WT  Wild type
incelenen belirli bir geni ifade etmek i¢in M1 Mutant 1
kullanilabilir. sl
- Mutantlar dogrudan yabanil tip sustan ya da 3 = 2
daha 6nce mutasyona ugramis baska bir wT
ebeveyn sustan tiretilebilir. M1 M2
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- Yanda, MacConkey agar ltizerinde seker-
fermentasyon yetenegi bakimindan yabanil
tip E. coli 1le mutant tiirevler arasindaki
fenotip farki goriilmektedir.

Howard Shuman and Thomas Silhavy

- Bu fenotipik degisim genetik dizideki
farkliligin hiicredeki islevsel sonuclarini
yansitir.
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Genotip ve Fenotipin Gosterimi

- Bakteriyel genetikte genotip tli¢ kiiciik harf ve bir biliylik harfle (italik) ifade
edilir; 6rnegin AisC geni histidin biyosentezinde gorev alan HisC proteinini
kodlar.

- Ayni1 genin farkli mutantlar: AisC1, hisC2 gibi numaralandirilarak
tanimlanir.

- Fenotip 1se bir bliyiik harf ve iki kiiciik harfle, yani sira + veya — isareti ile
gosterilir.

- Ornegin His* sus histidin sentezlerken, His~ sus bu aminoasidi
sentezleyemez ve hisC mutasyonu islev kaybina yol acarsa His™ fenotipi
ortaya cikar.
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Mutant Izolasyonuna Giris

- Bir organizmanin neredeyse her 6zelligi mutasyonla degisebildigi icin
mutant 1zolasyonu genetik calismalarin temel bir adimini olusturur.

- Mutasyonlar baz1 durumlarda organizmaya avantaj saglayarak secilebilir
hale gelir, baz1 durumlarda ise fenotipte belirgin degisiklik olustursa bile
secilemez nitelikte olur.

- Secilebilir mutasyonlar, uygun cevresel kosullarda mutant hiicrelerin
ebeveyn hiicreleri geride birakmasina olanak tanir.

- Bu nedenle secilebilir mutasyonlarin tespiti, genetik analizlerde siklikla
tercih edilen gticli bir yaklasimdir.
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- Secilebilir mutasyonlarin izolasyonu, uygun cevresel

- Antibiyotik direnci gibi mutasyonlar, mutantin antibiyotik

- Antibiyotik direncli bir mutantin, antibiyotigin oldirdigu

- Bu baglamda secim yontemi, milyonlarca hiicre iceren bir

Secim (Selection) Kavrami ve Ornegi

kosullar saglandiginda oldukca kolaylasir.

varliginda biiylyebilirken ebeveyn hiicrenin
etkilenmesiyle acik bir avantaj saglar.

.8

veya engelledigi ebeveynin yerine gecmesi bu durumu net —
bicimde gosterir (Figiir a). e = S i Rt

popiilasyondan tek bir mutanti bile ayirmayl miimkiin
kilan gticli bir genetik aractir.
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Brock

T.D.

Shiladitya DasSarma, Priya
Arcra, Lone Simonsen
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Secllemeyen (Nonselectable)
Mutasyonlar ve Tarama (Screening)
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- Baz1 mutasyonlar fenotipte belirgin degisiklik olustursa
bile laboratuvar kosullarinda ne avantaj ne dezavantaj
saglar.

-

[
-

- Pigment kaybi bunun tipik bir érnegi olup, bu tir
mutasyonlar koloniler incelenerek ayirt edilebilir (Figtir b,

c).

- Bu tiir mutasyonlari belirlemek icin ¢ok sayida koloninin : - .
tek tek gozlenmesi gerekir ve bu slire¢ tarama olarak Lt ~er S S
adlandirilir. (@

- Tarama genellikle secim yontemine gore daha zahmetli
oldugundan, secimin mimkiin oldugu durumlarda her
zaman daha cok tercih edilir.
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Besinsel Oksotrof Mutantlarin
Tarama Yontemler:

- Secimden daha zahmetli olsa da, belirli mutasyon tiirlerini taramak icin
etkili yontemler gelistirilmistir.
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- Besinsel acidan kusurlu mutantlarin belirlenmesinde sik¢a kullanilan
tekniklerden biri replica plating (replika ekim) yontemaidir.

Sterile toothpick ST K
: % e L Bi KN
A S - prmm——.\ P ST RN Y
5 “@s‘._!&
1. Pick and transfer colonies . 2. Incubate and 5 €3]
to fresh medium. COmpis: R examine plates. Pl coloniue v ol
=
B
: un
o B L@ < <@ W - Q
S0 00 -® /M
Master plate; growth > R > ®- e e ® =)
on complete medium i A 2 @ 9 ®. o o
<P 9 - @ o
-l S
e =¥
Selective medium Mutants do not grow
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Besinsel Oksotrof Mutantlarin
Tarama Yontemler:

Brock Biology of

Microorganisms, 15. Ed.

-—0 - Master plaktaki bir koloni, iceriginde belirli bir besin olmayan ortama
Q aktarilir ve bliyliyemeyen koloniler mutasyonun varligina isaret eder.
—
- . . y .
=D - Replika plaktaki bogluga karsilik gelen master plak kolonisi daha sonra
— . . . .
o0 secilerek saflagtirilir ve karakterize edilir.
(1=
Sterile toothpick o @ @
— g ) e24% %%
- O s ®-® - ®-®
Q v N —
eo " fresh medium. | Complete medium - P miE A All colonies grow 2
=
S5
4 ‘ TS 5
2O R B B 2
~ ® 0 0: 0 -® /M
aster ae: row \Q e o @Q@G‘b QQO@ 5
?)An c:)mzlle:e’rgedh}r: : St e ; > ' @@ :Q:@@ :.5
Selectivermedium Mutants do not grow
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Oksotrof ve Prototrotf Kavramlar:

- Biiyiime ic¢in ek bir besine ihtiya¢c duyan mutantlar oksotrof olarak
adlandirilirken, bunlarin tiiredigi ebeveyn sus prototrof olarak bilinir.

- Ornegin His™ fenotipli E. coli mutantlar: histidin oksotrofu iken, bu
mutantlarin tiiredigi His" sus ise prototroftur.

- Ayni fenotipe yol acan bircok farkli mutasyon bulunabilecegi icin metabolik
bir yolun genetigini incelemede birden fazla His™ susun i1zole edilmesi yararl
olur.

- Bu yaklasim, ornegin histidin biyosentezi gibi bir yolun genetik
coziimlemesinin i1lk basamaklarindan biridir.
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Mutant Siniflar: ve Tanimlama
Yontemleri

- Cesitli mutant siniflarinin ve bunlarin tespit yontemlerinin érnekleri
asagidaki tabloda 6zetlenmistir.
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- Bu siniflandirmalar, farkli fenotipleri inceleyen genetik calismalar i¢in
temel bir basvuru niteligi tasir.

Some examples of mutants

2 Auxotroph Loss of enzyme in biosynthetic pathway Inability to grow on medium lacking the nutrient
b Temperature-sensitive Alteration of an essential protein so it is more heat-sensitive Inability to grow at a high temperature that normally supports
growth
Cold-sensitive Alteration of an essential protein so it is inactivated at low Inability to grow at a low temperature that normally supports
temperature growth
Drug-resistant Detoxification of drug or alteration of drug target or permeability Growth on medium containing a normally inhibitory concentration 3
Ay
to drug of the drug =)
Rough calony Loss or change in lipopolysaccharide layer Granular, iregular colonies instead of smooth, glistening colonies Eu;
Nonencapsulated Loss or modification of surface capsule small, rough colonies instead of larger, smooth colonies E
Nonmotile Loss of flagella or nonfunctional flagella Compact instead of flat, spreading colonies; lack of motility by pﬂd
microscopy X
~
Pigmentless Loss of enzyme in biosynthetic pathway leading to loss of one or Presence of different color or lack of color a
more pigments L.s'
Sugar fermentation Loss of enzyme in degradative pathway Lack of color change on agar containing sugar and a pH indicator Q':‘
Virus-resistant Loss of virus receptor Growth in presence of large amounts of virus
Bektas Tepe
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Mutant Siniflar: ve Tanimlama
Yontemleri

- Boylece arastirmacilar, hangi mutasyon tiiriiniin hangi teknikle
saptanabilecegini sistematik olarak degerlendirebilir.
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- Tablo, mutasyon analizine giris yapan 6grenciler i¢cin 6nemli bir kavramsal
cerceve sunar.

Some examples of mutants

2 Auxotroph Loss of enzyme in biosynthetic pathway Inability to grow on medium lacking the nutrient
b Temperature-sensitive Alteration of an essential protein so it is more heat-sensitive Inability to grow at a high temperature that normally supports
growth
Cold-sensitive Alteration of an essential protein so it is inactivated at low Inability to grow at a low temperature that normally supports
temperature growth
Drug-resistant Detoxification of drug or alteration of drug target or permeability Growth on medium containing a normally inhibitory concentration 3
Ay
to drug of the drug =)
Rough calony Loss or change in lipopolysaccharide layer Granular, iregular colonies instead of smooth, glistening colonies Eu;
Nonencapsulated Loss or modification of surface capsule small, rough colonies instead of larger, smooth colonies E
Nonmotile Loss of flagella or nonfunctional flagella Compact instead of flat, spreading colonies; lack of motility by pﬂd
microscopy X
~
Pigmentless Loss of enzyme in biosynthetic pathway leading to loss of one or Presence of different color or lack of color a
more pigments L.s'
Sugar fermentation Loss of enzyme in degradative pathway Lack of color change on agar containing sugar and a pH indicator Q':‘
Virus-resistant Loss of virus receptor Growth in presence of large amounts of virus
Bektas Tepe
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Mutasyonlarin Molekiiler Temeller::
Genel Bakais

- Mutasyonlar spontan veya indiiklenmis sekilde ortaya cikabilir ve bu iki
durum farkli mekanizmalarla gerceklesir.
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- Spontan mutasyonlar dis miidahale olmaksizin, cogunlukla DNA
polimerazin baz eslestirme hatalarindan kaynaklanir.

. Indiiklenmis mutasyonlar ise dogal radyasyon veya DNA’y1 kimyasal olarak
degistiren ajanlar gibi cevresel faktorlerle olusur.

- Bazi indiiklenmis mutasyonlar insanlar tarafindan da bilinc¢li olarak
olusturulabilir.
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Nokta Mutasyonlar ve
Fenotip Uzerindeki Etkiler:

- Tek bir baz cifti degistiginde ortaya cikan mutasyonlar nokta mutasyonu
olarak adlandirilir.
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- Nokta mutasyonlar DNA’da yalnizca tek bir baz ¢ifti degisimi icerir.
- Bu tir mutasyonlar cogu zaman belirgin bir fenotip olusturmaz.

- Ancak fenotipik degisikligin olup olmamasi mutasyonun genomdaki
konumuna ve gerceklesen niikleotid degisiminin tiiriine baghdar.
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- DNA’daki hatanin mRNA’ya transkripsiyonu

Baz (1ift1 Substitiisyonlariin
(Degisimlerinin) Genel Etkisi

- Bir nokta mutasyonu bir polipeptidi kodlayan pNa & EEAGH
bolgede gerceklestiginde, ortaya cikan Q-ATG.)5
fenotipik degisiklik cogunlukla polipeptidin MUTATIONS

amino asit dizisindeki degisimden
kaynaklanir.

Orag  QraAp
OATR)

!

ve bu hatali mRNA’nin translasyonu
sonucunda degismis bir polipeptid tiretilir.

=]
— [

- Baz dglftler.llncil.el;l degi)slmlerjcm olasjl sonuclari 0&AD A
yanda verilmigtir ve bu mutasyonlarin Asparagine  Stop Tyrosine
protein yapisini nasil etkileyebilecegi codon codon codon
Ozetlenmigtir. l l l

+ Genetik kodun dejeneratif yapisi bazi Fauty  Incomplete  Normal
mutasyonlarin polipeptidi degistirmeden protein protein protein
ka]_ma81na O]_anak tanir. Missense MNonsense Silent

mutation mutation mutation
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Sessiz (Silent) Mutasyonlarin
o W o é.é
Ozelligi
§
- - Yanda gosterildigi gibi UAC kodonunun ona 5 EEAGH
UAU’ya dontismesi polipeptitte hicbir Q.ATG.)S
d@nglkhge y01 acmaz (;unku her 1ki kodon da MUTATIONS Normal DNA
tirozin kodlar. replication

- Bu tiur degisiklikler polipeptidin amino asit
dizisini etkilemedigi icin sessiz mutasyon
olarak adlandirilir ve hiicre fenotipinde
degisiklik olusturmaz.

ras  (Qrap  s(rag DNA
ety (AT~

l 1 Transcription of
light green strand
- Kodlayan bolgelerdeki sessiz mutasyonlar 0&AD WAD s(UAD < ANA

neredeyse her zaman kodonun ti¢inci
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Asparagine Stop Tyrosine Tyrosine

=

bazinda ortaya cikar ve bu durum kodon codon codon codon codon é

yapisinin dejeneratif 6zelligiyle iligkilidir. l l l l Trandiation @

i

<

.o . e @ . . . . an}

‘ Arjlmn ve 16sin gibi baz1 amino asitlerde Fauty  Incomplete  Normal Nomal  propoic p

sessiz mutasyon kodonun ilk bazinda da protein protein protein protein .

1lir. Missense  Nonsense Silent Wild type £
gergekleseblhr mutation mutation mutation Cha“ge
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Missense (Yanlis Anlamli)
Mutasyonlarin Sonuclar
§
. - Kodonun 1lk veya ikinci bazindaki ona 5 GEAGH
degisiklikler cogunlukla amino asit dizisinde Q.ATG..)5
anlamli farkhhklar OlUStUI’UI’. MUTATIONS Normal DNA

replication

- UAC kodonunun AAC’ye dontismesi,
polipeptidde tirozin yerine asparajin
yerlesmesine neden olur ve bu degisim yanlig
anlamli mutasyon olarak adlandirilir.

