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ONSOZ

Biyokimya, canli organizmalarin en kii¢iikk yapisal birimi olan hiicrenin kimyasal
yapisin1 ve hayatin devami boyunca hiicrede, molekiiler diizeyde meydana gelen kimyasal
olaylar1 inceleyen bir bilim dahdir. Biyokimya, biyolojik olaylar1 kimyasal ilkeler
cergevesinde inceler ve analiz eder. Biyoloji ve kimya temel bilimlerinin bir ¢aliyma alani
olan biyokimya, giinlimiizde basta tip olmak iizere tarim, beslenme ve endiistride de
uygulama alani bulan bir bilim dali haline gelmistir. Netice olarak biyokimya bilimi, canlinin
meydana gelisindeki, canlili§in devamindaki ve nihayet yok olusundaki kimyasal
mekanizmalar1 inceleyen bir bilimdir.

Biyokimya—I notlarinda, kimya 6grencileri i¢in gerekli biyolojik aciklamalarla birlikte,
biyoloji ve saglik bilimleri egitimi gorenler i¢in de gerekli kimyasal aciklamalar yapilmistir.
Bu notlar, hepsi ayr1 olarak ele alinmis 7 boliimden olusmaktadir ve her boliim kendi
konulartyla sinirhidir. Biyokimya-I notlarinda yasamim molekiiler anlami, hiicre yapisi1 ve
baslica biyomolekiillerin kimyasal yapilar1 ve 06zellikleri agiklanmaya caligiimistir. Bu
yaklagimin 6grencinin biyokimya bilgisinin temelini olusturacagini diisiinmekteyiz.

Biyokimyada, kimya 6grencilerine ayr1 bir tat, cesni sunmaya ¢alisacagiz. Canliligin
yani yasamin temelde, hiicrede cereyan eden bir takim kimyasal olaylarin bir sonucu
oldugunu anlayabilirsek amacimiza ulasmis olacagiz.

Bu notlar uzun, zorlu ve sabir dolu bir siirecin sonunda ellerinize ulasti. Bu notlarimizi
biyokimya ve ilgili disiplinlerde lisans ve lisansiistii 6grencilerinin kullanimina sunuyoruz.

Notlarimizin ~ gelistirilmesi,  eksikliklerinin ~ ve  kusurlarinin  giderilmesinde
meslektaslarimizin degerli elestiri ve katkilarii bekliyoruz.

Bu notlarm yazilmasinda biiyiik emegi olan Dr. Aytag GUDER ’e katkilarindan dolay1
tesekkiir etmeyi bir borg biliyoruz.

Ogrencilerimize ve meslektaslarimiza yararl olmasi dileklerimizle.

Prof. Dr. Halil KORKMAZ



GIRIS

Biyokimya nasil bir bilim dalidir? Kimyacilar ni¢in biyokimya ile ilgilenir? Bu
sorulara cevap vermek istersek biyokimya bilim dali i¢in sunlar sdylenebilir.

Klasik bir tanima gore biyokimya; canli organizmalarin en kiiciik yapisal birimi olan
hiicrenin kimyasal yapisin1 ve hayatin devami boyunca canli organizmalarda meydana gelen
kimyasal olaylar1 inceleyen bir bilim dalidir. Baska bir tanima gére de biyokimya; biyolojik
olaylar1 kimyasal prensipler ¢cercevesinde ele alan, inceleyen ve analiz eden bir bilim dalidir.

Biyokimya, binlerce farkli biyomolekiiliin canlilarin olaganiistii 6zelliklerini
olusturmak icin birbirleriyle nasil etkilestigini sorgulamaktadir.

Tip ve saglik bilimlerini de kapsamma alan biyoloji ¢ok karmasik problemler
icermektedir. Biyokimya bilim dali ise birtakim deneyler yaparak ve bir takim aletleri
kullanarak bu sorunlara cevap aramaktadir. Biyoloji ve kimya temel bilimlerinin bir ¢aligma
alan1 olan biyokimya, giiniimiizde basta tip olmak iizere tarim, beslenme ve endiistride de
uygulama alani bulan bir bilim dali haline gelmistir. Bu ¢ok genis kullanim alaninda
biyokimya; klinik kimya, fizyolojik kimya, zirai biyokimya, molekiiler biyoloji, biyokimya
miihendisligi, gida enzimolojisi, gen miithendisligi vb. gibi alt dallara ayrilmistir.

Bir biyokimyacmin (biyokimyager) calisma alanmnin ne oldugu, 1965 yilinda
Amerikan Biyolojik Kimya Cemiyeti tarafindan belirlenmistir. “Biyokimyaci, kimyasal,
fiziksel ve biyolojik ara¢ ve yontemleri kullanarak canli organizmanin yapisinit ve hayatin
devami boyunca meydana gelen kimyasal degismeleri ortaya ¢ikarmak ve agiklamak ic¢in
calisan arastiricidir’’.

Biyokimyaya olan ilgi, insanlarin ylizyillar boyu devam eden insan hayatmin sirrini
cozmek arzusundan kaynaklanmaktadir. Fakat bugiin modern ve pozitif bir bilim dali olarak
biyokimyanin amact; hayatin sirrin1 ¢6zmek degil, canlilarda gorev alan kimyasal bilesikleri
tanimak, bu bilesiklerin o6zelliklerini, birbiriyle olan etkilesimlerini ve bu etkilesimin
sebeplerini arastirmaktir. Netice olarak biyokimya bilimi, canlinin meydana gelisindeki,
canliligin devamindaki ve nihayet yok olusundaki kimyasal mekanizmalari ele alan, inceleyen
bir bilimdir. Canli meydana geldikten sonra hayatin devami boyunca; canli organizmada
meydana gelen olaylari hepsine birden ¢’Metabolizma’’ adi1 verilir. Biyokimya metabolizma
bilimi olup, biiyiik oranda metabolizmayla ilgilenir.

Canlilar1 cansiz varliklardan farkli kilan 6zelliklerin ve canlilarin yapilarinda bulunan
kimyasal bilesiklerin genel dzelliklerinin ele alinmasi ve incelenmesi biyokimyanin nasil bir

bilim dal1 oldugu hakkinda bilgi verir.



Biyokimya terimi ilk defa 1903 yilinda Alman kimyaci Carl Neuberg tarafindan
kullanilmistir. Biyokimya alaninda yapilan ¢alismalarin baglangict bu tarihten onceki yillara
rastlamaktadir. Biyokimya daha eski bilim dallar1 olan organik kimya, fizyoloji, biyoloji ve

tibbin gelismesi ile giinden giline daha fazla deger kazanmustir.



1. BOLUM: YASAMIN MOLEKULER ANLAMI

Canli organizmalar cansiz molekiillerden olusur. Canli organizmalar, canlilik sona
erdikten sonra cansiz birtakim maddeler yiginia doniisiir. Biyomolekiiller olarak adlandirilan
canli yapidaki bu molekiiller, birbirinden ayrilip incelendigi zaman cansiz maddelerin bagl
bulunduklar1 biitiin kimyasal ve fiziksel yasalara uyduklar1 goriiliir. Ustelik canli
organizmalar gelisiglizel bir araya getirilmis herhangi bir molekiil toplulugunca
sergilenmeyen olaganiistii niteliklere sahiptir. Bu boliimde, 6nce canli organizmalar1 diger
madde topluluklarindan (cansiz varliklardan) ayiran Ozelliklere deginecegiz ve sonra tiim
canli organizmalar1 karakterize eden bir seri ilkeyi belirleyecegiz. Bu ilkeler, organizmalarin
ve onlarin hiicrelerinin diizenlenmesini belirlemektedir.

Canli organizmalar1 cansizlardan farkli kilan nedir? Cansiz varliklardaki molekiillerle
karsilastirdigimizda canlilarin birtakim ayirt edici 6zellikleri vardir. Canli bir organizmay1
cansiz ¢evresinden ayiran bu olaganiistii 6zellikleri inceleyelim:

1) Canl varliklar, en kiigiik canli olan bakteriden (tek hiicreli canli), en yiiksek yapili
canliya kadar, son derece karmasik ve teskilath bir yapiya sahiptirler. Canlilarin i¢ yapilari
cok cesitli kompleks molekiilleri icerir. Yeryiiziinde yaklasik 1 milyon 200 bin tiir canlinin
yasadig1 kabul edilmektedir. Ancak canlilarin ¢evreleri basit cansiz maddelerden (toprak, su,
hava vb.) ibarettir.

2) Organizmanm her bir bileseni kendine 6zgii bir isleve sahiptir. Canli varliklarin
yapisinda bulunan her organ, doku, hiicre ve hatta molekiiliin bir varolus amaci1 ve gorevi
vardir. Bu sadece yaprak ve dallar veya kalp ve akciger gibi makroskopik yapilar i¢in degil,
cekirdek veya kloroplast gibi mikroskopik yapilar icinde dogrudur. Ama dagin yamacidaki
bir kaya pargasinin orada niye durdugu bizi pek ilgilendirmez.

3) Canli organizmalarin ¢evrelerinden enerji alabilme, bu enerjiyi degistirebilme ve
kullanabilme yetenekleri vardir. Bu enerji giines enerjisi ve besinler seklinde olabilir. Canlilar
cevreleriyle dengede degildirler, siirekli bir madde ve enerji alis verisi i¢indedirler. Canlilar
her enerjiyi kullanamaz. Canlilar serbest enerjiyi kullanir. Serbest enerji, sabit sicaklik ve
basingta i3 yapabilen enerjidir. Canh organizmalar c¢evreden enerji ve madde alarak
cogalma, biiyiime ve yasamak i¢in tiim bilgileri igeren karmasik yapilar olarak tanimlanir.
Cansiz maddeler enerjiyi amaclar1 dogrultusunda kullanamazlar. Bir tas enerji alirsa 1sinir,

entropisi artar ve dagilir.



4) Canl varliklarin en olaganiistii yonleri tiremeleri ve kendini olusturma yetenegidir
(Sekil 1.1). Bu 6zellik canliligin anahtaridir ve bdylece canlilar neslini devam ettirirler. Bir
cansiz maddeler yigiindan milyonlarca yil ge¢se de boyle bir olay beklenemez.

“Bin bahar gegse de tag yesermez” (Hz. Mevlana).
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Sekil 1.1. Biyolojik iireme mitkemmele yakin bir duyarlilikla gergeklesir.

Canlida herhangi bir madde belli oranda olmalidir, az ya da ¢ok olursa hastalik hali
olusur. Canliin kimyasal bilesenleri arasindaki iliski dinamiktir, bir bilesendeki degismeler,
bir digerinde tamamlayict degismelere neden olur. Molekiillerin toplami1 bir program yiriitiir,
son iriin programin kopyalanmasi ve molekiiler toplulugunun oliimsiizligli yani kisaca
yasamidir.

Canlilar son derece ¢esitlidir. Goriiniis ve islevde, kuslar ve hayvanlar, agaclar, otlar
ve mikroskopik organizmalar ¢ok farklidir. Ancak biyokimyasal arastirmalar, tiim canlilarin
hiicresel ve kimyasal diizeylerde 6nemli 6l¢iide birbirlerine benzer olduklarini géstermektedir.
Biyokimya tiim organizmalarda ortak olan yapilari, mekanizmalar1 ve kimyasal siiregleri
molekiiler anlamda tanimlar ve biitliniiyle yasamin molekiiler anlami diyebilecegimiz
yasamin tiim degisik formlarinin yasamla bagdasan diizenleyici ilkelerini agiklar.

Canlilarda biyomolekiiller olaganiistii ¢esitlilik ve komplekslik arz eder. En kiigiik
hiicreler olan bakterilerde bile binlerce ¢esit molekiil bulunmaktadir. Mesela lizerinde en ¢ok
arastirma yapilan E. coli bakterisi yaklagik 5000 cesit organik bilesige sahiptir. Bu organik
bilesiklerin 3000 kadar1 protein, 1000 kadar1 niikleik asit (1 tane DNA, digerleri RNA) ve
1000 kadar1 da diger organik bilesiklerdir. E. coli proteinleri insan viicudundaki proteinlere ve

insan viicudundaki proteinler de birbirine benzemezler.



Yeryiiziinde bulunan 1 milyon 200 bin kadar organizmada 10" - 10'? farkli protein ve
10" farkli niikleik asit bulundugu kabul edilmektedir. Organik kimyacilarm sentezledikleri 1
milyona yakin organik bilesikle karsilastirirsak, canlilardaki molekiil ¢esidinin ¢ok biiyiik
oldugu anlasilir. Canli organizmadaki biyomolekiillerin, bu derece ¢esitli olmasma karsin
protein ve niikleik asitler ¢ok basit ve belli sayida yapitaslarindan olugsmaktadir.

Canlilardaki biitiin proteinler 20 c¢esit amino asidin, niikleik asitler ise 8 c¢esit
mononiikleotidin degisik say1 ve srrada dizilmesiyle sentezlenmektedir. (20! = 2 x 10" cesit
degisik sekli vardir). Aynen alfabemizdeki 29 harfin kullanilmasiyla sonsuz sayida kelime,
climle ve ciltler dolusu kitaplarin yazilmasi gibi amino asitler proteinleri; mononiikleotitler ise
niikleik asitleri olusturmak tizere monomerik altbirimler sonsuz sayida farkli siralanmalar
meydana getirmek tlizere birbirleriyle kovalent baglarla baglanabilir (Sekil 1.2).

Monomerik althirimler Sekil 1.2. Dogrusal siralimimdaki monomerik
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Canlilarda bulunan biyomolekiillerin bu derece ¢esitli olmalar1 hi¢gbir zaman israf
degildir. Ciinkii canlilik hali i¢cin, milyonlarca goérevin yerine getirilmesi gerekmektedir.
Hiicrede her bir molekiil maksimum verimle ¢alisir, bazen de birden fazla gorev yapar. Ozetle
canlidaki her bilesik, en ekonomik sekilde kullanilmaktadir.

Eger canli varliklar cansiz molekiillerden olusmugsa; nasil oluyor da cansiz
molekiillerden bu kadar farkli olabiliyorlar? Bir canli organizma nasil oluyor da cansiz
kisimlarinin toplamindan daha fazla nitelik tasiyabiliyor? Canli organizmalar1 cansizlardan
farkli kilan nedir? Felsefeyle ugrasanlar bu sorular1 canlilarin vital giice sahip olmasi ile
aciklamiglardir. Bu soruya kesin bir cevap vermek miimkiin degildir. Ancak canliy1 olusturan
molekiilleri inceleyerek bir takim agiklamalar getirilebilir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda elde
edilen veriler sunlardir:

1) Biyomolekiillerin gogunlugu karbon bilesikleridir.

2) Tiim canli organizmalarda makromolekiilleri olusturan ana maddeler aynidir.

Aminoasitler — »  Proteinler
Monosakkaritler — 5 Polisakkaritler
(Glikoz, pentoz sekerler) (Glikojen, nisasta)
Yag asitleri — Lipidler

Bazlar + H;PO4 + Riboz —  Niikleik asitler (DNA ve RNA)

3) Her canl tiiriiniin kendine has bir yapis1 vardir. Bu yapiy1 niikleik asitler belirler.
Kalitim molekiilii bir tiire ait kalitsal bilgiyi tasiyan molekiill DNA’dir. Bu bilgi DNA
iizerindeki bazlar tarafindan kodlanmustir. RNA’lar DNA’daki kalitsal bilginin protein
sentezinde kullanilmasma yardimei olurlar. Déllenmis bir yumurtadan (zigot) birtakim mitoz
boliinmeler sonucunda, yaklasik 100 trilyon hiicreden olusan insan meydana gelmektedir.

4) Canhi varliklarin biliyiimeleri ve yasamlari siirdiirebilmeleri i¢in enerjiye
ihtiyaclar1 vardwr. Canlilar bu enerjiyi ¢evrelerinden alirlar. Canli varliklar sadece serbest
enerji kullanabilirler. Canli varliklar serbest enerjiyi kullandiktan sonra ¢evreye 1s1 olarak
verirler. CO,, H,O ve O, siirekli olarak bir devir olusturur, gilines enerjisi itici giigtiir.
Yaklasik tiim canli organizmalar enerjilerini ya dogrudan ya da dolayli yolla giineste

termoniikleer flizyon reaksiyonlarinda olusan giines 1s18min 151ma enerjisinden tiiretirler

(Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Giines 15181 tiim biyolojik enerjinin asil kaynagidir. Glinesteki termoniikleer reaksiyonlar
hidrojenden helyumu meydana getirir ve elektromanyetik enerji salinir. Isik seklinde
yeryiiziine ulasan bu enerji, bitkiler, baz1 algler ve bakteriler tarafindan kimyasal enerjiye
cevrilir.

Ototroflar (fotosentetik hiicreler) gilines enerjisini kimyasal enerjiye doniistiiriir

(Fotosentez).

6CO, + 6H,0 —Ky CHL06 + 60, (Fotosentez)
Klorofil Glukoz

Heterotroflar (hayvansal organizmalar) kimyasal enerjiyi kullanirlar.
C¢H1206 + 60, —>» 6CO, + 6H,O + 686 kcal/ mol (Solunum)

Hiicre icindeki sentez tepkimeleri, tipki iiretim yapan bir fabrika gibi siirekli enerji
harcamaktadir. Canlilar serbest enerjiyi ATP olarak kullanirlar. ATP evrensel enerji
molekiiliidiir ve bu enerjinin kaynagi da temelde gilines enerjisidir.

5) Canli organizmalarda enzim adi verilen biyolojik katalizérler vardir. Enzimler
cesitli reaksiyonlarda katalizor rolii oynayan maddelerdir. Canli organizmadaki biitiin
kimyasal reaksiyonlar enzim adi verilen protein yapisindaki bilesikler tarafindan
katalizlenmektedirler. Hiicrede cereyan eden her reaksiyon bir enzim tarafindan katalizlenir.
Enzimlerin kataliz giicii ¢ok yliksektir. Kimya laboratuarlarinda giinlerce ve haftalarca
stirebilen bir sentez, ardarda cereyan eden enzimatik reaksiyonlarla saniyenin binde biri kadar
kisa bir stirede gergeklestirilir.

Enzimlerin katalizledigi reaksiyonlar % 100 verimle gerceklesir. Mesela E. coli
bakteri hiicresini diislinelim. Bu bakteri hiicresi yapisindaki kompleks organik bilesikler; su,
amonyum (NH,"), glukoz gibi ii¢ basit molekiilden sentezlenmektedir. Bu bir kimyacmnin

hayal bile edemeyecegi bir durumdur. E. coli hiicresini sonsuz kiigiik bir kap kabul edersek,



5000 ¢esit organik bilesik; su, amonyum, glukoz ve bazi mineraller gibi basit maddelerin
bulundugu ortamda 37°C’de 20-30 dakika i¢inde bir arada sentezlenmektedir. Boylece
bakterinin boyu iki katma c¢ikmakta ve bakteri boliinerek kendisinin aynisini meydana
getirmektedir.

Goriildiigi gibi biyokimyanin ilgilendigi alan son derece harikulade oOzelliklerle
doludur. Bu ozelliklerin ortaya c¢ikarilmasi, ancak ¢ok hassas ayirma, teshis ve tayin
metotlarmin (spektroskopik ve kromatografik metotlar) gergeklestirilmesinden sonra
olmustur.

Bugiin bir ortaokul 6grencisinin bile tanidigt DNA’nm genetik bilgiyi tasidigmi ve
kalitim molekiilii oldugunu 1940’larda en {inlii bilim adamlar1 bile bilmiyorlardi. DNA’nin
cift sarmal yapis1 ancak 1953 yilinda belirlenebilmistir (Sekil 1.4).

Kiiciik bir protein olan insiilin hormonunun aminoasit siralanist 1953 yilinda
belirlenebilmistir. Insiilin eksikliginde seker hastalifi meydana ¢ikmaktadir. Bir proteinin
aminoasit siralanis1 ile DNA iizerindeki bazlarin siralanisi arasindaki iliski 1960 Ii yillarda
anlasilabilmistir. DNA — RNA — Protein

Ozetle diyebiliriz ki biyokimyanin temelini olusturan konular son 60 yil icerisinde
aciklanabilmistir. Bugiin biyokimya arastirma alanlar1 igerisinde en aktif olanlardandir.
Ozellikle kanser aragtirmalar igin, projelere biiyiik kaynaklar ayrilmasi molekiiler biyolojide
olagantistii gelismelere yol agmustir. Artik biyokimyacilar biyoloji ve tipin en derin konularina
el atmuslardir. Ornek olarak; tek bir hiicreden farkli doku hiicreleri nasil olusabiliyor?
Hiicrelerin biiylimesi nasil kontrol edilmektedir? Hafizanin mekanizmasi nedir? Kanserin
mekanizmasi nedir? Sizofreni nasil olugmaktadir? Ayrica gliniimiizde bir¢cok biyoteknolojik

iirtin t1ibbi teshis ve tedavide kullanilmaktadir.

Sekil 1.4. DNA’ nin tamamlayict yapisi. Iki zincirin birbirine

R tamamlayici olmasi, genetik bilginin nesilden nesile aktarilmasi igin
# “1 onemli olan dogru eslesmeyi saglamaktadir. Genetik bilgi, DNA’nin
= 3 dort ¢esit alt biriminin dogrusal diziliminde sifrelidir.
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1.1. BIYOMOLEKULLER

Biyokimya, biyolojik olaylar1 kimyasal prensipler cergevesinde incelemektedir.
Biyokimya, tiim organizmalarda ortak olan yapilari, mekanizmalar1 ve kimyasal siirecleri
molekiiler anlamda tanimlar ve biitliniiyle yasamimn molekiiler anlami diyebilecegimiz
yasamin tiim degisik formlarinin, yasamla ilgili diizenleyici ilkelerini ag¢iklar. Biyokimya,
kimyasal terimlerdeki biyolojik sekil ve islevleri aciklamayir amaglar. Biyolojik olgunun
anlagilmasi i¢in en yararli yaklasimlardan biri, canli bir organizmadan protein gibi tek bir
bilesigin saflastirilmas1 ve onun kimyasal yapisi veya katalitik aktivitesinin karakterize
edilmesi olmustur. Canli yapisini olusturan ve her birinin 6zel islevi olan molekiiller
topluluguna biyomolekiil denir. Biyomolekiillerin ve onlarin canli hiicrelerdeki
etkilesimlerini incelemeye baslarken, dogal olarak bazi temel sorular akla gelir. Canli
hiicrelerde hangi tip molekiiller vardir ve oranlar1 nedir? Bu molekiillerin yapilar1 nedir ve bu
yapilar nasil kararli hale gelmektedir? Ayristiklarindaki etkinlikleri ve kimyasal 6zellikleri
nedir? Birbirleriyle nasil etkilesirler? Ik canli hiicrenin biyomolekiilleri nasil ve nereden
kaynaklanmigtir?

Bu béliimde, 6nce canlilarin hangi elementlerden olustugu, bu elementlerin segilis
sebepleri, kimyasal 6zellikleri ve biyolojik molekiillerin 6zelliklerini olusturan bazi kimyasal

ilkeleri inceleyecegiz.

1.1.1.Canhlardaki elementler ve 6zellikleri (Biyoelementler)

Canlilarin yapilarinda bulunan elementlerin c¢esit ve miktarlar1 litosferdekinden
olduk¢a farklidir. Litosferde (yer kabugu) mevcut olan 92 elementten 27 tanesi canlilarin
bileseni olup, bu elementlerden 16 tanesi her ¢esit canlida bulunmaktadir. Bu elementlerin
canlilardaki dagilimi da litosferdeki ile ayni1 degildir. Canlilarda en bol olarak bulunan ilk dort
element karbon, hidrojen, oksijen ve azottur. Bu dort element, bir¢ok hiicre kiitlesinin
yaklasik % 99’unu teskil etmektedir. Litosferde en bol bulunan ilk dort element ise; oksijen,
silisyum, aliiminyum ve demirdir. Biyosferde; kalsiyum, fosfor, sodyum, mangan, potasyum,
klor ve kiikiirt genellikle % 0,05—1 arasinda degisen oranlarda bulunur. Diger baz1 elementler

cok daha az miktarlarda mevcuttur (Tablo 1.1).
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Tablo 1.1. Yerkabugunda ve insan viicudunda en bol bulunan elementler ve toplam atom

sayis1 ylizdeleri

Yer kabugu Insan viicudu
(% Element = % Atom) (% Element = % Atom)
O 47,0 H 63,0
Si 28,0 O 25,5
Al 7,9 C 9,5
Fe 4,5 N 1,4
Ca 3,5 Ca 0,31
Na 2,5 P 0,22
K 2,5 Cl 0,08
Mg 2,2 K 0,06
Ti 0,46 S 0,05
H 0,22 Na 0,03
C 0,19 Mg 0,01

Hiicre yas agirligmin yaklasik; %50 — 60’1 karbon, %8 — 10’u azot, %25 — 30’u
oksijen ve %3 — 4’i hidrojenden meydana gelmistir. Buna karsilik yerkabugunun %1 ’den

daha az1 karbon, hidrojen ve azottan meydana gelmistir.

Tablo 1.2. Biyomolekiillerin yapisinda bulunan elementler. ilk 16 element her canlida
bulunmaktadir.

Eser miktarda Bol miktarda bulunan Organik yapida bulunan
bulunan elementler iyonlar temel elementler
Demir Fe' Sodyum Na"  Karbon C
Bakir Cu’ Potasyum K" Hidrojen H
Nikel Ni Magnezyum Mg  Oksijen O
Krom Cr Kalsiyum Ca” Azot N
Cinko Zn’ Kloriir Cr Fosfor P
Flor F Kiikiirt S
Mangan Mn’

Selenyum Se’

Kobalt Co’

Silisyum Si

Iyot I

Molibden Mo

Kalay Sn

Bor B

Vanadyum A%

Arsenik As

* Insan viicudunda bulunan eser elementler.

Acaba karbon, hidrojen, oksijen ve azot canli yapilar1 icin neden en uygun

elementlerdir?
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Bu dort elementin en 6nemli 6zelligi kovalent bag yapabilmeleridir. Bu elementler
giiclii kovalent bag yapabilen atom agirlig: kiiclik ve elektronegatifligi yiiksek elementlerdir.
Kovalent bag yapma yetenegi ve bu bagin saglamlig1 bag yapan elementlerin atom agirligiyla
ters orantilidir. Oksijen, azot ve karbon birden fazla elektron ¢iftini ortaklasa kullanabildikleri
icin swrasiyla iki, ic ve dort bag meydana getirebilir ve bir¢cok cesit kimyasal bilesik
olusturabilirler.

Karbon atomlarmin birbiriyle olduk¢a kararli kovalent karbon—karbon bagi meydana
getirmesi de diger dnemli bir noktadir. Hatta bir karbon atomu dort ayr1 karbon atomu ile de
baglanabilmektedir. Bunun sonucu olarak ¢ok sayida farkli organik bilesigin karbon iskeleti
ortaya c¢ikar. Ayrica karbon; hidrojen, oksijen ve azot ile de kararli kovalent baglar yaparak
bir¢ok fonksiyonel grubun olusmasini saglar.

Organik bilesiklerin ii¢ boyutlu uzayda sonsuz c¢esitte (konformasyonda) olmasini
saglayan diger onemli bir 6zellik de karbon atomunun sp’ hibritlesmesi yaparak, baglarmn
diizglin dort yiizliiniin kdselerine yonelmis olmasidir. Karbondan bagka higbir element, bu
kadar cok ¢esitte kararli bilesik olusturamaz.

