DNA Replikasyonu...

(Arthur Kornberg - 1959 Nobel)

DNA'a kopyasinin olustulurmasi???

Replikasyon modeli* = conservative, semi-conservative, & dispersive
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MaT‘r Meselson & Frank Stahl 1958 - deneysel yontem™

(a) MESELSON-STAHL EXPERIMENT
Question: s replication conservative or semi-consendative?
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1. Grow E. coli cells in
medium with 5N as sole
source of nitrogen. Collect
sample and purify DNA.
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1955: Arthur Kornberg E£. Colide DNA polimeraz I ve DNA sentez mekanizmasini kesfetti

DNA polimeraz: DNA sentezleyen enzim... prokaryotik Po/ I-IV eukaryotik o & &

Pol I ilk bulunan tipi. Ancak ana sentez enzimi DEGIL
Pol IIT (Asil polimerizasyon enzimi) : 4-deoksi-NTP & ssDNA kalib
kalip okuma and komplementer nt ekleme*

(her zaman unutmayin)
ozellikleri

3' -> 5' yoniinde okuma ve 5' -> 3' yonde sentez...
proofreading (hata-okuma)* iki yonlii sentez*...
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ONEMLI KURAL: Tiim DNA polimerazlar DNA sentezinin baglatmak icin RNA primerine
gereksinim duyar

Kalip DNA iizerinde DNA'ya komplementer olan RNA pargasi (5-15 nt) PRIMAZ enzimi (RNA pol) tarafndan
sentezlenir. RNA primeri DNA pol I tarafindan uzaklastirilir ve zincir tamamlanir. evrensel (virusler->prok- >euks)

DNA template
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Initiation  RNA primer New DNA
Prokaryotik- Okaryotik DNA polimeraz enzimler
Prokaryotik polimerazlar Properties DNAI\ Pol DNﬁ Pol DN;OI\I Pol
Initiation of chain synthesis - - -
5’-3” polymerization + + +
3’-5” exonuclease activity + + +
5°-3” exonuclease activity + - -
Molecules of polymerase/cell 400 ? 15
Pol I-> primeri uzaklastirir ve olusan bosluklar: doldurur. Pol II-> U.V hasari nedeniyle olusan

mutasyonlarin tamirinde

Pol III -> polimerizasyondan asil sorumlu olan enzimdir. DNA Pol IIT'iin holoenzim olarak adlandirilan
aktif formu, iki takim, 10 farkh polipeptit zincirinden meydana gelmis bir dimerdir. Core (cekirdek)
enzim holoenzimin polimerizasyon aktivitesi gésteren kismidir. y kompleks olarak adlandirilan ikinci
bélgede 5 alt birim bulunur ve replikasyon gatalinda enzimin kaliba oturtulmasinda gérev alir. f alt
birimi, polimerizasyon sirasinda enzimin kaliptan kopmamasini saglar. P (pi), iki gekirdek polimerazin
replikasyon gatalinda bir arada tutunmasini saglar.

Okaryotik polimerazlar

3'>5' ekzoniikleaz aktivitesi: enzimin

TABLE 12.5 Properties of Eukaryotic DNA Polymerases . . . .
polimerizasyonu tek yonde gergeklestirme,

Polp:erase l’nlynl;ernse Pulyrgerase Pulyn:cmsc Polyn;erase [’olynglcrasc bir an duraksayip, geri dénerek ilave edilen
Location Nucleus Nucleus Nucleus Nucleus Mitochondria ~ Nucleus ntleri cikarabilme b‘zelliQ’idir.
Masofsubunits ~~ 180,70,56,48 39 155,50 280,85 15,3 173,29
(D) 5'->3" ekzoniikleaz aktivitesi | DNA pol I'in
2y No No Yes Yes Yes No ozelligidir. Enzim, sentezin basladigi ugtan
Bxonuclesse Activity itibaren niikleotitleri kesebilir ve sonra
Essentilto s No s s No No sentez yoniinde islemine devam edebilir. Bu

replication?

nedenle DNApol I RNA primerini de
uzaklagtirabilir. Ortamda pol III den daha
fazla bulunur.

DNA polimeraz a, d (delta) ve &€ 6karyotik gekirdek

DNA'si replikasyonu igin gereklidir.
DNA polimeraz b ve T (zeta) DNA tamirinde rol aldigi disdndilGyor.
DNA polimeraz g (gama) mtDNA sentezinde rol alir.



Replikasyon catali - leading (kesintisiz) & lagqging (kesintili) zincir yapilari

Replikasyon orijini replikasyonun baslangic noktasidir. Replikasyon c¢atali ise kromozom (izerinde
replikasyonun oldugu noktada sarmala ait zincirlerin agilmasiyla ortaya gikan bélgedir. Once sentezin
orijin noktasinda meydana gelir ve replikasyon devam ettikge ilerler. Replikasyon gift ydnli ise,
orijinden itibaren zit yéne dogru ilerleyen iki replikasyon gatali olusur.