Qrap  sQrag DNA
ATy AT~

Transcription of
light green strand

bag  (uAU s*@‘/ mRNA
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- Yanlis anlamli mutasyonun etkisi,
degisikligin polipeptid zincirindeki

— 0k
—E

kon.umul.la.ve protelr} kat‘lanmas‘} ya da Asparagine Stop Tyrosine Tyrosine E

aktivitesini nasil etkiledigine baglidir. codon codon codon codon =

. . . . . Translation &

- Enzimlerin aktif bolgesinde gerceklesen =

o . . an)]

yanlis anlamli mutasyonlarin aktiviteyi Fauty  Incomplete  Normal Nomal  proro: p

kaybettirme olasilig1 diger bolgelere gore cok  protein protein protein protein rotein .

daha YU.kSthll' Missense  Nonsense Silent Wild type Chanae £
mutation mutation mutation g
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olusturacak sekilde gerceklesirse, bu durum
translasyonun erken sonlanmasina yol acar.

- Anlamli bir kodonun anlamsiz bir kodona

doniismesiyle olusan bu mutasyonlar
polipeptidin tamamlanmadan sonlanmasina
neden olur.

- Olusan urin genellikle kisalmis (truncated)

bir proteindir ve bu protein cogunlukla
tamamen iglevsizdir.

- Genin sonuna ¢ok yakin olmadik¢a anlamsiz

mutasyonlar normal aktiviteden belirgin
sekilde yoksun tirtinlerle sonuclanir.
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pNa & EEAGH
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MUTATIONS
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Asparagine Stop Tyrosine
codon codon codon
Faulty Incomplete Mormal
protein protein protein

Missense Nonsense Silent

mutation mutation mutation

Nonsense (Anlamsiz) Mutasyonlar ve
Sonuclari

- Baz cifti yer degistirmeleri bir stop kodonu

Normal DNA
replication
s(rac
DNA
(ATO~
Transcription of
light green strand
5(0AD < mRNA
Tyrosine
codon
l Translation
Mormal -
protein Protein
Wildtype  change
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Baz Degisimlerinin Simiflandirilmasa:
Transisyon ve Transversiyon

- Transisyon mutasyonlarinda bir piirin bazi bagka bir piirin ile ya da bir
pirimidin baska bir pirimidin ile yer degistirir.
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- Transversiyon mutasyonlarinda ise bir plirin bazinin pirimidin ile veya
pirimidin bazinin piirin ile yer degistirmesi s6z konusudur.

- Bu terimler, nokta mutasyonlarin molekiiler diizeydeki degisim tipini daha
spesifik sekilde tanimlar.

- Transisyon ve transversiyon ayrimi, mutasyonlarin mekanizmasini ve
sonuclarini anlamada temel bir siniflandirma saglar.
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Frameshift (Cerceve Kaymasi)
. 5%
Mutasyonlarimin Temel Mekanizmasi
o - Genetik kodun iiclii baz bloklar: halinde DNA mRNA Flfeading
okunmasi, tek bir baz ciftinin eklenmesi ) rame
ya da silinmesi durumunda okuma & ACGGGACAA).. =P Ueugccccup).  +1
cercevesinin kaymasina yol acar. / —
nsertion off of light
- Bu cerceve kaymas1 mutasyonlari of C:G pair I green sirands  Codons
genellikle ciddi sonuclar dogurur clinki . PN
polipeptidin primer dizisi biiyiik dl¢tide cGoacAn. ™= (Jeugccujcuy). ?
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degislr' Deletion 1 / Normal
« pe . . of C:G pair protein
- Yandakai figiir, tek bazlik insersiyon veya

delesyon sonucu olusan dizisel kaymalari

ve bunlarin proteine yansimasini gosterir.

: | mmmmm (Jeug)cuguy). 1

- Bu tir mikro-inseriyon veya mikro-
delesyon hatalari cogunlukla DNA
replikasyonundaki hatalardan
kaynaklanir.
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Cerceve Kaymasi Disindaki
Insersiyon ve Delesyonlar

- ki baz ¢iftinin eklenmesi veya ¢ikarilmasi da okuma cercevesini kaydirir ve
polipeptidin dizisini biiytik ol¢lide degistirir.
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- Uc baz ¢iftinin eklenmesi veya ¢ikarilmasi ise cerceve kaymasi olusturmaz
ancak polipeptide bir amino asidin eklenmesine ya da cikarilmasina yol
acar.

- Tek bir amino asidin eklenmesi ya da cikarilmasi protein fonksiyonunu
bozabilir fakat cerceve kaymasi kadar yikici degildir.
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Biiyiik Olcekli Insersiyon ve
Delesyonlar

- Daha biiyiik insersiyon veya delesyon olaylarinda ytiizlerce hatta binlerce
baz cifti kaybedilebilir ya da eklenebilir ve bu degisiklikler gen
fonksiyonunu tamamen yok eder.
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- Buyik delesyonlar birden fazla genin kaybina yol acabilir ve eger silinen
genlerden biri esansiyel ise bu mutasyon letal (6ldiirticii) olur.

- Bu tir buytlik delesyonlar yalnizca yeni mutasyonlarla degil, genetik
rekombinasyon yoluyla da geri kazanilabilir.

- Genis capli insersiyon ve delesyonlar genellikle rekombinasyon hatalarindan
veya transpoze (hareketli) elementlerin insersiyonundan kaynaklanir.
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Mutasyon Oranlarinin Degiskenligl

- Farkli mutasyon tiirlerinin olusma hizlari oldukca genis bir aralik gosterir
ve bazilari neredeyse tespit edilemeyecek kadar nadirdir.

- Bazi mutasyonlar ise o kadar sik gerceklesir ki, deneysel acidan genetik
olarak stabil stok kiiltiirlerini korumayi giiclestirir.

- Gozlenen mutasyon orani, DNA’daki degisim sikliginin yaninda
organizmanin DNA onarim sistemlerinin etkinligi tarafindan da belirlenir.

- Bu nedenle mutasyon orani hem mutasyon olusumu hem de onarim
stireclerinin birlesik etkisiyle ortaya cikar.
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Ger1 Dontusler: Reversiyonlar

- Nokta mutasyonlar cogu zaman tliciincl bir mutasyonla geri déndirtlebilir
ve bu siirece reversiyon adi verilir.

- Revertant, ilk mutasyonla degisen fenotipin ikinci bir mutasyonla yeniden
eski haline dondigi sustur.

- Ayni1 bolgede gerceklesen reversiyonlarda mutasyonu diizelten degisiklik, 11k
mutasyonla ayni bolgede bulunur.

- Eger geri donilis ayni bolgede gerceklesip DNA dizisini tamamen eski haline
getiriyorsa buna “true revertant” denir.
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[kinci-Bolge Revertantlar ve
Baskilayict Mutasyonlar

. Tkinci-bslge revertantlarda, mutasyon ilk mutasyonun bulundugu yerden
farkli bir bolgede gerceklesir.
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- Bu tir mutasyonlar, orijinal mutasyonun etkisini telafi edebildiklerinde
baskilayici (suppressor) mutasyonlar olarak adlandirilir.

- Baskilayici mutasyonlar ayni gen icinde ikinci bir kayma mutasyonuyla
okuma cercevesinin yeniden kurulmasi gibi mekanizmalarla islevi geri
kazandirabilir.

- Ayrica bagka genlerde olusan mutasyonlar, orijinal genin islevini dolayl
bicimde geri getirebilir ya da eksik enzimin yerini alacak yeni bir enzimin
uretilmesini saglayabilir.
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tRNA Baskilayicilar: ve
Anlamsiz Mutasyonlar

Baskilayic1 mutasyonlarin en iy1 6rneklerinden biri,
anlamsiz mutasyonlarin tRNA antikodonunda
meydana gelen bir degisiklikle okunabilir hale
gelmesidir.

Antikodonu degisen tRNA, artik bir stop kodonunu
taniyip tasidigl amino asidi bu pozisyona
yerlestirebilir.

Bu tiir tRNA’lar “baskilayici tRNA” olarak
adlandirilir ve ayni kodon i¢in birden fazla tRNA

bulundugu icin hiicre acisindan genellikle yasamsal
degildir.

Baskilayic1 tRNA ayn1 amino asidi eklediginde
protein tamamen islevsel olabilirken, farkl bir
amino asit eklenirse yalnizca kismen aktif bir
protein Uretilebilir.
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DNA ﬁ

Nonsense mutation
from G:A transition

Transcription of

mutated DNA

-UAG... LUAG...
* &
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MNonsense mutation Nonsense + tRNA

suppressor mutations
Translation
Gn '€

[GIn This suppressor

These tRNAs N :
cannot pair 1, tRNA can pair
with UAG codon
/ [Guc]
[GUd]

with UAG codon
Protein HEN-’_ . 'f.-_-':.f- - COOH

Truncated protein
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Mikroorganizmalarda Mutasyon
Oranlan

- Cogu mikroorganizmada DNA replikasyonundaki hata sikligi, her
replikasyon dongiisiinde yaklasik her bin baz basina 10 °¢1ile 1077
diizeyindedir.
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- Ortalama 1000 baz cifti uzunlugundaki bir gen i¢in bu, her replikasyon
turunda benzer mutasyon olasiliklari anlamina gelir.

- Ornegin, 10® hiicre/ml yogunlugundaki bir kiiltiirde belirli bir gen icin bircok
farkli mutantin bulunmasi beklenir.

. Okaryotlarda hata oranlar: cogunlukla bakterilere gére yaklagik on kat
daha disgtktir.
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Viruslerde Yiuksek Mutasyon
Oranlar

- DNA virisleri, o6zellikle kiiclik genomlu olanlar, hiicresel organizmalara gore
100 1la 1000 kat daha yiiksek hata oranlarina sahip olabilir.
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- RNA virtisleri ise ek olarak diiglik diizeyde proof-reading ve RNA onarim
sistemlerinden yoksun olduklari icin ¢cok daha yliksek mutasyon oranlar:
gosterir.

- Bu yliksek hata orani, RNA viriislerinin hizli evrimsel degisim potansiyeline
onemli olctide katki saglar.

- Bu nedenle RNA viriislerinde cesitlilik, replikasyon mekanizmalarinin
giivenilirliginden ¢cok simmirlandirilmis onarim kapasitesine baglhdir.
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Chemical and physical mutagens and their

modes of action
1

Tek Baz Degisimlerinin
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Sonuclar:

Base analogs

S-Bromouracil Incorporated like T; AT — GC and
ocggsionql faulty occasionally
—R - DNA replikasyonu sirasinda meydana gelen tek pairing with G GC—AT
o oo e . - . . o« qe 2-Aminopuring Incorporated like &, AT — GC and
baz degisimleri cogunlukla bir amino asidin faulty pairing occasionally
— . . . - . . . K ith C GC — AT
o baska bir amino asitle degistirildigi yanhs T
> emicais reacting wi
@ s anlamll mUtaSYOHIaI'a y01 a(}ar- Mitrous acid (HNO) Deaminates A AT — GC and
m and C GC — AT
e - Bir sonraki en yaygin sonug, kodonlarin ligiincti = vdrowlamine (NH0H) - Reacts with € GC—al
. . . . . Alkylating agents
) pozisyonundaki esneklik nedeniyle olusan sessiz . _
: . Monofunctional (for Puts methyl on G; GC — AT
(silent) mutasyonlardir. example, ethy faulty pairing
H = methanesulfonate) with T
. . o . . Bifunctional (for Cross-links DNA Both point
o BlI’ kOdOIl tek b&lek blI‘ deglslkllkle tOplam 27 example, mrtomycin, strands; faulty mutations and
@ oo . e e eq e nitrogen mustards, region excised deletions
on alternatif kodona donusebilir ve bunlarin nitrosoguanidine) by DNase
ortalama ikisi sessiz, biri anlamsiz, geri Intercalating agents
k 1 1 1 1 1 t 1 t Acridines, ethidium Inserts between Microinsertions and
A alanlari yan 1$ aniamilil mu asyon o us urur. bromide two base pairs microdeletions

- Bu dagilim, tek baz degisimlerinin biiyik
boliimiiniin proteinin yapisini tamamen
bozmadan varyasyon yarattigini gosterir.
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Mutasyonlarin Deneysel Tespiti ve
Mutasyon Havuzu

- Secilemeyen mutasyonlarin deneysel olarak tespit edilmesi giictiir ve
genetikciler mutasyon tespit verimliligini artirmak icin ¢esitli yontemler
kullanir.
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- En etkili yontemlerden biri, mutasyon havuzunun buyitilmesidir; boylece
tespit sans1 artar.

- Mutajenik etkenlerle mutasyon orani yapay olarak biiylik 6lciide
artirilabilir.

- Ayrica hiicreler yliksek stres kogullarina maruz kaldiginda dogal mutasyon
orani da degisebilir.
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Mutagenez ve Mutasyon Oranlarinin
Artisi

- Kendiliginden mutasyon orani oldukca diisiik olmakla birlikte cesitli
kimyasal, fiziksel ve biyolojik etkenler bu orani artirarak mutasyonu
indiikleyebilir.
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- Mutasyon oranini ylikselten tim bu etkenler mutajen olarak adlandirilir ve
mutajenler farkli siniflara ayrilarak etkinlikleriyle birlikte incelenir.

- Mutajenler DNA tiizerindeki degisiklikleri artirarak mutasyon olusumunu
kolaylastirir.