Canlilarin yapisinda bulunan organik bilesiklerde karbon olduk¢a indirgenmis
haldedir. Yerkabugunda ise karbon yiikseltgenmis karbonat bilesikleri seklinde
bulunmaktadir. Atmosferde bol miktarda oksijen oldugundan karbon ve hidrojen kolayca CO,
ve H,O’ya yiikseltgenir. Canlilarda biyomolekiillerin CO, ve H,O’dan biyosentezi igin,

serbest enerji ve indirgen giice ihtiya¢ vardir.

1.1.2.Canllar icin Suyun Onemi

Canlilar su ve otuz kiigiik onciil molekiilden olusmuslardir. Su canlilar icin cok
onemlidir. Insan viicudunun yaklasik 2/3’ii sudur. Suyun bazi 6nemli kimyasal dzellikleri
vardir. Suyun kimyasal 6zelliklerinin basinda molekiiliin polarlig1 ve hidrojen bagi yapma
yetenegi gelmektedir (Sekil 1.5). Biyolojik sistemler i¢in ¢ok yararli kimyasal 6zellikler
iceren su, iyonik bilesikler ve polar bilesikler i¢in 1yi bir ¢oziiciidiir. Hiicrelerde kimyasal
reaksiyonlarin meydana gelebilmesi i¢in maddelerin ¢oziinmiis olmasi gerekir. Tim
metabolik olaylar sulu ¢ozeltide cereyan eder. Canli organizmalarda besin O6gelerinin
sindirimi, emilimi, tasinmasi, metabolizmasi, atik zararli maddelerin atilmasi, eklemlerin
kayganlig1 ve viicut 1s1sinin denetimi su ile olmaktadir.

Su sadece canli hiicrenin kimyasal reaksiyonlarmin olustugu bir ¢6ziicii degildir; bu
reaksiyonlara siklikla dogrudan katilimcidwr. Hidroliz reaksiyonlary; proteinlerin,

karbohidratlarin ve niikleik asitlerin enzimatik olarak depolimerizasyonundan sorumludur.
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Glukoz gibi kat1 yakitlarin oksidasyonlarmin son iirlinii su ve karbondioksittir. Biitiin

reaksiyon soyle ozetlenebilir.
CeH1206 + 60, «— 6CO, + 6H,0

Kat1 yiyeceklerden ve depo yakitlardan olusan bu ¢’metabolik su’’ susuz ortamlarda
yasayan bazi hayvanlar (¢ol fareleri, kangurular ve develer) i¢in uzun siire su igmeden yasama
kaynag olarak kullanilir.

Yesil bitkiler ve algler fotosentez yoluyla suyu pargalamak i¢in giines enerjisini
kullanir.

Isik
2H,O0 +2A —» O, +2AH;

Bu reaksiyonda A elektron alan bir tiirdiir, fotosentetik organizmanin tipine gore
degisir.

Suyun 1s1 kapasitesi yiiksektir ve sicaklikla ¢ok az degisir. Ciinkii suyun kat1 ve sivi
durumlarinda komsu su molekiilleri hidrojen bag ile birlikte bir arada tutulmaktadir (Sekil
1.5.c). Is1 enerjisi bu baglarin kirilmasiyla kaybolmaktadir. Bu bakimdan su, ani 1s1
degisimlerine karsi hiicreleri korur ve viicutta meydana gelebilecek sicaklik degisimleri
dengelenir. Su sivi halden gaz haline gecerken biiylik miktarda 1s1 absorplar. Boylece sicak
havalarda, aktif calisjma durumunda ve mekanik hareket halinde organizma suyu
buharlastirarak fazla olan viicut 1sisin1 disar1 atabilmektedir. Ornegin; 80 kg agirhindaki bir
basketbolcu bir magta 2 kg suyu ter olarak disar1 atabilir. Suyun viicut sicakhiginda (37°C)
buharlagma 1s1s1 574 kcal / kg’ dir. 574 kcal / kg x 2 kg = 1148 kcal olarak bulunur.

Bu kadar 1s1 ter olarak disar1 atilmamis olsaydi, bu basketbolcunun viicut sicakligi
14°C artacakti. Suyun Kkarakteristik 1s1 iletkenligi, 1sinmn viicut dokularina esit olgiide
dagilmasini saglar. Viicuttaki suyun %15’inin kaybedilmesi hayatin sona ermesine neden

olur. Viicut agirlig1 70 kg olan yetiskin bir kisinin gilinliik su ihtiyac1 2,5 litredir.
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Sekil 1.5. Su molekiiliiniin yapist. HO
molekiiliiniin dipolar yapisi (a) top ve ¢ubuk, (b)
bosluk dolduran modeller seklinde gosterilmistir.
(a)’ da kesikli ¢izgiler bag yapmayan orbitalleri
gosterir. Oksijen atomunun dig yoriingesindeki
elektron ciftleri arasinda tetrahedrale yakin bir
diizenlenme varir; iki hidrojen atomu kismi
pozitif yiik (8") ve oksijen atomu kismi negatif
yiik (287) tasir. Iki su molekiili (c)’ de bir
hidrojen bagiyla birlesir; hidrojen bagi Ustteki
molekiiliin  oksijeniyle alttaki  molekiiliin
hidrojeni arasinda olusmustur. Hidrojen baglari

kovalent O-H baglarindan daha uzun ve daha
zay1f baglardir.

Hidrojen bag
0.177 nm

| Kovalent bag
0.0965 nm

1.1.3. Canhlardaki Molekiiller
Canli organizmalar1 olusturan biyolojik makromolekiiller temelde otuz kiigiik 6nciil
molekiilden olusmustur. Bu otuz kii¢iik dnciil molekiiller dort grupta toplanabilir.

1) 20 gesit L-a—amino asit tiim proteinlerin yap1 tasidir;
COOCH

NH,——C——H

R

2) Bes aromatik baz; iki tanesi piirin (adenin, guanin), ii¢ tanesi pirimidin (sitozin,
timin, urasil) bazlar1 olup, riboz fosfat veya deoksiriboz fosfata baglanarak niikleotidleri
olustururlar. Niikleotidler de DNA ve RNA’nin yap1 taglaridir.

3) D-Glukoz sekeri, bitkilerde fotosentezin baslica {iriiniidiir. D-Glukoz
metabolizmada Onemli bir ara ana maddedir. D-Riboz sekeri ise, niikleotidlerde seker
fosfatlarmn Onciiliidiir.

4) Palmitat (CH3—(CH;);4.—COQ"), gliserol ve bir amin olan kolin molekiilii, biyolojik
membranlar1 olusturan fosfolipidlerinin yapi taslaridir.

Bu otuz kiiciik Onciil molekiil, biyoelementler gibi canlilarin ¢evrelerinde hazir

bulunmalar1 ve uyumluluklar1 nedenleriyle secilmistir. 3 milyar yil 6nce yasam baslamadan
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ilkel diinyanin indirgen atmosferinde ve sicak denizlerde bu otuz kiiciik onciil molekiiliin ¢ok
fazla miktarda bulundugu sanilmaktadir.

Bir¢ok kiiciik Onciil molekiil birbirine baglanarak daha biiyiikk yapilar olan
makromolekiiller1 olusturur. Bu makromolekiiller proteinler, karbohidratlar, lipidler ve
niikleik asitlerdir. Bunlar da birbirleriyle 6zgiin bigimlerde birleserek daha biiyiik yapilari
olustururlar.

Biitiin organik biyomolekiiller ¢evreden saglanan H,O, CO,, N, (NH3) gibi basit
baslangi¢c maddelerinden sentezlenir. Bu baslangic maddeleri canlilar tarafindan birtakim ara
bilesikler yardimiyla molekiil agirhklart 100-300 Dalton (1 Dalton (Da) = 1,67 x 102 g)
arasinda degisen ve makromolekiillerin yapitaslar1 olan biyomolekiillere doniistiiriiliir. Bu
yap1 tast biyomolekiiller kovalent baglarla birleserek hiicrenin makromolekiillerini
olustururlar. Makromolekiillerin molekiil agirliklar: oldukga yiiksektir. Ornegin; amino asitler
proteinleri, mononiikleotitler niikleik asitleri, monosakkaritler polisakkaritleri ve yag asitleri
de lipidleri olustururlar. Molekiil agirliklart 750-1000 Dalton arasinda degisen lipidler,
aslinda makromolekiil degildirler ancak makromolekiil olarak kabul edilirler. Bundan sonraki
daha yiiksek seviyede diizenlenme makromolekiillerin olusturduklar1 supramolekiillerdir.
Supramolekiiller biiyiik molekiillii komplekslerdir. Lipoproteinler, lipid ve proteinlerin;
ribozomlar ise niikleik asit ve proteinlerin kovalent olmayan baglarla meydana getirdikleri
supramolekiillerdir. Kovalent olmayan baglar, Van der Walls ve hidrojen baglaridir. Bu
baglar nispeten zayif baglardir. Ancak makromolekiillerin ii¢ boyutlu yapilarinin uygunlugu
nedeniyle, bu etkilesimlerden cok sayida meydana geldigi i¢in supramolekiiller oldukca
saglam yapilidir. Hiicre yapisini olusturan en yiiksek seviyede molekiiler diizenlenme,
supramolekiillerin kovalent olmayan baglarla bir araya gelmesi sonucu olusan organellerdir.
Baz1 makromolekiillerin ve organellerin bir membran igerisinde toplanarak, organize olmasi

sonucu HUCRE olusur. Biyolojik yapida asama diizeni Sekil 1.5°de gosterilmistir.
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Organizma

Organ

|

Doku

Hiicre

!

Organeller Cekirdek, mitokondriler, kloroplastlar, Golgi cisimleri, mikro cisimler vb

T

Supramolekiiller | Enzim kompleksleri, kromozomlar, zarlar, ribozomlar, yapisal dgeler ve

kontraktil (kasilabilen) sistemler

e T . T

Makromolekiiller  Niikleik asitler Proteinler  Polisakkaritler Lipidler
(10° - 10° Da) T T T T

Yapa taslan Mononiikleotidler =~ Aminoasitler Monosakkaritler Yag asitleri,
(Biyomolekiiller)

(100 — 350 Da) Gliserol
Ara bilesikler Riboz, bes o — Keto asit Piruvat, malat, sitrat, Asetat,
(50 — 250 Da) aromatik baz gliserol-3 fosfat malonat

N B

H,0, CO,, Ny(NHs)

Baslangic Maddeleri
(Litosferden saglanan)
(18 —44 Da)

(1 Da=i Lg ==L = g.mol™)
N, mol mol '

Sekil 1.5. Baslangi¢ maddelerinden hiicreye kadar biyomolekiillerin olusum sirast

Escherichia coli bakteri hiicresinde bulunan makromolekiillerin ve diger bilesiklerin

yiizdeleri ve cesitleri Tablo 1.3°de verilmistir.
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Tablo 1.3. Escherichia coli (E. coli) hiicresinin molekiiler bilesimi

Biyomolekiiller ve Hiicrenin toplam Farkh molekiil
iyonlar agirhginin yiizdesi  tiplerinin yaklasik sayisi
Su 70 1
Protein 15 3000
Niikleik asitler

DNA 1 1

RNA 6 >1000
Polisakkaritler 3 5
Lipidler 2 20
Yapi taslar: ve ara bilesikler 2 500
Anorganik iyonlar 1 200

Hiicrelerde en bol bulunan molekiil ¢esidi proteindir. E. coli bakteri hiicresinde 3 bin
ve insan viicudunda yaklasik 100 bin ¢esit protein bulundugu kabul edilmektedir. Diger biitiin
hiicrelerde; iskelet, kil, nisasta ve yag depolar1 disinda bu dort makramolekiil hemen hemen

ayni oranlar1 korur.
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2. BOLUM: HUCRE

Hiicreler tiim canlilarm yapisal ve fonksiyonel birimleridir. Biitliin biyokimyasal
reaksiyonlar hiicre igerisinde ya da hiicrenin organellerinde meydana gelmektedir. Biyokimya
ogrenmek isteyenlerin hiicreyi, hiicrenin biitiin organellerini yap1 ve fonksiyonlar1 bakimmdan
bilmesi gerekir. Hiicre i¢cinde meydana gelen biitiin biyokimyasal reaksiyonlarin fiziksel ve
kimyasal kosullari, hiicrenin yasam kosullariyla aynidir. Kimyasal reaksiyonlarin pek ¢ogu
tiip, beher, balon veya daha biiyiik kaplar igerisinde yiiksek sicaklik, yiiksek basing, kuvvetli
reaktifler, organik c¢oziiciiler ve ¢esitli enerji tiirleri kullanilarak basarilmaktadir. Buna karsilik
biyokimyasal reaksiyonlar ¢ok kiiciik miktarlarda hiicre igerisinde ve hatta hiicrenin bir
organelinin belli bir bolgesinde meydana gelmektedir. Hiicreler yiliksek sicaklik ve basinca,
kuvvetli reaktiflere, kuvvetli asitlere dayanikli degildirler hemen Oliirler. Bu béliimde bir
biitiin olarak hiicreyi ve hiicrenin biitiin organellerini yap1 ve fonksiyonlar1 bakimindan ve

biyokimyasal aktivitesi yoniinden inceleyecegiz.

2.1. Biitiin hiicrelerin baz1 ortak yapisal ozellikleri vardir

Canlilarin en kiiglik yapisal ve fonksiyonel birimi hiicredir. En kiigiik canli
organizmalar bir tek hiicreden meydana gelmistir. Buna karsin yetiskin insan viicudunun
yaklastk 10'* (100 trilyon) hiicreden meydana geldigi kabul edilmektedir. Cok hiicreli
organizmalarda degisik biiyiikliikte, degisik sekillerde ve degisik fonksiyonlar géren binlerce
cesit hiicre bulunmaktadir. Insan viicudu, sirke sinegi ve begonya cicegi binlerce cesit
hiicreden meydana gelmistir. Bu hiicrelerin bir kismi belli bir 6devi gormek icin 6zelleserek
dokular1 ve organlar1 meydana getirmektedir. Bir organizmanin hiicre tipleri genellikle
birbirine benzemektedir.

Her hiicrenin etrafinda gayet ince bir membran ve bu membranin igerisinde ise bir
sitoplazma ve niikleus (¢ekirdek) bulunmaktadir. Hiicrenin etrafinda bulunan ve segici
gecirgen 6zellik gosteren bu membrana plazma membram veya sitoplazmik membran adi
verilmektedir. Bu membran hiicrenin ihtiyaci olan besin ve madensel tuzlarim veya mineral
maddelerin hiicre icerisine girmesine; atik zararli maddelerin ise hiicre disina atilmasina
yardimc1 olmaktadir. Genellikle biitiin hiicre membranlar: iki tabaka lipid ve bu ikili lipid
tabaka icerisine cesitli sekillerde yerlesmis olan proteinlerden olusmaktadir. Membran
yapisindaki proteinlerin bir kism1 enzim, bir kismi reseptor (algilayici) olarak gorev yaparken,
bir kismi da transport (tasima) gorevi yapmaktadir.

Plazma membrani ile cevrili sitoplazma, sulu bir ¢dzelti olan sitosol ve c¢esitli

¢Ozlinmiis parcaciklardan olusur. Hiicre sitoplazmasinda ¢6ziinmiis olarak pek ¢ok enzim
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bulunmakta ve hiicrenin yasamini saglayan tiim metabolik olaylar bu enzimler tarafindan
katalizlenmektedir. Sitosolde 6zellesmis metabolik islevleri olan ve bir membranla ¢evrilmis
cesitli organeller bulunmaktadir. Hiicre i¢cinde bulunan sitoplazmada yer alan 18-22 nm
capinda ribozom ad1 verilen organeller protein sentez merkezi olarak gdrev yapmaktadirlar.
Ribozomlar, yap1 bakimidan supramolekiil; islev bakimindan organeldirler. Biitlin hiicrelerin
niikleus (¢ekirdek) veya niiklear cisimcik (niikleoit) adi1 verilen kisimlarinda kendini esleyen
ve bu bolgede depo edilen kalitsal bilgiyi tasiyan deoksiriboniikleik asitleri (DNA’lari)
bulunmaktadir. Bir tiire iliskin genetik bilgi bu DNA’larda kodlanmaktadir.

Hiicrelerin bir baska ortak 6zelligi genellikle boyutlarmin ¢ok kiiclik olmasidir. Pek
cok hiicre ¢iplak gozle goriilemez yani mikroskobiktir. Hayvan ve bitki hiicreleri 5-100 um
capinda iken, bir¢ok bakteri hiicresi 1-2 pm uzunluktadir. Hiicre kimyasal enerji kullanarak
yapisal kisimlarinda gorev yapacak ve biyolojik aktivitesi olan makromolekiillerini
sentezlemektedir. Hiicrelerdeki biyokimyasal reaksiyonlar, hiicrenin bir bdlmesinde
mikroskobik hacimlerde meydana gelmektedir. Mesela E. coli bakteri hiicresinin yaklasik
hacmi 2 x 10" mL’ dir. Biyokimyasal yonden, hiicresel faaliyetleri daha iyi anlayabilmemiz
icin Once biyomolekiillerin ve hiicrelerin biiytikliigiinii bilmemiz gerekmektedir. Bazi

biyomolekiillerin ve ¢esitli hiicrelerin yaklasik boy ve agirliklar1 Tablo 2.1°de verilmistir:

Tablo 2.1. Baz1 biyomolekiillerin ve ¢esitli hiicrelerin boy ve agirliklari

Yapi Uzunlama boyut Agirhk
(nm) (Dalton)
Alanin (bir amino asit) 0,5 89
Glukoz (seker) 0,7 180
Fosfolipid 3,5 750
Miyoglobin (kiigiik bir protein) 3,6 16.900
Hemoglobin (orta biiyiikliikte protein) 6,8 65.000
Miyozin (biiyiik bir protein) 160 470.000
Ribozom (E. coli) 18 2.800.000
Tiitiin mozaik viriisii 300 40.000.000
Mitokondri (karaciger) 1500 1x10 "% g
E. coli hiicresi 2000 2x10"%g
Kloroplast (1spanak yapragi) 8000 13x10"0¢
Karaciger hiicresi 20000 2x107°g

Pek cok bakteri hiicresi yaklasik 2 um, yiiksek organizasyonlu hayvan hiicresi ise 20—

30 um boyundadir. Hiicrelerin kii¢iik olmas1 bir bakima avantajdir ¢iinkii difiizyon hizli olur
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ve metabolizma kolay diizenlenir. Hiicre boyutunun kii¢lik olmasi, hiicre yiizeyini artirmakta
ve kisa zamanda c¢ok sayida besin molekiillerinin hiicre i¢ine girisini kolaylastirmaktadir.

Hiicreler prokaryot ve 6karyot olmak iizere baslica iki sinifa ayrilir. Prokaryotlar en
basit ve en kiigiik hiicrelerdir. Biyolojik olarak ilk ortaya ¢ikan canlilar prokaryotik
hiicrelerdir ve 3 milyar yil 6nce ortaya ¢iktiklar1 kabul edilmektedir. Yerkiirenin yaklasik 4,8
milyar y1l 6nce meydana geldigi kabul edilmektedir.

Prokaryotik kelimesi niikleustan 6nce anlamina gelmekte ve prokaryotik hiicre, iyi
tesekkiil etmis bir membranla ¢evrili ¢ekirdegi (niikleusu) olmayan hiicre demektir.
Prokaryotik hiicrelerde genetik materyal (DNA) sitoplazma i¢inde gayri muntazam niiklear
cisimcik (niikleoit) seklinde lokalize olup; etrafinda ayrica bir membran bulunmaz (Sekil 2.1).

Okaryotik hiicrelerin prokaryotlardan 1 milyar y1l sonra ortaya ¢iktig1 sdylenmektedir.
Insan’n (homo sapiens) ortaya ¢ikmasimnin ise 2 milyon yil 6nce oldugu kabul edilmektedir.

Okaryotik kelimesi iyi tesekkiil etmis niikleus anlamma gelmektedir. Okaryotik

hiicre ise niikleusu etrafinda bir membran bulunan 1yi tesekkiil etmis hiicre demektir.

2.2. PROKARYOTIK HUCRE YAPISI

Prokaryotlar en basit ve en kiiclik hiicrelerdir. Bir hiicreli organizmalarin ¢esitli
familyalar1 vardir ve bunlara genellikle bakteri ad1 verilir. Prokaryotlar, mavi—yesil algleri
(yeni isimlendirme sisteminde siyanobakteri) de icine alan 3.000 bakteri tiirlini
kapsamaktadir. Mavi—yesil algler yiiksek bitkiler gibi fotosentez yapmaktadirlar.
Atmosferdeki oksijenin yarisindan fazlasmi siyanobakteriler iiretir. Bakterilerin pek c¢ogu
fotosentez yapamayan, besinleri yikarak yasamlarini siirdiiren ciiriik¢iil (saprofit)
bakterilerdir. Canlilarin 3/4° i mikroskobik canlilar olup; bunlarin pek cogunu bakteriler
olusturmaktadir. Prokaryotlarn mitokondri, endoplazmik retikulum gibi organelleri yoktur,
sadece ribozomlar1 vardir. Ribozomlar, protein sentezini saglarken niiklear cisimcikler genetik
maddenin depolanmasini1 ve nesilden nesile aktarilmasini diizenlemektedirler. Prokaryot
hiicrelerin ¢ekirdek bolgesinde siki bir yumak seklinde niikleotit tek bir gembersel (dairesel)
DNA ¢ift sarmali molekiilden ibaret bir kromozomu vardir (Sekil 2.1). Niikleotitteki DNA ya
ek olarak bir¢ok bakterinin bir ya da daha fazla plazmid adi verilen daha kii¢iik cembersel
DNA boliimleri icerir. Laboratuvarda, bu DNA boliimleri bakteri icin gerekli olmadigindan,
deneysel uygulamalara yatkin ve molekiiler genetikgiler i¢in son derece yararhidir. Pek ¢ok
bakteri sitoplazmasinda nisasta ve yag graniillerine rastlanmaktadir. Ayni zamanda
sitoplazmanin sivi kisminda pek c¢ok enzim, makromolekiillerin sentezinde kullanilacak

Onciiller ve bazi mineraller bulunmaktadir.
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Bakterilerde distaki hiicre duvari koruyuculuk 6devi goriir. Hiicre membrani besin
maddelerinin hiicre i¢ine ve atiklarmn hiicre disina atilmasini sagladig1 gibi kimyasal enerji
sentezini de basarmaktadir. Prokaryotlarm pek ¢ogunda membranin sitoplazmaya bakan
yiiziinde elektron tasiyici proteinler bulunmaktadir. Bu proteinler oksidasyon (yiikseltgenme)

enerjisini ATP enerjisine ¢cevirmektedir.

Plazmid

Hiicre Duvari

Membran

» Depolama graniilleri

Niiklear cisimcik

Ribozomlar

Sekil 2.1. Prokaryotik hiicre yapisi

Baz1 bakteriler hastalik etkenlidirler ancak bakterilerin ¢ogu faydalidir. Bakteriler;
toprak, hava, su ve canli dokularinda yasarlar, biyolojik olarak hayatin devam etmesi i¢in ¢ok
onemlidirler.

Prokaryotik canlilar yeryiiziinde madde ve enerjinin degisiminde ¢ok Onemli rol
oynarlar. Deniz ve gol sularinda yasayan fotosentetik bakteriler, glines enerjisini absorbe
(yakalayarak) ederek karbonhidratlar1 ve diger hiicresel materyalleri sentez etmektedirler.
Fotosentetik bakterilerin, iirettikleri maddeler daha sonra diger canlilarin besini olarak
kullanilmaktadir.

Bazi bakteriler atmosferdeki azotu tespit eder, azotlu organik bilesikler sentez ederler.
Boylece prokaryotlar yeryiiziindeki besin zincirinin ¢ogu kez baslangicini teskil etmektedirler.
Prokaryotlar (saprofit bakteriler) ayn1 zamanda 1yi bir tiiketici olup; 6lii hayvan ve bitkileri
parcalayarak, onlarin tekrar topraga, suya, havaya doniisiimlerini saglamaktadirlar. Boylece
karbon, azot ve oksijen biyolojik cevrimde tekrar tekrar kullanilmaktadir. Ilag endiistrisinde
saf bakteri kiiltlirlerinin biyoteknolojik olarak; antibiyotik, as1 ve bazi tibbi enzimleri liretmesi
saglanir.

Prokaryotik organizmalar degisen c¢evre kosullarina daha iyi adapte olmakta, daha
hizl1 boliinerek ¢ogalmaktadirlar. Prokaryotik hiicreler boylar1 iki katina ¢ikincaya kadar
biiytirler, daha sonra ikiye boliiniirken genetik materyal olan DNA molekiilii kendini esler.

Birbirinin ayni olan iki kopyadan biri ogul hiicrede, digeri ana hiicrede olmak {izere
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paylastirilir. Bir E. coli hiicresi su, amonyum, glukoz ve bazi minerallerin bulundugu ortamda
37 °C’ de 20-30 dakikada ¢ogalmaktadir.

Bakteriler; sekillerine, boyanmalarina (duvar yapilarina) ve besinlerine gore siniflara
ayrilirlar. Bazi bakteriler sekillerine gore isimlendirilmekte ve smiflandirilmaktadir (Sekil
2.2). Kiire seklinde olanlara kok, ¢cubuk seklinde olanlara basil, burgu seklinde olanlara ise

spiralla denir.

(a) (b) (c) (d)

Sekil 2.2. Bazi prokaryotlar sekillerine gore isimlendirilmekte ve siniflandirilmaktadir. Kiire seklinde
olanlara kok, ¢ubuk seklinde olanlara basil, helezon seklinde olanlara da spiralla adi
verilmektedir. (a) Staphylococci (agiz, burun ve bogaz, insan cildi) (b) E. coli (bagirsak)
(¢) Streptococci (bogaz) (d) Syphylis (sifiliz yani frengi hastalig1 bir bakteri ¢esidinin neden
oldugu, cinsel yolla bulagan kronik bir enfeksiyondur).

2.3. OKARYOTIK HUCRE YAPISI

Okaryotik hiicreler daha biiyiik, daha kompleks ve daha fazla gesitlilik gdsteren
hiicrelerdir. Tipik 6karyotik hiicreler, prokaryotik hiicrelerden ¢ok daha biiyiiktiir ve genelde
caplar1 5-100 pm arasinda degisir. Ornegin karacigerin baslica hiicresi olan hepatositlerin
boylar1 yaklasik 20-30 pm’dir. Okaryotik hiicrelerin en karakteristik 6zelligi iki katli bir
membranla ¢evrilmis ve gayet iyi tesekkiil etmis bir niikleusa (¢ekirdek) sahip olmalaridir.
Okaryotik hiicrelerin oldukca kompleks bir igyapilar1 vardir. Okaryotik hiicrelerin
prokaryotlardan diger onemli bir farki da mitokondri, endoplazmik retikulum ve golgi
cisimcigi gibi bir membranla g¢evrili birkag organellere sahip olmalaridir. Bu organellerin her

birinin hiicre i¢inde farkli bir gérevi bulunmaktadir (Sekil 2.3 ve Sekil 2.4).
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hiicresi ornekleridir. Bitki hiicreleri genellikle 10-100 pm ¢aplariyla, tipik olarak 5-30 pm
arasinda olan hayvan hiicrelerinden biiyiiktiir. Alt1 g¢izili yapilar, hayvan ya da bitki

hiicrelerine 6zgiidiir.
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Sekil 2.4. Bir hayvan hiicresinin elektron mikroskobu diizeyindeki sematik sekli.
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Okaryotik hiicrelerde boliinme daha karmasik bir olay olan mitozis ile
gerceklesmektedir. Okaryotik hiicreler mitoz ad1 verilen 4 evreli (profaz, metafaz, anafaz ve
telofaz) bir mekanizma ile gogalirlar. Mitoz; bir ana hiicreden onunla ve birbiriyle ayni sayida
kromozom tasiyan iki yavru hiicre meydana gelmesidir. Mitoz Oncelikle bir cekirdek
boliinmesi ve onu takip eden sitoplazma boliinmesi seklinde olur. Cok hiicreli organizmada,
erkek ve disi esey (cinsiyet) hiicrelerinin birlesmesi ile (dollenme) meydana gelen zigot adi
verilen tek hiicreden, bir dizi mitoz boliinmelerle ¢ok hiicreli bir canli meydana gelmektedir.
Ornegin insanda, déllenmis yumurtanin ¢ok sayida mitoz bdliinme gegirmesiyle yaklasik 100
trilyon hiicreden olusan yetiskin birey gelisir.