Prokaryotik replikasyon orijini Okaryotik replikasyon orijini
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O E. coli'de replikasyon 245 bg uzunlugunda olan ve oriC olarak adlandirilan tek bir orijinden
baslamaktadir. Bakteri ve bakteriyofajlarda replikasyon tek bir noktadan basladigindan
kromozomun tiimi replikondur.

=

O Okaryotlarda birden gok replikasyon orijini (yeast 250-400, memelilerde 25,000'den fazla
replikon) bulunur.... Ciinkii

¢ Daha fazla DNA igerirler ve o6karyotik DNA pol hizi 50 nt /sn old. (sentez hizi
bakteriyal pol. III den 20 kat daha yavastir)

ONEMLI KURAL: DNA Sentezi Her Iki Zincirde 5 - 3' Yoniinde ve Ayni Anda Ilerler

Bu nedenle Kesintisiz (leading) zincirde sentez 5' > 3' Yoniinde ve duraksamadan yapilabilir.

FORMATION OF THE LEADING STRAND

DNA polymerase Il

Newly
synthesized
leading strand

Replication fork
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O Bu soru 1960'larda Reiji Okazaki ve ark. tarafindan ¢éziildi. Leading strand (kesintisiz oncdil
zincir): 5 >3' yoniinde sirekli sentezin yapilirken karsi zincirde 5° > 3' ydniindeki sentez
kesintili olarak yapilir. Olusan fragmentlere _ (100-2000 nt) denir. DNA pol
I RNA primerinin uzaklastirilmasi ve nt tatmamlanmasini yapar. DNA ligaz fragmentleri
birlestirir.

DNA polymerase IIT ile Bakteri Replikasyon Modeli

Thtiyac duyulan 4 ana bilesen

dNTP'ler: dATP, dTTP, dGTP, dCTP(deoxyribonucleoside 5'-triphosphates)
DNA kalibi

DNA polimeraz ITI

Mg 2+ (DNA polimeraz aktivitesi igin gerekli) ve

Replikasyon Komplexi (Replizom) da yer alan enzimler:

helikaz - DNA cift zincirindeki H baglarini gézeri.

topoizomeraz [DNA gyrase] - supercoil yapiy ortadan kaldirir.

single strand binding proteinler (SSBP) -replikasyon gatalini stabilize eder,
Primaz - RNA primeri sentezler

POL III - yeni DNA zincirlerini sentezler

DNA polymerase I - RNA primerini uzaklastirip, yerine DNA sentezler
DNA ligaz- Okazaki fragmentlerini birlestirir

Tanim: E. coli replikasyonunda, DNA polimeraz digsinda 20'den fazla sayida farkl enzim ve
protein rol alir. Bu kompleksin tiimiinii DNA replikaz sistemi veya replizom denir.
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DNA sentezinin 3 ana basamag::

1. DNA polimeraz I, deoksiribozun 3'-OH grubu ile dNTP'nin 5'-fosfat grubu arasindaki fosfodiester
baginin olusumunu katalizler. Bu reaksiyon igin gerekli olan enerji

NTP + (NMP)n - (NMP)n+1 + P~P reaksiyonu ile karsilamir.

2. Zincir uzamasi DNA polymeraz I'in komplementer dNTP'lari yapiya eklemesi ile siirer.

rate < 800 dNTPs/second ve Diisiik hata orani

3. Sentez yoni 5" > 3
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Dénen Cember Mekanizmasi

Okaryotik DNA sentezi prokaryotik DNA sentezine benzer ancak daha karmagiktir. Farklar:
Coklu replikasyon orijini (yeast 250-400, memelilerde 25,000'den fazla replikon) ve DNA polimeraz

enzimleri



LINEER DNA'LARDA REPLIKASYON UG PROBLEMI

» Kesintili zincirde RNA primeri uzaklastirildiginda kromozomun ucunda serbest 3'-OH grubunu
saglayacak kalip zincir olmadigi igin sentez yapilamaz. Kromozom telomer bélgelerinden her
replikasyonda RNA primeri boyu kadar kisalir.

. - ----- - Telomeraz enzimi

Telemorlerin gogu 5'-TTG66-3' dizisi ile sonlanmaktadir. Telomeraz her replikasyonda telomerin
kisalmasini dnlemek icin TTGG666 tekrar dizilerini kromozomun ucuna eklemektedir. Ilave edilen diziler
“sag tokasi” gibi kivrilir ve kars: karsiya gelen G'ler arasinda H bagi kurulur ve serbest 3'-OH grubu
elde edilir. DNA pol I boslugu doldurur.Daha sonra sag tokasi kirilir ve DNA kaybi engellenir.
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