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

Prof. Dr. Bektas TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



B 3
> =
° ° éﬁ 12
K 1m asal | \/ I l l ta enlere Chemical and physical mutagens and their é 2
modes of action s g
1 g =i
A &
Genel Bakis g
S-Bromouracil Incorporated like T; AT — GC and Eg
ocga_\sionql faulty occasionally
H— - Baslica kimyasal mutajenlerin 6zellikleri ve pairing with G GC—AT
. . . . . . 2-Aminopuring Incorporated like &, AT — GC and
(= etkileri yandaki tabloda 6zetlenmistir. Sl occasionally
ith C GC — AT
o= | . -
= - Kimyasal mutajenler farkli siniflardan olusur ve ;’I’:r:;a:c:;?;:l"; :"’"’ s
— . . . . 7 . . . 2 —2
o0 DNA ile etkilesim bicimleri birbirlerinden and C GC — AT
m behrgln Sekllde ayrlhr. Hydroxylamine (NH;OH) Reacts with C GC — AT
: Alkylating agents
. . . - Maonofunctional (for Puts methyl on G; GC — AT
[ - Bu mutajenlerin bir kismi dogrudan baz yapisini e e
—~ . . . h Ifi ith
D taklit ederken bir kismi bazlarda kimyasal methanesulfonate) T _
o . . Bifunctional (for Cross-links DNA Both point
degisiklikler olusturarak hatali eslesmelere yol example, mitomycin, strands; faulty mutations and
Q e==r nitrogen mustards, region excised deletions
m acar. nitrosoguanidine) by DNase
Intercalating agents
Acridines, ethidium Inserts between Microinsertions and
A bromide two base pairs microdeletions
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Radiation

Ultraviolet (UV)

lonizing radiation (for
example, X-rays)

Pyrimidine dimer
formation

Free-radical
attack on DNA,
breaking chain

Repair may lead to
error or deletion

Repair may lead to
error or deletion
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Baz Analoglar1 ve Hatal1 Eslesmeler

- Baz analoglari, DNA’daki plirin ve pirimidin

bazlarina yapisal olarak benzeyen ancak hatal
eslesme egilimi gosteren molekiillerdir.

- Bu analoglar dogal bazlarin yerine DNA’ya dahil

oldugunda cogu zaman normal replikasyona izin
verse de yanlis eslesme olasiligi belirgin sekilde
artar.

- Yanlis eslesmeler yeni zincire hatali bazin

eklenmesine neden olur ve bu zincir replike
oldugunda mutasyon kalici hale gelir.
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Analog

Substitutes for

O

Br CH
H-~. ij/ H-. N )ﬁr 3
P o
I |
H H
5-Bromouracil Thymine
(@
HoN
~H ~H
NfIN N&B
D s /
2-Aminopurine Adenine
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Baz Modifikasyonlari ve
Alkilleyici Ajanlarin Etkileri

- Baz modifikasyonu yapan kimyasallar bir bazin
kimyasal yapisini degistirerek hatal1 eslesme
veya benzeri replikasyon hatalarina yol acar.

- Nitrosoguanidin gibi alkilleyici ajanlar amino,
karboksil ve hidroksil gruplarina alkil gruplar:
ekleyerek giicli mutajenik etki olusturur.

- Baz analoglarindan farkli olarak alkilleyici
ajanlar yalnizca replikasyon sirasinda degil,
replike olmayan DNA tlizerinde de degisiklik
olusturabilir.

- Her 1ki grup da cogunlukla baz-cifti yer
degistirmelerine neden olur.

Bektas Tepe
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Chemical and physical mutagens and their

modes of action
1

Base analogs

5-Bromouracil

2-Aminopuring

Chemicals reacting with DNA

Mitrous acid (HNO)

Hydroxylamine (NH;OH)

Alkylating agents

Monofunctional (for
example, ethyl

methanesulfonate)

Bifunctional (for

example, mitomycin,
nitrogen mustards,

nitrosoguanidine)
Intercalating agents

Acridines, ethidium
bromide

Radiation

Ultraviolet (UV)

lonizing radiation (for

example, X-rays)

Incorporated like T;
occasional faulty
pairing with G

Incorporated like A;

faulty pairing
with C

Deaminates A
and C

Reacts with C

Puts methyl on G;
faulty pairing
with T

Cross-links DNA
strands; faulty
region excised
by DMNase

Inserts between
two base pairs

Pyrimidine dimer
formation

Free-radical
attack on DNA,
breaking chain

AT — GC and
occasionally
GC — AT

AT — GC and
occasionally
aQC — AT

AT — GC and
GC — AT

GC — AT

GC — AT

Both point
mutations and
deletions

Microinsertions and
microdeletions

Repair may lead to
error or deletion

Repair may lead to
error or deletion
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Akridinler ve Cerceve Kaymasi
Mutasyonlar:

- Akridinler, iki baz c¢ifti arasina girerek DNA’y1 genigleten planarh
molekiillerdir ve interkale edici ajanlar olarak gorev yapar.
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- Bu molekiillerin araya girmesi replikasyon sirasinda tek baz eklenmesi ya
da cikarilmasina yol acarak cerceve kaymasi mutasyonlarini tetikler.

- Etidyum bromiir de bir interkale edici ajan oldugundan jel elektroforezinde
yaygin kullanilsa da ayni1 zamanda bir mutajendir.
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Noniyonize ve Iyonize Radyasyonun
Mutajenik Etkiler:

- UV radyasyonu ve iyonize radyasyon, son . Electromagnetic spectrum |
derece giicli mutajenik etkilere sahip  lonizing .
elektromanyetik radyasyon tirleridir.

4% Microwave

- DNA bazlar1 UV 1s181m1 6zellikle 260 nm _ Radar
civarinda yogun sekilde absorbe eder ve Cg:::r'ﬁa b
bunun sonucunda pirimidin dimerleri Wavelength—L 1 SR S
olusur. (nm) 1078 10'4 10r2 109/ ~0* 10° 10° 10™

- Pirimidin dimerleri DNA polimerazin

1lerlemesini yavaglatir veya yanlis okuma - N
thtimalini artirarak hiicre 6liimiine yol el ¥
acabilir. n .
I | | | | |
- X-1ginlari, kozmik 1ginlar ve gama 1ginlar: o 200nm 00T . 800nm s
gibl 1iyonize radyasyonlar serbest radikaller Ultraviolet (UV) Visible Infrared (IR)

olusturarak DNA’da tek ve cift iplik kiriklar:

meydana getirir.
Bektas Tepe
gezimania_tr
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DNA Tamiri ve
Mutasyonun Onlenmesi

- Mutasyon, ancak hasarli DNA, hiicre boliinmesinden 6nce diizeltilmediginde
kalici hale gelir ve bu nedenle DNA tamir sistemleri biiylik 6nem tasir.
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- Hicrelerde bircok DNA tamir mekanizmasi bulunur; bunlarin bir kismi
hatasiz calisirken bazilar: hataya daha acik olup mutasyon olusmasina
sebep olabilir.

- Cok yogun DNA hasari, replikasyonun durmasina ve kromozomda 6liimciil
kiriklara yol acabilecegi icin 6zellikle tehlikelidir.
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SOS Yanit Sisteminin Aktivasyonu

- Bakterilerde replikasyonun durmasi ya da ciddi DNA hasar1 SOS tamir
sistemini aktive eder ve bu sistem cok sayida onarim siirecini basglatir.

- SOS sistemi bazi slireclerde hatasiz tamir saglasa da, kalip olmaksizin
dNTP eklenmesine 1zin veren siireclerde hataya yatkin onarim gerceklesir.

- Kalipsiz tamir, boslugu doldurarak hiicreyi 6liimciil kiriklardan korur ancak
beraberinde ¢cok sayida mutasyon liretir.
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E. colide SOS Regiilonu ve
Translesyon (Lezyon-Asir1) Sentezl

- E. coli’'de SOS sisteminin yaklagik 40 geni kapsayan genis bir regiilonu
kontrol ettigi ve bu genlerin DNA hasar toleransi ile onarimda gorev yaptigi
bilinir.
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- Translesyon (lezyon-asiri) sentezi, hasarlh bolgelerin 6zel DNA polimerazlar
tarafindan atlanmasi ile gerceklesir ve bu siirec¢ sik hatalar tiretir.

- Hatasi1z baz yerlestirme miimkiin olmasa bile hiicre acisindan bosluk
birakmaktan daha az tehlikeli oldugundan bu mekanizma tercih edilir.
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Hataya Egilimli Polimerazlar:
Pol IV ve Pol V

- E. coli’de hataya egilimli SOS iligkili polimerazlar DNA polimeraz V

(umuCD trtinleri) ve DNA polimeraz IV (dinB) enzimleridir.

- Bu 1ki polimeraz DNA hasari varsa indiiklenir ve hasarli bolgelerin

tizerinden gecerek tamiri mimkiun kilar fakat yiksek hata orani tasir.

Degraded LexA

RecA activates LexA 0/;9
DNA damage ote wity;

ot protease activity
rotein i,
P m activates RecA. LexA degraded. 4
Active I

Patricia Foster and
Serita Mallik

Error-prone DNA
polymerase IV

UVrA protein:
Error-free DNA repair
LexA LexA EW—IA) . e
(JOwx) recA ) protein represses.
ki MD_) N UmucD proteins:

Error-prone DNA repair

m lexA )

| [ |

lex lexA

operator structural

gene
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SOS Sistem1 Ana Duzenleyicileri:

LexA ve RecA

SOS yanitinin ana diizenleyici proteinleri LexA ve RecA’dir; LexA normal
kosullarda SOS genlerini baskilayan bir represordiir.

- DNA hasari sonrasi biriken tek iplikli DNA, RecA’'nin aktif forma ge¢cmesini

tetikler ve aktif RecA, LexA’'nin kendi kendini keserek 1naktive olmasini
saglar.

Degraded LexA

RecA activates LexA 0/;9
DNA damage ote wity;

RecA protease activity
rotein i . C
i m activates RecA. LexA degraded. 4
Active I

Patricia Foster and
Serita Mallik

Error-prone DNA
polymerase IV

UVrA protein:
Error-free DNA repair
LexA <@ LexA O wa ) e l
(JOwx) recA ) protein represses.
ki MD_) N UmucD proteins:

Error-prone DNA repair

m lexA )

| [ |

lex lexA

operator structural

gene
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gezimania_tr

Gy
(@)
>
on
[©)

—
o

B

[an)

4
[}
[©)
£~

[an)

3
=
10
i
W
&
w0
o
@)
oy
an
S~
=]
e
~
O
g

Prof. Dr. Bektas TEPE




SOS Sistem1 Ana Duzenleyicileri:
LexA ve RecA

- LexA baskisinin kalkmasi1 SOS regiilonunun esgiidiimlii olarak acilmasina
ve cesitli DNA tamir yollarinin devreye girmesine 1zin verir.
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- DNA hasari giderildiginde LexA yeniden baski kurar ve bdylece mutagenez
stireci durur.

Degraded LexA
RecA activates LexA 0/;9 E
: 22;2" DNA damage protease activity; @ %é
activates RecA. LexA degraded. ey
2g
e £y
Error-prone DNA
Active polymerase IV e
RecA o
UVrA protein: E
Error-free DNA repair
LexA LexA EW—IA) . ; %"
n i recA ) protein represses. k>
pres MD_) “ UmucCD proteins: %
Error-prone DNA repair M
®ed oA ) R
LexA causes partial repression of recA. | Ml | 5
lex lexA =
operator structural S
gene Ay
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Transformation Transduction "§ 5
Bakterilerde G 0)*C 0) B
akterilerde (en CoO~-Co
° ° ° - § 5
Virus injection; a8} 'g}a
Transferinin Onemi S
DNA released P ey ey T =
—I - Yakin akraba mikroorganizmalarin genomlarinin \'\ 35&&& /
_C_ karsilastirilmasi, farkli fenotipleri aciklayan belirgin K\ 5
g genom farklhiliklarini ortaya koyar. =
E - Bu farkliliklarin ¢cogu, hiicreler arasinda soy bagi il )
e olmadan gerceklesen yatay gen transferinden 2l gﬁﬁm
= kaynaklanir. onor DA . l NA
| o z c:‘:;P'e"t \ z
D - Yatay gen transferi, hiicrelerin kisa siirede yeni \\O
— ozellikler kazanmasini saglar ve metabolik cesitliligi tJ jJ
m artirir. Conjugation
. . ) o Plasmid transfer Chromosome transfer
A - Yandaki gekilde ti¢ ana genetik degisim Z;":;“f;f,°"‘a‘"‘"9 %ﬁaifgﬁﬁmsd

mekanizmasinin karsilagstirmasi verilmigtir.
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Transformation Transduction "§ 5
/ oy Efe
Bakterilerde Gen @l© N @
: : " Virus injection; f:% 'c@:%
Transfer:1 Mekanizmalar: .. T §
DNA released P ey e T =
—I - Transformasyon, bir hiicrenin serbest halde bulunan \'\ 35&&& /
O DNA’y1 almasiyla gerceklesir. K\ =
(o= =
= - Transdiiksiyon, DNA’nin bir viriis tarafindan | / )
(o= hiicreler arasinda tasinmasiyla gerceklesir. il 5\/
containing
g - Konjugasyonda DNA aktarimi, hiicreler arasinda Dencs A l o
°§ dogrudan temas ve donor hiicrede bulunan konjugatif 2 4 i ;’"""t\ z
. plazmid araciligiyla olur. | \\O )
E - DNA transferi cogunlukla tek yonli gerceklesir; Shiiiigation
donorden ahCIYa dOéI'u. Plasmid transfer Chromosome transfer
Plasmid-containing Donor cell with
A donor cell irﬁegrated plasmid

™, cells
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Aktarilan DNAnin Hucredeki Olasi
Kaderi

- Yatay gen transferiyle hiicreye giren DNA, alici hiicrenin restriksiyon
enzimleri veya diger yok edici sistemlerince parcalanabilir.
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- DNA, eger kendi replikasyon orijinine sahipse (plazmid veya faj genomu
gibi), hiicre icinde bagimsiz olarak cogalabilir.

- Aktarilan DNA, alic1 hiicrenin kromozomu ile rekombinasyona ugrayabilir.

- Bu ic¢ temel olasilik, transfer edilen DNA’nin hiicredeki kaliciligini belirler.
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Homolog Rekombinasyonun Temel
Ozelliklen

- Rekombinasyon, genetik bilgiyi tasiyan DNA elemanlar:1 arasinda fiziksel
DNA degisimidir.
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- Homolog rekombinasyon, iki farkli kaynaktan gelen ancak neredeyse ayni
dizilimde olan DNA segmentleri arasinda gerceklesir.

- Bu benzer dizilimler, uzun bolgelerde baz eslesmesine izin vererek DNA
degisiminin gerceklesmesini kolaylastirir.

- Homolog rekombinasyon, klasik genetikte “crossing over” olarak bilinen
stirecin temelini olusturur.
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Homolog Rekombinasyonda
RecA’nin Rolu

- RecA proteini, hemen tiim homolog rekombinasyon
yollarinda gerekli olan temel bir proteindir.

- RecA, daha once SOS onarim sistemi baglaminda
incelenmis olup rekombinasyonda da kritik oneme
sahiptir.