Yiiksek organizasyonlu hayvanlarin, bitkilerin ve funguslarin hiicreleri okaryotiktir.
Bunun yaninda pek ¢ok tek hiicreli organizmada Okaryotik hiicreden meydana gelmistir.
Ornegin protozoa tiirleri, diatomalar, euglenoidler, mayalar ve bazi mantarlar bir hiicreli
okaryotik organizmalardir. Okaryotik hiicreler, prokaryotlardan daha fazla 6zellesmeye ve
farklilasmaya elveriglidirler. Boylece yaklasik 3000 prokaryotik organizma tiirii varken

milyonlarca dkaryotik hiicre tiirii bulunmaktadir.

2.3.1. Okaryot Hiicrenin Kisimlar1 ve Organelleri
Hiicre baslica ii¢ kisimdan meydana gelmistir:

1) Hiicre membrani

2) Sitoplazma

3) Cekirdek (niikleus)

Ayrica bu her bir kisim kendi arasinda alt yap1 sekilleri gostermektedir.

2.3.1.1. Hiicre membrani:

Hiicre membran1 degisik diizeydeki organizmalara gore iic degisik yapida
bulunmaktadir.

a) Hiicre kilift (kapsiilii)

b) Hiicre duvari (¢eperi)

¢) Hiicre membrani

a) Hiicre kilifi (kapsiilii): Bazi bakterilerde (6rnegin bacillus anthracis—sarbon
hastaliginin etkeni) hiicre duvar1 disinda bir hiicre kapsiilii bulunmaktadir. Bu kapsiil kaygan
ve yapiskan bir polisakkarit olup; glukuronik asit ve glukoz tinitelerinin polimerlesmesi ile
meydana gelmistir. Hiicre kapsiilii oldukca sert ve dayaniklidir. Bu kapsiil bakteriyi zararl

etkenlerden korur ve hastalik yapma etkisini artirir.
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b) Hiicre duvan (¢eperi): Hiicre duvari (¢ceperi) hem bitkilerde hem de bakterilerde
bulunmaktadir.

Bitki hiicreleri etrafinda bulunan hiicre duvari birbirini kesen polisakkarit liflerden
olusmustur. Selillozdan meydana gelmis olan bu lifler (iplik¢ikler) ayni ¢aptaki celik telden
daha dayaniklidir. Seliiloz, D—glukoz birimlerinin B(1-4) glukozit bag: ile polimerlesmesi
sonucu meydana gelmistir. Seliilloz yaninda diger polisakkarit ve glikoproteinden meydana
gelmis olan hiicre duvari bitkiye desteklik yapmakta ve ylizlerce kilo agirligi tasimaktadir.

Bakteri hiicre duvar1 bir glukoproteindir. Bakteri hiicre duvar1 polisakkaritlerin kisa
peptit zincirleriyle ¢apraz baglanmasi sonucu olusan saglam bir yapidir. Boylece diiz zincir
polisakkaritten olusurken; capraz baglanmalar da tetrapeptit ve pentapeptitler tarafindan
saglanmakta ve bakteri duvar1t meydana gelmektedir. Duvar yapisina gore 2 tip bakteri ayirt
edilmektedir.

1) Gram pozitif bakteriler

2) Gram negatif bakteriler

Bakteriler, 6nce kristal viyole ile daha sonrada iyot ile boyanacak ve boyanin fazlasi
alkol ile almacak olursa iki tip bakteri goriilmektedir (Sekil 2.5). Bunlardan, koyu mor—mavi
boyananlar gram pozitif bakteriler; soluk mor—pembe boyananlar ise gram negatif
bakterilerdir.

Gram pozitif bakterilerde; polisakkarit, protein ve teikoik asitten olusmus ve az
miktarda lipid i¢eren kalin bir hiicre duvar1 bulunmaktadir. Streptococcus albus gram pozitif
bir bakteridir.

Gram negatif bakterilerde ise, ince bir hiicre duvar1 ve bol miktarda lipopolisakkarit
bulunmaktadir. E. coli hiicresi gram negatif bir bakteridir.

Bakteriler, bu saglam duvar sayesinde hipotonik ¢ozeltiler igerisinde bile sismeden ve
patlamadan yasamlarmi stirdiirebilmektedirler. O halde bitki ve bakteri hiicre duvarlar

hiicreye bir sekil vermekte ve bir direng saglamaktadir.
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Ribozomlar Bskteri ribozomiar, dkaryotik ribozomlardan daba kigiktir, ancak Sekil 2.5. Bakteri
ayn iglevi (RMA mesajindan protein sentezi) yapar. hiicrelerinin  ortak yaplsal

| N : ozellikleri. Hiicre membrani
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' : e R negatiftir.
=]
Hiicre zarfi [ TN

“apzin bakterilerin
tipine gére dedizir.
|

~iPoptidogiitan tabale
o

g 2ar
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Dig zar ve peptidoglkan tabaka  Kahn peptidoglitan tabaka, dig zar yok

¢) Hiicre membrani: Hiicre membrani biitiin hiicrelerde sitoplazmanin etrafinda
bulunan bir membrandir. Bu membran hiicreye sekil verir, hiicrenin sinirlarin belirler ve
secici gegirgen bir bariyer gorevi yapar. Hiicreye ulasan biitlin kimyasal ve elektriksel bilgiler
hiicreye bu membran tarafindan aktarilir. Ornegin; hormonlar (metabolik diizenleyiciler)
ancak hiicre membranindaki reseptdrlere tutunarak aktivitelerini gosterirler. Birgok ilag, hiicre
ylizeyine temas ederek etkisini gosterir. Enzimlerin pek c¢ogunun aktivitesi membranda
gergeklesir. Hiicre yiizeyinde bulunan glikoproteinler hiicreye antijenik 6zellik kazandirdig:
gibi virlsler i¢in de reseptorliilk goérevi yapmaktadirlar. Mesela kan hiicresi olan alyuvarlarin
(eritrositlerin) membran yapisinda bulunan mukopolisakkaritler, antijenik (antikor olusturan)
ozellik gostererek kan gruplarmin tayin edilmesini saglarlar. Hiicre membrani, besin maddesi
ve bazi tuzlarin hiicre igine girisini ve artik maddelerin de hiicre disina atilmasini
diizenlemektedir.

Hiicre membrani ortalama olarak 75-100A° kalinligindadir ve 8A° kalinhigindaki
porlarla (gozenekler) kesiklilik gdsterir. Hiicre membraninin ana yapisi protein ve lipitten
meydana gelmis olup; yer yer proteinlere bagli olarak karbonhidratlara da rastlanmaktadir
(glukoprotein). Membran yapisinda yaklasik %40-50 lipid ve %350-60 oraninda protein

bulunmaktadir. Hiicre membrani, iki lipid tabaka ve yer yer bu iki lipid tabakanin digina
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tutunmus veya i¢ine gOmiilmiis proteinlerden meydana gelmistir (Sekil 2.6). Hiicre
membraninda bulunan lipidlerin polar bas kisimlari, membranin iki dis yiiziine doniik; polar
olmayan ve genellikle 16—-18 karbonlu hidrokarbon zincirleri ise membranin igine doniiktiir.
Membran yapisinda yer alan lipidlerin ¢ogunlugunu fosfolipidler olusturmaktadir. Hiicre
membraninin dig ve i¢ yiiziine tutunmus proteinlere periferal proteinler, iki lipid tabaka
icerisine gdomiilmiis veya bir taraftan diger tarafa membrami delip gecen proteinlere ise
integral proteinler denir. Membran tarafindan yiiriitilen dinamik fonksiyonlardan bu

membran proteinleri sorumludur.

Wm ik

Sekil 2.6. Biyolojik membranlarin akiskan-mozaik modeli. a, b, ¢ integral protein; d, e periferal

proteinlerdir.

2.3.1.1.1. Biyolojik Membranin Akiskan—-Mozaik Modeli

Son yillarda yapilan caligmalar biyolojik membranlarin, statik ve rijid bir yapida
olmadigmi ortaya koymustur. Membran lipid ve proteinlerinin membran diizleminde hizla
difiize olduklar1 gostermistir. Membran lipid ve proteinlerinin bu diflizyon 6zelliklerinden
yola ¢ikarak S. Jonathan Singer ve Garth Nicolson 1972 yilinda biyolojik membran yapisi i¢in

akiskan mozaik modelini 6nermislerdir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Membran yapisi i¢in akigkan-mozaik modeli. Membranlarin i¢ kisminda bulunan yag agil
zincirleri, s1vi, hidrofobik bir bdlge olusturur. Integral proteinler polar olmayan aminoasit
yan zincirleri ve hidrofobik etkilesimlerle tutunarak lipid denizinde yiizerler. Hem proteinler
hem de lipidler ikili tabaka diizleminde serbest bir sekilde yana dogru hareket eder fakat
ikili tabakanin bir yiiziinden digerine gecis kisitlanmistir. Plazma membraninin baz1 protein
ve lipidlerine tutunmus olan karbohidrat kisimlari, membranin hiicre dis1 yiiziine ¢ikmistir.

Bu modele gore membranlarin ana yapisi ve biitlinliigiinii olusturan yapisi iki tabaka
polar lipitten meydana gelmektedir. Polar lipid tabakalarinin polar olan bas kisimlari,
membranimn iki dig yiiziine doniik, 16-18 karbonlu doymus ve doymamis yag asitlerinden
olusan hidrofobik yan zincirleri membranin i¢ine doniik olup hiicrenin normal sicakliginda
akicidirlar. Onerilen bu modelde integral membran proteinleri iki lipid tabaka i¢ine gdmiilmiis
veya bir taraftan diger tarafa membrani delip ge¢mistir. Integral membran proteinlerinin
ylizeyinde hidrofobik yan zincirli aminoasitler yer almakta ve bu iki lipid tabakanin
ortasindaki hidrofobik bolge ile biitlinlikk olusturmaktadir. Periferal membran proteinleri
ylizeylerinde, hidrofilik yan zincirleri olan aminoasitler bulunmakta, lipidlerin polar bas
kisimlar1 tarafindan elektrostatik olarak ¢ekilmekte ve bir arada tutulmaktadirlar. Enzimleri ve
tasima sistemlerini de iceren integral membran proteinleri hidrofobik lipid tabakasinin
icerisinde ii¢ boyutlu yap1 (konformasyon) kazanmakta ve aktivite gostermektedir. Membran
protein ve lipidleri arasinda bir kovalent bag s6z konusu degildir. Bu modeli destekleyen
bircok deneysel bilgi mevcuttur. Kimyasal ve elektron mikroskobu ile yapilan ¢alismalar bu

modeli desteklemektedir.
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2.3.1.1.2. Akiskan Mozaik Modelin Ozellikleri

Membranlarin ¢ogunda glikolipidler ve fosfolipidler ikili tabaka bulunur. Bu ikili lipid
tabakanin iki gorevi vardir.

a) Proteinler icin ¢oziiclidiir, b) Gegirgenlik engelidir.

Membran lipidlerinin az bir kismi membran proteinleri ile etkilesir ve bu durum
membran proteinlerinin aktiviteleri icin gereklidir.

Membran proteinleri membran diizleminde yana dogru (lateral) difiize olabilirler fakat
membranin bir yliziinden digerine donemezler.

Glikoprotein ve glikolipidlerin seker birimleri (karbohidrat) her zaman membranlarin
dis ylizeyinde yer alir. Hiicre ylizeylerindeki karbohidratlar hiicrelerin birbirini tanimasinda
onemli rol oynarlar. Integral ve periferal proteinlerin membrandaki yerlesimleri, hem de
glikoprotein ve glikolipidlerin seker birimlerinin membranin disina bakmalari, biitiin
membranlarin i¢ ve dig ylizeylerinin asimetrik oldugunu gostermektedir. Son yapilan
calismalar periferal proteinlerin yalnizca membranin sitoplazmaya bakan yiiziine yapismis
oldugunu gostermektedir.

Singer ve Nicolson tarafindan onerilen Akigkan mozaik model, membranin pek ¢ok
fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini agiklamaktadir. Bu nedenle lipid ve proteinden
meydana gelmis membranin akla en yakin yapis1 6nerildigi i¢in de pek ¢ok kimse tarafindan

kabul gormiistiir.

2.3.1.1.3. Plazma Membram Tasiyicilar ve Reseptorler icerir

Hiicrenin dis yilizeyi diger hiicrelerle, hiicre dis1 sivi ve bu sivi iginde ¢Ozlinmiis
maddeler, yine bu sividaki besin molekiilleri, hormonlar, norotransmitterler ve antijenlerle
temastadir. Tiim hiicrelerin plazma membranlarinda, yapilar1 protein olan, membranda
yerlesik bir¢ok tasiyicr bulunmakta; besinler bunlarin araciliiyla hiicre i¢ine tasinirken ¢esitli
driinler de disar1 atilmaktadir. Hiicreler, hiicre dis1 sinyal molekiillerinin (reseptor ligantlart)
baglanmalar1 i¢in dis ylizeyde yerlesik membran proteinlerine (sinyal reseptorleri) sahiptir.
Bir dis ligant, membrandaki 0zgiil reseptOriine baglandiginda; reseptdr protein, ligant
molekiiliiniin tasidig1 sinyali hiicre icine aktarir (Sekil 2.8). Ornegin, bazi dis yiizey
reseptorleri, reseptor isgal edildiginde agilan iyon kanallanyla iliskilidir; 6zgiil iyonlarin
girisine izin verir, digerleri membranin i¢ yiizeyindeki enzimleri aktiflestirir ya da inhibe eder.
Sinyal aktarim tarzi ne olursa olsun, ylizey reseptdrleri tipik olarak, sinyal yiikseltgecleri gibi
davranir. Reseptoriine baglanan bir sinyal molekiilii, agilmis bir kanaldan binlerce iyonun

akisia neden olabilir.
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Baz1 yiizey reseptorleri, diisiik molekiil agirlikli olan ligantlar1 tanirken, digerleri
makromolekiilleri tanimaktadir. Ornegin, asetilkolinin reseptdriine baglanmasi, kas kasilmasi
icin sinyallerin iletimini belirleyen bir dizi hiicresel olay1 baslatir. Lipidleri tasiyan kan
molekiilleri olan lipoproteinler, hiicre i¢ine lipid girisini saglayan 06zgiil hiicre yiizey
reseptorlerince taninir. Antijenler (immiin sistem tarafindan yabanci olarak kabul edilen
proteinler, viriisler ya da bakteriler) 6zgiil reseptorlerine baglanarak antikorlarm tiretimini
baglatir. Bu bakimdan bir hiicrenin yilizeyi, dis sinyal almak, yiikseltmek ve cevap vermek gibi
cok 0Ozgilil “molekiiler antenlerin’ farkli ¢esitlerini kapsayan karmasik bir mozaik
goriinimiindedir.

Sekil 2.8. Plazma membranindaki proteinler,

Tastyici Rs;??:ir K“ﬂ:::;;{“" tastyicilar, sinyal reseptorleri ve iyon
kanallar1 seklinde gorev yapar. Tasiyicilar

lyonlar, besin maddeler _ Ligantlar lyonlar maddeleri hiicre i¢ine ya da disina tasir. Bazi
& tagiyicilar, iyonlar ve bilesikleri

\ konsantrasyon gradientine kars1

pompalamak i¢in enerji kullanir. Hiicre dis1
sinyaller reseptorlerce yiikseltilir. Bir ligant
molekiiliiniin yiizey reseptoriine baglanmasi
pek c¢ok sayida hiicre igi el¢i molekiiliiniin
ortaya ¢ikmasima ya da agilan bir kanaldan
birgok iyonun akmasina neden olur.

Substrat
Iyonlar, besin maddeleri Uriin Iyonlar

{Hiicre ici sinyaller)

2.3.1.1.4. Endositoz ve Egzositoz Plazma Membranindaki Trafigi Yiiriitiir

Maddeler hiicre icine ve disina yalnizca hiicre membranmin igerisinden gecerek
tasinmazlar. Hiicre membrani ile birlikte hareket ederek de tasinirlar. Proteinler, viriisler ve
diger mikroorganizmalar gibi daha biiyiik tanecikler de baz1 kosullarda hiicre igerisine girerler
ve ¢ikarlar. Bu durumda plazma membranindan geg¢is, hiicre membrani ile birlikte olmaktadir.

Endositoz, hiicrenin ¢evresindeki ortamin bilesiklerinin sitoplazmanin i¢ kisimlarina
tasinma mekanizmasidir. Bu siirecte plazma membraninin bir bdlgesi iceri dogru ¢okiintii
yapar, hiicre dis1 sivinin kiigiik bir hacmi bu ¢okiintli i¢cinde kalirken ¢evresi membranla
cevrilir ve sonraki asamada ise membranlarin birlesmesiyle hiicre i¢cine alim gerceklesir.
Ortaya cikan kiiclik vezikiil (endozom) hiicrenin i¢ine dogru hareket eder, ic¢indekini
membranlarin kaynagmasiyla tek membranla cevrili bir diger organele (6rnegin, lizozom)
verir (Sekil 2.9). Boylece endozom, plazma membraninin bir hiicre i¢i uzantisi seklinde gorev
yapar; hiicre dis1 ortamin bilesenleriyle, sitoplazmanmn diflizyon yoluyla ulagilamayan i¢
kesimleri arasinda etkin yakilasmay1 saglar. Fagositoz 6zel bir endositoz olup; hiicre icine

tasinan madde, bir hiicre pargasi hatta daha kiiciik bir diger hiicre gibi taneciklerdir. Fagositoz
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biiyiik 6l¢iide noétrofiller, monositler ve makrofajlar (monositlerden tiireyen doku hiicreleri)
tarafindan basarilir.

Endositozun tersi egzositozdur. Sitoplazma i¢indeki bir vezikiil plazma membranina
dogru hareket eder ve onunla kaynasir. Sonra igindekileri membranin digma birakir. Hiicre
disma salgilanmak tizere yola ¢ikan birgcok protein, salgi graniilleri adi1 verilen vezikiillerde

paketlenir ve sonra egzositoz ile hiicre digina atilir.

Cekirdek

Kaba endoplazmik
retikulum

Hiicre disina verilmek
lizere sentezlenen
proteinler

iy S ii
G . OGN Diiz
- Lizozom ) A endoplazmik
i / ’ — g retikulum
T
o
\ 8 ,_(' ) cis
Q i ylizi
gy o % Golgi aygit

Fogozom

endozomu Salg granulleri

2 iy
i i T u 0 am
Bakterilerin Salgy driinleri,
kalintilarin vs, en proteinler, polisakkaritler ve
dositozu ya da benzerlerinin egzositozu

fogositozu

Sekil 2.9. Endomembran sistemi. Bu sistem; ¢ekirdek membrani, endoplazmik retikulum, golgi aygiti
ve ¢esitli tipte kiiciik vezikiilleri kapsar. Sitozolden farkli bir boliimii (liimen) cevreler.
Liimenin igerigi, bir endomembran sistemden digerine, bir bilesenden kopan kiiciik tasima
vezikiilleriyle birleserek hareket eder. Endomembran sistemi dinamiktir; yeni sentezlenmis
proteinler kaba endoplazmik retilulumun limenine ve dolayisiyla diiz endoplazmik
retikulumun limenine ve sonra tagima vezikiilleri araciligiyla golgi aygitina hareket eder.
Golgi aygitinin cis- yiizii ¢ekirdege bakar, trans- yiizii ise plazma membranina yakindir.

2.3.1.2. Sitoplazma

Sitoplazma i¢inde pek ¢ok organel ve yapi yer almis bulunmaktadir. Bu organel ve

yapilar1 asagidaki gibi siralayabiliriz.

Endoplazmik retikulum (ER)
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Ribozomlar

Mitokondriler

Golgi organeli (Golgi cisimcigi)

Lizozomlar

Peroksizomlar (Mikro cisim)

Sentriol

Plazma membrani ile cevrili sitoplazma, sulu bir ¢bzelti olan sitosol ve ¢esitli
¢Ozlinmiis pargaciklardan olusur. Sitoplazma basit seyreltik sulu bir ¢ozelti degildir.
Sitoplazma karmasik icerikli jele benzer ¢ok yogun bir sividir. Sitoplazmada g¢esitli
makromolekiiller ve binlerce kiigiik organik molekiil bulunmaktadir. Metabolitler ad1 verilen
bu kii¢iik molekiillerden aminoasitler ve mononiikleotidler gibi bazilar1 hiicrelerde yap1 tasi
olarak gorev yapmaktadirlar. Sitoplazmanin sitosoliinde pek cok metabolik olay meydana
gelmektedir. Ornegin glikoliz metabolik yolu sitoplazmanm sitosoliinde gerceklesir.
Glikolizde glukoz molekiilii 10 enzimatik reaksiyon basamaginda piriivata doniismektedir

Sitoplazmada c¢oziinmiis olarak; pek ¢ok enzim ve koenzimler, RNA ve enerji
transferinde rol oynayan ATP ve ADP de bulunmaktadir. Sitosolde aym zamanda K*, Mg™,
Ca", CI', HCO; gibi bazi nemli inorganik iyonlarda bulunmaktadir. Baz1 dkaryotik hiicre
sitoplazmalarinda 6zellikle karaciger ve kas hiicrelerinde bulunan glikojen graniilleri, enerji

deposu olarak gbrev yaparlar. Bazi 6karyotlarda yag damlalarina da rastlanmaktadir.

2.3.1.2.1. Endoplazmik retikulum (ER)

Endoplazmik retikulum proteinlerin ve lipitlerin sentezini diizenler. Hemen hemen
biitlin 6karyotik hiicrelerde, membrandan baglayarak c¢ekirdege dogru yerlesmis girintili
cikintili (labirentli) membran kanallaridir. ER icerisinde etrafi bir membranla c¢evrili
keseciklere (vezikiillere) sisterna adi verilmektedir. Sisternalar cogu zaman hiicre i¢ine giren
maddelerin kanallar boyunca tasinmasii saglamaktadir. Bazi hiicrelerde de hiicresel
materyalin depolanma bdlgesi olarak gdrev yapmaktadir. Insiilin hormonu salgilayan
pankreatik hiicreler gibi protein salgilamak i¢cin Ozellesmis hiicrelerde ER 6zellikle dikkat
cekicidir (Sekil 2.9).

Kaba (graniillii) ER iizerinde ribozomlar bulunmaktadwr. Hiicre disina verilecek
proteinlerin sentezini yapan ribozomlar, ER dis yiizeyine baglanir ve sentezlenen salgi
proteinleri E.R. sisternalar1 i¢cine gonderilir (Sekil 2.9). Lizozomlar i¢ine sevk edilecek
sindirim enzimleri ve plazma membraninin yapisina girecek olan proteinler de ER {izerindeki
ribozomlarda sentezlenir. Sitosol i¢inde kullanilacak ve islev gorecek proteinler ise, ER

baglantili olmayan (serbest) sitoplazmik ribozomlarda sentezlenir.
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Hiicrenin diger kesimlerinde ribozom tagimayan diiz endoplazmik retikulum
bulunur. Fiziksel olarak graniillii (kaba) ER nin devami olan diiz ER’ler, lipidlerin, bazi ilag
ve toksik bilesiklerin metabolizmalarini da i¢ine alan diger onemli siireclerin gerceklestigi
yerlerdir. Baz1 dokularda; 6rnegin iskelet kasinda, diiz ER Ca™* iyonlarmm depolanmasi ve
hizli salinmast icin 6zellesmistir. Ca™ salinimu, kas kasilmasi gibi bir¢cok hiicresel olayin

tetikleyicisidir.

2.3.1.2.2. Ribozomlar

Ribozomlar hiicrede protein sentezinin yapildigi merkezlerdir. Ribozomlar yap1
bakimindan supramolekiil fakat islev bakimindan organeldir. Ribozomlar, protein ve
ribozomal RNA’dan meydana gelmis bir yap1 olup iki alt {initesi bulunmaktadir. Prokorayotik
hiicrelerde ribozomun % 65’1 ribozomal RNA’dan, % 35’1 proteinden meydana gelmistir. E.
coli hiicresinde yaklagik 15 bin ribozom bulunmaktadir.

Proteinlerin sedimentasyon hizi 1-20S iken; niikleik asitlerin 4-100S’ dir. 1x10
saniyelik sedimentasyon hizi 1S (Swedberg tnitesi; S) dir.

E. coli hiicresinde biitiin bir ribozomun uzunlamasma boyu 18 nm ve 2.8 milyon
dalton molekiil agirliginda olup sedimentasyon (¢cokelme) hizi 70S’dir. Ribozomunun biiyiik
alt tinitelerinin sedimentasyon hiz1 50S ve molekiil agirlig1 1.8 milyon daltondur. Kiigtik alt
iinitelerinin sedimentasyon hizi 30S ve molekiil agirligi 1 milyon daltondur (Sekil 2.10).

Okaryotik hiicrelerde ribozomlarm uzunlamasma boylar1 22 nm, sedimentasyon
hizlar1 80S ve molekiil agirliklar1 4 milyon Dalton’dur. Tiirden tiire farklilik gostermekle
birlikte genellikle biiytlik alt tinite 60S, molekiil agirlig1 2.7 milyon dalton ve kiigiik alt iinite
ise 40S, molekiil agirligi 1.3 milyon Dalton’ dur.
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Sekil 2.10. Prokaryotik ve dkaryotik hiicre ribozomlarmin alt iinite yapilari, ribozomal RNA ¢esitleri

ve protein sayisi

2.3.1.2.3. Mitokondriler

Mitokondriler, aerobik 6karyot hiicrelerin enerji santrallaridir. Mitokondriler hiicrede
bulunan ikinci biiyiik organeldirler. Mitokondriler, biitiin bitkisel ve hayvansal hiicrelerde
bulunmaktadirlar. Mitokondrilerin boylari, sekilleri, sayilar1 ve hiicrede bulundugu bolgeler
tirden tiire, hiicreden hiicreye farklilik gostermektedir. Genellikle uzun bir kavunu
andirmaktadirlar ve ¢aplar1 0.5-1 pm, uzunluklari ise 1-10 um kadardir (Sekil 2.11). Ornegin

Okaryotik hiicrelerden sperma hiicresi ve maya hiicresi yalnizca birkag biiyiik mitokondriye
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sahipken, kalp kasi hiicresinde binlerce mitokondri bulunmaktadir.
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Sekil 2.11. Mitokondrinin yapist

Her mitokondride baslica iki membran bulunmaktadir (Sekil 2.11). Dis membran
diizdiir ve mitokondriyi tamamen sarmistir. D1s membran, fosfolipid ve kolesterolce zengin
iki tabaka lipit ve ayni orandaki proteinden meydana gelmistir. D1 membran yapisindaki
proteinlerin bazilar1 enzim aktivitesi gostermektedir. Ornegin; Yag asidi zinciri uzama sistemi
enzimleri dis membranda yer almaktadir.