- RecA-benzeri proteinler, simdiye kadar incelenen
tim Bacteria tiirlerinde ve ayrica bircok Archaea ve
Eukarya liyesinde tespit edilmistir.

- RecA, homolog DNA dizilerinin eslesmesine aracilik
ederek fiziksel degisimin bagslamasini saglar.

Bektas Tepe
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q ) Donor
i JDNA

1. Endonuclease
nicks DNA.

i )
i J

Nick = | .
2. Binding o
ssB ;mtein S5B protein

{ 1
Recipient

U—JE&—J

3. Strand invasion
RechA
protein

{ |
é
4, Development
of cross-strand
exchange

i |
'-..‘_1‘,,.-'

5. Fi-e olution 5. Resolution
sites at ¥ sites
1.1

%L—f

Patches Splices
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> K
Homolog Rekombinasyonun | T —h
oo nicks DNA. @S
Molekiiler Asamalar: : ;
Nick s Ending o Eg
T - Homolog rekombinasyonun mekanizmasi yanda sSB 3# e proEn
O gosterilmis olup siirec, donér DNAnin bir g : —
o endontikleaz tarafindan tek ipliginden kesilmesiyle Reciniont
g‘ baslar. DNA
3. Strand invasion
e - Kesilen tek iplik, helikaz aktivitesine sahip Rech i
== proteinlerce ayrilir; olugsan tek zincir, tek zincire — ]
:g baglanan proteinlere ve ardindan RecA’ya baglanir. é
- Bu RecA—DNA kompleksi, alict DNA’da tamamlayici l - Ef?l:{s'sn-;r&;fc
E bolgeyi bularak baz eslesmesini baslatir ve bu siirec . o ] -
“zincir 1stilas1” olarak adlandirilir. iz =
A - Tki DNA molekiilii arasinda olusan uzun 3. Resolution / \ >. Resolution é
heterodubleks bolgeler daha sonra enzimlerce kesilip A
yeniden birlestirilerek “patch” veya “splice” ;é
yapisinda urunler olusturur. %= )
Patches Splices
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edilebilmesi icin ortaya cikan hiicrelerin her iki
ebeveynden de farkh 6zellik gostermesi gerekir.

Homolog Rekombinasyonun Genotipe W&
° ° § é
Etkisi
§
—I - Yeni genotipleri.n.o?tgya cikabilmesi icin iki
O homolog DNA dizisinin benzer fakat genetik —— Y
o olarak farkli olmasi gerekir. Trp* cells
i
(o= - Bakterilerde bu farkli DNA parcalari, g
e trar}sformasyon, transdiiksiyon veya . o = e Bt
) konjugasyonla alici hiicreye tasindiktan sonra ;5 \ ] \ >
,= rekombinasyonla birlegir. !5 Agarmedium ‘% Agarmedium
.: » o] lacking tryptophan - o lacking tryptophan
— - Rekombinasyonun fenotipik olarak fark Tepodss  Hoigecunn Toricels  Becomtipamte
(aa)
A

- Secilebilir belirtecler (ila¢ direnci, besin
gereksinimi gibi), az sayidaki rekombinant
hiicreyi cok buiylik popiilasyonlar icinde bile
tespit edebilmek icin kritik 6neme sahiptir.
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Rekombinantlarin Secilmesi ve
Onemi

- Bakteriyel genetikte, alic1 hiicreler genellikle belirli bir 6zelligi tasimayan
ozel mutantlar olarak secilir.
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- Rekombinantlar, kazandiklari yeni 6zellikler sayesinde belirli bir
besiyerinde biiyiiyebilir veya alici hiicreden farkli bir fenotip sergileyebilir.

- Secim 1sleminin yiiksek duyarliligi, cok az sayidaki rekombinant hiicrenin
bile kolaylikla tespit edilmesini saglar.

- Bu nedenle secim, mikrobiyal genetik calismalarda vazgecilmez bir aractir.
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Bakteriyel Gen Transferinde Kismi
Diploidinin Mantig

- Bakteriyel gen aktariminin tiim yontemlerinde donér kromozomunun
yalnizca bir kismi alici hiicreye gectigi icin, bu DNA rekombinasyon olmazsa
kendini cogaltamayarak kaybolur.
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- Buna ragmen, genetik analizlerde kullanilmak tizere bir hiicrede belirli bir
kromozom boélgesinin iki kopyasinin kararlh bicimde korunmasi
mumkindir.

- Bu duruma kismi diploidi veya mero-diploidi denir ve genellikle bir kopya
kromozomda, diger kopya ise bir plazmid ya da bakteriyofaj tizerindedir.

- Boylece arastirmacilar, belirli genlerin fonksiyonlarini anlamak i¢in hiicrede
1ki kopya tasiyan ozel suslar kullanabilirler.
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Komplementasyonun Temel Mantigi

- Kromozom tizerindeki bir gen mutasyon nedeniyle islevsiz oldugunda, bu
genin saglam (yabanil-tip) bir kopyasinin plazmid ya da fajla hiicreye
verilmesi mimkiindir.

- Ornegin, triptofan biyosentezindeki bir gen mutasyona ugradiginda Trp-
fenotipi olusur ve hiicre disaridan triptofan almak zorunda kalir.

- Ancak ayni hiicreye genin yabanil-tip kopyasi girerse, bu gen gerekli
proteini tireterek normal fenotipi geri kazandirir.

- Bu silire¢c komplementasyon olarak adlandirilir ve mutasyonlu hiicrenin Trp-
’den Trp* haline donilismesini saglar.
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Transformation Transduction

/ Donor e E— ?,35:
Transformasyonun CoO Co B
Genel Ozellikleri o N
DNA released 5 & =
T - Transformasyon, serbest DNA'nin alic1 hiicreye \b & & /
O alinarak genetik bir degisiklige yol actig1 bir gen K\ 5
o aktarim stirecidir. . /
oa . )
(o= - Dogal olarak transformasyon yapabilen bircok gram- il
e negatif, gram-pozitif bakteri ve baz1 Archaea tiirleri gﬁtﬁm
— vardir. e Recipient zl N
.g . 'zf N cells \-
’ - Prokaryot DNA’s1 tek ve biiyiik bir molekiil \\O
— oldugundan hiicre hafifce lizis oldugunda disar: tJ jJ
m dokulir. Conjugation
. . ) . ) o Plasmid transfer Chromosome transfer
A - Ornegin Bacillus subtilis kromozomu lineerlestiginde Plasmid-containing Donor cell with
donor cell mtegrated plasmad

1700 pm uzunlugunda olup, nazik bir ekstraksiyonda

10 kb’lik parcalara boliinerek her bir parcada \\O ( / p )
2 Recuptent/ ﬁ

yaklasik on gen bulunur.
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Transformation Transduction

Transf la G ot o) IB
ransiormasyorllia e k \\ ®) T
Aktariminin Sinirlar: Tl
—I - Bir hiicre genellikle yalnizca bir ya da birka¢ DNA \\bg&g& /
O parcasini iceri alabildiginden, tek bir transformasyon k\ L 1 3
o olayinda donor genlerin yalnizca kiiciik bir bolimi Y, / _
o aktarilabilir )
(-
e - Bu durum, transformasyonun cogunlukla sinirli bir . D'r\ g&'ﬁﬁm
— enetik degisime yol actigini gosterir. "~ l DNA"
: g g s y Q g g ; ,, / gg'(l:;ment \- z
D - Dolayisiyla, dogal transformasyonun etkisi biiytik \
— kromozomal bélgelerden ¢ok kiiciik gen setlerinin T/ "
on tasinmasiyla simirlidir. Conjugation
Plasmid transfer Chromosome transfer
A - Transformasyonun biyolojik anlami, her hiicrenin Plasmid-containing Dornor cell with

donor cell mtegrated plasmld

biylik DNA parcalarimi degil, yalnizca sinirli sayida

geni tasiyabilmesidir. O p
K S ( — Recupaent \ J

cells
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Kompetans: Transformasyon Icin
Gerekli Hicresel Durum

- DNA’y1 alarak transformasyon gecirebilen hiicrelere kompetan denir ve bu
ozellik genetik olarak belirlenmistir.
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- Cogu dogal olarak transformasyon yapabilen bakteride kompetans
diizenlenmis bir stirectir ve DNA alimi i¢in 6zel proteinler gérev alir.

- Bu proteinler arasinda zarla iligskili DNA baglayici proteinler, hiicre duvar:
otolizinleri ve ¢esitli niikleazlar bulunur.

- Kompetans bu 6zel proteinlerin koordine caligsmasiyla hiicrede gecici olarak
ortaya cikan bir durumdur.
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Bacillus subtilis'te Kompetans ve
Quorum Sensing

- B. subtilis’te dogal kompetans, hiicre yogunlugunu algilayan bir quorum
sensing sistemi tarafindan diizenlenir.
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- Hicreler biiylime sirasinda kiiciik bir peptit tiretip disari salgilar ve bu
peptidin yliksek diizeye ulasmasi kompetansin indiiklenmesini saglar.

- Popililasyondaki hiicrelerin yalnizca yaklasik %20’s1 kompetan hale gelir ve
bu durum birkac saat siirebilir.

- Bu nedenle, kompetans Bacillus popiilasyonlarinda tiim hiicrelerde
goriilmeyen, sinirli fakat énemli bir fizyolojik durumdur.
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Streptococcus ve Vibrio cholerae’de
Kompetansin Cesitli Kontrolleri

- Streptococcus tirlerinde popiilasyonun %1004 kompetan olabilse de bu
durum bliyiime dongilisiiniin yalnizca kisa bir doneminde goriliir.
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- Diger bakterilerde ise kompetans ¢cok katmanli diizenleyici mekanizmalarla
kontrol edilir.

Melanie Blokesch
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Streptococcus ve Vibrio cholerae’de
Kompetansin Cesitli Kontrolleri

- V. cholerae’de kompetans hem quorum sensing hem de kitosan (chitin)
algilama ve katabolit baskilanmasi tarafindan diizenlenir.
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- Bu silirecg, denizel ortamlarda kitin ylizeylerine tutunmus hiicrelerin bir
arada bulunmasiyla DNA degisimini kolaylastirir.

- Asagidaki figiir bu durumu géstermektedir.
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Dogal Transformasyonun Yayginligl
ve Besinsel Avantaji

- Yiiksek verimlilikte dogal transformasyon yapan bakteriler arasinda
Acinetobacter, Bacillus, Streptococcus, Haemophilus, Neisseria ve Thermus
bulunur.
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- Bu dogal kompetansin ek bir avantaji, serbest DNAnin karbon, azot ve
fosfor bakimindan zengin bir besin kaynagi olmasidir.

- Buna karsilik, bircok bakteri tiirii dogal kogullarda ¢cok diisiik
transformasyon kapasitesine sahiptir.

- Bu farklilik, bakterilerin ekolojik nislerine ve fizyolojik 6zelliklerine gore
degisen bir uyum stratejisidir.
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E. coli ve Diger Gram-Negatif
Bakterilerde Yapay Kompetans

- E. coli ve bircok gram-negatif bakteri dogal olarak cok diigiik diizeyde
transformasyon yetenegine sahiptir.
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- Ancak bu hiicreler yliksek konsantrasyonda Ca?* ile muamele edilip
sogutuldugunda yeterli derecede kompetan hale gelir.

- Bu islemle hiicreler cift iplikli DNA’y1 alabilir ve plazmid transformasyonu
oldukca verimli hale gelir.

- Bu uygulama, genetik miihendisliginin temel organizmasi olan E. coli’ye
DNA aktarimi acisindan kritik onemdedir.

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
2
A

Prof. Dr. Bektas TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Elektroporasyon:
Zor Hucrelere DNA Aktarma Yontemai

- Elektroporasyon, transformasyonu zor veya kalin hiicre duvarh
organizmalara DNA aktarmak icin kullanilan fiziksel bir tekniktir.
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- Yontemde hiicreler DNA ile karigtirilir ve kisa, yliksek voltajli elektrik
darbelerine maruz birakilir.

- Bu darbeler hiicre zarfini gecici olarak gecirgen hale getirerek DNA’nin
hiicre icine girmesini saglar.