I¢ membran mitokondri i¢ine dogru bir takim ¢ikint1 ve kivrimlar yapmustir. Bunlara
krista adi verilmektedir. Elektron tasima sistemi (ETS) ve oksidatif fosforilasyon olayini
basaran enzimler, i¢ membran ve krista lizerinde bulunmaktadir. Dis ve i¢ membranlar arasi
bolgede de bazi enzimler bulunmaktadir.

Mitokondrinin i¢i viskoz ve yar1 koloidal bir sivi ile doludur ve matriks adini
almaktadir. Matriks de DNA, RNA ve enzimler bulunmaktadir. Mitokondri matriksinde TCA
cevrimi (trikarboksilli asit ¢evrimi) ve yag asitlerinin oksidasyonu enzimleri yer almis
bulunmaktadir. Her mitokondrinin kendi DNA, RNA ve ribozomlar1 vardir. Mitokondri ve
kloroplast ribozomlar1 genel yap1 ve biiyiikliik bakimmdan, RNA dizileri yoniinden 6karyot
hiicrelerin ribozomlarindan ¢ok bakterilerinkine benzemektedir. Eger bu ribozomlar gercekten
erken donem bakterilerin torunlar1 ise, serbest yasayan bakteri atalarinda bulunan genlerin bir
kism1 konakg1 6karyot hiicrenin ¢ekirdek DNA’sma transfer edilmis olmalidir.

Mitokondri enzimleri oksijenli solunumla organik bilesiklerin CO, ve H,O’ya
yiikseltgenmelerini katalizler. Bu enzimlerin bazilar1 mitokondri i¢ membraninda bazilar1 da

matriksde bulunmaktadir. Mitokondrilerdeki oksidasyonla salinan enerji, hiicrelerin baglica
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enerji tastyan molekiili olan ATP’ nin sentezinde kullanilir. Aerobik hiicrelerde
mitokondriler, ATP’nin baghica iiretim yeridir. ATP hiicrenin diger kisimlarmna gecerek
hiicresel is i¢cin gerekli serbest enerjiyi saglar. Hiicreler ATP enerjisini; mekanik is, biyosentez
ve tagima isi vb. olaylarinda kullanilir.

Okaryotik hiicrelerdeki genetik bilginin tamami kromozomal DNA tarafindan
tasinmaktadir. Mitokondri DNA’s1 tarafindan kodlanan ve yine bu bolgede sentezlenen
proteinler, mitokondri proteinlerinin %35’ini teskil eder. Mitokondri DNA’s1 mitokondri i¢
membranma 6zgli bazi proteinleri sifreler. Mitokondriler, lizozomlar ve golgi organelinin

aksine daha once var olan mitokondrilerin boliinmesiyle meydana gelir.

2.3.1.2.4. Golgi organeli (Golgi cisimcigi)

Bu organele, tanimlayicisinin adindan dolay:r golgi organeli denilmektedir. Golgi
organeli proteinleri isler ve aywrir. Tiim O6karyot hiicrelerinin yassi yigmlar seklinde dizili,
keseler (vezikiillerden) sisteminden olusan golgi organelleri vardir. Golgi organeli,
endoplazmik retikulumun devami gibi goriilmekte ve endoplazmik retikulumdan meydana
geldigi kabul edilmektedir. Kaba (graniillii) endoplazmik retikuluma bagli ribozomlarda
sentezlenen proteinler, ER sisternasinin liimenine (i¢ kesimine) geger. Yeni sentezlenen bu
proteinleri igeren kiiciik vezikiiller ER’ den koparak golgi organelinin cis yiiziiyle kaynasir.
Proteinler golgi organelinin i¢inden ge¢ip trans yiiziine ulasirken organelin i¢cindeki enzimler,
protein molekiillerinin degisiklige ugramalarina neden olur. Proteinler golgi organelinde depo
edilip paketlenmekte ve ii¢ boyutlu yapilarini burada kazanmaktadirlar. Proteinler ii¢ boyutlu
yapilarin1 kazanmadan biyolojik aktivite gosteremezler. Sentezlenen proteinler olgun salgi
graniiller1 haline geldikten sonra etrafi tek katli bir membranla g¢evrili tasima vezikiilii iginde
golgi organelinin trans yiiziinden ayrilan proteine gidecegi yerin adresi verilir. Bazi proteinler
tasima vezikiilleri icinde kalir ve sonundan egzositozla hiicreden ayrilir. Diger bazi proteinler
ise lizozom gibi hiicre i¢i organellere ya da hiicre biiylimesi sirasinda plazma membraninin
yapisma katilir. Golgi organeli 6zellikle salg1 yapan hiicrelerde (pankreatik hiicreler) ¢ok

sayida bulunmaktadir.

2.3.1.2.5. Lizozomlar

Lizozomlar hiicrenin sindirim merkezleridir. Sitoplazmada etrafi bir membranla cevrili
ve ¢aplar1 0,4-0,9 um arasinda degisen kesecikler (vezikiiller) bulunmaktadir. Hidrolitik ve
yikic1 enzimleri iceren bu keseciklere lizozom adi verilir. Lizozomlarm, Golgi organelinden
meydana geldigi kabul edilmektedir. Lizozom biitiin hayvansal hiicrelerde 6zellikle karaciger,

bobrek ve akyuvar (lokosit) lerde bulunur, sadece alyuvarlarda (eritrosit) bulunmaz.
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Lizozomlarin i¢inde bulunan; proteazlar, niikleazlar, glikozidazlar, lipazlar, fosfolipazlar
ve fosfatazlar gibi enzimler sirasiyla proteinlerin, niikleik asitlerin, polisakkaritlerin,
lipidlerin, fosfolipidlerin ve fosfatlarin hidrolizini katalizlemektedirler. Bu enzimler hiicrede
bulunmasina ihtiya¢ duyulmayan maddeleri hidrolizleyerek daha kii¢iik molekiilleri olusturur
ve tekrar sitoplazmaya aktarirlar. Kisaca lizozomlar hiicrenin sindirim merkezleridir.
Insanlarda rastlanan genetik bir hastalik (Tay—Sachs hastalig1) lizozomlarin fonksiyon
bozuklugundan ileri gelmektedir. Bu hastalig1 tasiyan kimselerde lipid hidroliz eden
enzimlerde (lipaz, fosfolipaz) bir bozukluk vardir. Bu bozukluk sonucu olarak, beyin ve diger
dokularda lipid birikimi olmaktadir ve bunun sonucu zeka geriligi ortaya ¢cikmaktadir.
Akyuvarlarin (I6kositlerin) gorevi enfeksiyon ile savasmak ve enfeksiyonu
onlemektir. Biitiin akyuvarlar kemik iliginden sentezlenir. Notrofiller, monositler ve
makrofajlarin ana gorevleri fagositozla ilgilidir (No6trofiller: Notiir boyalara afinite gosteren
hiicre veya dokular, Monositler: Akyuvarlarin en biiyligii (12-25 um ¢apli), ¢ekirdegi tekdir.
Normal kanda lokositlerin %4-10 u arasinda bulunur). Bu hiicrelerde, iclerine aldiklar1
maddeleri diisiik molekiil agirhigindaki bilesiklere parcalayan lizozomlar bulunur. Hastalik
yapan (patojen) bakteriler veya viriisler fagositozla hiicre i¢ine alindiginda lizozomlarda

hidrolitik ve yikici enzimler tarafindan parcalanirlar (Sekil 2.12).

{a} hiicre tiirlerinin Lizozomlar
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Sekil 2.12. Lizozomlar ile sindirim. (a) Hiicre bilesenlerinin 6rnegin, hiicre membraninin sindirimi, (b)
Hiicre dis1 maddelerin 6rnegin, mikrobun sindirimi; ayni zamanda hiicre membraninin bir
boliimiimniin de sindirildigine dikkat edilmelidir.

2.3.1.2.6. Peroksizomlar (Mikro cisimleri)

Hemen hemen biitiin hiicrelerde, oksidatif fonksiyon gdren ve bir membranla ¢evrili,
caplar1 0,3—1,5 um arasinda degisen vezikiillere peroksizom denir. H,O,’1 yikan enzimi
icerdigi i¢in peroksizom adini almistir. Peroksizomlar iginde bulunan proteinlerinin %40’ 1n1

H,0;’in parcalanmasini katalizleyen katalaz enzimini olusturmaktadir.

2H,0, Katalaz > 2H.0 + O,
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Mitokondri i¢ membraninda, elektron tasima sisteminde (ETS), elektronlarin O,’e
aktarilmasi her zaman tam olmaz ve oksijenin kismi indirgenmis iirtinleri olan siiperoksit
radikali (O>7) ve H,0, olusur.

Hiicre icindeki yiikseltgenme reaksiyonlar1t molekiiler oksijenin H>O,’ye doniismesini
saglar. H,O,, hiicrenin biitiin makromolekiillerini yiikseltgeyerek biyolojik aktivitelerini yok
(inaktive) eder. Katalaz enzimi, makromolekiilleri H,O,’in yikic1 etkisinden korur.
Peroksizomlar gorevlerini yapamazsa; oksijen radikalleri ve HO,, hiicreye zarar verirler.
Boylece hiicrenin yaslanmasina ve kanser olusumuna neden olurlar.

Glioksizomlar, baz1 bitki hiicrelerinde bulunan 06zellesmis peroksizomlardir.
Glioksizomlar, tohum ¢imlenmesi swrasinda yaglari, karbohidratlara ¢eviren bazi bitkilerde
glioksilat ¢evrimi metabolik yolunun enzimlerini bol miktarda igerir. Lizozomlar,

peroksizomlar ve glioksizomlar mikro yapilar olarak bilinir.

2.3.1.2.7. Sentriol

Hayvan ve bazi ilkel bitki hiicreleri niikleusu yaninda veya niikleusa bitisik koyu
boyanan sentriol adi verilen iki kiiciik organele sahiptirler. Sentrioller hiicre bdliinmesi
sirasinda kutuplara gekilerek ig ipliklerinin tutunmasini saglamaktadirlar. 1g iplikleri diger

uglar1 ile de kromozomlara yapisarak kutuplara dogru ¢ekilmesini saglamaktadirlar.

2.3.1.3. Cekirdek (niikleus)

Okaryotik hiicrelerdeki cekirdeklerin hemen hemen hepsi DNA icermektedir.
Okaryotik hiicrelerdeki genetik bilginin tamamu ¢ekirdekteki kromozomal DNA tarafindan
tasinmaktadir. Gerek hayvan gerekse bitki hiicrelerinin niikleusu, bir ara bolge igeren iki
tabaka membranla sarilmistir. Bu membranlar iizerinde porlar vardir. Bu porlarin ¢ap1
yaklasik olarak 90 nm olup; bu porlardan ¢ekirdege madde gecisi olmaktadir. Niikleus
sitoplazmasina niikleoplazma adi verilmektedir. Nikleoplazma genellikle protein
bakimindan oldukc¢a zengindir ve bu proteinlerin cogunu enzimler teskil etmektedir.

Niikleus i¢inde ¢ok miktarda RNA igeren ve daha koyu boyanan niikleolus
(cekirdekcik) yer almaktadir. Cekirdek i¢inde 6zel bir bolge olan ¢ekirdekgikte, ribozomal
RNA’y1 sifreleyen genlerin kopyalarmi igeren DNA bulunur. Hiicrenin ¢ok sayida ribozoma
ithtiyac1 oldugunda, bu genler siirekli olarak RNA’ya yazdirilir. Cekirdek¢ik icinde olusan
ribozomal RNA, sitoplazmaya gecer. Kisaca ¢ekirdek¢ik ayn1 zamanda ribozom sentezinin
basladig1 yerdir.

Niikleusun geri kalan kismimi kromatin olusturmaktadir. Cekirdegin ana yapisini

DNA, RNA ve proteinler olusturur. Kromatin birbirine sikica bagli DNA ve proteinden
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olusur. Kromatin, kromozomlar1 olusturan DNA iplikleri ve bunlar1 saran bazik histon
proteinlerinden meydana gelmis kompleks bir sistemdir. Kromatin kiitlesinin yarisinit DNA,
diger yarisini ise histonlar olusturur.

Hiicre istirahat halindeyken kromatin, niikleoplazma icine rasgele dagilmistir. Fakat
hiicre boliinmesinden hemen 6nce; kromatin kalinlasip, graniilleserek goriiniir hale gelmekte
ve kromozom admi almaktadir (Sekil 2.13). Okaryotik canlilarin her tiirii belli sayida
kromozom tasimaktadir. Ornegin insan somatik (viicut) hiicrelerinde 23 ¢ift yani 46
kromozom bulunmaktadir. Hiicre boliinmesinden Once, biitiin DNA molekiilleri kendini
esleyerek benzerlerini sentezlediklerinden DNA miktar1 iki katina ¢ikmaktadir. Mitoz adi
verilen dort evreli olayla hiicre bdliinmektedir. Hiicre boliinmesi sirasinda hiicrenin tasidigi
genetik bilginin bir kopyasi, ogul hiicreye aktarilmaktadir. Hiicre boliindiikten sonra kromatin

niikleoplazma icerisinde tekrar rasgele dagilmaktadir.
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Sekil 2.13. Kromozomlar mikroskobik sekilde mitoz sirasinda goriiliir. Burada bir insan diploit
hiicresinde (somatik) 46 kromozomdan birinin elektron mikrografi gériilmektedir.

2.4.VIRUS
Virtsler, canli hiicreleri enfekte edebilen mikroskopik taneciklerdir. Viriis, insanlarda
hastalik olusturan faktérlerin basinda gelir. Insanlarda teshis edilemeyen hastaliklarin yaklasik

%601 virlisler tarafindan olusturulmaktadir. Cicek, grip, hepatit B gibi virlis hastaliklar:
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milyonlarca insanin 6liimiine sebep olmaktadir. Dogal bagisiklik, viriislere karsi giiclii bir
koruma saglamaktadir.

Viriisler, bakterilerden daha kiiciik parcaciklardir. Mikroorganizmalarin en basit ve en
kiigiik olanlaridir. Viriisler, diger hiicrelerin tasidig1 6zelliklerin birgoguna sahip degillerdir
(Sekil 2.14). Ornegin ribozomlar1 yoktur, protein sentez edemezler. Mitokondrileri yoktur,
enerji lretemezler. Virlisler yalniz basina yasayamayan ancak bir konak hiicreyi enfekte
ederek yasayabilen ve cogalan hiicre i¢i parazitlerdir. Viriislerin niikleik asitleri (DNA ya da
RNA) protein yapisinda olan bir kilif tarafindan korunmaktadir. Viriislerin tiimii protein ve
lipoproteine bagl niikleik asit icerirler.

Viriisler baslica iki sekilde bulunmaktadir. Konak hiicrelerin disindaki viriisler, viron
ad1 verilen kristallesebilen, belli bir sekle, boya ve kapsama sahip olan cansiz basit yapilardir.
Viriisiin kendisi veya niikleik asit bileseni, kendisi i¢in spesifik konak hiicre i¢ine girecek
olursa hiicre ici parazit haline gelmektedir. Viriisiin niikleik asiti, yapisi bozulmamis vironu
yeniden meydana getirecek genetik bilgiyi tasimaktadir. Virlis konak hiicrenin enzimlerinin
ve ribozomlarmin rollerini degistirerek hiicreyi ogul viriisler sentez etmeye zorlamaktadir.
Boylece bir tek viriisiin konake¢1 hiicreyi enfekte etmesinden sonra, yiizlerce ogul viriis
meydana gelmektedir. Okaryotlar (hayvan, mantar ve bitki) ve prokaryotlar (bakteriler)
virlisler tarafindan enfekte edilebilirler. Bakteri enfekte eden viriisler bakteriyofaj veya
kisaca faj diye adlandirilir.

Virlis ve konak arasinda iki durum s6z konusudur. Bazi hallerde, ogul viriislerin
sentezi tamamlandiktan sonra hiicre pargalanarak oliir ve yeni viriisler ortama salinir. Bazen
de, yeni sentezlenen ogul viriislerin niikleik asitleri hiicre i¢cinde kalip, hiicrenin goriiniisiinti,
fonksiyonlarmi ve hatta yasamini etkiler. Viral hastaliklar1 6nlemenin en 1yi yolu, bagisiklik
gelistirmeye yarayan asidir.

Viriisler tarafindan enfekte olan hiicreler, bir veya daha fazla bir grup protein
sentezlerler. Bu grup proteinlere interferonlar denmektedir. Viriisiin ¢ift zincir niikleik asidi
(DNA), konak hiicrede interferon gen ekspresyonuna (ifade edilmesine) neden olmaktadir.
Interferon mRNA’s1, ribozomlara tasmnarak interferon proteini iiretilmektedir. Interferonlar,
etkilerini antiviral proteinler olarak gdsterirler. Hemen hemen viriislerin her grubu, interferon
olusmasina neden olabilir. Insan interferon genleri, E. coli hiicresine klonlanmis ve biiyiik
miktarlarda interferon iiretilebilmistir. Klonlama, iki es kopya yapmak demektir. DNA
klonlama, bir kromozomdan 6zgiil bir gen veya DNA parcasinin ayrilarak kiiciik bir DNA
molekiiliine baglanmasi ve sonra bu degisen DNA’nin binlerce kez kopyalanmasidir. Sonug

ozel bir gen veya DNA pargasmim sayisinin secici olarak artirilmasidir. iki veya daha fazla
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kaynaktan saglanan kovalent bagli parcalari igeren bilesik DNA parcalar1 rekombinant

DNA'’ lar olarak adlandirilir.

g8 DNA veyaRNA

Bovun bélgesi

Kuyruk bolgesi —__

Sekil 2.14. Viriis yapis1

2.5.FOTOSENTETIK HUCRELER

Yiiksek bitkilerin yesil yaprak hiicreleri fotosentez yoniinden oldukga aktiftirler. Bu
hiicreler hayvan hiicrelerinde bulunan niikleus, mitokondri, golgi cisimleri, E.R. ve
ribozomlar gibi dkaryotik yap1 ve organellere sahip olduklar1 gibi, farkli olarak da ii¢ bagka
onemli yapiya da sahiptirler. Bunlar; 1) kalin ve saglam hiicre duvar1 (¢eperi), 2) kloroplastlar
ve 3) biiyilik vakuollerdir. Yesil yaprak hiicrelerinin kloroplastlar1 klorofilce zengin olup, CO,
ve H,O’dan glukoz sentezlenip nisasta halinde depolanmaktadir. Fotosentetik hiicreler,

karanlikta glukozu atmosferik oksijeni kullanarak CO, ve H,O’ya oksitler.

2.5.1. Hiicre duvan (¢eperi)

Hiicre duvari polisakkarit ve protein karisimiyla ortiilmiis seliiloz liflerinden ibarettir.
Seliiloz lifleri, hemiseliiloz, pektin ve glikoproteinlerden meydana gelmis bir matriks ¢imento
maddesi icersine gomiilmiistiir. Selilloz yaninda, diger polisakkaritler ve glikoproteinlerden
meydana gelmis hiicre duvari, kalin ancak gozeneklidir. Su ve kiiciik molekiillerin kolayca
gecislerine izin verir, ancak suyun birikmesi nedeniyle hiicrenin sismesine duvarin katiligiyla
kars1 konulmaktadir. Bdylece hiicre duvari, membrani mekanik ve osmotik basinglardan korur
ve hiicrenin seklini belirler. Bitki hiicre membrani kalinlik, yap1 ve 6zellikleri bakimindan
hayvan hiicrelerindekine benzer. Ancak bitki hiicre membranmin, lipid bilesenleri ve aktif

tasima sistemleri oldukga farklidir.
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2.5.2. Kloroplastlar

Yiksek bitkilerin yesil yaprak hiicreleri sitoplazmasi, iki kat membranla cevrili
Ozellesmis organeller olan plastidleri igerir. Plastidlerin en dikkat ¢ekeni, karakteristik sekilde
bitkilerin ve alglerin fotosentez yapan hiicrelerinde bulunan kloroplastdir (Sekil 2.15).

D zar

! lg zas

| DA Ribozemlar  Tilakoaler

fa)

Sekil 2.15. Kloroplastin yapisi. (a) Tilakoitler, 151k yakalayan (absorbe eden) klorofil pigmentini
iceren yassilagmis vezikiillerdir (b) Bir kloroplastin elektron mikro fotografi.

Kloroplastlar klorofil pigmentini ¢ok icerdikleri i¢in fotosentetik hiicreler genelde
yesil renklidirler. Kloroplastlar mitokondrilerden daha biiyiiktiir, bir hiicrede birbirinden farkli
sekillerde ve ¢ok sayida bulunabilirler. Kloroplastlarin i¢ membranlari, disk seklinde birbiri
iizerine istiflenmis yass1 vezikiiller teskil eder (Sekil 2.15). Tilakoid adi verilen bu
vezikiillerin membranlari, klorofil ve fotosentetik elektron tasiyici proteinlere sahiptir.
Goriiniir spektrum (151k) enerjisinin ¢ogunu yakalayan klorofil ve diger pigment molekiilleri
kloroplastlarda vezikiillerin olusturdugu i¢ zar yiginlar1 olarak bilinen tilakoidlerde
yerlesmiglerdir.

Mitokondriler gibi kloroplastlarinda DNA, RNA ve ribozomlar1 vardir. Kloroplastlar
da mitokondrilere benzer sekilde bitkilerinin enerji santralidir. Ancak mitokondriler besin
maddeleri gibi yiikseltgenebilen bilesiklerin kimyasal enerjisini kullanirken, kloroplastlar
glines enerjisinden yararlanir. Kloroplastlardaki klorofil 151k enerjisini sogurur ve ATP
sentezlemek icin kullanir. Fotosentetik hiicrelerin kloroplastlari, CO, ve H,O’dan fotosentezle
glukoz sentezleyip siikroz ve nisasta gibi karbohidratlar1 depolamakta ve yan {iriin olarak da

O; olusturmaktadir.

Giines Is181
Klorofil,
~— CeHppOg + 60,

Oksijenli solunum

6 CO, + 6H,0
2 2 (Fotosentez)
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Fotosentez yapan bitki hiicreleri sadece giin 1s1ginda ATP sentezlerken, karanlikta
fotosentezle olusturulan karbohidratlar mitokondrileri tarafindan yiikseltgenir ve ATP

sentezlenir.

2.5.3. Vakuoller

Bitki hiicrelerinin lizozomlar1 yoktur. Ancak bitki hiicrelerinin igerdikleri vakuoller,
benzer yikim islerini ve hayvan hiicrelerinde bulunmayan diger islevleri gerceklestirirler.
Vakuoller, yar1 gecirgen iki tabaka bir membran ile ¢evrilidir. Geng hiicreler ¢esitli kiigiik
vakuoller igerir. Hiicre yaslandik¢a vakuoller kaynasarak tek bir merkezi vakuole dontistir. Bir
bitki hiicresinin vakuolii yitksek derisimde Ca™ ve ¢esitli depo bilesiklerini ve atik iiriinleri
icerir. Vakuollerin i¢inde ¢oziinmiis halde sekerler, organik asitler, tuzlar, O,, CO, ve
pigmentler bulunmaktadir. Vakuoller, baz1 bitki hiicrelerinde ¢igek ve meyvelerin koyu mor
ve kirmizi rengini veren antosiyaninleri de bol miktarda icerir. Vakuoller hiicrenin hayati
boyunca yavas yavas biriken ve yogunlasan artik ve ¢oziinen maddelerin ayirt edilmesi
gorevini Ustlenir. Vakuol, hiicresel bilesenleri depolamak ve yikmak gibi gorevlerine ek

olarak bitki hiicresine destek de saglar.
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3. BOLUM: PROTEINLER

19. yiizy1l ortalarinda G. Mulder, hayvan ve bitki dokular1 i¢in ortak bir yapisal madde
ekstrakte etmeyi basardi. Bu maddenin biitiin canlilar i¢in en 6nemli yapisal ve fonksiyonel
bir madde oldugunu, onsuz hayatin miimkiin olamayacagin1 belirtti. Yunancada ilk ve 6nemli
olan anlamina gelen proteios sdzciigliinden bu maddeye protein adin1 verdi.

Proteinler biitiin canlilarm en 6nemli ve hiicrelerin de en bol bulunan organik
bilesiklerdir. Hiicre kuru agirhiginin yaklasik % 50’sini proteinler teskil etmektedir. Proteinler
biyolojik olaylarda 6nemli gorevleri olan maddeler olup; fonksiyon ve biyolojik aktivitesi ne
olursa olsun 20 c¢esit aminoasitten meydana gelmislerdir. Proteinlerin bir kismi enzim, bir
kismi hormon, bir kismi antikor, diger bir kismi da yapisal fonksiyon goérmek {iizere
Ozellesmislerdir. Proteinler aminoasit siralanis1 bakimindan farklidirlar. Proteinlerin aminoasit
dizilisinin belirledigi yapiya primer yapi denir.

Proteinlerin primer yapist genetik bilgiyi tasiyan g¢ekirdekteki kromozomal DNA
molekiilleri tarafindan denetlenmektedir. Hiicre niikleusunda kromozomal DNA’larda
binlerce gen bulunmakta ve bu genlerin iirlinii olarak binlerce cesit protein sentezlenmektedir.
Her bir proteinin belli bir fonksiyonu vardir. Simdi proteinlerin 6nemli biyolojik
fonksiyonlarmi inceleyelim:

1) Enzimatik katalizleme: Biyolojik sistemlerdeki kimyasal reaksiyonlarin hemen
hemen hepsi bir enzim tarafindan katalizlenir. Enzimler biyolojik katalizorlerdir. Genellikle
her enzimin protein olan bir kismi1 vardir. Bugiine kadar karakterize edilen 2000 kadar
enzimin hepsi de protein yapisindadir. Enzimler c¢ok basit kimyasal reaksiyonlari
katalizledikleri gibi DNA’nin kendini eslemesi gibi ¢ok karmasik reaksiyonlarda da kataliz
gorevi yapmaktadirlar. Enzimler %100 verimle ¢alisirlar. Enzimler olaganiistii katalitik giice
sahiptirler. Mitokondride organik yakitlarin yiikseltgenmesi ile meydana gelen CO;
bikarbonat olusturmak {izere hidratlagtirilir. Karbondioksitin su ile hidratlasmasi
reaksiyonunu, Ozellikle eritrositlerde bol bulunan karbonik anhidraz enzimi katalizler.
Karbonik anhidraz enzimi bir saniyede 10° tane CO, molekiiliinii hidratlastrmakta ve

reaksiyonun hizin1 107 kat artirmaktadir.
C02 + Hzo _‘——A H2CO3 : HJr + HCO3_

Oksijenin hemoglobin tarafindan baglanmasi biiylik 6l¢ciide pH ve CO, derigiminden
etkilenir (Bohr etkisi). Boylece CO, ve bikarbonat arasindaki doniisiimiin oksijenin

baglanmasi ve kana salinmasinda biiylik 6nemi vardir.
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HHb' +0, =—= HbO, + H'

HHb', hemoglobinin protonlanmus seklini gosterir. Oksijen derisimi akcigerde yiiksek
oldugundan hemoglobin O,’1 baglar ve protonlar1 serbest birakir. Oksijen derisimi periferik
(cevre) dokularda diisiik oldugunda, proton baglar ve O;’1 serbest birakir.