- Elektroporasyon, E. coli, diger bircok Bakteri, bazi Archaea tiirleri, maya ve
belirli bitki hiicrelerine DNA aktariminda etkili bir yontemdir.
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Dogal Transformasyonun Genel
° S ’%
Cercevesi
2
T - Dogal transformasyon sirasinda kompetan bakteriler DNA’y1 6nce geri
O doniisiimli olarak, kisa siire sonra ise geri dontisimsiiz sekilde baglar.
(o=
=D - Kompetan hiicreler, kompetan olmayanlara kiyasla yaklagsik 1000 kat daha
o0 fazla DNA baglayabilir.
(2=
==
[ =
e
Transforming DNA from donor cell
Free nucleotides Transformed
E E:rcotrinoaslome DNA-binding pF::::eI::em Nuclease [:ﬁll i recipient cell .
’ cell ‘. - iy 2L %
"o = - >
: & 0.
/ - fof
(a8 Competence-specific, single- RecA protein (c) (@ E
strand DNA-binding protein A
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Dogal Transformasyonun Genel
° S '%
Cercevesi
2
T - Transformasyon i¢cin alinan DNA parcalar: tiim genomdan ¢ok daha kiiclik
O olup, alim slirecinde ek olarak parcalanir.
(o=
= - Streptococcus pneumoniae hiicreleri her biri 10-15 kbp uzunlugunda
(o= yalnizca yaklasik on adet cift sarmalli DNA molekiili baglayabilir.
S
=
[ e
e |
Transforming DNA from donor cell
Free nucleotides Transformed
@ vo=mn Bacterial DNA-binding protein Nuclease T recipient cell
chromosome o N
o = ¥ ‘ S =, * =
3 ©,)H)OC*) O )O.)
© k o " na
(a8 Competence-specific, single- (b) RecA protein (© (@) L'é
strand DNA-binding protein A
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DNA Parcalarinin Tek Sarmala
X X X X L g g
Dontustiriulmesi
2
T - Alinan DNA parcalar1 hiicre icine gecerken tek sarmalll yaklagsik 8 kb’lik
O fragmanlara dontstiiriliir ve tamamlayici zincir bu sirada parcalanir.
(o=
=D - Karisimdaki DNA fragmentleri birbirleriyle rekabet ettigi icin avantayj
o0 saglayan bir genin alinma olasilig1 6nemli 6l¢cliide azalir.
S
==
[ e
|
Transforming DNA from donor cell
Free nucleotides Transformed
@ == Bacterial DNA-binding protein Nuclease e recipient cell
chromosome o N
— ob - ‘ | = X =
3 ©,)H)OC*) O )O.)
© k o " na
(a8 Competence-specific, single- (b) RecA protein (c) (@ E
strand DNA-binding protein A
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DNA Parcalarinin Tek Sarmala
X X X X L g g
Dontustiriulmesi
2
T - Transformasyonun ilk asamasi, DNA'nin hiicre ylizeyine baglanmasini
O saglayan bir DNA-baglayici protein tarafindan yurttilir.
(o=
=D - Bu protein bircok tiirde bir pilusa benzeyerek DNA’y1 gram-negatiflerde
o0 periplazmaya, gram-pozitiflerde ise kalin hiicre duvarindan iceri cekebilir.
S
==
 —
e |
Transforming DNA from donor cell
Free nucleotides Transformed
@ == Bacterial DNA-binding protein Nuclease e recipient cell
chromosome o N
— oh - : S = - =
3 ©,)H)OC*) O )O.)
© k o " na
(a8 Competence-specific, single- (b) RecA protein (c) (@ E
strand DNA-binding protein A
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Tek Sarmalin Korunmasi :
5
2
-—= - Organizmaya bagli olarak DNA’nin tamama ¢ift sarmal halde iceri alinir ya
Q da bir niikleaz bir zinciri parcalayarak yalnizca kalan tek zincirin iceri
(e girigine 1zin verir.
@ mesTue
o0 - Hicre icine alinan tek sarmalli DNA, kompetansa 6zgi bir protein
e tarafindan baglanarak niikleaz saldirilarina karsi korunur.
)
 —
e |
Q Transforming DNA from donor cell
@ vo=mn Bacterial DNA- bmdmg protein Nuclease Frsuciotides I;?;?s]gr:;a
m Cwamaonome Recipient \n/[\’_;'l g €3
ell \ %
/ —_ =
¢ O @ @,
=
(a8 Competence-specific, single- RecA protein (d) L‘é
strand DNA-binding protein A
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DNA Alimi ve
Sg
Tek Sarmalin Korunmasi
2
T - Bu korunan DNA, kromozoma ulasinca RecA proteininin aracilik ettigi
O rekombinasyonla genom i¢ine entegre edilir.
(o=
=D - Bu stlire¢ yalnizca kiiciik ve dogrusal DNA parcalari i¢cin gecerlidir; ¢tinki
(o= pek cok dogal olarak transforme edilebilir bakteri, ¢cift sarmall1 ve halkasal
&S kalmasi gereken plazmid DNA’y1 cok zayif sekilde alir.
==
 —
e |
Transforming DNA from donor cell
Free nucleotides Transformed
@ == Bacterial DNA-binding protein Nuclease e recipient cell
chromosome o N
o = ¥ ‘ S =, * =
3 ©,)H)OC*) O )O.)
© k o " na
(a8 Competence-specific, single- (b) RecA protein (c) (@ Qé
strand DNA-binding protein A
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Transformation Transduction B 3
../ Donr g N P
@l© N @
) ° ° ° - ° g
Virus injection; a8} 'g}a
Transdiksiyona Giris . T
DNA released P ey ey T =
T - Transdiiksiyon, bir bakteriyofajin DNA’y1 bir \'\ 35&&& /
Q hiicreden digerine tasidig1 yatay gen transferi
tor— . .. k\ ~
o surecidir. e
oa . )
o0 - Fajlar, konak genlerini iki ana yolla tasiyabilir; i
e bunlar genellestirilmis transdiiksiyon ve 6zellesmis 2l ggzt?::ung
) transdiiksiyon olarak adlandirilir. Ponor DA . l
| — z c:‘:;P'e"t \ z
D - Genellestirilmis transdiiksiyonda konak genomunun \\O
— neredeyse herhangi bir bolgesinden alinmis DNA, tJ jJ
on olgun faj partikiiliine viral genom yerine paketlenir. Conjugation -
. ) ) ) o Plasmid transfer Chromosome transfer é
A - Ozellesmis transdiiksiyon ise yalnizca belirli bélgeden ggb:;?glc'ontainm Eﬁoga(tfg;iatgmid g
alinan bakteri DNA’s1 bazi viral genlerin yerine 3
dogrudan faj genomuna entegre edilir. \\O / p A
(__/ Re'flptent ﬁ L'é
», cells ¥

©C)" O
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Genellestirilmis ve Ozellesmis
Transdiksiyonun Karsilastirilmasi

- Genellestirilmis transdiiksiyonda tasinan bakteri genleri bagimsiz
cogalamaz ve viral genomun parcasi degildir; bu nedenle kalici olabilmesi
1cin alic1 kromozomla rekombinasyon gerekir.
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. Ozellegsmis transdiiksiyonda homolog rekombinasyon yine gerceklegebilir,
ancak tasinan bakteri DNA’s1 bir 1liml1 faj genomunun parcasi oldugu icin
lizogeni sirasinda kromozoma entegre olabilir.

- Transdiiksiyon, cok farkl bakteri cinslerinde ve bazi1 Archaea tiirlerinde
goriilir; ancak her faj transdiiksiyon yapamaz ve her bakteri
transdiiksiyona uygun degildir.
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- Dogal ortamlarda fajlarin prokaryotlardan yaklasik on kat daha fazla
olmasi, transdiiksiyonun ekosistemlerde énemli bir gen transfer
mekanizmasi olabilecegini diistiindtrtr.
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Transdiksiyonla Tasinan Genlere
Ornekler

- Coklu antibiyotik direnc genleri Salmonella enterica suslar: arasinda
transdiiksiyonla aktarilabilir.
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- Shiga-benzeri toksin genleri E. coli’de bazi transdiiksiyon olaylariyla tasinir.

- V. cholerae’da viriilans faktorlerini ve siyanobakterilerde fotosentetik
proteinleri kodlayan bazi genler transdiiksiyonla aktarilabilir.

- Bu ornekler, fajlarin patojenite ve metabolik kapasite tizerinde kritik etkiler
yaratabilecegini gostermektedir.
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Genellestirilmig Transdiiksiyonun
Mekanizmasi

- Genellestirilmis transdiiksiyonda, donor bakterinin hemen her geni alici
hiicreye tasinabilir ve bu silirecin sonunda olusan hiicreye transdiiktant ad:
verilir.

- Bu stirec 11k olarak Salmonella enterica’da P22 faj 1le kegfedilmis ve E.
coli’de P1 faj1 ile ayrintili olarak calisilmistir.

Lytic cycle
Phage Phage DNA

% '\ ?/ Host DNA
Donor -

cell \ ,' \ .I—p \ , ;e ‘ _’é? %&% —péfnw

Transducing Transducing
article . .
Transduction Prt e Homologous Transduced particle (contains
donor cell DNA)

host cell and recombination recipient cell
? injects DNA ? -
P = Y P - Y Y Y
Recipient — O —' O | e—p | O - | { )
cell \ / \\ \\
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Genellestirilmig Transdiiksiyonun
Mekanizmasi

- Genellestirilmis transdiiksiyonun mekanizmasi asagida gosterilmistir.

- Bir bakteriyofaj hiicreyi enfekte ettiginde litik dongti baslayabilir ve DNA
paketleme enzimleri zaman zaman viral genom yerine konak DNA’sin1
yanligslikla paketleyebilir.

Lytic cycle
Phage Phage DNA

% '\ ?/ Host DNA
Donor -

cell \ ,' \ .I—p \ , ;e ‘ _’é? %&% —péfnw

Transducing Transducing
article . .
Transduction Prt e Homologous Transduced particle (contains
donor cell DNA)

host cell and recombination recipient cell
? injects DNA ? -
P = Y P - Y Y Y
Recipient — O —' O | e—p | O - | { )
cell \ / \\ \\
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Transdiiksiyon Partikiiller: ve
Rekombinasyon

- Konak DNA’sini1 tasiyan bu 6zel faj partikiilleri transdiiksiyon partikiilleri

olarak adlandirilir ve viral DNA icermedikleri i¢cin litik enfeksiyon yapamaz.

- Hicre lizisi sirasinda normal faj partikiilleriyle birlikte bu transdiiksiyon
partikiilleri de ortama salinir.

Lytic cycle
Phage Phage DNA

ﬁ_ BN Host DNA
B Va
Donor — ?

cell \ ,' \ .I—p , ;e ‘ _’é? %&% —péfnw

Transducing Transducing
article . .
Transduction Prt e Homologous Transduced particle (contains
donor cell DNA)

host cell and recombination recipient cell
? injects DNA ? -
P = Y P - Y Y Y
Recipient — O —' O | e—p | O - | { )
cell \ / \\ \\
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Transdiiksiyon Partikiiller: ve
Rekombinasyon

- Bu karigsim alic1 hiicrelere verildiginde cogu hiicre normal fajlarla enfekte
olurken kiiciik bir kismi transdiiksiyon partikiillerinden konak DNA’sin1
alir.

- Bu DNA bagimsiz cogalamaz ancak alicinin genomuyla rekombine olabilir.

Lytic cycle
Phage Phage DNA

% '\ ?/ Host DNA
Donor -

cell \ ,' \ .I—p \ , ;e ‘ _’é? %&% —péfnw

Transducing Transducing
article . .
Transduction Prt e Homologous Transduced particle (contains
donor cell DNA)

host cell and recombination recipient cell
? injects DNA ? -
P = Y P - Y Y Y
Recipient — O —' O | e—p | O - | { )
cell \ / \\ \\
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Transdiiksiyonun Verimliligi

- Lizatta bulunan partikiillerin yalnizca kiiciik bir béliimi hatali paketlenmis
oldugu icin belirli bir genin tasinma olasiligi oldukca diistiktiir.
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- Her transdiiksiyon partikiili sadece kii¢ciik bir donér DNA fragmani
1cerdiginden belirli bir genin bir partikiil icinde bulunma sansi sinirlidir.

- Genellestirilmis transdiiksiyonda herhangi bir gen i¢in transdiiklenme
olasiligr genellikle 10° 1la 10® hiicrede bir kez gerceklesir.

- Bu distik sikliga ragmen stirec, poptilasyon diizeyinde genetik cesitlilige
katkida bulunur.

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

Prof. Dr. Bektas TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



—
=
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

Lizogeni ve Ozel
Transdiiksiyonun Temel Farki

- Genellestirilmis transdiiksiyon herhangi bir genin diisiik
frekansla aktarilmasina olanak tanirken, 6zellesmis
transdiiksiyon yalnizca kiiciik bir kromozomal bolgeyi cok
yiuksek verimle aktarir.

- Ozellegmis transdiiksiyonun ilk tanimlanan 6rneginde,
galaktoz katabolizmasi genleri E. coli'nin iliml faji lambda
tarafindan tasinmastir.

- Lambda fajinin bu secici aktarim 6zelligi, bakteriyel
kromozom tizerinde belirli bir bolgeye 6zgi olarak konak
genomuna entegre olmasindan kaynaklanir.

Bektas Tepe
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Lambda Fajinin Entegrasyonu
ve Genom Komsulugu

- Lambda faj1 konak hiicreye lizogenlestiginde, genomunu E.

coli kromozomundaki belirli bir bolgeye entegre eder ve bu
bolge galaktoz kullanim genlerinin hemen yanindadir.

- Entegrasyondan sonra faj DNA'sinin replikasyonu artik
konak kromozomunun kontroli altindadir.

- Uygun kosullarda faj indiiklendiginde, faj genomu konak
DNA’sindan ayrilir ve bu ayrilma entegrasyonun tersine
1sleyen bir siirectir.
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Hatal1 Eksizyon ve
Gal Operonunun Tasinmasi

- Genellikle lambda DNA’s1 konak genomundan diizgiin

bicimde cikar, ancak nadiren hatali eksizyon gerceklesir ve
faj DNA’sina bitisik bazi1 konak genleri de birlikte tasinir.

- Bu sirada faj genomunun bir kismi konakta kalabilir ve

galaktoz operonu gibi yan komsu genler faj DNA’sina dahil
olabilir (Figilir b).

- Bu sekilde olusan transdiikleyen partikiil, galaktoz

kullanim genlerini yalnizca Gal~ bir alici hiicreye
tasindiginda ve Gal* transdiiktantlar secildiginde tespit
edilebilir.
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Enfeksiyon Icin Gerekli Faj
DNA’sinin Sinirlar:

- Bir lambda virionunun enfeksiyoz olabilmesi i¢in, faj genomunun konak
DNA’s1 1le ne kadar yer degistirebilecegi sinirlidir.
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- Fajin protein kilifinin ve lizogeni—lizis siireclerinin gerceklesmesi i¢in belirli
miktarda faj geninin mutlaka korunmasi gerekir.

- Ancak karigik bir enfeksiyonda yardimeci faj kullanildiginda, kusurlu fajin
yalnizca att bolgesi, cos bolgesi ve replikasyon baslangic bolgesini icermesi
yeterli olabilir.
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Faj Konversiyonunun Tanimi

- Bir hiicrenin lizogenlesme sonrasi fenotipinde meydana gelen degisiklikler
faj konversiyonu olarak adlandirilir.

- Normal, yani kusursuz bir 1liml1 fajin lizogenlesmesi hiicreye ayni fajla
yeniden enfekte olma karsisinda bagisiklik kazandirir ve bu durum dahi bir
fenotip degisimi olarak kabul edilir.

- Bunun yaninda, faj bagisikligindan bagimsiz fenotipik degisiklikler de
lizogen hiicrelerde siklikla gozlemlenir.
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Faj Konversiyonunun [ki Klasik
Ornegl

- Salmonella enterica (anatum) hiicre ylizeyindeki bir polisakkaridin yapisi,
faj €15 1le lizogenlesme sonrasi degisiklik gosterir.
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- Corynebacterium diphtheriae’nin toksin liretmeyen suslari, beta faji ile
lizogenlesme sonrasi toksin lireten patojen suslara donistr.