2) Tasima ve depolama: Bircok kiiciik molekiil ve iyonlar spesifik proteinler
tarafindan tasmmaktadir. Mesela O, molekiilii kanda hemoglobin tarafindan tasmirken,
kaslarda miyoglobin tarafindan depolanir. Demir kan dolasiminda transferrin proteini
tarafindan tasinirken, karacigerde ferritin adi verilen bir bagka proteinle kompleks
olusturarak depolanir. Lipoproteinler karacigerden aldiklar1 proteinleri dokulara tasir. Serum
albiimin yag asitleri tasiyicisidir. Bitki tohumlar1 besin proteinleri depolar. Bugdayda
gliyadin, misirda zein, yumurtada ovalbumin, siitte kazein proteinlerin depolanma seklidir.

3) Mekanik hareket: Proteinler kaslarin en basta gelen bilesenleridir. Kas kasilmasi
iki ¢esit lif yapisindaki proteinin (miyozin ve aktin) kayma hareketiyle ortaya ¢ikmaktadir.
Iskelet kasi hiicrelerinin kontraktil (kasilabilen) sisteminde, ATP’ nin kimyasal enerjisi
miyozin fibrillerinin aktin flamentleri boyunca kaymasma neden olur. Mitoz olayinda
kromozomlarin hareketi de birtakim proteinler tarafindan saglanar.

4) Mekanik destek: Deri, kemik, tendon ve kikirdak dokularinin gerilmeye
dayaniklilig1 fibréz (¢cubugumsu, lifli) bir bag dokusu proteini olan kollagen tarafindan
saglanmaktadir. Yapisal proteinler genellikle fibréz proteinler olup organizmaya desteklik
yapmakta ve dayaniklilik saglamaktadir. Yine sag, kil, yiin, tirnak vb. gibi destek ve koruyucu
yapilar a—keratin grubu proteinlerdir.

5) Koruma: Antikorlar kan dolasiminda bulunan proteinlerdir ve topluca
immunoglobulinler olarak adlandirilirlar. Antikorlar (y—globulinler) viicuttaki viriis, bakteri
ve diger organizma hiicreleri gibi yabanci maddeleri taniyan ve onlar1 baglayip ¢oktiirerek
kan dolagimdan uzaklagmalarini saglayan ¢ok spesifik proteinlerdir. Asilar antijendir, antikor
olustururlar. Asilar enfeksiyon etkenine karsi kisiyi bagisik (korunmus) duruma getirirler.
Antijenin (mikrop) viicuda girmesiyle akyuvarlarin (l6kositlerin) lenfositlerinden antikor adi
verilen spesifik proteinler kan dolagimina salinir. Bagisiklik sisteminin ana gorevi viicudu
enfeksiyonlara karsi korumaktir. Antikorlar, hiicreye ait olanla olmayanlar1 (yabanci
proteinleri) birbirinden ayirt etmekte dnemli rol oynarlar.

Ayrica kanama sirasinda pihtilasmay1 saglayan faktorlerin tamamina yakini protein

yapisinda olan maddelerdir. Normal sekilde damar icinde dolasan kan pihtilasmaz. Kan
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pihtilagsmast aslinda viicudun bir korunma mekanizmasidir. Kan pihtilasmasi on kadar

faktoriin gorev yaptig1 kompleks bir olaydir ve basit olarak asagidaki gibi gosterilebilir.

: 2
Protrombin _Lromboplastin, Ca'

» Trombin

Fibrinojen Trombin > Fibrin

Viicuttaki en kiiciik hiicreler (2-3 pm) olan trombositlerin baglica gorevi kan
pihtilagsmasimi baslatmaktir. Pihtilagsma, trombositlerden bazi etkenlerin saliverilmesi sonucu
kan plazmasindaki bir dizi enzimin etkinlesmesi ile basarilir ve fibrin pihtisinin olusumu ile
sonuglanir. Kanin gerektigi zaman pihtilasmamasi (kalitsal ve besinsel nedenlere bagli olarak)
hemofili gibi hastaliklara yol agar. Asir1 pihtilasma ise kalp ve beyinde trombozlara yol
agabilir.

Fibrinojen kan plazmasi ¢Oziiniir proteinidir. Kan serumunda albiimin ve globiilin
proteinleri; kan plazmasinda ise albiimin, globiilin ve fibrinojen proteinleri ¢oziinmiis halde
bulunurlar.

6) Sinir uyarlarinin iiretimi ve iletimi: Spesifik uyarilara kars: sinir hiicrelerinin
cevabi reseptor proteinler aracilifiyla olmaktadir. Mesela rodopsin proteini, retinal cubuk
hiicrelerinin fotoreseptor (15ik algilayici) proteinidir. Sinir hiicrelerinde uyarilar1 iletme
gorevi reseptor proteinler tarafindan saglanmaktadir.

7) Hormonlar: Bazi proteinler hiicrede fizyolojik aktiviteleri diizenlerler.
Metabolizma olaylarmin koordineli bicimde yiirlimesini saglayan hormonlarin biiyiik bir
boliimii protein yapisindadir. Hormonlar, i¢ salgi bezleri olan endokrin sistem tarafindan
salgilanir. Bir protein olan insiilin hormonu, pankreas bezinden salgilanir ve kan seker
seviyesini diizenler. Hormonlar, hedef hiicrelerde membran yapisindaki reseptor proteinlere
baglanarak aktivite gdsterirler.

8) Biiyiime ve farklilasmamin kontrolii: Hiicre ¢ekirdegindeki genetik bilginin
kontrolii ve sirasiyla ifadesi gerekir. Herhangi bir anda hiicre genetik bilgisinin belli bir kism1
ifade edilir. Canlilarda farkli doku ve organlarin bulunmasi, farkli islevlerin ortaya ¢ikmasi
hiicre c¢ekirdeginde aymi olan genetik bilginin bazi boliimlerinin baskilanmasiyla olur.
Kromozomal DNA’nmn baskilanan gen bolgesindeki genetik bilgi ifade edilemez. Farkli
hiicrelerde farkli gen bolgeleri baskilandig1 icin farkli protein ve dolayisiyla farkli hiicre
olusur. Bakterilerde represor (baskilayici) proteinlerin, kromozomal DNA’ nin spesifik

bolgelerinin ifade edilmeden kalmasini saglayan kontrol molekiilleri oldugu gdsterilmistir.
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Clostridium botulinum bakterisinin salgiladigi protein yapisinda bir toksin (Botox);
sindirim sisteminin yani sira sinir sistemini de etkiler ve solunum yetersizliginden 6liime
sebep olur.

Proteinler molekiil agirliklar1 5.000-10.000 Dalton’dan birka¢ milyon Dalton’a
degisen makromolekiillerdir. Insan insiilin hormonu 5.500, riboniikleaz enzimi 13700, tripsin
enzimi 23.800, fibrinojen 450.000 ve viriisler ise birka¢ milyon dalton agirligindadir.

Proteinler % 50 karbon, % 7 hidrojen, % 23 oksijen, % 16 azot ve % 0-3 kiikiirt
icermektedir. Bunlarin yani sira fosfor, demir, iyot, bakir, ¢inko, mangan vb. elementlerde

birtakim spesifik proteinlerde bulunmaktadir.

3.1. AMINOASITLER

Proteinlerin yapisinda 20 standart aminoasit ve bazi aminoasitlerin tiirevleri bulunur.
Proteinlerde bulunan 20 standart aminoasidin hepsi de o—aminoasittir. Basit proteinler asit,
baz ve enzimler tarafindan hidroliz edildikleri zaman; yap1 taslar1 olan o—aminoasitlere ve
onlarin bazi tiirevlerine parcalanirlar. o—aminoasitler; o—karbon atomuna bir —NH;, bir
—COOH, bir —-H ve bir —R yan grubunun baglanmasiyla ortaya c¢ikan bilesiklerdir.
Aminoasitler —R grubunun yap1 ve 6zellikleri bakimindan birbirlerinden farkli olurlar.

o—aminoasitlerin iyonlasmamis halinin, noétral pH’da ve kristal halde genel

formiillerini asagidaki gibi yazabiliriz.

H H

N

H,N——C——COOH = H;3N C|I (0{0]0]
R R

Zwitter iyon (dipolar iyon)
(Notral pH ve kristal halde)

R grubunun hidrojen olmasi1 disinda o-—karbon atomu asimetrik oldugundan
aminoasitler optikce aktiftirler. Aminoasitler polarimetrede bir diizlemde titresen polarize
15181, saga veya sola saptirirlar. Polarize 15181 saat ibresi yoniinde saptiran bilesiklere
dekstrorotator izomer adi verilir ve (+) isareti ile gosterilir. Polarize 15181 sola saptiran
bilesiklere ise levorotator izomer denir ve (—) isareti ile gdsterilir.

Bir stereoizomer maddenin optik aktivitesi (optik¢e aktiflik) kantitatif bakimdan
spesifik rotasyon olarak ifade edilmektedir. Saf bir stereoizomer maddenin belirli bir
konsantrasyondaki g¢evirme derecesi polarimetrede Olgiilerek optik aktivitesi tayin edilir.

Optik aktivite asagidaki esitlikle hesaplanir.
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[2]2° = Gozlenen ¢evirme derecesi x 100

b Tiip boyu (dm) x Konsantrasyon (g/100 mL)

a—karbon atomunun baglar1 tetrahedral diizende oldugundan dort fakli grubun ayna
goriintlisii kendisi ile ¢akigsmayan iki farkli uzaysal diizende bulunurlar. Asimetrik karbon
atomunun dort baglantisinin mutlak sekli i¢in 6zel bir bilimsel siniflandirma gelistirilmistir.
Aminoasitler ve basit sekerlerin mutlak sekli i¢in E. Fischer tarafindan Onerilen ve iig
karbonlu bir seker olan gliseraldehitin 6rnek alindig1 D—, L— sistemiyle tanimlanmistir (Sekil
3.1). Tum kiral bilesikler icin stereoizomerler, L — gliseraldehitle konfigiirasyon benzerligi
olanlar L— ve D — gliseraldehitle benzerligi olan stereoizomerler de D— olarak isimlendirilir.

Alaninin L— ve D— olmak iizere iki stereoizomerinin ayna goriintiisii ¢cakismaz. Bu

bilesiklerden biri digerinin optik izomeri veya stereoizomeridir.

1{;1H{:} {__‘H.[:}
. 2 = % Sekil 3.1. Alaninin stercoizomerilerinin
HE== g s H~— % —OH L- ve D- gliseraldehitin mutlak
ECHE{:}H CH,OH konfigilirasyonuyla sterik iligkisi.

Perspektif  formiillerde  kiral atom
L-gliseraldehit D-gliseraldehit  merkezdir, karbonlar dikey siralanmustir.
» veya <« tek kama seklindeki baglar,

CO0O~ CO0 kagit diizleminin disina dogru, kesikli
+ = % + ¢izgi halindeki baglar bunun arkasinda
Hy N g —H He % —NH; yer almustir.
CH. CH,
L-alanin D-alanin

Fischer sistemi ile L— ve D— yalnizca kiral karbona bagli dort grubun mutlak seklini
belirtir. L— ve D— nin optik aktivite yani saga ve sola ¢evirme ile hicbir ilgisi yoktur. L—
stereoizomeri aminoasitlerde a—amino grubu solda, D-stereoizomeri aminoasitlerde ise
sagdadir. Protein yapisinda bulunan aminoasit kalintilar1 L—stereoizomerleridir. Ancak L—

aminoasitlerin hepsi levorotator (—) degildir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Bazi L— izomeri aminoasitlerin ¢evirme agilari

Aminoasit Cevirme acis1
Alanin +1,8
Fenilalanin -34.5

Lizin + 13,5
Histidin - 38,5

Serin -71,5
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Proteinler; sekil, buyiikliik, yiik, hidrojen bagi yapma kapasitesi ve kimyasal aktivite

yoniinden birbirinden farkli —R gruplar1 bulunduran 20 standart aminoasit igerir (Sekil 3.2).

Bu aminoasitlerin hepsi de L— izomeri aminoasitleridir.

Nonpolar, alifatik R gruplar Aromatik R gruplan
COO (llﬂu l:i.'()() Co0 Cl_DD OO
HyN—C—H 1{_..*%‘—L|‘-—H Hy;N—C—H HyN—C—H  HsN ¢—H HyN—C—H
ﬁ 1 !
CH; /C,!:!. CH, l‘-I:H;
CH, CH, =CH
Glisin Alanin Valin
COO COO" COO OH
|
H;N—C—H H;N—C—H H;N—C—H e _
(FH l?l-ln l Fenilalanin Tirozin Triptofan
2 H-"(f—ﬂh
CH ti.'H, ?H, =} -
C{[,\CH; 4 & Pozitif yiikli R gruplan
] . Coo Coo Co0
CH, o | ‘ &..]
L 8ain Metiyonin bt HyWN—C—H HN—C—H H-..\.-—tli—H
— — — 2 CH, 2
. g
Polar, yiiksiiz R gruplan 11:"1: ‘I‘HJ T_N;H
coo €00 €00 cH, CH; _NF"’
HaN— ﬁ;_‘—i i H uh-:l:-- H H_.:J;—tT“ —H :|:H, r«l.u-: i
H—C—OH *NH. =NH,
[ ik " g
CH, SH NH;
Serin Treonin Sistein Lizin Arjinin Histidin
CO0 Co0 COO" Wegatif yikli R gruplan
H ool vl
g i Hﬁx—r.l:—H H.N--fj:--u oo oo
. | . I
“1']" ?1'1 ?.:, : H,N—C—H  HN—C—H
H,C—CH, £ g :I:H, ?m
| H:MN Q Coo-
B o | E‘b
Prolin Asparajin Glutamin Aspartat Glutamat

Sekil 3.2. Proteinlerdeki 20 standart aminoasit

Bakteriden insana kadar biitiin tiirlerin proteinleri 20 standart aminoasitten meydana
gelmektedir. Bu proteinlerin alfabesi, yeryliziinde hayatin baslangicindan beri gegerliliginin
siirdiirmektedir. Proteinlerin birbirinden son derece farkli yapilar1 ve fonksiyonlari, aynen 29
harften ciltler dolusu kitabin yazilmas1 gibi, 20 standart aminoasitin degisik say1 ve sirada
dizilisiyle ortaya ¢ikmaktadir.

Aminoasitler,

yan zincirin yani —R grubunun yap1

siiflandirilmaktadirlar (Sekil 3.2 ve Tablo 3.2).

ve Ozelliklerine gore
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Tablo 3.2. Standart aminoasitlerin 6zellikleri ve siiflandirilmasi

Amino Kisaltilmas pK, degerleri Proteindeki Yan
. adlar ve r pK; pK, pKr pH; miktari Zincirin

asitler simgeler (&moh)  cOOH) (-NHs;) (R grubu) (%)" iyonlasmasi

Nonpolar alifatik R gruplar

Glisin™ Gly (G) 75 234 9,60 597 72

Alanin®® Ala (A) 89 234 9,69 6,01 7,8

Valin®? val (V) 117 232 9,62 597 66

Losin*® Leu (L) 131 236 9,60 596 9.1

izolosin®  Tle (I) 131 2,36 9,63 6,02 53

Metiyonin®® Met (M) 149 228 921 574 23

Aromatik R gruplan

Fenil alanin®™ Phe (F) 165 1,83 9,13 5,48 3,9

Tirozin®  Tyr (Y) 181 2,20 9,11 10,07 5,65 3,2 @mv_*@ﬂ-w

Triptofan®  Trp (W) 204 238 9,39 5,89 1,4

Polar yiiksiiz R gruplar

Serin® Ser (S) 105 221 9,15 568 6,8

Prolin*® Pro (P) 115 1,99 10,96 6,48 52

Treonin®  Thr (T) 119 2,11 9,62 587 59

Sistein™ Cys(C) 121 1,96 1028 8,18 507 1,9 -—sH —s . H

Aspargin®®  Asn(N) 132 2,02 8,80 541 43

Gtutamin™ GIn(Q) 146 2,17 9,13 565 42

Pozitif yiiklii R gruplan

Lizin*® Lys(K) 146 2,18 8,95 10,53 9,74 5,9 —NHg' <= ~NH, + H'

Histidin**®  His (H) 155 1,82 9,17 6,00 7,59 23 O] ==-Ch—+y'
HN _NH N AN

Arginin*®  Arg(R) 174 2,17 9,04 12,48 10,76 51 _ . M M.

“NH, - “NHs

Negatif yiikli R gruplan
Aspartat3’5 Asp (D) 133 1,83 9,60 3,65 2,77 53 -COOH===-CO0 +H"
Glutamat™ Glu (E) 147 2,19 9,67 325 322 6,3 -COOH===-COO +H*

'1150 proteindeki ortalama miktar1 (bilesenine gore)
? Besinsel olarak temel aminoasitler (viicuttaki sentezlerine gore)
3 Besinsel olarak temel olmayan aminoasitler (viicuttaki sentezlerine gore)
Besinsel olarak yar1 temel aminoasitler (viicuttaki sentezlerine gore)
3 Glukojenik olan aminoasitler (viicuttaki akibetlerine goére)
6 Ketojenik olan aminositler (viicuttaki akibetlerine gore)
"Hem glukojenik ve hem de ketojenik olan aminositler (viicuttaki akibetlerine gore)

Proteinler; derisik kuvvetli asitler (HCl, H,SOs, vb.) ve bazlar (NaOH) ve enzimlerle
(pepsin, tripsin, kimotripsin, vb.) hidroliz edilecek olursa 20 standart aminoasit ve onlarin
bazi tiirevleri elde edilir.

Proteinlerin hidrolizi sonucu ele gegen aminoasit karistmi pH = 5.5 olan bir tampon

cozelti i¢inde elektroforez islemine tabi tutulacak olursa ii¢ ana gruba ayrildig1 gozlenir (Sekil
3.3).
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Birinci grupta pH = 5.5 olan tampon ¢6zeltide net yiikleri sifir yani yiiksiiz olan
aminoasitler bulunmaktadir. Bu grupta; bir amino ve bir karboksil grubu tasiyan nétral
aminoasitler bulunur. Bu aminoasitler yiiksiiz olduklar1 i¢in elektroforez isleminde
elektriksel alanda go¢ edemezler.

Ikinci grupta bulunan aminoasitler, katota (-) hareket eden net yiikleri (+) olan
birden fazla azot iceren (—NH; grubu seklinde) bazik aminoasitler bulunur.

Ucglincii grupta anota (+) hareket eden birden fazla karboksil grubu (-COOH)
bulunan ve net yiikleri (—) olan asidik aminoasitler yer almaktadir. Bu sekilde smiflandirma

ogrenilmesi kolay oldugu i¢in tercih edilir.

Orjin
O—hgp & s—O
«—O—» ;
A%gcﬁlz Notral a% L
Anot Katot

Sekil 3.3. Aminoasitlerin kagit elektroforezi.

3.1.1. Notral Aminoasitler

Notral aminoasitler, bir amino grubuna karsilik bir karboksil grubu tasiyan
aminoasitlerdir. Bu aminoasitler yan zincirlerinin (R grubu) yap1 ve 6zelliklerine gore alt
siiflara ayrilmaktadir.

3.1.1.1. Diiz Zincirli Aminoasitler: Diiz zincirli aminoasitler hidrokarbon yapisinda
yan gruba (—R) sahip olan aminoasitlerdir. Bu aminoasitlerin en basit olan1 —R’ nin —H oldugu
glisindir. Glisin H,NCH,COOH oldugundan o— karbonu asimetrik degildir. Alaninde
R= —CHj5’dir. Hidrokarbon yapisinda yan gruba sahip olan diger aminoasitler ise, valin, 16sin,
izolosin ve prolindir. Prolin bir aminoasit degil bir iminoasittir. Prolinde, —R grubu, hem

o—karbonuna hem de amino grubuna baglanarak halkali yap1 olusturmaktadir.
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|
H2N—C|)—COOH
CHj3

Alanin

H2N—C,)—COOH
CH,

|
CH
/ \
HsC  CHs

Losin
H

I
HN——C—COOH

H,Co  CHo
S

Prolin

|
H2N—C')—COOH

/CH
Hoe” CH,
Valin

|
H2N—C,)—COOH

H‘CI;—CH3
T
CHs

1zolosin

3.1.1.2. Yan Zinciri Hidroksilli Aminoasitler: Yan zincirlerinde alifatik hidroksil

grubu bulunan aminoasitlerdir. Bu aminoasitlerin yan gruplarindaki —OH gruplarinin, protein

yapisinda bulunmasi proteinlerin biyolojik fonksiyonlar1 agisindan ¢ok 6nemlidir. Hidroksil

grubu polar olup, hidrojen bagi yapabilir. Bu grup aminoasitler; serin ve treonindir.

I
H2N—C|3—COOH
CH,

|
OH

Serin

|
HzN—C—COOH
H—C,J—CH3

HO
Treonin

3.1.1.3. Yan Zinciri Aromatik Aminoasitler: Yan zincirinde aromatik grup

bulunan aminoasitler; fenilalanin, tirozin ve triptofandir.

H H

HZN—Cli—COOH H;N——C——COOH  H,N——C——COOH

|
Fenilalanin OH

Tirozin
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3.1.1.4. Yan Zincirinde Siilfiir Grubu Bulunan Aminoasitler: Sistein ve metionin
aminoasitleri bu grupta yer almaktadir. Sistein aminoasiti, proteinlerin ii¢ boyutlu yapisinda
distilfid capraz kovalent baglarmi olusturmasiyla 6zel bir oneme sahiptir. Siilfidril grubu
(-SH) aslinda bir tiyol grubudur. Metioninin yapisinda tiyoeter (R—S—R) grubu yer
almaktadir. Metionin, protein sentezinde 6zellikle metilasyon reaksiyonlarinda metil grubu

vericisi olarak gorev yapar.

H H
H2N—(I:—COOH HzN—Cf—COOH
X g
HS CH2
S
|
CH,
Sistein Metiyonin

Buraya kadar s6z ettigimiz notral aminoasitlerin yan zincirleri fizyolojik pH’da
(pH=6-8) yiiksiizdiir. Bu aminoasitlerden yalmiz tirozin ve sistein aminoasitlerinin yan
zincirleri fizyolojik pH disinda iyonlasabilir. Notral aminoasitlerden polar yiiksiiz —R
gruplarma sahip olan; serin, treonin ve tirozin disindakiler apolar yani hidrofobik yan
zincirlere sahiptirler. Sistein, —SH grubuyla; prolin ise farkli bir halka yapisindan dolay1
kismen polardir. Polar aminoasitler su ile hidrojen bagi yaparlar ve polar olmayanlara gore
suda daha 1yi ¢Ozliniirler.

Aminoasitlerde apolar R grubuna sahip olmak demek genellikle bu aminoasidin
proteinlerin globiiler (kiiresel) yapisinda molekiiliin hidrofobik i¢ kisminda yer almasi
anlamma gelir. Aminoasitlerde apolarlik kavrami dipol momentinin sifir (u=0) olmasi

anlaminda degildir.

3.1.2. Bazik Aminoasitler

Fizyolojik pH’da pozitif yiiklii yan gruplara sahip aminoasitlerdir. Bu aminoasitlerin
yan zincirlerinde de en az bir amino grubu daha bulunmaktadir. Bu aminoasitler Lizin, arginin
ve histidindir. Bu aminoasitlerden histidin aromatik 6zellikte imidazol halkasina sahip
oldugundan fizyolojik pH’da cevresine gére bazen pozitif yiikliidiir. Histidin disinda higbir
aminoasidin fizyolojik pH’da tampon yapma kapasitesi yoktur. Imidazol halkasmin pK’s1 6,0

oldugundan, fizyolojik pH smirlar1 i¢inde tampon yapma o6zelligine sahiptir. Hemoglobin
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yapisinda 6nemli miktarda histidin bulundugu icin fizyolojik pH sinirlarinda kuvvetli bir

tampon olusturur ve O, molekiiliinii tasir.

H H H
CH, CH, CH,
| | | He
CH» CH; T/ \
| | CH
CH, CTZ HC\N/
H
CH, NH
| . Histidin
NH3+ C==NH,
o NH,
Lizin
Arginin

3.1.3. Asidik Aminoasitler

Yan zincirleri negatif yiiklii R grubu bulunan yani asidik olan aminoasitler iki tanedir:
Glutamik asit ve aspartik asit. Bir amino grubuna karsi iki karboksil grubu tasiyan
aminoasitlerdir. Fizyolojik pH’da negatif yiiklii olduklarindan asit isimlerinden ziyade tuz
yani anyon isimleriyle anilirlar. Aspartat ve glutamatin —R grubundaki karboksil tizerinden
amidlesmesiyle olusan asparagin ve glutamin olmak iizere iki tane amit tiirevi vardir. Bu

aminoasitlerin yan zincirleri yiiksiizdiir ve NH4" katyonunun tasinmasinda rol alirlar.
H H H H

HN—C——COOH  H:N——C——COOH HN——C——COOH HN——C——COOH

CHZ c|;H2 c’;HQ C|)H2
s l
CO0 CH ™ CHy
2 H2N/ o |
Aspartat _
P co0 PN
Glutamat Asparagin HoN o
Glutamin

3.1.4. Sonradan olusmak suretiyle proteinlerde bulunan aminoasitler
Protein yapisinda yer alan 20 standart L—o—aminoaside ilave olarak bazi 6zellesmis
proteinlerin hidrolizi sonucu farkli bir takim aminoasitlerde elde edilmistir. Bunlarin hepsi de

normal aminoasitlerin tirevleridir.
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Bu aminoasitlerden 4-hidroksiprolin, prolinin bir tiirevi olup kollagen ve bazi bitki

proteinlerinde bulunmaktadir. Lizin tiirevi olan 5-hidroksilizin, deri ve kemige saglamligini
kazandiran kollagen proteini yapisinda bulunur.

OH
| H
H—C CH, H, 4 Hy H
| H,N—C —C——C —C —C——COOH
H,C CH—COOH
OH NH,
N
H

4 - Hidroksiprolin 5 - Hidroksilizin

N-metil histidin ve N—metil lizin, baz1 kas dokusu proteinlerinde bulunur.

H,;C—NH— CH,—CH,—CH,—CH,— CH——COOH CH,— CH——COOH

NH, / \ NH,
N-metillizin N NH*
NS
H;C
N-metilhistidin
Sistin bir sistein tiirevidir, baslica sac, kil, tirnak ve boynuz maddesi o—keratin grubu

proteinlerde olmak tizere ¢ogu proteinlerde %1-2 oraninda bulunmaktadir.

H

H
2H" |
H2N—(|3—COOH HZN—(l.'}—COOH
CH, J CH,
| - [
SH ?
I I
H,C Hz?
H,;N——C——COOH
H,N——C——COOH 2 CO0
H
H
Sistein Sistin

Dort lizin aminoasidinin bir araya gelerek olusturdugu desmozin ve izodesmozin tiirev

aminoasitleri de fibr6z bir bag dokusu proteini olan elastin yapisinda bulunmkatadir.
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H,N COOH HoN NH,
2 \ /

CH CH—(CHy), X (CHy)-CH
(éHg3 HOOC ‘ COOH
H,N NH +
’ /- N (CHa)s
CH-(H,C), X (CHy)ch) | CH—NH,
‘ (TH2)4
HOOC COOH
= oH COOH
N
| H,N  COOH
(CHy)4

| Izodesmozin

HoN COOCOH

Desmozin

Bu tiirev aminoasitler, normal aminoasitlerin protein yapisina girdikten sonra
degisiklige ugramasi sonucu olusurlar.

Protein yapisinda yer almayan fakat dogal olarak bulunan bazi aminoasitler ya
metabolizmanin 6nemli ara bilesikleri ya da dnemli biyomolekiillerin 6nciil maddeleridirler.
Gilintimiizde farkl hiicre ve dokularda serbest veya birlesmis olarak 150°den fazla cesitte
aminoasit mevcut oldugu anlasilmistir. Gramisidin ve aktinomisin D antibiyotiklerinde ve
cesitli bakteri hiicre duvarlarinda D— izomer aminoasitler bulunmaktadir. D—glutamik asit
baz1 bakteri hiicre ¢eperlerinde, D—alanin baz1 bécek larvalarinda ve D—serin toprak solucani
yapisinda bulunmaktadir. Bu aminoasitlerin ¢ogu a—aminoasitlerdir. Ancak B—, y— ve o—
aminoasitlerde bilinmektedir. f—alanin bir vitamin olan pantotenik asidin onciil maddesi olup
koenzim A (CoA) yapisinda yer almaktadwr. Homosistein ve homoserin, aminoasit
metabolizmasi ara bilesikleridir.

H

rhC——?—-COOH H,C—CH,—CH—COOH  H,C—CH,—CH—COOH
| I
H

NH, SH NH, HO NH,

B—alanin Homosistein Homoserin
Ornitin ve sitrulin hem tire ¢evrimi ara bilesikleri hem de arginin aminoasidinin

sentezinde Onciil bilesiklerdir. y—aminobutirik asit ise sinir uyarilarinin iletiminde rol

almaktadir.
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H2C_CH2_CH2_CH_COOH H2C_CH2_CH2_CH~COOH H2N_CH2_CH2-CH2‘COOH

| | |
HoN NH, _NH NH,
o=c_
NH,>
Ornitin Sitrulin y—aminobutirik asit

Mantarlar ve yiiksek bitkiler, ¢gogunun fonksiyonu bilinmeyen ¢ok sayida aminoasit
icermektedir. Bu aminoasitlerin bazilar1 bitkiler disindaki canlilar i¢in zehirlidir. Bunlara
kanavanin ve P-siyanoalanin 6rnek olarak verilebilir. Bu grup aminoasitler proteinlerde
bulunmayan fakat dogal olarak bulunan bazi aminoasitlerdir.

H H
HzN—C:3—COOH H2N—C|)—COOH
CH,

I

CH, b
I

0 I
I N

NIH

C|)= NH

NH,

Kanavanin B—siyanoalanin

3.2. AMINOASITLERIN ASIT-BAZ OZELLIiKLERI

Aminoasitlerin asit-baz 6zelliklerinin bilinmesi proteinlerin 6zelliklerini anlamak ve
incelemek i¢in dnemlidir. Aminoasitleri ayrabilmek, teshis ve miktarini tayin edebilmek ve
proteinlerin aminoasit bilesimlerini belirlemek i¢in asit-baz 06zelliklerinin bilinmesi
gerekmektedir. Kristal halde aminoasitlerin normal erime noktalari 200 °C ve daha
istiindedir. Aynen tuzlar gibi aminoasitlerin de erime noktalar1 yiiksektir. Ciinkii nétral pH ve

kristal durumda aminoasitler zwitteriyon (dipolar iyon, i¢ tuz) yapisindadirlar.
H

@ o
R
Zwitteriyon (dipolar iyon, i¢ tuz)
Aminoasitlerin sudaki ¢oOziiniirliikleri tuzlar gibi olduk¢a yiiksektir ve sulu
cozeltilerinden nétral pH’da zwitteriyon seklinde kristallendirilirler. Notrallige yakin

57



cozeltilerde zwitteriyon halinde bulunan aminoasitler diisitk pH’larda katyon (+), yiiksek pH’
larda anyon (—) seklinde bulunmaktadirlar.

Aminoasitlerin pH’ ya bagli olarak iyonlagsma dengesi:

H

T H
® H" ® © - | S
H;N——C——COOH == = H,N c|: CO0 = OH == H,N C COO
R L l
KATYON Zwitter iyon ANYON

(Notral pH)

Aminoasitler pH<3 olan ortamlarda, ortamdan proton alarak katyonik halde
bulunurken; pH>10 olan ortamlarda ise ortama proton vererek anyonik formda bulunur.
Aminoasitler asidik ortamda pozitif yiikli iyonlar, bazik ortamda negatif yiiklii iyonlar
olustururlar yani amfoterik 6zellik gosterirler. Asitlere karsi baz, bazlara karsi asit 6zelligi
gosteren bilesiklere amfoterik bilesikler ad1 verilir.

Bir aminoasit, —R grubu dikkate alinmaksizin, iki proton yiiklenebilir. Bu nedenle
genel olarak aminoasitler dibazik asitler (H,A, H»>COs,...) gibi iki esdeger bazla titre
edildiginde bu protonlar1 tamamen verebilirler.

Tamamen protonlanmig bir aminoasidin pH artigina bagl olarak iyonlasma dengesini

asagidaki gibi gosterebiliriz.

H H
Hﬁ—c—COOH —_— Hﬁ—c—cog + H' pK,
R R
H H

® | ) )
H;N—C—C00 <~ ——= H,N—C—CO00 + H' pK>

R R

3.2.1. Aminoasitlerin Titrasyon Egrileri Karakteristiktir
Alaninin titrasyon egrisi iki farkli grubun proton vermesiyle iliskili olarak iki
basamaklidir (Sekil 3.4). Cok diisik pH’da alanin tamamen protonlanmis katyon

formundadir.
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H * H . H
+ | Ky j + | _ PKy j’ _ | _
H—C——COOH = = HNi—C—C00 = H,N—C——CO0
| |
CH, CH, CHs

0.1 M alaninin 25°C’da 0,1 M NaOH ile titrasyon egrisinin birinci basamagmin orta
noktasinda 0,5 esdeger OH" ilave edildigi i¢cin proton verici ve proton alici tiirlerin (H,A ve
HA") derisimleri esittir. Herhangi bir titrasyonda, titre olmaya baslayan protonlanmis grubun
pKa degerinin pH’ya esit oldugu yerde orta noktaya ulasilir. Alanin i¢in bu orta nokta da
pK,= 2,34’tiir. Bu —COOH grubunun pK, degeridir.

Henderson — Hasselbach esitliginde;

[H4]

H = pK +1lo
p PA, g[HA]

2

[H2A] = [HAT] ise pH = pK, oldugu goriiliir.

Diger 6nemli nokta ise 1,0 esdeger alaninin titrasyonunda, 1,0 esdeger OH" ilave
edildigi zaman pH’nin 6,02’ye ulastigi noktadir. Bu noktada —COOH grubu tamamen
protonlari vermistir, alaninin tamami zwitteriyon halindedir ve molekiil tizerindeki toplam
yiik sifirdir. Bu pH’da alanin dogru akim uygulanan bir elektrik alanda anoda ya da katoda
hareket edemez. Bu noktadaki pH degerine izoelektrik pH denir ve pH; ile gosterilir. Her
aminoasitin kendine 6zgii bir izoelektrik pH’ s1 vardir. —R grubu iyonlagsamayan aminoasitler
icin izoelektrik pH (pHi) = (pK; + pKy) / 2 esitligi ile verilir.

pK ve pK, degerleri biliniyorsa herhangi bir pH’da ¢6zeltideki amino asitlerin iyonik
tiirlerinin oran1 bulunabilir. izoelektrik noktada tamamen zwitteriyon (dipolar iyon) hali
mevceuttur.

Titrasyonun ikinci basamagi, —NH; ™ grubunun proton kaybetmesine karsiliktir. 1,5
esdeger OH  ilave edildigi zaman yani ikinci basamagin orta noktasinda pH=pK,= 9,69’dur ve
—NH;" grubunun pK, degerine esittir. Bu noktada [HsN'CHRCOOT] = [H,NCHRCOO]
denge durumundadir. Titrasyon pH = 12,0’da tamamlanir ve bu noktada alanin tamamen
anyon (H,NCHRCOO) halindedir. -COOH igin 2,34 ve —NH3" i¢in 9,69 iki iyonlasabilir
grubun pK, degerleridir.
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H:N-CHR-COO-
pK2=9.69

H:N"-CHR-COO™ =H:N{CHE-COO"
H:N"-CHR-COOH

H:N"-CHR-COO

H:N"-CHE-COOH=H:N"JCHR-COO"
| |
05 1.0 1.5 2.0
» Elkivalent [OH]

Sekil 3.4 . Alaninin titrasyon egrisi (R = —-CHs)

R grubu iyonlagsmayan aminoasitlerin titrasyon egrisi alaninin titrasyon egrisi gibidir.
R yan grubu iyonlasabilen aminoasitlerin (lizin, histidin, glutamik asit gibi) titrasyon egrileri
daha karmagiktir. Ciinkii bu aminoasitlerin —R yan grubunda bulunan iyonlasabilir grup da
titrasyona istirak eder. Bu tip aminoasitlerin izoelektrik pH’ larmin bulunmasinda
aminoasidin zwitteriyon halini veren pK degerlerinin aritmetik ortalamasi alnir. Ornek olarak
lizin ve glutamik asidin izoelektrik pH’smi hesaplayalim. Lizinin 6nce —COOH grubu
(pKi = 2,18) sonra -NH;" grubu (pK; = 8,95) ve en son olarak da —R grubu (pKg = 10.53)
iyonlasacaktir. Lizinin zwitteriyon hali pK, ve pKgr arasinda oldugundan pH; = (8,95+10,53) /
2 = 9,74 bulunacaktir. Glutamik asit i¢in pK; = 2,19 pK, = 9,67 ve pKgr = 4,25’ dir. Glutamik
asidin zwitteriyon hali, pK; ve pKg arasinda oldugundan izoelektrik pH; pH;= (2,19 +4,25)/
2 = 3,22 olarak hesaplanacaktir.

Aminoasitlerin asit—baz 6zelliklerini asagida belirtildigi sekilde 6zetleyebiliriz:

1) Aminoasitler, izoelektrik pH’larinin iizerindeki pH’larda negatif yiikllenirler

(anyon) ve anota; altinda ise pozitif yliklenirler (katyon) ve katota go¢ ederler.
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2) Alanin gibi —R grubu iyonlagsmayan aminoasitlerin titrasyon egrisi alaninin
titrasyon egrisine benzer. pK; degerleri 2,0 — 3,0; pK, degerleri ise 9,0-10,0 arasindadir.

3) Alifatik mono karboksilik asitlerin pK, degeri 4-5 arasinda oldugundan, o—
aminoasitler, alifatik mono karboksilli asitlerden 100-1000 kat daha kuvvetli asitlerdir.
Ornegin alaninin pK; degeri 2,34 iken; asetik asidin pK, degeri 4,76 d1r.

4) Aminoasitlerin o—amino grubunun bazligmin, alifatik primer aminlerden fazla
farkli olmadig1 (daha zayif) goriiliir.

5) Bir amino asitin izoelektrik pH degeri; pK;, pK, ve varsa pKgr degerlerinin uygun
aritmetik ortalamasidir.

6) pK; (1,3 — 3,3) ve pK; (8,6-10,6) degerlerinde titrasyon egrisinin yatay gittigi
bolgede, aminoasitlerin tampon kapasitesi vardir. Histidin (pKr = 6,0) hari¢ aminoasitlerin
fizyolojik pH’ da (pH = 6,0-8,0) tampon kapasitesi yoktur. Hemoglobin bol miktarda histidin
icerdiginden fizyolojik pH sinirlarinda giiglii tampon kapasitesi vardir. Aksi takdirde temiz

arter kanmin pH’ s1 7,35’den daha asidik olur ve hemoglobin oksijen (O,) tastyamaz.

3.2.2. Aminoasitlerin Isik Absorpsiyonu

Aminoasitlerin hicbirisi goriiniir bdlgede 151k absorpsiyonu yapamazlar. Ancak
aromatik benzen halkasi igeren aminoasitler (fenilalanin, triptofan, tirozin) UV bdlgede
onemli miktarda absorpsiyon yaparlar. Cogu proteinler yaklagik sabit oranda tirozin
aminoasidi i¢erdiginden 280 nm’deki 151k absorpsiyonunun spektrofotometrik dl¢timii sonucu,
bir ¢6zeltideki protein miktar1 kolay ve hassas bir sekilde tayin edilebilir. Diger aminoasitler

220 nm’den daha diisiik dalga boyunda absorpsiyon verirler.

3.2.3. Aminoasitlerin Taninmasi

Baz1 aminoasitler spesifik renk reaksiyonlariyla tanmirlar (Tablo 3.3). Bu teknik
kromatografi ve kagit elektroforezinde aminoasitlerin lokalize oldugu bdlgeleri goriiniir hale
getirmede kullanilir. Belirli bir proteinin yapisinda bazi aminoasitlerin bulunup bulunmadig:

bu renk absorpsiyonlari ile anlasilir.

Tablo 3.3 . Bazi aminoasitlerin tamnmalarmda kullanilan renk reaksiyonlar1

Testin Ad1 Ayrraclar Renk Aminoasit
Ksantoprotein Kons. HNO; Sar1 Tirozin—Triptofan
Millon HNO; + Hg(NOs), Kirmizi Tirozin

Hopkins — Cole  Glioksilik asit + H,SOy4 Kirmizi Triptofan
Sakaguchi a—naftol + NaClO Kirmizi Arginin
Nitroprusside sey. NH; ¢ozeltisinde Kirmizi Sistein

ve sodyum nitroprusside
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3.3. AMINOASITLERIN ANALIZI
Protein yapisinda bulunan aminoasitler, kuvvetli asitlerle ve enzimlerle hidroliz
sonucu serbest hale getirilir. Aminoasitleri analiz etmek i¢in ¢esitli teknik ve yOntemler

kullanilmaktadir. Aminoasitler su yontemlerle analiz edilebilir:

3.3.1. Dagilma (Partisyon) Kromatografisi ile Ayirma

Dagilma kromatografisi islemleri sabit fazin veya destek malzemesinin tiiriine gore
kagit kromatografisi, ince tabaka kromatografisi, kolon kromatografisi, gaz kromatografisi ve
yiiksek basing sivi kromatografisi (HPLC) seklinde uygulanir. Dagilma kromatografi
tiirlerinin ayrilma ilkesi aynidir. Bu ilke; ayrilacak olan maddenin genellikle higroskopik su
olan sabit faz ile bir organik ¢dziicii olan hareketli faz arasinda, belirli ve farkli dagilim
katsayilarma sahip olmalar1 ve hareketli fazin hareketiyle ¢ok sayida bilesenlere ayrilmanin
meydana gelmesidir.

a. Kagit Kromatografisi: Kagit kromatografisinde Whatman No: 1 veya No: 3 gibi
0zel hazirlanmis siizgec kagitlar1 kullanilir. Seliiloz lifler tizerinde bulunan higroskopik su
sabit fazi olusturur. Ayrilacak karisimdan bir damla kagitin kenarindan 1 cm yukar1 kadar
damlatilir, kagitin kenar1 uygun bir organik ¢oziicii veya ¢oziicli karisimma daldirilir ve
ayirma olduktan sonra kurutulur. Coziicii kapiler etkisiyle ilerlerken aminoasitleri de ¢oziip
stiriikler. Aminoasitlerin su ile ¢oziicli arasindaki dagilimlar: farkli oldugundan; her biri farkl
stiriiklenir ve bir siire sonra ayrilmalar meydana gelir. Bu metotla aminoasitleri birbirinden
ayirmak i¢in, n-biitanol-asetik asit-su (4:1:5) karigimi uygulanir.

Kagit kromatografisi; iki boyutlu (yonlii) olarak da uygulanabilir (Sekil 3.5). Bu
durumda lekeler bir dogru iizerinde degil de, bir diizlem iizerinde yer alacaklarindan daha 1yi
bir ayirma olur (Sekil 3.6). Burada birinci yiiriitme i¢in pH’1 9.3 olan borat tamponunda m—
krezol ve fenol (1:1) c¢ozeltisi kullanilir. Yiriitme tamamlandiktan sonra kagit kurutulur ve
90° ¢evrilir. Ikinci yiiriitme icin ¢dziicii olarak n-biitanol-asetik asit-su (4:1:5) karisimi
kullanilir. Bu islemler tamamlandiktan sonra kagit kurutulur. Aminoasitler renksiz oldugu i¢in

ve NH;‘l1 ninhidrin ¢ozeltisi piiskiirtiilerek, 80°C’de 1sitilip aminoasit lekeleri renklendirilir.
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I pH = 9.3 olan borat I
tamponu iginde *eee n — biitanol —
~ | m— kresol ve fenol [ asetik asit — su
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Sekil 3.5. iki boyutlu kagit kromatografisi

Hidroksiprolin ve prolin (sar1) hari¢ biitiin aminoasitler ninhidrin ve NH; ¢ozeltisi ile
mavi—mor renk verirler.
Molekiillerin dagilma kromatografisindeki hareketleri bir Ry degeri ile karakterize

edilir. Re degerlerinden ve renklerinden aminoasitler taninir.

_ Orjinden itibaren bilesigin aldig1 yol
/™ Orjinden itibaren ¢6ziiciiniin aldig1 yol

Her leke kesilip alinarak, hangi aminoaside ait oldugu belirlenir ve bir

spektrofotometrede lekelerin renk koyuluklari incelenip ytlizdeleri hesaplanabilir.

A= logl—l" =g [ C Lambert—Beer esitliginden standart calisma grafigi (absorbansa kars1

konsantrasyon) c¢izilerek, konsantrasyon tayin edilir.

Genellikle bu islem uzun, zaman alict ve zahmetli oldugu i¢in aminoasitler Ry
degerlerinden tanmir. Her ¢oziicii sisteminde hazirlanmis referans kartlar1 bulunmaktadir. Her
leke analiz edildikten sonra karttaki Ry degerleriyle karsilastirilir. Boylece her lekenin hangi

aminoasite ait oldugu belirlenir.
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Sekil 3.6. Aminoasitlerin iki boyutlu kagit kromatografisi ile ayrilmasi. 1. Yiriitme: m—krezol — fenol

(1:1) pH=9,3 borat tamponu. 2. Yiiriitme: n—biitanol-asetik asit-su (4:1:5)

b. ince Tabaka Kromatografisi: ince tabaka kromatografisinde sabit faz destek
olarak; cam, aliminyum veya plastik bir plaka iizerine ince bir tabaka seklinde kaplanmis
olan silika jel, aliimina veya poliakrilamid gibi maddeler kullanilir. ilkesi ve uygulamas1 kagt

kromatografisi gibidir. Ancak burada daha net ayirmalar elde edilebilir.

c¢. Kolon Kromatografisi: Kolon kromatografisinde bir cam veya plastik boru
icerisine silika jel, aliimina, nisasta, poliakrilamid vb. gibi madde tozlar1 doldurularak, iizerine

ayrilacak karisim uygulanir ve uygun bir ¢oziicii ile eliie edilir.

d. Gaz Kromatografisic Aminoasitler ugucu olmayan bilesiklerdir. Gaz
kromatografisinde ancak ugucu olan bilesikler analiz edilebilmektedir. Aminoasitlerin dnce
ucucu tlirevleri hazirlanir. Bu amagla trimetilsilil kullanilir. Ugucu tiirev, gaz kromatografisi
(GC) aletinin ¢ok ince ve 1yi paketlenmis uzun kolonlarindan gegirilir. Kolondan gecerken,
karigimdaki aminoasitler birbirinden ayrilir ve tek tek kolonun sonundan ¢ikar. Kolondan
cikan her aminoasit dedektdrden [Termal Kondiiktivite (TCD), Elektron Yakalama (ECD)
veya Alevde Iyonlasma dedektorlerinden (FID) biri kullamilir] geger ve gegerken de
kayitedici aminoasitleri kaydeder (Sekil 3.7). Boylece karisim halindeki aminoasitlerin 6nce
ucucu tiirevleri hazirlanip, daha sonra kolondan gecirilecek olursa; bu aminoasitler

birbirinden ayrilir ve karisimda hangi aminoasitin ne miktarda bulundugu tayin edilir.
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Sekil 3.7. Gaz kromatografisinin temel bilesenleri

e. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC): Aymrma teknikleri
icerisinde HPLC en yaygm olarak kullanilanlardandir. Sivi kromatografisi yonteminin 6zel
bir uygulamasi olan HPLC yonteminde, sabit faz olarak kullanilan pargacik boyutlarinin
onemli 6lciide kiiciiltiilmesi sonucu, hareketli faz ile etkilesen sabit faz yiizey alani biiylir ve
boylece kolonun etkinligi artirilmig olur. Cok siki olarak doldurulmus kolondan hareketli
fazin belirli bir hizla geg¢ebilmesi icin bir basing uygulanmasi gerekir. Bu yiiksek verimdeki
kolonlarin ve oldukga yiiksek basinglarin kullanildigt HPLC, en yaygin bigimde uygulanan
kromatografi tiiridir (Sekil 3.8).

HPLC giinlimiizde kimya, biyokimya, biyoteknoloji, farmokoloji, bitki kimyas1 vb.
alanlarinda ayirma ve analiz igin vazgecilmez bir yontemdir. Ozellikle, diger kromatografik
tekniklere uygun olmayan bilesiklerin ayrilmasi ve analizi i¢in uygundur. Cevre sicakliinda
termal olarak kararsiz bilesikler ve yliksek polarliktaki bilesikler, herhangi bir tiirevlendirme
olmaksizin HPLC ile ayrilabilir ve analiz edilebilir.

HPLC’ nin s1vi kromatografisinin diger tiirlerinden iistiinliikleri sunlardir:

e HPLC kolonu, rejenerasyon olmaksizin pek ¢ok kez kullanilabilir.

e Boyle kolonlarda gergeklestirilen ayirma, ¢cok daha gesitlidir.
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e Bu teknik kullanicinin becerisine daha az bagimhidir ve tekrarlanabilirlik daha
yiiksektir.
e Nicel analiz amagclar1 i¢in de kullanilabilir.

e Analiz suresi kisadir.

e Duyarlik ¢ok yiiksektir, floresans veya elektron yakalama dedektorleri kullanilarak

10 pg’lik bir 6rnek bile tayin edilebilir.

21\ J |\

|— ——
b
e i dekid Kaydedici
Datjitma Birimi Daditrna Birimi Dadektor ¥
i |
Odasi oion
(o Atik
Pompa

Ormek
Enjektdrd

Sekil 3.8. HPLC cihazinin temel bilesenleri

3.3.2. Iyon Degisim Kromatografisi:

Iyon degistirici recineler polistiren, poliakrilamid gibi sentetik recine molekiillerinde
karboksil grubu (zayif asit), siilfonik asit (kuvvetli asit) veya kuaterner amonyum katyonu
gibi bazik bir grup bulunan maddelerdir. Asit grubu (~SO3;'H") bulunan regine, NaOH ile

muamele edildigi zaman anyon haline (-SO; Na") gecerek katyonlar1 baglayabilirler.

SO; Na'

Ortamin pH’sma gore aminoasitlerin re¢ine anyonuna baglanma kuvvetleri farklidir.

Iste bu 6zellikten yararlanarak aminoasitler birbirlerinden ayrilabilirler.
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Uygulamada siilfonize ve % 8 (divinil benzen) ¢apraz baglh katyon degistirici regine
(ticari adi Dowex 50x8) ile oldukca 1yi sonuglar alinmaktadir. Analizde biri kisa (15 cm)
digeri uzun (150 cm) olan iki kolon kullanmilir. Katyon degistirici re¢ine tozu pH = 3,0 olan
tampon ¢ozelti ile karistirilarak kolonlara doldurulur, siiziildiikten sonra pH = 3,0 olan tampon
cozeltide ¢Ozlinmiis olan aminoasitler karisimi tistten kolona verilir. Kisa kolon pH = 5,28
olan tampon ¢6zeltisi ile eliie edilir. Swrasiyla lizin, histidin ve arginin aminoasitleri kolondan
almir. 0,35 N sodyum sitrat tamponu kisa kolonda eliisyon ¢6zeltisi olarak kullanilir.

Uzun kolon 6nce pH = 3,25 olan tampon ¢ozeltisi ile eliie edilir. Sirasiyla aspartik asit,
treonin, serin, glutamik asit ve prolin gelir. Eliatlar kii¢iik fraksiyonlar halinde alinir ve
analize tabi tutulur. Sonra pH = 4,25 olan tampon ¢6zeltisi ile eliisyona devam edilir; sirasiyla
glisin, alanin, sistein, valin, metionin, izoldsin, 16sin, tirozin ve fenilalanin ayrilir. Eliisyon
cozeltisi i¢in 0,2 N sitrat tamponu kullanilir. Fraksiyonlardan alinan numuneler ninhidrin ile
isitilarak renklendirilir ve spektrofotometrede A = 570 nm’de absorpsiyonu Olciiliir. Bu
yontem kolonlar 1/3 oraninda kisaltilarak otomatik hale getirilmistir. Otomatik analiz
cihazinda (otoanalizor) eliiatlar 55°C’de siirekli olarak ninhidrin ile renklendirilir ve bir
spektrofotometre hiicresinden gecerken 570 nm’de siirekli olarak grafige alinir (Sekil 3.9).
Grafiklerin alikonma zamanlarindan aminoasitlerin tiirleri; pik alanlarindan da aminoasitlerin
yiizdeleri hesaplanir. Ya da elektronik bir diizenekle sayisal olarak gosterilir veya yazilir. Bir
aminoasit otoanalizorii ile proteinlerdeki aminoasit yiizdeleri birkac¢ saat iginde dogru bir

sekilde tayin edilebilir.

. | |
150 cmLiK KOLON | |
NS emKOLON

é’ re——pH 325 — 5 te— PH4.25 -—~—»J,ﬁ_ﬁ” s
@ .2 N Sodyum Sitrat I 10.35 1 Sodyum
g The Met Sitrat
ﬂ Aps|Ser Gly vat | e "'—":1
VR 1 Glu J Ala l ]I-ﬂ'u 'rl II:H
| f Phe I 3 Arg

Cys
|

£0 &0 160 240 320 370 &350 S0 @0 130
ELUENT mL

Sekil 3.9. Aminoasitlerin otomatik tayinlerinin yapilmasinda kullanilan aminoasit analizorii ile elde
edilen kromatografik profil.
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3.3.3. Yiiksek Gerilim Elektroforezi ile Ayirma:

Belli bir pH’da aminoasitlerin yiik farkliliklarina gore elektriksel alanda go¢ etmeleri
esasina dayanir. Uygun bir tampon ¢ozelti ile 1slatilmis slizge¢ kagitinin ortasma yine ayni
tamponda ¢Ozililmiis aminoasitler karistmi numunesi damlatilir. Kagidin  karsilikli
kenarlarinda bulunan elektrotlara birka¢ bin voltluk DC elektrik alan1 uygulanir (Sekil 3.10).
Tampon ¢ozelti i¢in pH’ nin 6.4 oldugunu varsayalim. Bu pH’da aspartik asit ve glutamik asit
negatif (—) yukliidiirler, anoda (+) gogerler. Lizin, arginin ve histidin gibi bazik aminoasitler
pozitif (+) yiiklidiirler, katoda (—) gogerler. Go¢me hiz1 molekiil agirligma da baghdir, kiigiik
molekiiller daha hizli, biiylik molekiiller daha yavas go¢ ederler.