- Bu orneklerde fenotipik degisimden sorumlu genler faj genomunun dogal bir
parcasidir ve lizogeni sirasinda otomatik olarak konak hiicreye aktarilir.
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Lizogeninin Secilimsel Avantaj1

- Lizogeni, konak hiicreye ayni tip virtuislere karsi direnc¢ kazandirdig: icin
glicli bir secilimsel avantaj saglar.

- Faj konversiyonu, hiicrelerin genetik olarak degismesini sagladigindan
evrimsel acidan da énemli kabul edilir.

- Dogada 1zole edilen pek cok bakterinin dogal lizogen oldugu gosterilmis ve
lizogeninin bircok tiir icin hayati 6neme sahip olabilecegi diisiintiilmustiir.
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Gen Transfer Ajanlarina Genel Bakais

- Kusurlu bakteriyofajlardan tireyen DNA
tasiyicilari olan gen transfer ajanlari,
prokaryotlarin bu kusurlu virtislert DNA degisimi
1cin kullanmasiyla ortaya cikar.

- Gen transfer ajanlar1 kiiciik kuyruklu fajlara
benzer fakat yalnizca rastgele kiiciik konak DNA
parcalari igerir.

- Kendi tiretimlerini saglayacak genlere sahip
olmadiklari ve viral plak olusturmadiklari icin
gercek bir viriis olarak kabul edilmezler.

A.Westbye, P. Fogg, C. Yip, and J.T. Beatty
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Gen Transfer Ajanlarinin Uretimi ve
Ekolojik Dagilimi

- Gen transfer ajanlarinin tiretiminden sorumlu
genler, bunlari tireten hiicrenin genomunda yer
alir ve bircok bakteri ile baz1 Archaea tiirlerinde
1zole edilmistir.
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- Ozellikle denizel bakterilerde, 6zellikle de
Roseovarius gibi mor bakterilerde gen transfer
ajanlari tiretimi yaygindir.

- Rhodobacter capsulatus tizerinde yapilan
calismalar, kiiltiirdeki bir alt popiilasyonun
duragan faz ve besin dalgalanmalari sirasinda gen
transfer ajanlari tirettigini ve saldigimi
gostermistir.

A.Westbye, P. Fogg, C. Yip, and J.T. Beatty
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(ren Transfer Ajanlarin Dogadaki
Onemi

- Gen transfer ajanlarinin tiretiminin, hiicre lizisiyle salinan DNA’nin hizla
bozulmasindan 6nce genlerin korunakli bicimde ¢evreye yayilmasini
saglayan bir mekanizma olarak evrimlesmis olabilecegi diigtintilmektedir.
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- Dogada en bol mikrobiyal varliklar bakteriyofajlar olsa da bunlarin ne
kadarinin gen transfer ajani oldugu bilinmemektedir, bu oran 6nemli
diizeyde olabilecegi diistiniilmektedir.

- Gen transfer ajanlarinin hiicreleri lizize ugratmadan, taksonomik olarak
uzak bakteriler arasinda gen aktarabilmesi, 6zellikle acik okyanus gibi
diisiik besinli ekosistemlerde gen akisinin baslica tasiyicilarindan biri
olabilecegini gostermektedir.
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Transformation Transduction "§ 5
Konjugasyonun Genel ( o o ik
k / \ 22
Ozellikleri
Virus injection; &D
Ze 1 erl Lysis of ?i (eri‘srrcL)Jr;T;gZ?wme §
donor cell; - - =
DNA released |"// .g ;--\\. =
T . Konjugasyon, bem g]f"am-negatlf hem gr.am-pqzrclf \\bg& & /
O bakterilerde hiicre-hiicre temas1 gerektiren bir yatay 1 3
o gen aktarim bicimidir.
= el
o0 - Bu silirecg, plazmidler tarafindan kodlanan ve hem d
e yakin akraba hem de farkl cinslere ait hiicreler N | gﬁﬁm
— arasinda DNA aktarimini mimkin kilan bir "~ v l DNA
°§ mekanizmadir. ¥ \.l°° e
. - Konjugatif plazmidler, tasidiklar: genlerle birlikte jJ ﬁ)
on kendilerinin yeni hiicrelere kopyalarini aktararak Conjugation
ozellikle antibiyotik direnc¢ genlerinin yayilmasina Plasmid transfer ~ Chromosome transfer
A aracilik eder. gy
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- Konjugasyon i¢in donor hiicre plazmidi tasirken, alici KO p )
hiicre plazmidi tasimayan hiicredir. | — Recw'ent S —

™, cells

\Oozxi .—)
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Konjugasyonda Mobilizasyon ve
Kesif Streci

- Kendilerini aktaramayan bazi genetik elementler, konjugasyon sirasinda
donor plazmid tarafindan mobilize edilerek aktarilabilir.

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

- Bu mobilize edilen elementler baska plazmidler olabilecegi gibi, konak
kromozomu da olabilir.

- Konjugasyon olayi, E. coli’deki F plazmidinin konak kromozomunu mobilize
edebilmesi sayesinde kesfedilmistir.

- Gram-negatif bakterilerdeki cogu konjugatif plazmid, F plazmidine benzer
aktarma mekanizmalar: kullanir.
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F Plazmidinin Genel Yapisi

- F plazmidi yaklasik 99.159 bp uzunlugunda halkasal |
bir DNA molekilidiir.

Tn1000

- Plazmid tizerinde DNA replikasyonunu diizenleyen
genlerin bulundugu bir bolge 1le plazmidin
kromozoma entegrasyonunu saglayan transpozonlar
yer alir.

- Plazmidin genis tra bolgesi, DNA transferi icin
gerekli proteinleri kodlayan genleri barindirir.

- Tra bolgesindeki genlerin ¢cogu, cinsiyet pilusunun ve
Tip IV salg1 sisteminin sentez ve isleyisinde gorev

yapar.
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F Pilusun Roli ve
[ X ] o E %
Hicre Eslesmesi
e ———————— =
: - F pilus yalnizca donér hiicreler tarafindan tretilir ve f‘!i;*‘ e
alic1 hiicredeki belirli reseptorlere baglanarak 6zgiil f R ;
hiicre eslesmesini basglatir. R :

- Pilusun reseptore tutunmasinin ardindan, alt "» gi,q?w@amhed
birimlerinin geri ¢6ziilmesiyle hiicreler birbirine 3 e s e
dogru cekilir (Figiir a). 2 i Lk S : i
- .o .o . . - ‘b i' ) : .4 x L4 ‘g
. - Hicreler daha sonra dis zar tizerindeki baglayici A : ¢
proteinler araciligiyla yakin temasini stirdiurir (Figir ©
b).
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- Bu temas bolgesinde olusan konjugasyon baglantisi
tzerinden DNA, donorden aliciya aktarilir (Figiir c).

and Thomas Résch
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Konjugasyonda DNA Aktarim
Mekanizmasi

- Konjugasyonda DNA aktarimi, normal o —

o EasyOnY: ity (¢ O o)
cift yonli replikasyon degil, rolling — "
circle replikasyonu ile gerceklesir. ) l Ve Fodl B f(}v Pl
z N ‘*»»»--_\..i /(T'ﬁl)

@‘ @ ) Plasmid-encoded
- Hicre temasi sonrasi plazmidin bir \ J e d &'\;2
Cell pairs are stabilize walls

Bacterial chromosome , F plasmid
. / Pilus Y

/_ & ——— membrane proteins

2. Cell pairs are stabilized S — y
zincirl Tral enzimi tarafindan kesilir; ) \l e — " b o
Tral aym1 zamanda aktarilacak zinciri ( ® L & ) ons ——— [ Donsd et
a@an helikaz aktiViteSine Sahiptir. - l 3. Transfer df t f‘ ’FFI t]r}".-‘:fi“\l Re((:'i:e;ent 7~ Primer
y )T ~ 7 (b)

- Donorde rolling circle mekanizmasiile ® CR_© /‘ - g
yeni zincir sentezlenirken, alici l - Syrinesor e compremertary g g
hicrede tamamlayici zincir eszamanh  (“g™ 7~ @ \ - :

: \ J i i
olarak sentezlenir. —— / \\\ g %
1 v:-swsf([‘\\-\ 'j’a‘rjz § §

. . . \ § i
Stireg sonunda hem donr hem de aher (€ S I megstey e
hiicre tam bir F plazmidine sahip olur. ..., B e ke cortact egonon e tarsired

(a) (c)

Bektas Tepe
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F Plazmidinin Yayilimi ve

Ekolojik Onemi

- Bir F* donor hiicre, F- bir aliciyla
eslestiginde siire¢ sonunda 1ki hiicre de
F* duruma gecer.

- Plazmid aktarimi hizli ve verimlidir;
uygun kosullarda donorle temas eden
hemen tiim alici hiicreler plazmidi
kazanir.

- Yaklasik 100 kbp’lik F plazmidinin
aktarimi yalnizca yaklasik 5 dakika
surer.

- Konjugatif plazmidlerin hizla yayilmasi,
bakteri ekosistemlerinde 6nemli sonuclar
dogurur ve plazmid tasiyan az sayida
hiicre bile kisa slirede tiim popililasyonu
donustirebilir.

Bacterial chromosome F plasmid
/ Pilus =

& \..{
F+cell l retrats. | cell

(donor) (recrplent)

QF < ®)

Zk‘saua tabilized
F plasmid V edinones

3. Transfer of one strand fro
F plasmid simultaneously

trand

m F* cell to F~ cel

4. Synthesis of the complementary
strand begins in the recipient cell

(e O o)
l \ 5.Co mp etion of DN
and synthesis. Cells

F* cell F* cell
(a)

Bektas Tepe
gezimania_tr

,-«rwfr
arate

replicated in F* cell

o Retained strand
Donor

(F“) 3
"~ DNA polymerase
Primer —____ Unwmdung protein

Plasmld encoded

/_ % membrane proteins
Cell <5 A 3
WMBQS =
- TR - Specific outer

—.’ membrane protein
of recipient

DNA ————— — T~ Donated strand
polymerase

Recipient 7~ Primer

(F)
(b)
0 min 30 min

-

§ E
2 2
i 3
H H
] ]
3 :
: :

Red donor cell containing
a plasmid with the lacO
region makes contact
with green recipient cell.

(c)

Lacl-GFP in the recipient
cell binds to the lacO
region on the transferred
plasmid after conjugation.
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Hir Hicrelerinin Olusumu

- F plazmidi, konak kromozomuna entegre olabilen bir epizomdur ve bu
durumda kromozomal genler konjugasyon sirasinda plazmidle birlikte
aktarilabilir.

- Entegrasyon gerceklestiginde hiicre Hfr (high frequency of recombination)
olarak adlandirilir; serbest F plazmidi tasiyan hiicreler ise F* olarak bilinir.

- Hfr hiicreleri F* hiicreler gibi donordiir ancak aktarim, plazmidle birlikte
kromozomal genleri de icerir.

- Bu stirec, donér ve alic1 kromozomlar: arasinda yiiksek rekombinasyon
oranlariyla sonuclanir.
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Hir Konjugasyonunda Kromozomun
Aktarilmasi
2
L - F plazmidi kromozoma entegre oldugunda,
O plazmid ve kromozom tek bir DNA
g molekiili gibi davranair. F plasmid
on - Rolling circle replikasyonu baglatildiginda
e replikasyon plazmidden kromozoma dogru "
== devam eder ve kromozomun boliimleri v Recombination
°§ transfer edilir. Lo 5 ‘\j !ac:};_ o
s romosome
[ IS
- - Boylece hiicre genomunun mobilize IS3
oN edilmesi mimkiin hale gelir ve genis capli  pro IS3 rep onT tra 1S3 lac
gen aktarimi gerceklesebilir. 1 E=—) ) )
A

- Bu mekanizma konjugatif plazmidlerin
yalnizca plazmid genlerini degil, hiicrenin
kromozomal genlerini de yatay olarak

yayabilmesini saglar.
Bektas Tepe
gezimania_tr
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Bacterial chromosome , F plasmid
4

s
y
{
p

€O e)
F Plazmidinin Hucrede — e/

F+ cell ¥ Tjj;'t‘ * Fcell

Yarattigr U¢ Temel Deg‘;isiklik o =
- Hiucre, F pilusunu sentezleme yetenegi J < __j

kazandlglnda ve bu yapl konjugasyonun l 2E:pla:z:;rcaikscccox'xlwu:?c strand
baglatilmasinda kritik rol oynar. /.-/'—% ‘\_/’@ =
- Hicre, DNA mobilizasyonu yaparak genlerini &\Eﬁ
baska hiicrelere aktarabilir hale gelir. l 3. Transfer of one strand from F* cell to F_cell.
F plasmid simultaneously replicated in F* cell

- Yiizey reseptorleri degistigi i¢cin hiicre artik alici
olamaz ve ikinci bir F plazmidi ya da benzer |
plazmidleri kabu]. edemez. l 4. Synthesis of the complementary

strand begins in the recipient cell.

/ - _-\\._./ 5 ."\.
. @ @ )
5. Completion of DNA transfer
and synthesis. Cells separate

\\j./\ﬁ/

F* cell F* cell

Bektas Tepe (a)
gezimania_tr
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- E. coli kromozomu 1le F plazmidinde birden

F Plazmidinin Kromozoma
Entegrasyonunun Temel1

fazla yer alabilen IS dizileri, iki DNA

arasinda homolog bolgeler olusturarak F plasmid
rekombinasyon i¢cin zemin hazirlar.
- Bir IS dizisi lizerinden gerceklesen homolog
rekombinasyon, F plazmidinin bakteri \ e
kromozomuna entegre olmasina yol acar. v \Recombination
pro ;o\ lac
- Entegrasyon sonrasi plazmid bagimsiz 7 7 Chromosome
olarak cogalmaz ancak tra operonu IS3
calismaya devam ettigi i¢cin hiicre yine pilus pro IS3 rep onT ta IS3 lac
sentezler. g L) —) )

- Boyle bir hiicre alici1 bir F~ hiicreyle

karsilastiginda, F* hiicrelerde oldugu gibi
konjugasyon tetiklenir ve DNA transferi

oriT bolgesinden baglar.
Bektas Tepe
gezimania_tr
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Entegre F Plazmidi 1le
Konjugasyonda Kromozomal Gen Aktarimai

Transfer to F~ recipient
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- F plazmidi artik kromozomun parcasi

arg

—_—
O oldugundan, plazmid dizisinin ardindan oriT \
O kromozomal genlerin de alici hiicreye aktarimi rfg;;.;%;:fw
= baslar. prOIS3 el ..
— . q. leu /* N -
e - Bu stuirecte, tipki serbest F plazmidi .. \ P <
— konjugasyonunda oldugu gibi DNA aktarimi DNA .." 'F"Eg:r‘;?g —a e
:g replikasyonu ile birlikte yurir. s /ll ) |
'\

trp

h}s
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Entegre I' Plazmadi 1le
Konjugasyonda Kromozomal Gen Aktarimi
3
- . Transfer sirasinda DNA zincirinin genellikle kopmasi ~ — « g};?,;?;"“
nedeniyle verici kromozomun yalnizca bir kismi / o ]
aliciya geger. i \ > (oot
- Bu ytuizden alici hiicre Hfr ya da F* haline gelmez 1. ﬁ?'ﬂf!’l?ﬁl,',l'é' s nicked

cinki entegre F plazmidinin tamami aktarilmaz.

2. F is transferred, followed by
chromosomal DNA.

—
=
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

Synthesis of second strand in
ItFI[)IPHI and donor cells
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Hfr Hiicrelerin Genetik Ozellikleri ve
Rekombinasyonun Sonuclar:

- Aktarim sonrasinda Hfr hiicreler genetik olarak Hfr kalmaya devam eder
cinki entegre F plazmidinin bir kopyasi kromozomda hala bulunur.
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- Alic1 hiicre, yalnizca aktarilan donor genleri kendi kromozomuna entegre
edebilirse yeni bir fenotip kazanabilir ancak genetik olarak F~ olarak kalir.

- Kismi kromozom parcalari bagimsiz cogalamadigindan, donér DNA’nin
kalici olabilmesi i¢in alici kromozomu ile homolog rekombinasyon yapmasi
gerekir.

- Bu gereklilik, transformasyon ve transdiiksiyonda oldugu gibi
rekombinasyonun homolog diziler tizerinden gerceklestigini bir kez daha
gosterir.
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Farkli Hfr Suslarinin Ortaya (ikis:
oo ® § é
ve Gen Aktarim Yonleri
§
T - E. coli kromozomunda bircok farkl IS dizisinin
O bulunmasi, F plazmidinin c¢esitli bolgelerde entegre
o olabilmesine ve boylece cok sayida farkli Hfr susu
= olusmasina imkan verir.
(-
&S - Her Hfr susu, F plazmidinin kromozoma baglandig:
== noktaya 6zgi olarak genleri her zaman ayni sirayla ve
°§ ayni baslangic noktasindan aktarir.
— - Entegrasyon bolgesi degistikce gen aktarim sirasi da @
oN degisir ve farkli yonelimlerdeki F plazmidleri genlerin . e XYZAB] Gene C donated first :
giris sirasini belirler. clockwise order =
A Hir 2 {‘;{ J BAZYX ONM] Genet L gonziveq ﬁrsté &
- Bu durum, uygun Hfr konfiglirasyonlari ile kromozom ey XVZAB ow 3
tizerindeki hemen her genin aliciya aktarilabilecegini U ) clockwise order £
. . GFE BAZYX JIH o
gosterr. o ) S e ;
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’ [ [ [ g;
F' Plazmidlerinin Olusumu ve
Kromozomal Gen Aktarimai
§
gmm - Zaman zaman entegre F plazmidi
) kromozomdan eksize olurken (ayrilirken)
-6 kromozomal genleri de yaninda tasiyarak F plasmid
— serbestlegebilir.
o - Kromozomal genler iceren bu yeni
(1= plazmidlere F' (F-prime) plazmidler ad: \ s e
E\ verilir. ;,f\ Recom mertlr:mJr
pro ;3 ac
=3 - F' plazmidler konjugasyonu baslattiginda, >  Chromosome
— tasidiklar: kromozomal genleri aliciya IS3
on yiksek frekansta aktarir. pro IS3 rep onT tra IS3 lac
Q D) ] ) )
& - Her bir F' plazmidi yalnmizca belirli bir gen ~ %= L —

grubunu tasidig: icin aktarilan gen cesidi
smirlidir ve bu durum 6zellesmis
transdiiksiyona benzer bir aktarim bicimi

olusturur.
Bektas Tepe
gezimania_tr
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F' Plazmidler1 ve
Kismi Diploidlerin Onemai

- Bilinen bir F' plazmidinin aliciya aktarilmasi, kromozomun belirli bir bolgesi
1cin 1ki kopya olusturulmasina yani kismi diploid (mero-diploid) yapinin
kurulmasina imkan tanir.
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- Bu kismi diploidlik, genetik tamamlayicilik testlerinin yapilabilmesi icin
onemli bir aractir.

- F' plazmidleri boylece hem gen haritalama hem de gen islevini test etme
calismalarinda temel bir deneysel sistem sunar.

- Bu stirec, plazmid—kromozom etkilesimlerinin genetik analizler i¢cin nasil
kullanilabilecegini acik bicimde ortaya koyar.
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Archaea’da Yatay Gen Transferi
Genel Cerceve

- Archaea da cogu Bakteride oldugu gibi tek bir
halkasal kromozoma sahiptir.

- Genom analizleri, Archaea’da da dogal
ortamda yatay gen transferinin
gerceklestigini acik bicimde ortaya koyar.

- Ancak laboratuvarda uygulanabilir gen
aktarim sistemleri Archaea icin henitiz
bakterilerdeki kadar gelismis degildir.

- Bu gecikme, arastirmalarin ilerlemesini
yavaslatsa da yeni genetik araclarin
geligtirilmesine yonelik calismalar
surmektedir.

Bektas Tepe
gezimania_tr

Brock Biology of

Microorganisms, 15. Ed.

=
o
=
B
[924]
<
+
]
<)
M
a
(i
2
~
A~



o W ©

Archaea Genetiginde Karsilasilan
Pratik Zorluklar

- Cogu 1y1 calisilmigs Archaeon ekstremofildir ve ytiksek tuz ya da ylksek
sicaklik gibi alisilmadik kosullarda biiytidiigi i¢cin laboratuvar ortamai bu
turleri kiltire almakta giclik cikarir.
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- Ornegin bazi hipertermofillerin gerekli biiytime sicakliklar: agar: eritecek
kadar yiuksek oldugundan, kati ortam hazirlamak icin alternatif maddeler
gerekir.

- Bu tiir pratik engeller, saf koloni izolasyonu ve genetik caprazlamalarin
yapilmasini zorlastirir.

- Dolayisiyla Archaea genetiginde yontem gelistirme slireci cogu zaman
bakterilerden daha yavas ilerler.
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Archaea Icin Uygun Seleksiyon
Sistemlerinin Sinirliliklar

- Bilinen antibiyotiklerin biiyiik kismi Archaea tizerinde etkili degildir ¢linki
ornegin penisilinler, peptidoglikan icermeyen hiicre duvarina sahip
Archaea’y1 hedefleyemez.
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- Bu nedenle genetik secim deneylerinde kullanilabilecek uygun secici
belirteclerin sayisi sinirh kalir.

- Yine de novobiosin ve mevinolin gibi bazi inhibitorler asir1 halofilleri,
puromisin ve neomisin ise metanojenleri baskilayabilir.

- Ayrica birkac¢ Archaeon icin oksotrofik mutantlar elde edilmis ve bu suslar
genetik secimlerde kullanilir hale gelmistir.
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Arkeal Genetik Calismalarin Genel
Cercevesi

- Arkeal genetik icin tek bir model organizma olmamakla birlikte, en cok
genetik calisma asir1 halofiller tizerinde yapilmistir (6rn; Halobacterium,
Haloferax).
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- Archaea icinde farkh tirlere dagilmis cesitli gen transfer mekanizmalari
tanimlanmastir.

- Archaea’dan cesitli plazmidler izole edilmis ve bunlarin bazilari gen
klonlama ve dizileme calismalarinda kullanilacak vektorlere
donustirilmiistiir.

- Transpozon mutagenezi, 6zellikle Methanococcus ve Methanosarcina
tirlerinde gelistirilmis olup metanojenlerin 6zgiin biyokimyasini incelemek
1cin ek araclarla desteklenmistir.
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Archaea’larda Transformasyon ve
Hiicre Duvarinin Rolu

- Dogal kompetans gosteren Methanococcus voltae, Thermococcus
kodakarensis ve Pyrococcus furiosus tiirlerinde transformasyon
gerceklegsmektedir.
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- Thermococcus tiirleri, DNA iceren membran vezikiilleri olusturarak plazmid
degisimi yapabilmektedir.

- Baz1 transformasyon yontemleri, iki degerlikli metal iyonlarinin
uzaklastirilmasiyla S-tabakasi glikoprotein duvarinin kismen dagilmasina
dayanir.

- Rigid hiicre duvarina sahip Archaea’nin transformasyonu zor olsa da,
Methanosarcina tiirlerinde lipozom kullanilarak ytiksek verimli sistemler
geligtirilmigtir.
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Arkeal Viroloj1 ve Transdiiksiyonun
Sinirlilign

- Archaea’y1 enfekte eden cok sayida viriis bulunmasina ragmen
transdiiksiyon son derece nadirdir.
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- Sadece Methanothermobacter thermautotrophicus™u enfekte eden bir viriisin
konak genlerini transdiikledigi gosterilmistir.

- Bu sistemdeki diisiik patlama miktar: (lizis sonrasi salinan viris/faj
partikiili sayisi-hiicre basina yaklasik alti faj) nedeniyle gen transferi icin
pratik bir yontem saglanamamaktadir.

- Gen transfer ajanlari bazi1 metanojenlerde bulunmasina ragmen Archaea
genelinde yaygin degildir.
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Archaea’larda Konjugasyonun Temel
Ozellikleri

- Baz1 Sulfolobus solfataricus suslari, bakterilerdeki sisteme benzer sekilde
konjugasyonu tesvik eden plazmidler tasimaktadir.
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- Bu stirecte hiicre eslesmesi pilus olusumundan bagimsizdir ve DNA
transfer1 tek yonludiir.

- S. solfataricus’ta bu igslevleri kodlayan genlerin cogu gram-negatif
bakterilerdeki dizilere benzememektedir.

- Ancak F plazmidindeki traG’ye benzer bir genin tiriini, eslesme sirasinda
hiicre ciftlerini stabilize etmektedir.
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Sulfolobus Turlerinde UV Tetikl
DNA Degisimi

- Cogu Sulfolobus tiri, F plazmidi olmaksizin DNA degisimi
yapabilmektedir.
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- Bu DNA degisimi, UV 1s1g1n1n tetikledigi pilus sentezine bagli olan hiicre
agregasyonunu gerektirir.

- Pililer, hiicrelerin S-tabakasindaki glikozilasyon desenlerini taniyarak ayni
tirden hiicreleri bir araya getirir.

- Bu mekanizmanin ayrintilari tam olarak bilinmemekle birlikte, tiir 1c1 DNA
etkilesimini mimkiin kildigr diisiintilmektedir.
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Archaea’larda Ozel Yapilar ve
Nanotiiplerle DNA Transter:

- Bazi1 Archaea tiirleri, genetik degisim icin hiicreler
arasinda o6zellesmis yapilar olusturur ve bu siirec
F plazmidi gerektirmez.
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- Thermococcus tiirlerinde hiicreler arasinda DNA
tasiyan nanotiiplerin olusumu yanda
gosterilmektedir.

Evelyne Marguet and Patrick Forterre

- Thermococcus nanotiipleri, diger yatay gen
transfer mekanizmalarindan farkh olarak cift
yonlit DNA transferine olanak saglar.
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- Bazi halobakterilerde de DNA aktariminda
kullanilan sitoplazmik kopriiler bulunur ve bu
sistemler gelecekte gen transfer calismalarini
kolaylastirabilir.
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Mobil DNA Kavramai ve )
Transpoze Olabilir Unsurlarin Onemi

- Mobil DNA, diger DNA molekiilleri icinde bir yerden baska bir yere hareket
edebilen ayrik DNA segmentlerini ifade eder.
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- Bazi viriislerin DNA'lar1 konagin genomuna girip ¢ikabilse de, mobil DNA
cogunlukla transpoze olabilen elementlerden olusur.

- Transpoze elementler kendi replikasyon orijinine sahip degildir ve konak
DNA’s1 replike oldugunda replike edilir.

- Bu elementlerin transpozisyon yetenegi, genomun yeniden diizenlenmesi ve
genetik analiz acisindan onemli bir stirectir.
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Bakterilerde Transpozon Tipler1 ve
Yapisal Ozellikler:
§
- - Transpoze elementler tiim yasam alanlarinda '
yaygin olup genom diizenlenmesini e I ertod
hizlandirarak secilim avantaji saglayabilir. e e
@
- Bakterilerdeki iki ana transpoze element tiri
insersiyon dizileri (IS) ve transpozonlardir. Tns
IS50L IS50R
kan sir bfeo; < tnp

- Her 1ki elemana da transpozisyon icin gerekli _ S : _
olan transpozaz genleri ve uclarinda bulunan = F F
kisa ters tekrar dizileri (IR) eslik eder. (b)
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- Yandaki figlir, IS2 ve Tnb gibi 1y1 ¢alisilmisg
transpoze elementlerin genetik haritalarini
gostermektedir.
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° ° ~N\ W gﬁ
En Basit Transpoze Olabilen Ogeler: [REE
IS Elementler
§
- . Insersiyon sekansi (IS) elementleri yaklagik ~ '*
1000 niikleotid uzunlugunda olan ve en basit e
transpoze olabilen DNA segmentlerini temsil e e
eder. (@
- Bu elementler, uglarinda 10-50 baz ¢ifti Tn5
uzunlugunda ters tekrar dizileri tasir ve her 1S50L von st bleo 'Stjgﬁ

IS elementinde bu tekrarlarin uzunlugu
farklhilik gosterebilir.
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- IS elementlerinin tek kodladig1 protein
transpozazdir ve simdiye kadar ytzlerce farkl
IS karakterize edilmistir.