Bunlarin disindaki aminoasitlerin (ndtral aminoasitler) izoelektrik pH degerleri 6,4°e
yakin oldugundan yilik durumlarina gore kimi anoda kimileri katoda daha yavas gocerler.
Birkag saat sonra ayrilma olur. Ancak aminoasitler renksiz oldugu i¢in goriilemezler. Kagit
kurutulduktan sonra iizerine ninhidrin ¢ozeltisi puskiirtiiliip 1sitilarak aminoasit lekeleri
goriiniir hale getirilir. Bu yontemde degisik tampon ¢ozeltileri kullanilarak aminoasitlerin en
uygun sekilde ayrilmasi saglanabilir.

v(gdchiz)

Elektriksel hareketlilik = E (VO ] f}l

Bu yontem kii¢iik molekiillii peptidlerin ve niikleik asitlerin ayrilmasinda da

kullanilabilir.
Kagit veva seliloz strip —/Kapak
| |
(_} Katot - n | éﬁ-ﬁ_‘_‘-‘ (+} Anot

\
T~ Tampon cozelti

;ll." ’ e —

Sekil 3.10. Kagit veya seliiloz strip elektroforezi.

3.4. AMINOASITLERIN KIMYASAL REAKSiYONLARI
Aminoasitler, karakteristik kimyasal reaksiyonlarini a—karboksil, a—amino ve yan

zincirlerindeki fonksiyonel gruplariyla vermektedir.

3.4.1. Aminoasitlerin o—Karboksil Gruplarinin Reaksiyonlan
1. Aminoasitlerin o—karboksil gruplar1 amidleri, esterleri ve asit halojentirleri

vermek lizere organik reaksiyonlara girerler. Etanol ve benzil alkol ile aminoasitlerin
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esterlesmesi peptidlerin kimyasal sentezinde karboksil grubunun gecici olarak korunmasi i¢in

kullanilir.

T T oo T
H,N——C——COOH  + HO—?—CHQ, —A»HZN C——C—F0——C——CHj
| ) | |

R Etanol R
Koruyucu grup
H
| Aminoasit etil esteri
HO—?
H
Benzil alkol

2. a—karboksil grubu korunmus bir aminoasit ile a—amino grubu korunmus diger bir
aminoasit arasmdan bir mol suyun ¢ikmasiyla peptid bagi olusur. Birinci aminoasidin o—

amino, ikincisinin o—karboksil grubu korunmus olmasaydi iki farkli dipeptid olusur.

koruyucu koruyucu
9||'UI0 o grup
| H I
HN oo Jz o HO
H—C—COOH + H2N—C—C—-k°";]ur¥;|‘0°u — H_é_(l_l,_N_é_(l_l,_ kogl%%cu
I |
R‘] R2 R1 H R2
koruyucu
grup
| koruyucu
grup
N / N
H=G=C-N-C—C— KorY ey HAN—C—C—N—C~COOH
Ri, HR, R H R,
Dipeptid

3. Aminoasitlerin karboksil grubunun diger 6nemli bir reaksiyonu da polipeptidlerin
C— ucu aminoasitlerinin tayininde kullanilmaktadir. Susuz ortamda bir polipeptid LiBH, ile
etkilestirilirse C— ucu aminoasidinin o— amino alkolii meydana gelir. Daha sonra biitiin

polipeptid hidroliz edilerek o— amino alkol kromatografik yontemle kolayca tayin edilir.
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H O R4 H O R4

|l | Susuz LiBH, [l |
----lil (IZ—C lil CII COOH ———» ----N—(C—C—N—-C—CH,OH
H R, H H (C-ucu) |!| }IQZ |!| I!i
Polipeptid (n birim) Amino alkol
H,0
TpT i \
| I
----N—C—C—N—C—CH,0H o ----N—C—COOH + H,N—C—CH,OH
| || asidi | I
H R H H (C-ucu) H R H
Amino alkol Polipeptid (n-1 birim) Amino alkol

3.4.2. Aminoasitlerin c—Amino Gruplarinin Reaksiyonlar

1. o—Amino grubunun en karakteristik ve en ¢ok kullanilan reaksiyonu, aminoasitler
ve proteinlerin o—amino grubunun taninmasinda kullanilan ninhidrin ile vermis olduklari
reaksiyonlardir. Bu reaksiyonla aminoasitler ¢ok az miktarlarda bile kantitatif olarak tayin
edilebilir. oc—aminoasitler iki esdegeri ninhidrin ile 1sitilacak olursa mavi—-mor renkli kompleks
olusturur ve bunun kolorimetrik 6l¢iilmesi ile aminoasitlerin miktar1 belirlenir (Beer Yasasi,
A = €lC). Bu reaksiyon serbest amino grubu bulunan biitiin aminoasitler ve peptidler

tarafindan verilir. Prolin ve hidroksiprolin sar1 renkli kompleks verir.

]
H R—C—H + CO, O
| 4, d
H2N—(|:—COOH + + NH;
H
R o) e}
Ninhidrin Hidrindantin

Ninhidrin 3H20

H;

Renkli bilesik (Mavi — mor pigment)
)\znqaks = 570 nm
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2. Aminoasitlerin o—amino gruplary, asit kloriirleri veya anhidritleri ile
acillendirilebilirler. Bu islem peptid sentezinde o—amino grubunun gecici olarak

korunmasinda kullanilir.

HCI
I ) Y. L
HzN—C|3—COOH + Q?—O—ﬁ—CI —»@—'C—O—C——N—C—COOH
I I
H H O H (|)| H
Karbobenzoksikloriir

Koruyucu grup

Karbobenzoksi tiirevi

3. In vivo kosullarda glisin benzoik asit ile benzoile edilerek hippurik aside
doniistiirtiliir. Bu reaksiyon detoksifikasyon mekanizmast bakimindan onemlidir. Hippurik
asit idrar yolu ile viicuttan atilir. Benzoik asit ve tiirevleri hiicre i¢in toksiktir. Benzoik asit
TCA ¢evrimi ve solunum zincirinin bazi enzimlerini inhibe eder ve hiicre membranini da
parcalar. Benzoatlar daha ¢ok mayalar ve mantarlara kars1 etkilidir. Benzoatlar gidalardaki
konsantrasyonu %0,05-0,1 arasinda olmalidir. Benzoatlar dogal olarak gidalarda bulundugu

gibi birgok ambalajlanmis besinlerde de katki maddesi olarak kullanilir.

H,O
O O
7 Z I
H,N-CH,—COOH + C\ C—N—-CH,—COOH
OH |
H
Glisin Benzoik asit Hippurik asit

4. o—Amino grubunun bir bagka 6nemli reaksiyonu da 2,4—dinitroflorobenzen (2,4—
DNFB) ile olan reaksiyonudur. Zayif bazik cozeltilerde aminoasitlerin sar1 renkli 2,4—
dinitrofenil tiirevleri olusur (Sekil 3.11). Bu metod, F. Sanger tarafindan polipeptid
zincirlerinin N— ucunda bulunan aminoasitlerin teshisinde kullanilmigtir. Olusan sar1 renkli

tiirev kromatografik olarak ayirt edilir.
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NO,

NO, T
" H,N—C—COOH
F NO, L
_|_
NO

Il\IHz ITIH 2 +
Ry—C—H R,—C—H H

| | 3H,0 NO

l —_— > l L—»
H_T ) H_T L NH + Rs
Rz—cl;_H (bazik) RZ_Cl;_H (asidik) R C|: iy A

= = I

?_O (I:_O COOH I|-|
A A= 2,4-Dinitrofenil tiirevi(SARI) H2N—C|:—Coo|_|
Rs—C—H R;—C—H

3 | 3 | B R4

C=0 Cl;_o
H_+ H_'T‘ Serbest aminoasitler
Ry—C—H R4—C—H

COOH COOH

Sekil 3.11 . Sanger reaksiyonuna gore bir tetrapeptidin N— ucu aminoasidinin teghisi

5. Son yillarda a—amino grubunun dansil kloriir bilesigi ile isaretlenmesi yaygin
olarak kullanilmaktadir (Sekil 3.12.). Dansil grubu floresans o6zellikte oldugundan dansil
aminoasit tiirevleri florometrik yontemle c¢ok diisik miktarda bile (50 pikomol)

belirlenebilmektedir.
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H3C\ /CH3

N HsC
OO N HsC_ CHs
(L ! !
0“?—’0 OO H2N—(|3—COOH
O=-S—>0 I

Cl
| R2
Dansil klorir ~ HCI II\]H 2H,0 @) 4—?—> 0
W o RN W ™ ’ '
azi asidi
ITIHZ (|:=O R1_(I:_H H
Ri—¢—H H—N COOH I
[ R2_(|:_H Dansil amino asit
H—N —5 Rs
| =S
R,—C—H He—\
I . .
c=0 | Serbest amino asitler
i Ry—C—H
A= COOH
Rs—C—H
(IJOOH Dansiltripeptid
Tripeptid

Sekil 3.12. Dansil tiirevi olarak bir tripeptidin N— ucu aminoasidinin teshisi

6. Polipeptid zincirlerinin aminoasit siralaniginin belirlenmesinde yararlanilan ve
amino grubu iizerinde gerceklestirilen en 6nemli ve ¢cok kullanilan bir baska reaksiyon Edman
reaksiyonudur. Susuz asidik ortamda fenilizotiyosiyanat bir peptidin serbest amino grubuyla
fenilhidantion tiirevine doniisiir ve zincirin diger kismi1 bozulmamis olarak kalir (Sekil 3.13).

Bu tiirev gaz kromatografisi ile kolayca ayrilabilir ve teshis edilebilir.
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N
I
C

I T_H ']‘Hz
Fenilizcs)tiyosiyanat C|:=S R,—C—H
N II\IH c=o0
Mo R AN Y
R1_CI3—H bazik I=O HCI (susuz) O—| CI3=S + R3—C|)—H
¢=0 H—III HCII—NH c|:=o
H—'}‘ R2—C|)—H R H—I}l
Re—C—H =0 Ry—C—H
C=0 H—lll Feniltiyohidantoin COOH
H—l}l R3—C:)—H Tripeptid
R;—C—H —0
CI3=0 H—Ill
H—'%l R4—C:)—H
Ry—C—H COOH
COOH
Tetrapeptid

Sekil 3.13. Edman reaksiyonu ile N— ucu aminoasidinin teshisi

Fenilizotiyosiyanat ile polipeptidlerin N— ucundan bagslayarak aminoasit sirasini tayin
etmek miimkiindiir. Her bir reaksiyon turunda bir aminoasit tiirevi serbest hale getirilerek gaz
kromatografisi ile tayin edilir. N— ucundaki 1. aminoasitten sonra sirasiyla 2. 3. ve diger
aminoasitler tayin edilir. Polipeptidin uzunlugu arttikga aminoasit dizisinin belirlenmesinin
dogrulugu azalir. Bu yontemde 6nce polipeptid zinciri daha kiigiik peptid zincirlerine ayrilir
ve her bir peptid zincirinin aminoasit sirast Edman reaksiyonu ile belirlenir. Béylece bir

polipeptid zincirinin aminoasit sirasi belirlenmis olur.
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7. Aminoasitlerin o— amino gruplar1 aldehitlerle Schiff bazi adi verilen az kararh
bilesikler olusturur. Schiff bazlari; substratlar1 a—aminoasitler olan enzimlerin reaksiyon

mekanizmalarinda ara bilesiklerdir.

H H H H

R1—C=N—C|:—COOH + H,0

R R

Ri—C=0 + H2N—C|:—COOH
Aldehit Aminoasit Schiff bazi

3.4.3. Aminoasitlerin Yan Zincirlerinin Reaksiyonlan

Aminoasitler, yan zincirlerindeki —SH ve —OH gibi fonksiyonel gruplarla da reaksiyon
verirler. Bu reaksiyonlarin bazilar1 kalitatif teshiste kullanilabilir. Ancak daha hassas olan
kromatografik yontemler bu amacla daha ¢ok kullanilir. Sistein aminoasidinin —SH grubu
reaksiyona girmeye oldukca yatkindir. Alkali ¢ozeltilerde bir seri kompleks reaksiyonlar

sonucunda kiikiirt kaybolur.

1. Sistein eser miktarda da olsa agir metal katyonlar1 ile merkaptanlar1 olusturur.

NH, H NH;H
| | A + I ' © 4
g HOOC—C—C—S Ag

HOOC—C—C—SH + -
+2
H |l| (He™) H H

Sistein Sistein glimiis merkaptid

Sistein bir¢ok enzimin katalitik bolgesinin (aktif merkez) ¢ok dnemli bir bilesenidir.
Bu tip enzimler Ag’, Hg+2 ve Pb™? gibi agir metal katyonlar1 ile —SH {izerinden reaksiyon

vererek merkaptanlar1 olusturur ve enzim aktivitesini kaybeder.

2. Demir tuzlarnm varliginda iki sistein molekiilii —SH gruplar1 iizerinden
yiikseltgenerek disiilfid capraz kovalent baglarini (—S—S—) olusturur ve olusan bilesige sistin
ad1 verilir. Protein zincirinin farkli yerlerindeki sistein aminoasidi birimler1 —SH gruplar1
iizerinden yiikseltgenerek disiilfid kovalent bagi olusturarak, zincir i¢inde ¢apraz kovalent

baglar1 meydana getirir. Boylece disiilfid kovalent baglar1 proteinlerin ii¢ boyutlu yapilarina
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katkida bulunurlar. Disiilfid kovalent bagi, iki polipeptidin bir arada tutulmasi ya da bir

polipeptidin iki noktasinin birbirine baglanmasinda rol oynamaktadir.

H H
f H 2H +2¢" | |
H,N—C —COOH H,;N—C—COOH H,N-C—COOH  H,N—C—COOH
+ =
H2C_SH HS_CH2 Fe H2C S S CH2
Sistein Sistein Sistin

3.5.PEPTID BAGI VE OZELLIKLERI
Proteinler aminoasitlerin birbirlerine baglanmasi sonucu olusur. Bir aminoasidin
o— karboksil grubu ile diger bir aminoasidin o— amino grubu arasindan 1 mol H,O’nun agiga

cikmastyla olusan kovalent baga peptid bag: denir. Peptid bagi bir ¢esit amid bagidir.

H O H O H, H O H O
[l [l [l [l
H2N—C|:—C—OH + H2N—C|:—C—OH H2N—C|)—C—III-C|:—C—OH

R4 R R4 H R,

Iki aminoasidin birlesmesiyle dipeptid, ii¢ aminoasidin birlesmesiyle tripeptid, ¢ok
sayida aminoasidin birlesmesiyle polipeptid zinciri ve bu zincirin ii¢ boyutlu yap1
kazanmasiyla protein olusur. Genellikle, 10 dan daha az amino asitten olusan zincire
oligopeptit adin1 alir. Proteinler ise genellikle 50 ya da daha fazla amino asit i¢eren peptid
zincirinden olusur.

Bir polipeptid zincirinin serbest halde bir -COOH ve bir de —NH; ucu vardir. Nétral

ortamda iyonlastiklar1 diistiniiliir ise bir polipeptid zinciri asagidaki sekilde gosterilebilir.

HiNT AU SN NN OO

Polipeptid zincirinin aminoasit bilesenlerinin okunmasina N— ucundan baslanir ve her
bir aminoasidin isminin sonuna —il eki getirilir ve C— ucundaki aminoasit aynen okunur.

Ornegin;

(N-ucu) H;N'-(Ala-Glu—-Gly-Lys)-COO™ (C-ucu) tetra peptidi; alanil-glutamil-glisil-

lizin seklinde isimlendirilir.
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3.6. PROTEIN YAPISININ DUZEYLERI

Proteinler biyolojik fonksiyonlarmi yerine getirebilmek icin gerekli olan ii¢ boyutlu
yapilarini (konformasyonlarini) agiklayacagimiz periyodik motifleri de iceren dort basamakta
kazanirlar. Proteinlerin yapisi denince; 1) Polipeptid zincirinde yer alan aminoasitlerin dizilisi
(primer yap1), 2) Aminoasitlerin —R gruplar1 dikkate alimmaksizin polipeptid zincirinin
uzaydaki konumu (sekonder yapi), 3) Protein molekiilinde —R grubundakiler de dahil tiim
atomlarin uzaydaki konumu (tersiyer yap1) anlagilmalidir. 4) Biyolojik islev goren protein,
birden fazla polipeptid zincirinden (alt birim) olusuyorsa, bunlarin birbirine kars1 konumlar1
(kuaterner yap1) da bilinmelidir.

Birer biyomakromolekiil olarak tanimlanabilen proteinlerin ¢ok ¢esitli
konformasyonlar1 almast miimkiindiir. Ancak biyolojik bir gorevi yerine getirebilmeleri
dogal konformasyonlarini saglamalari ile miimkiin olur. Bu yapilar oldukc¢a diizenli ve
kompleks olduklarindan anlasilabilmeleri i¢in dort farkl yapi diizeyi dikkate alinir; birincil

yap1, ikincil yapi, tiglinciil yap1 ve dordiinciil yapi.

3.6.1. Primer (birincil) Yapi

Primer yap1 protein molekiiliinde yer alan aminoasitlerin dizilis swrasidir ve proteinin
omurgasini olusturur. Disiilfid ¢apraz kovalent baglar1 var ise bu yapiya katkida bulunur. Bu
yap1 DNA’daki niikleotid dizilisi tarafindan sifrelenir. Protein molekiiliindeki aminoasit
siralamigi1 - kromozomal DNA’daki genler belirler. Kalitim molekiilli DNA’daki
niikleotidlerin siras1 RNA’daki niikleotidlerin tamamlayici sirasmi belirler. Proteinler temelde
aynt mekanizma ile aminoasitlerin peptid bagiyla birlesmesiyle sentezlenir. Primer yapi
proteinin ii¢ boyutlu aktif konformasyonundan birinci derece sorumludur. Birincil yap1 bir
proteinin ya da peptidin polipeptid zincirini olusturan aminoasitlerin amino ucundan karboksil
ucuna dogru srasidir. Bu yap1 polipeptit zincirindeki biitiin disiilfiir kopriileri dahil biitiin
kovalent baglar1 kapsar. Mesela, bir peptid hormon olan insiilin birbirine disiilfiir baglariyla
bagli iki polipeptit zincirinden olusur.

1953 yilinda gergeklestirilen iki 6dnemli bulus biyokimya tarihinde biiylik Gneme
sahiptir. Bu tarihte J. Watson ve F. Crick DNA’nin ¢ift sarmal yapisin1 tanimlamistir. Ayni yil
F. Sanger insiilin hormonunun polipeptid zincirinin DNA’daki niikleotid dizisini ortaya
koymus ve proteinlerdeki aminoasit dizisi arasinda bir iliski oldugu anlagilmistir. Bu
buluslardan ancak 10 yil sonra proteinlerin aminoasit dizilisinde DNA niikleotidlerinin roli

gosterilmistir.
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Cesitli tiirlerden binlerce farkli proteinin aminoasit dizisi ilk kez F. Sanger tarafindan

gelistirilen yontemle belirlenmistir. 1953 yilinda F. Sanger protein yapisinda bir hormon olan

insiilin’in aminoasit swralanisini belirleyerek ilk defa bir proteinin aminoasit dizilisini

gostermistir (Sekil 3.14). Bu caligmasi ile 1956’da ilk Nobel kimya o6diiliinii kazanmustir.

(DNA baz dizilisini tayin etmek i¢in gelistirdigi yontemle 1977 yilinda ikinci Nobel ddiiliinii

kazanmustir). Insiilin hormonu iki zincirden olusmustur.

A zincin NH,
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inzanda bulunan Jnhe

aminoasitler

NH, B zinciti

Sekil 3.14. Sigir insiilininin aminoasit dizisi. ki
polipeptid zinciri disiilfid ¢apraz baglariyla birbirine
baghdir. A zinciri domuz, kopek, tavsan ve balina
insiilininde aymidir. Inek, domuz, kopek, at ve kegide
B zincirleri aynmidir. Sigir insiilin - hormonunun
aminoasit dizilisinde 3 tane disiilfid ¢apraz kovalent
bag vardir. Bu ¢aligma biyokimyada doniim noktasi
olmustur. Her bir proteinin kendine 06zgii bir

aminoasit siras1 vardir.

Bir proteinin primer yapisini belirlemek icin ¢esitli yontemler kullanilir. Proteinlerdeki

uzun polipeptidlerin aminoasit siralamasmin dogru sekilde yapilabilmesi i¢in polipeptid

kii¢iik pargalara ayrilmalidir. Bu islemin birka¢ basamagi vardir. Bu yontemlerden birinde, ilk

olarak protein kimyasal ve enzimatik yontemlerle hidroliz edilip aminoasit igerigini belirlenir.

Eger disiilfid baglar1 varsa kirilmalidir. Sonra Sanger’in yontemiyle N— ucu aminoasidi teshis
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edilir ve daha sonra da Edman yontemiyle polipeptidin tiim aminoasit sirast belirlenir. Bir

polipeptidin aminoasit sirasinin belirlenmesindeki basamaklar Sekil 3.15°de gosterilmistir.

HPLC veya iyon-degistirme
(@) 6MHCl gorbast amino _Kromatografisi Amino asit P.olipept.itteki amino asitlerin
asitler bilegimi tip ve miktarlarinin saptanmast.
NO: NO2
NO. (/ &x \/\
e | I 1
L | rDNB A NO, K(/ NO
Sy No, NH NH i
f R? —(1?H 6 v HCl R1~(|3H 4 Ser!’eSt Polipeptidin amino-terminal
(b) mflo kalmtsinin saptanmasi.
C|: CoOO- asitler
goﬁgepﬁdin | HITT Amino terminal
,4-dinitrofeni kalintinim
tiirevi R*—CH 2-4 dinitrofenil
C= tiirevi
]
i/ ﬁ ‘\\I A L\x ) /J
\r/‘*‘k fenilizotiyosiyanat N N +
N \ o=c" Tc=s NH,
: =S [ 2]
NH R*—CH

& J HC
S HI}I I (I:—- Amino-terminal kahntirun
© Ri_CH _6MHCI R " T saptanmasi; geri kalan peptidin

/7 TOH l Sysuz Amino asit HN Edman yontemiyle yeniden bu
[’ CI‘": kalintisinun R°— (]fH igleme girmesi.
[ HN feniltiyohidantoin |
! | tiirevi C=0
\ Rz-—-(‘?H
4
| C=0 :
‘ !
{ !
* s

Sekil 3.15. Bir polipeptidin dizilenmesindeki basamaklar. (a) Aminoasit bilesiminin saptanmasi ve
amino terminal kalintinin tanimlanmasi. (b) siklikla bir polipeptid dizilimindeki ilk
basamaklardir. Burada Sanger’ in yoOntemiyle amino terminal kalintinin tanimlanmasi
gosterilmistir. Edman yikim yontemi (c) bir peptidin diiz dizilimini agiga ¢ikarir. Daha kisa
peptidler i¢in bu yontem tek bagina tiim dizilim i¢in etkilidir ve (a) ve (b) basamaklari
siklikla atlamir. Sonraki yontemler daha bilyiik polipeptidler i¢in uygundur. Bu biiyiik
polipeptidler siklikla dizi tayini i¢in daha kii¢iik peptidlere ayrilirlar.

Bir proteinin aminoasit siralaniginin bilinmesi dort yonden énemlidir.

a. Proteinin aminoasit sirasmin bilinmesi, biyolojik aktivitesinin molekiiler temelinin
aciklanmasinda 6nemli bir asamadir.

b. Bircok proteinin aminoasit sirasinin ve ili¢ boyutlu yapisinin bilinmesi gerekir.
Ciinkii bu bilgilerden yararlanilarak, polipeptid zincirlerin karakteristik ii¢ boyutlu yapiya

katlanmasimni yoneten kurallar aciklanabilir.
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¢. Aminoasit siralanisindaki degismeler, anormal islevler ve hastaliklar ortaya
¢ikmasma neden olur. Ornegin orak hiicreli anemi gibi 6ldiiriicii bir hastalik, tek bir proteinde
tek bir aminoasitteki degisiklikten olugsmaktadir. Orak hiicreli hemoglobin (Hemoglobin S)
normal hemoglobinden (Hemoglobin A) sadece bir aminoasit bakimidan farklhidir.
Hemoglobinin iki B-zincirindeki 6 nolu aminoasit kalintis1 glutamat yerine hasta

hemoglobinde valin gecer.

Hemoglobin A: Val — His — Leu — Thr — Pro — GLU — Glu — Lys —
Hemoglobin S: Val — His — Leu — Thr — Pro — VAL — Glu — Lys —

d. Biyolojik sistemlerdeki molekiiler degisimler aminoasit siralaniglarindan
izlenebilirler. Akraba olmayan proteinlerin (tiirlerin) aminoasit siralanigi birbirinden oldukca
farklidir. Ortak ataya sahip proteinlerin aminoasit siralanisinda benzerlik olabilir.

Polipeptid zinciri diizenli sekilde tekrarlanan atomlardan olugan bir omurgaya sahiptir.
a—karbonu, karboksil karbonu ve o—amino azotu atomlarindan olusan bu omurga her
uzunluktaki protein zincirinde aynidir. Yan gruplar bu omurganin c¢evresinde yer alir. Bir

protein zinciri lizerinde aminoasitler arasinda peptid ve disiilfid baglarindan baska kovalent

bag yoktur.
HO HO HO H O H
|l |l Ll [l |
H2N—(iI—C—lil—(i3—C—lil—(i?—C—lil—(iI—C—lil—(i?—COOH
Rk HR, HRy; H Ry H Rs

Proteinlerin en carpict Ozelliklerinden birisi, belirli bir ti¢ boyutlu yapiya sahip
olmalaridir. Gevsek veya gelisiglizel katlanmis bir polipeptid zinciri biyolojik aktivite
gosteremez. Proteinin belli bir biyolojik fonksiyonu goérebilmesi i¢in fizyolojik sartlarda ti¢
boyutlu yapiya (konformasyona) sahip olmasi gerekir. Bir proteinin konformasyonundan
aminoasitlerinin siralanisi (primer yapi) birinci dereceden sorumludur.

Birincil yapida aminoasitlerin sirast olduk¢a dnemlidir. Ayni sayida ve tiirde amino
asitten ¢ok cesitli kombinasyonlarda peptid birincil yapilar1 olusturulabilir. Peptid zincirinde
bulunan aminoasitlerin sirasinin degismesi onun bir ii¢ boyutlu yap1 almak {izere
katlanmasini ve boylece gorevini etkiler.

Bir proteinin birincil yapist onun kendine 06zel {i¢ boyutlu yap1 almasinda ve

dolayisiyla biyolojik fonksiyonun ortaya ¢ikmasinda oldukga etkilidir. Dolayisiyla polipeptid
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zincirinde herhangi bir aminoasidin modifiye olmasi, zincirden ¢ikmasi veya zincire bir
amino asit katilmasi: hem proteinin yapisini ve hem de 6zelliklerini dogrudan etkileyecektir.
Bu acidan proteinlerin birincil yapilarmin bilinmesi olduk¢a 6nemli bir arastirma konusudur.
1930’larin sonlarinda Linus Pauling ve Robert Corey aminoasitler ve peptidlerin
yapilarin1 tam olarak ortaya koyabilmek i¢cin X—isin1 kristalografisi (X—1sm1 kirinimi)
calismalarina baslamislardir. Amaglar1 peptid zincirlerinde bag uzunlugu ve bag acilari
hakkinda bir takim bilgiler elde etmek; bu bilgileri protein konformasyonunu yorumlamakta
kullanmakti. Bu calismalar sonucunda elde edilen iki dnemli bilgiden birisi peptid baginin
donmeyen (rijid) diizlemsel yapiya sahip olmasi; digeri de karbonil oksijeni ile amino azotuna

bagli hidrojenin trans konfigiirasyonda bulunmasidir (Sekil 3.16).