- IS elementler: Bacteria ve Archaea
kromozomlarinda, plazmidlerde ve baz

bakteriyofajlarda bulunur.
Bektas Tepe
gezimania_tr
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IS Elementlerinin Genomik Dagilimi
ve Ornekler

- Ayni1 tirin farkh bakteri suslar: tasidiklar: IS elementlerinin sayisi ve
genom icindeki konumu bakimindan énemli ¢esitlilik gosterir.

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

el
=
0
—
&
g
n
o=
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

- Ornegin, bir E. coli susunun genomunda bes adet IS2 ve beg adet IS3
bulunabilir.

- Bircok plazmid, 6zellikle F plazmidi, IS elementleri tasir ve F plazmidinin
kromozoma entegrasyonu, F plazmidindeki ve kromozomdaki 6zdes IS
elementleri arasinda gerceklesen rekombinasyonla kolaylasir.
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Transpozonlarin Genel Yapisi
§
A - Transpozonlar IS elementlerinden daha 152
o biytk olup uclarinda ters tekrar dizileri ve e
=) transpozazi kodlayan bir gen tagimalari ',g”p‘-;;‘ff
— bakimindan IS elementleri ile ayn1 temel @
E yapilara sahiptir (Figir b).
1) - Transpozaz, ters tekrar dizilerini tanir ve bu Tns 1S50L 1S50R
E‘ dizilerle ¢evrili DNA segmentini genom i¢inde kan_str _bleo, ___ inp
.= yeni bir hedef bolgeye tasir. ‘E=/Xi'§_e'=ﬁ
- - Boylece ters tekrarlar arasinda yer alan (b)
laa) herhangi bir DNA boélgesi de transpozonun bir
parcasi olarak tasinmig olur.

A

- Transpozonlarin icerdigi genler oldukca
cesitlidir ve aralarinda canliya yeni 6zellikler
kazandiran antibiyotik direnc¢ genleri de

bulunur.
Bektas Tepe
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Antibiyotik Direng Genler: Tagiyan
Transpozon Ornekleri

- Antibiyotik direnci hem 6nemli hem de tespiti
kolay bir 6zellik oldugu i¢in pek c¢ok 1y1
calisilmis transpozon, antibiyotik direnc
genlerini secilebilir belirtec olarak tasir.

- Tnb transpozonu kanamisin direncini
kodlayan bir gen tasir (Figtir b).

- Tn10 transpozonu ise tetrasiklin direncini
kodlar ve bu yontiiyle genis capta kullanilan
bir diger 6rnektir.

Bektas Tepe
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T epeats
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Hibrit ve Konjugatif Transpozonlar

- Ters tekrarlar arasinda yer alan tiim genler transpozonun bir parcasi
olabileceginden hibrit transpozonlar olusabilir.

- Konjugatif transpozonlar tra genleri tasir ve tiirler arasi1 konjugasyonla
aktarilabilirken, ayni1 zamanda tek bir genom icinde yer degistirebilir.

- Daha karmasik bir 6rnek olan bakteriyofaj Mu ise hem bir viriis hem de bir
transpozon olup yapisi icinde tam bir viriis genomu yer alir.
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Transpoz1s yonurn Temel Bllesenlerl :
5
5
.o o o . . T tDm
e - Transpoze olma streci i¢gin hem elementin [,/ 2r9et PR seqrience
uclarindaki ters tekrar dizileri hem de transpozaz  § ABLD J
enzimi zorunludur. Inverted repeats
Insertion of T
. y transposable R IR
- Transpozaz, transpozisyon sirasinda DNA’y1 element into the 1 S— 33
taniyan, kesen ve baglayan temel enzimdir. chromosome Transposable

element

- Bir transpozon hedef DNA’ya yerlestiginde, hedef
bolgedeki kisa bir dizi transpozisyon sirasinda
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¢og altlhr- Duplicated target sequence

- Bu cogalma transpozazin olusturdugu tek
1plikcikli kiriklar ve hedef DNA uclarina yapilan
baglanma isleminin ardindan hiicre enzimlerinin
bosluklar: doldurmasiyla gerceklesir.
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Transpozisyon Mekanizmasa:
Koruyucu (Conservative) ve Cogaltici (Replicative)

. Transpozisyon 1ki farkli mekanizma ile Conservative transposition Replicative transposition
. . . |

gerceklesir: konservatif transpozisyon Target sequence

ve replikatif transpozisyon. Ty

- Konservatif transpozisyonda, 6rnegin
Tnb transpozonunda oldugu gibi,
transpozon bir bolgeden tamamen cikar
ve bagka bir bolgeye tek kopya olarak

Transposon is
yerleslr. excised from The transposon
replicates.

its donor.

- Replikatif transpozisyonda ise
transpozonun yeni bir kopyasi olusur ve
hedef bolgeye eklenir.
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- Boylece replikatif transpozisyon
sonunda orijinal bélgede bir kopya
kalirken ikinci bir kopya yeni bolgeye Donor DNA Transposon Donor DNA
yerlesmls olur. with break in new location undamaged
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Transpozon Mutagenezinin Temel
Prensibi

. Bir transpozon bir genin igine Conservative transposition Replicative transposition
yerlestiginde o genin DNA dizisini
bozarak mutasyon olusturur.
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I | I
Target sequence

- Bu tir mutasyonlar dogal olarak meydana
gelebilir ancak laboratuvarda kontrollii
olarak olusturulan transpozon mutagenezi
gucli bir genetik aractir.

. . Transposon Is N
- Laboratuvar uygulamalarinda antibiyotik excised from The transposon

direnc genleri tasiyan transpozonlar, its donor. replicates.
hedef hiicreye cogalamayan bir plazmid
araciligiyla konjugasyon veya
transformasyonla aktarilir.
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- Bu durumda antibiyotige direncli
kolonilerin ¢cogu transpozonun bakteri

with break in new location undamaged
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Mutagenez 1le Gen Fonksiyonunun

Belirlenmesi

- Bakteriyel genomlarin buiylik kismi kodlayan
DNA’dan olustugu i¢in transpozonlarin ¢ogu
protein kodlayan genlere yerlesir.

- Eger transpozon, 6rnegin bir biyofilm olusumu
1cin gerekli bir genin i¢cine girerse, mutasyonlu
bakteri artik biyofilm olusturamaz.

- Bu yaklasim, uygun bir tarama yontemi
bulundugunda yeni bir genin fonksiyonunun
belirlenmesine olanak tanir.

- Yandaki figlirde, Pseudomonas aeruginosa’da
flagellum yapisi ve fonksiyonunu incelemek i¢in
transpozon mutagenezinin 6zel bir boyama
teknigiyle birlikte nasil kullanildigi gosterilmistir.
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TnKmR | Addition of ‘

Tn insertion

Select for transposon into genome

mutants using kanamycin.

Wild flgK™

type mutant
" (biofim (no

ring) biofilm)

Screen for mutants in
biofilm formation
using staining assay.

# ot
Sequence mutant DNA Biofilm \ FX -Eh
to determine transposon rnng ?i.; ]
insertion site. D0
Genomic DNA Genomic DNA
Q 9 flgk ) ) B 9) )TnKmP) D
Wild type flgK™ transposon mutant
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Transpozonlarin Arastirma
Alanlarindaki Kullanimai
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T - Yandaki calisma, flagellar hook proteini FlgK’'nin TrkmR (Radition of| W
= biyofilm olusumu icin gerekli bir protein oldugunu
o ortaya koymustur.
@ mesTue
(o= - Tnb ve Tn10, E. coli ve akraba bakterilerde Tn insertion
. e . ey o int
S mutagenez icin yaygin bicimde kullanilan iki ok sk e Y Gl
) transpozon ornegidir. 9
[ e )
“@ . .
g - Genetik olarak tasarlanmig transpozonlar bircok
bakteri, bazi1 Archaea tiirleri ve maya Screen for mutants in it s W
Pr— 9 . , bnqﬂlm fqlmatlon 4 tz,pﬂ (no
(am) Saccharomyces cerevisiae’de mutasyon olugturmak usingstaining assay. A~ T -
.. ' 5 =y
icin kullanilmistar. A 1 =
s e84 e
Sequence mutant DNA Biofilm = g <
A oy o to determine transposon ring ?%! X
- Son yillarda transpozonlar, fareler gibi bazi insertion site. °63 2
hayvanlarda mutasyon i1zolasyonu amaciyla da T — A S A
uygulanmaya baslanmistir. q 3 figk ) ) oD e— =
Wild type flgK™ transposon mutant P
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Prokaryotlarda Genom
Butiunligiinin Korunmasi

- Bakteriler ve Archaea’lar, yabanci DNA’y1 yok etmek icin restriksiyon
endontikleazlar: tiretmenin yani sira, viral DNA’y1 ve yatay gen transferiyle
gelen baz1 genleri hedefleyen RNA-temelli bir savunma sistemi de tagirlar.
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- CRISPR adi verilen bu savunma sistemi, daha once viris tahribatina kars:
kacinma stratejisi olarak tanimlanmis olsa da, ayni zamanda hiicrenin
genom blitinligiiniin korunmasina énemli katki saglar.

- CRISPR sistemi, belirli plazmitlerin ve yatay transferle kazanilmis bazi
genlerin yok edilmesine yardimeci olarak genomun rastgele yabanci DNA
birikiminden korunmasini miimkiin kilar.
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- Spacer dizileri, hiicrenin daha 6nce

maruz kaldigi yabanci DNA parcalarina
karsilik gelir ve bu diziler CRISPR
bolgesine eklendiginde, ayni ya da cok
yakin dizilere sahip yeni DNA veya
RNA girislerine karsi direng saglanir.
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CRISPR Bolgesinin Hafiza b
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. .o . . Unique spacer
— - Bakteriyel kromozom tlizerindeki Bacteal hromosarme secuences
o CRISPR bolgesi, yabanci niikleik asit
r=) dizilerinin depolandig: ve gelecekteki s -
S 1r1 r r 1 1r "Z lm r 1 Cas proteins Transcription and - X :
= aldirilara karsi bir gézetim arac ] , Fepet —
& olarak islev goren bir tir “hafiza \ e
o0 bankasidir” i-w _:%; criserana (I ) e e )
m \ S ‘;p\_k _‘/ ¥y "y l Cutting of RNA by Cas proteins
= - Bu bolge, farkli yabanci DNA orhnas (T w)’) O =D
 — parcalarindan olusan cok sayida spacer / I
@ . . . . . . . . .o 4 _— FK:I'E‘\QH sequence 1s recognizeac )y CrRNA.
| dizisinin, birbirini tekrar eden 6zdes | P = q ’
dizilerle ardisik sekilde yerlesmesinden nfetiion or ) )
S1K $ y S
DNA from Viral or plasmid DNA
® w——— Olusur. conjugation l Cla?_lprote:_ir;s cut and destroy foreign
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- Bu yok etme siireci, yabanci DNA’nin
replikasyonunu veya genomla
rekombinasyonunu engelleyerek hiicrenin
genom biltiinliginin korunmasini saglar.

B 3
RNA Ol
Ccr usummu ve £
° § g
Yikim Mekanizmasi
§
p— - CRISPR1n yatay DNA girisini engelleme Bacterial chromosome senuences
c =) . etkinligi, uzun bir RNA molekiliiniin
—— transkripsiyonu ve bu molekiiliin her tekrar DNA = e
(- dizisinin ortasindan Cas proteinlerinin oes geres Ropest Ropeat
.> nikleaz aktivitesiyle kesilmesine dayanir. Cas protains \ Transcription and Transcription
(= ) v o=y crisPRRNAQL. o) o) o) )
- Bu islem, uzun RNA molekiiliinii spacer ’S:%a“ |
1" dizilerine karsilik gelen kiiciik CRISPR VY P D l g ofRIvA by Ces prorenns
E\ RNA’larina (crRNA) dontstirir. !NA, 2 > 02D
:: . Herhangl blI‘ CI‘RNA, lsgalC]. blI' nuklelk aS].t].e P Ve /:i:rewgn sequence is recognized by crRNA.
(- baz eslesmesi yaptiginda, Cas proteinlerinin Vial > 0 )
[l — nukleaz akt1V1te81 bu yabanC]‘ DNA Veya RNA E;J":?Uzz;‘i’:m Viral or plasmic DNA l Cas proteins cut and destroy foreign
(am] cift sarmalini1 pargalayarak yok eder. uclerc acd ’
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CRISPR Sisteminin Yayginligi

- CRISPR sistemi hem Archaea hem de Bakteri alemlerinde genis sekilde
dagilmis olup, dizilenmis Archaea genomlarinin yaklasik %90’ 1nda ve
Bakteri genomlarinin yaklasik %70’inde bulunur.

- Sistem 1ilk olarak siit fermantasyonunda kullanilan kiultirlerdeki
bakteriyofaj enfeksiyonlarinin kontrolii baglaminda dikkat ¢cekmis, 6zellikle
bir Streptococcus thermophilus susunda bulunan CRISPR spacer dizileri bu
susun fajlara direncli olmasini aciklamistir.

- Bu ornek, spacer dizilerinin bir susun viral saldirilara karsi duyarlhligini ya
da direncini belirlemede ne kadar kritik olabilecegini gostermistir.

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

Prof. Dr. Bektas TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



CRISPR Sisteminin Sinirlar: ve
Evrimsel Rekabet

- Bazi viriislerin ve diger yabanci DNA’larin neden CRISPR sisteminin spacer
eklenmesi icin gerekli tanima dizilerine (PAM dizileri) sahip oldugu
bilinmese de, laboratuvar calismalar: fajlarin mutasyon yoluyla Cas
proteinleri ve crRNA taninmasindan kacabildigini géstermistir.

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

- Bu durum, CRISPR’1n giicli bir savunma mekanizmasi olmasina ragmen,
onceden karsilagilmig dizilerin taninmasina bagimli olmasi nedeniyle belirli
bir dezavantaja da sahip oldugunu ortaya koyar.

- Viral veya diger yabanci genomlarin zaman i¢cinde mutasyona ugramasi,
daha once taninan dizilerin ileride CRISPR tarafindan fark edilememesine
yol acabilir.
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