0
1219 |O,124nm H H H (0]
A Z
Sy 2153 nml—c 122° 1500 //a | ||
\\\“C\ 1170 0,132 nm C\C/N\. e — R
RS H || S H i
R\

Sekil 3.16. Peptid bagmi olusturan atomlar

Karbonil karbonuyla, azot atomu arasindaki peptid baginin donme serbestligi yoktur.
Clinkii karbonil grubundaki rezonans kararlilig1 nedeniyle bu bag %40 cift bag 6zelligi tasir
(Sekil 3.17). Peptid bagmin hem karbonil karbonu hem de amino azotu sp” hibritlesmesi

yaptigindan peptid grubu diizlemseldir.

R
H H R
'f"ff,,;c/ ‘ Hf';"-frr, / H
~ \C—N-___\_L e —— ’ck\ +/
C C NH\-"‘C"'-—'
[N | N
0 R H a R\\\ H

Sekil 3.17. Peptid baginin rezonans yapisi

Model peptidler lizerinde X—1sm1 kirmimi analizi yontemiyle Olciilen peptid bagi
uzunlugu 0,132 nm’dir. C—N tek bag1 0.146 nm, C=N ¢ift bag1 0,127 nm’dir. Peptid bagi, ne
tek bag kadar uzun, ne de ¢ift bag kadar kisadir. o— karbonu, karbonil karbonu; o— karbonu ve

amino azotu atomlar1 arasindaki baglar tek bagdir. Donmeyen (rijid) bir yapiya sahip peptid
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diizleminin her iki tarafindaki baglar etrafinda donme serbestligi vardir. Bu dénmeler peptid
baglarinin farkli konformasyonlar olusturmasina miisade eder.

Yalnizca aminoasitlerin birlesmesiyle meydana gelen protein molekiilii her zaman
biyolojik aktivite gdsteremeyebilir. Protein, biyolojik fonksiyonunu yerine getirebilmek igin
bazen aminoasit yapisinda olmayan; metal iyonlari, karbonhidratlar, lipidler, koenzimler,
porfirin halkalar1 vb... kimyasal birimlerle birlesir. Bazen de birden fazla polipeptid zinciri
bir araya gelerek belirli bir biyolojik fonksiyonu yerine getirebilir. Mesela kanda O, tasiyan
hemoglobin, dort polipeptid zincirinden (alt birimden) ibarettir. Hemoglobin doért alt birimin
yani sira her alt birimde porfirin halkas1 ve Fe*" iyonundan ibaret °Hem”’ grubundan da dort
adet icerir (Sekil 3.18). Proteinin biyolojik fonksiyon gérebilmesi i¢in proteinlere bagl bu tip

gruplara prostetik grup adi verilir.

His q Kenar gérimimi o
| ey CH
{ 7 =
e i NZH
—N | N= | N—Fe—0,
\ i o Ve, |
L 7 CH
F‘f‘—’{HJ CH 2
_--"r" : \
""'N" : h\;"'" '; .
V 2
02 l - 8 Potfirin halka
Histicin lealintis: sisterminin diizlemi
(a) (b)

Sekil 3.18. (a) Hem kalintisimin ¢evresindeki oksihemoglobin yapismin sematik gdosterimi  (b) Hem
grubunun yandan gériiniisii. Bu goriintii Fe ™ nin porfirin halka sistemine dik olan iki
koordinasyon bagmi gostermektedir. Bu iki bagdan biri histidin kalintisiyla
doldurulmustur. Digeri, oksijen i¢in baglanma bolgesidir. Kalan dort koordinasyon bagi
diizlemseldir ve diiz porfirin halka sistemine baglanmistir.

Yiizlerce aminoasidin olusturdugu protein molekiiliiniin, sulu ¢6zeltide uzunca tek bir
zincir halinde kalmasi miimkiin degildir. Aminoasitlerin yan gruplar1 ve polipeptid omurgasi
iizerindeki polar bolgeler arasinda bir takim etkilesmeler olacagi muhakkaktir.

Acaba gruplarin karsilikli etkilesmeleri sonucu gevsek ve gelisigiizel bir katlanma m1

veya diizenli ve tekrarlanan bir yapt m1 ortaya ¢ikmaktadir? L. Pauling ve R. Corey bir¢ok

polipeptid ii¢ boyutlu yapisinin molekiiler modellerini yaparak incelediler. 1951 yilinda bu
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calismalarina dayanarak iki tip periyodik polipeptid omurga yapist ileri stirdiiler: a—sarmal

ve f—kirmah tabaka.

3.6.2. Sekonder (ikincil) Yapi

Lineer diziliste birbirine yakin aminoasit kalintilar1 arasindaki etkilesimler sonucu
meydana gelen yapidir. Bu etkilesimlerin bazilar1 periyodik ve diizenli bir 6zelliktir. o—
sarmali, B—kirmali tabaka ve kollagen sarmal bu yapiya dahildir. o—Sarmali, o—keratinlerde
en yaygin yapidir. Ciinkii molekiil i¢ci hidrojen baglar1 i¢cin en uygun yapidir. Bir protein
zincirinin bazi bolgelerindeki bu yapilanmayi hidrojen baglar1 olustururken, —R gruplarindan

kaynaklanan etkilesimler de bu yapinin proteinin hangi bdlgelerinde olacagini belirler.

3.6.2.1. o—Sarmah

a—Sarmali gubugumsu (lifli) bir yapidir. Bir eksen etrafinda sikici sarilmis polipeptid
omurgasi ¢ubugun i¢ kismmi teskil ederken R gruplar1 da sarmal diizeninde disariya dogru
uzanirlar. o—Sarmali bir zincir omurgasi iizerindeki karbonil (—|C = 0) ve amino (H — I\ll -)
gruplar1 arasinda olusan hidrojen baglariyla stabilize edilir. Her bir aminoasidin karbonil
(—(li = 0) grubu, swralanista kendisinden dort birim (kalint1) sonra gelen aminoasidin amino

N\
. C=0---H=N— (Hidrojen bag1)

I
(H-N -) grubuna hidrojen bagi ile baglanir -

H H H H H

I I I I I
—N—C—C—N—-C—C—N-C—C-N—C—C—N-C-C—
| I | I | Y |
H RR{OHROHROHROHR50

Hidrojen bag1

Bu sekilde protein zinciri omurgasi tizerinde bulunan biitiin karbonil ve amino gruplari
hidrojen baglar1 olusturabilir. Siralamay1 yukariya dogru diisiiniirsek; birbirini takip eden
aminoasitler arasinda 1,5 A”luk bir mesafe ve 100”lik bir doniis gbzlenir. Sarmalin bir
doniisii 3,6 aminoaside (360°/100° = 3.6) karsilik gelir ve sarmalm bir doniisii 1,5 A° x 3,6 =
5,4 A”dur. Sarmal sag el veya sol el yoniinde olabilirse de biitiin bilinen proteinlerde o—
sarmal sag el yoniindedir (Sekil 3.19 ve Sekil 3.20). Rijid peptid bagi diizlemi, sarmal

eksenine paraleldir.
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(a) (b)
Sekil 3.19. (a) Proteinlerin yapisim1 olusturan polipeptid zincirlerindeki sekonder yapi tiplerinden
birisi de a—sarmal yapisidir (b) Sag el yoniindeki bir o —sarmal modeli.

Sekil 3.20. Proteinlerde peptid diizlemi
dikkate alindig1 zaman sekonder yapi sekli
olan o—sarmal yapisinin molekiiler modeli.

<y
£ 0544°

3.6 aminoazit

brim

Ug boyutlu yapisi bilinen proteinlerde a—sarmal igerigi oldukg¢a farklidir. Hemoglobin
ve miyoglobinde; a—sarmal proteine hakim motif iken (1000A®dan daha uzun) bir sindirim

enzimi olan kimotripsinde yok denecek kadar kisadir (40A°’dan daha kisadir).
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Bazen iki veya daha fazla sayida a—sarmali bir kablo gibi birbiri {izerine sarilabilir.
Bunlarin hepsinde N— ucu bir tarafta C— ucu diger taraftadir. Bu sekildeki proteinlere sag
o—keratini, derideki epidermini, kastaki miyozini, kan pihtisinda fibrini 6rnek olarak

verebiliriz.

3.6.2.2. p—Kirmah Yap1

B—Kirmali tabaka yapi, a—sarmallarin ¢ubugumsu yapisinin aksine tabaka halindedir.
B—Kirmal1 tabakada polipeptid zincirleri o—sarmalda oldugu gibi siki sarilmis halde degil,
tamamen uzanmis yapidadir (Sekil 3.21). Birbirine komsu aminoasitler arasinda eksensel
mesafe 3,5A”dur (a-sarmalda 1,50A° idi). B—Kirmali tabaka yap1 gésteren proteinlerde
peptid bag1 diizlemleri birbiri ardi swra bir sag bir sol diizenlenimi i¢inde bulunurlar. R
gruplar1 periyodik olarak diizlemin bir alt, bir {ist konumunda yer almaktadir. o—Sarmal
yapida proteinlerin ¢ubuk seklinde olmasina karsilik f—kirmali tabaka diizeninde proteinler

tabakalar halindedir.

[/
“N

Sekil 3.21. Proteinlerin sekonder yap1 sekillerinden birisi de f—tabakal1 yapidir.

a—Sarmaldan bir diger farki da, f—kirmali tabakanm farkli polipeptid zincirlerindeki
karbonil ve amino gruplar1 arasindaki hidrojen baglariyla stabilize edilmesidir.

Bir f—kirmali tabakada bitisik zincirlein C— uglar1 bir yonlii, N— uclar1 diger yonlii
(paralel) veya birinin C— ucu digerinin N— ucu ile ayn1 yonlii (antiparalel) olabilir (Sekil 3.22
ve Sekil 3.23). Antiparalel yapidaki hidrojen baglar1 nispeten dogrusal oldugundan daha kisa
ve kararlidir. Mesela ipek fibroin proteini (dogal ipek) tamamen antiparalel B—kirmali

tabakalarin yigilmasiyla olusur.
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Sekil 3.22. Paralel polipeptid zincirlerinin meydana getirdigi p—kirmali tabaka yapi proteinlerde
rastlanan sekonder yapi sekillerinden birisidir.

Sekil 3.23. Antiparalel polipeptid zincirlerinin meydana getirdigi f—kirmali tabaka yap1 proteinlerde
rastlanan sekonder yapi sekillerinden birisidir.

Bir proteinin yapisinda bulunan iki veya daha fazla sayidaki f—tabaka, birbirine yakin
konumda tabakalanarak bir araya geldiklerinde birbirine degen yiizeylerinde bulunan
aminoasitlerin R gruplar1 nispeten kii¢iik olmak zorundadir. ipek fibroini ve &riimcek agi
fibroini gibi P—keratinlerin, en kii¢iik R gruplarina sahip iki aminoasit olan Gly ve Ala
icerikleri ¢ok yiiksektir. Gergcekten ipek fibroininde Gly ve Ala, aminoasit dizisinin biiyiik

kisminda birbirini izlemektedir.
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Ozellikle 25 paralel ve antiparalel - zincirlerini igeren yapisal birimlere proteinlerde
cok rastlanir. B—keratin yapisinda (tirnak ve boynuz proteini) birbirine paralel peptid

zincirleri, yandan hidrojen baglariyla ¢apraz baglanmistir.

3.6.2.3. Kollagen sarmah

Ugiincii tip periyodik motif kollagen sarmalidir. Bu yap1 deri, kemik ve eklemlerin
baslica proteini olan kollagenin yiiksek gerilme giiciinii saglar. Kollagen ipliksi (lifli,
cubugumsu) bir proteindir ve insan viicudunun yaklasik %6’sin1 olusturur. Derinin %45’ini,
kemigin %18’ini eklemlerin yaklasik %350’sini kollagen olusturur. Kollagenin aminoasit
dizilisi genellikle Gly—X-Pro— veya Gly—X-Pro—OH... seklindedir. Glisin biitiin
aminoasitlerin {igcte biri kadardir. Prolin de diger aminoasitlere oranla oldukca tiiksek oranda
bulunur. Bunlarin yaninda hidroksiprolin ve hidroksilizinin de bulunmasi kollagen proteinin
bir karakteristigidir. Arada bulunan X herhangi bir aminoasit olabilir. Kollageni olusturan
aminoasitler sarmal bozucu oldugundan a—sarmali olusturmazlar. Kollagen sarmali yapida ii¢
polipeptid zinciri birbiri {izerine sarimistir. Kollagen sarmalin her bir zincirinin sarmal
motifi, a—sarmaldan tamamen farklidir. Bu yapiyi stabilize eden hidrojen baglari, zincirlerin
birisi lizerinde bulunan glisin aminoasitlerinin amino gruplariyla; bir diger zincir iizerindeki
aminoasitlerin karbonil gruplar1 arasinda olusur. Bu tip yapiya sahip tropokollagende,
sarmalin uzunlugu 3000A° ve ¢apt 15A°’u bulur. Kollagen sarmalin kararliligi, prolin ve
hidroksiprolin artiklarmin kilitlenme 6zelligine ve hidroksi prolinin tizerindeki —OH grubunun
hidrojen bag1 yapabilmesinden kaynaklanmaktadir. Kollagen iiglii sarmalinda ii¢ polipeptid
zincirin sikica sarilmasi, kollagene esit boyutta bir celik telden daha fazla gerilme kuvveti

saglar (Sekil 3.24).

Sekil 3.24. Tropokollagen molekiilii ti¢li sarmal yapisindan meydana gelmistir (Tropokollagen
molekiiliinden alinan kesit)
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Bir¢ok protein siki ve globuler (kiiresel) sekillere sahiptir. Ciinkii polipeptid
zincirlerinin yonleri sik sik degismekte ve sulu ¢ozeltide sag tokasi gibi doniisler yapmaktadir.

Sulu ¢ozeltide protein zinciri aniden yon degistirir ve birtakim kivrilmalar yapar.

3.6.3. Tersiyer (iigiinciil) Yapi:

Tersiyer yap1 bir proteinde bulunan biitiin atomlarmn {i¢c boyutlu diizenini icerir. Bu
yap1 diizeyl aminoasitlerin yan zincirlerdeki atomlar ve prostetik grup olarak adlandirilan
kovalent bagli yapilarda bulunan atomlar arasindaki etkilesimleri de igerir. Polipeptid
zincirinde farkli bolgelerde bulunan aminoasit birimlerinin yan zincirlerindeki gruplar
arasindaki etkilesimlerle ve ¢esitli sekonder yapilarin katlanmasi sonucu ortaya ¢ikan {i¢
boyutlu yapidir. Bu sekilde katlanmalarla birbirinden uzakta olan aminoasitler bir araya
gelirler. Boylece proteinin hem kararli bir yapt kazanmasini ve hem de biyolojik
fonksiyonunu tam olarak yerine getirebilmesi i¢in gerekli olan bdlgelerin olusumunu
saglarlar.

Kiiresel proteinlerde aminoasit yan zincirleri polarliklarina gore protein yapisinin
ylizey kisimlarinda veya i¢ bolgelerinde yer alirlar; Val, Leu, ile, Phe ve Met gibi polar
olmayan aminoasit birimleri daima sulu ortamla temas olmayacak sekilde bir proteinin i¢
kisminda yer alirlar. Bu sekilde dagilima sebep olan etkilesimler hidrofobik etkilesimlerdir.
Asp, Glu, Lys, Arg ve His gibi ylik tasiyan ve polar aminoasit birimleri daima sulu ortam ile
temas halinde olacak sekilde bir proteinin yiizey kisimlarinda yerleseceklerdir. Genellikle bu
yikli gruplar enzimlerin kataliz olaylarinda rol oynarlar veya metal iyonlarmin
baglanabilecegi onemli bolgeleri olustururlar. Yiiksiiz polar aminoasit birimleri olan Asn,
Gln, Ser, Thr, Trp ve Tyr ise genellikle proteinlerin yilizeylerinde ¢ok nadiren de i¢
kisimlarinda ve diger aminoasit birimleri ile hidrojen bagi yapmis durumda bulunurlar.
Proteinin i¢ kisimlarinda H-bagi yapmakla H-bagi salici yan zincirin polarligi notralize
edilmis olur. Ayrica bu kovalent olmayan etkilesimler yaninda sistein birimlerinin siilthidril
gruplarmin oksidasyonuyla farkli bolgelerdeki sistemler arasinda kovalent disiilfiir kopriileri
de olusabilir. Bu baglar polipeptid zincirinin katlanip belirli bir konformasyonda kalmasini
saglar (Sekil 3.25).

Primer yapida farkli bolgelerde bulunan aminoasitler biitiin bu etkilesimlerle ve kararl
kuvvetlerle biraraya getirilir. Boylece protein polipeptid zincirin katlanmasiyla ii¢ boyutlu bir
yap1 kazanir. Ancak bu yapi farkli ortamlarda farkli konformasyonlar seklinde ortaya
¢ikabilir. Biitiin bu yan zincirlerin polarligindan ve sekonder yapilarin bir organizasyonundan

kaynaklanan konformasyonel diizenlenmelerin bir sonucu olarak olusan tersiyer yapinin
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ortaya ¢ikmasini saglayan etkilesimler ile genel olarak bir proteinin yapisinda etkili olan
baglar ve etkilesmeler, peptid bagi1 hari¢ Sekil 3.25° de sematik olarak gosterilmistir.

Polipeptid zinciri

[
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B-katlanmus metal iyonla iyonik
tabaka koordinasyon etkilesim
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o-sarmal yan zincirler disiilfir ~ hidrofobik
arasinda H-bag  kopriisii etkilesim

Sekil 3.25. Proteinlerdeki molekiil i¢i etkilesmeler ve baglar; a) Iyonik etkilesme, b) Hidrojen bag1 (—
OH ile —-COO" arasinda), ¢) Apolar gruplarm hidrofobik etkilesme ile bir araya gelisi ve
aralarmda Van der Waals ¢ekimlerinin olusmasi, d) Dipol—dipol etkilesmesi, e) Disiilfid

bagi, f) Metal iyonla koordinasyon.

Lineer diziliste birbirinden uzak noktalardaki aminoasit kalintilar1 arasindaki sterik
etkilesmelerle ortaya ¢ikan yapidir. Bir protein zinciri i¢indeki kararli katlanmalar sonucu
lineer diziliste birbirinden uzak noktalarindaki aminoasit kalintilar1 bir araya gelir ve enzim
proteininin aktif bolgesini de olusturur. Dogal durumda her proteinin karakteristik bir ii¢
boyutlu yapis1 vardir. Riboziikleaz enzimi primer yapisinda 124 aminoasit ve 4 distlfit bagina
sahiptir (Sekil 3.26). Dogal proteinler sekonder yap1 6zellikleriyle yetinmeyip bir takim daha
kivrilmalar ve biikiilmeler yaparak kendilerine 6zgii tersiyer yapilari kazanirlar. Bu yapida
belli bir diizenlilik ve periyodik motif gdze c¢arpmaz. Disiilfid ¢apraz kovalent baglar1 bu
yapiy1 daha kararli hale getirir.
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3.6.4. Kuaterner Yapu:

Belirli proteinler birden fazla polipeptid zincirine sahiptirler ki bu polipeptid
zincirlerin her birine altbirim (subunite) adi1 verilir. Altbirimlerin bir araya gelerek belirli bir
geometride diizenlenmesine kuaterner yapi denir. Dolayisiyla kuaterner yapi birden fazla
polipeptid zinciri iceren proteinlerin bir Ozelligidir. Cok altbirimli bir protein, birbirine
benzeyen veya benzemeyen polipeptit zincirleri icerebilir ve polipeptid zincirleri birbirleriyle
kovalent olmayan etkilesimlerle etkilesirler. Bu etkilesimlerin varligindan dolay1 kuaterner
yapili bir proteinin herhangi bir bolgesindeki yapisal bir degisim farkli bir bolgenin
ozelliginde de 6nemli bir degisimle sonuglanabilir. Béylece bu enzimlerin aktivitelerinin
regiilasyonunda yapisal bir temel saglanmis olur. Bu 6zelligi gosteren proteinler allosterik
olarak tanimlanirlar. Ancak kuaterner yapili biitiin proteinlerin allosterizm gostermesi gibi
bir zorunluluk yoktur.

Kuaterner yapiya birden fazla polipeptid zincirine sahip oligomerik proteinlerde
rastlanir. Baz1 proteinler tersiyer yapiy1 kazandiktan sonra iki veya daha fazlasi bir araya
gelerek daha ileri bir organizasyona gidebilir. Bazi proteinler iki veya daha fazla polipeptid
zincirinin bir araya gelmesiyle biyolojik aktivite gosterirler. Polipeptid alt birimleri, sekonder
ve tersiyer yapilart meydana getiren sterik etkilesmelerle olusan baglarla bir arada tutulur.
Insiilin hormonunda iki, hemoglobinde 20— ve 2B— olmak iizere dort polipeptid zinciri

bulunur.

Bir enzimin etkinligi veya proteinin biyolojik fonksiyonu polipeptit zincirin uzunlugu
ile degil, herbiri birer aktif bolge tasiyan benzer altbirimlerin sayisii artirmakla artar.
Genellikle, molekiil agirlig1 yaklasik 100 kDa dan daha biiyiik olan bir ¢cok protein kuaterner
yapidan olusur. Hemoglobin a,f3; ile ifade edilen 4 altbirimden olusan kuaterner yapili bir
proteindir. Benzer altbirimleri igceren proteinler oligomer olarak ve birbirine benzeyen
altbirimler ise protomer olarak adlandirilirlar. Hemoglobin iki a8 seklindeki iki protomerin
oligomeri oldugundan bir dimer olarak tanimlanar.
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Dordiinciil yapiy1 olusturan polipeptid zincirleri ¢ok cesitli etkilesimlerle de bir arada
tutulurlar ve bunlar tersiyer yapida gozlenen etkilesimler olan elektrostatik etkilesimler, H-
bagi etkilesimleri, van der Waals kuvvetleri, polipeptid zincirleri igerisindeki disiilfit baglari
ve hidrofobik etkilesimlerdir. Tiim bu etkilesimler kuaterner yapinin olusumunda oldukca
etkilidirler ve bu ¢ok altbirimli yapiy1 kararli kilacak enerjiyi saglarlar. Bircok oligomerik
proteinde protomerler simetrik olarak diizenlenir.

Proteinlerin islevi aminoasit dizilisine bagimhidir. E. coli bakterisi 3 binden fazla
farkli protein, insan ise 50-100 bin arasi protein sentezlemektedir. Proteinin her bir tipi
Ozglin bir aminoasit dizisine sahiptir. Aminoasit dizisi, proteinin {i¢ boyutlu yapis1 ve
dolayisiyla islevini tanimlamada temel rol oynamaktadir. Aminoasit dizisi ve biyolojik islev
arasindaki iligkiyi ortaya koymaya yarayan bir¢ok deneysel ipucu mevcuttur. Birincisi, daha
oncede isaret edildigi gibi farkli islevleri olan proteinler, daima farkli aminoasit dizileri
ierir. Ikincisi, insanlarda hatali proteinlerin yapimindan dolay1 binlerce genetik hastalik
ortaya c¢ikmaktadir. Son olarak farkli tiirlerdeki islevsel olarak benzer proteinler
karsilastirildiginda, bu proteinler benzer aminoasit dizisi icerir. Homolog proteinler
genellikle farkli tiirlerde ayni islevi goriirler. Ornegin, mitokondriyal bir protein olan
sitokrom c, Okaryotik hiicrelerde biyolojik oksidasyon sirasinda elektron transferi yapar.
Sitokrom ¢ ve diger homolog proteinlerin incelenmesi sonucunda Onemli bir karara
varilmistir: Herhangi iki tiirdeki homolog proteinlerin farkli aminoasit kalintilarinin sayisi,
bu tiirler arasindaki biyolojik farklilikla dogru orantilidir. Ornegin, at ve maya hiicresi gibi
cok farkl iki tiirdeki sitokrom c protein molekiiliiniin 48 aminoasit kalintis1 farkli iken, 6rdek
ve tavuk gibi birbirine yakin iki tiirdeki sitokrom c proteininde yalnizca 2 aminoasit kalintisi
farkli bulunmaktadir. Gergekte, tavuk ve hindi tiirleri ayn1 aminoasit dizisine sahiptir. Bu
durum inek ve koyunda da izlenir.

Her bir proteinin aminoasit dizisi tamamen sabit veya degismez midir? Hayr, biraz
esneklik olasidir. Proteinler ¢ogunlukla, aminoasit dizilerinde biyolojik islevler i¢in temel
olacak onemli bolgeler icerirler. Bu bdlgelerin disinda aminoasit dizisi, islevleri etkilemeden
degisebilir. Dizideki 6nemli bolgeler proteinden proteine degisir ve bu dizi {i¢ boyutlu yapiy1
etkiler, dolayisiyla yap1 da islevi etkiler.

3.7. PROTEINLERIN SINIFLANDIRILMASI

Proteinler konformasyonlarina ve kimyasal bilesimlerine gore iki sinifta incelenir.
Konformasyonlarma gore proteinler fibroz (lifimsi, cubugumsu) ve globuler (kiiresel)

yapida olmak tizere ikiye ayrilir.
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3.7.1. Fibroz Proteinler

Fibroz proteinlerin tiimii suda ve seyreltik tuz c¢ozeltilerinde ¢dzlinmeyen saglam
yapili molekiillerdir. Bu 6zellik proteinin hem i¢ kisminda hem de ylizeyinde bulunan
hidrofobik aminoasit kalmntilarindan ileri gelmektedir. Fibroz proteinlerin polipeptid zinciri
tek bir eksen boyu paralel diizenlenmis ve uzun lifler (a—sarmali) veya tabakalar (f—kirmali
tabaka) olusturmuslardir. Fibr6z proteinler bulunduklar1 yapiya gilic ve/veya esneklik
kazandirir. Daha ¢ok viicutta saglam yapiy1 gerektiren ve koruyuculuk gorevi yapan yerlerde
bulunur. Mesela deride epidermin, kemik kollageni, tirnak, boynuz ve sa¢ keratini ve bag
dokusu elastini bu proteinlerdendir. Fibroz proteinler yiiksek hayvan ve bitki

organizmalarinin bag dokularinin temel yapisal elemanidirlar.

3.7.2. Globuler Proteinler

Bir polipeptid zincirinin farkli boliimleri veya bir¢ok polipeptid zincirinin birbiri
iizerine katlanip siki1 bir yumak halini almasiyla ortaya ¢ikan yapidir. Katlanma ayni1 zamanda
proteinlerin genis kapsamli islevlerini yerine getirebilmeleri i¢in yapisal gesitliligi saglar. Bu
tip proteinlerin cogu sulu ¢ozeltilerde ¢oziiniir ve kolayca difiize olurlar. Globuler proteinlerin
hiicrede ¢ok oOnemli dinamik gorevleri vardwr. Bilinen enzimlerin ¢ogu, antikorlar, bazi
hormonlar, serum albumin ve hemoglobin gibi tasima gdérevi yapan proteinler globuler yapida

proteinlerdir.

Bazi proteinler ise hem fibr6z hem de globuler 6zellige sahiptirler. Bu tip proteinler
fibroz proteinler gibi uzun cubugumsu sekillere sahip iken, aynen globuler proteinler gibi tuz
cozeltilerinde ¢Ozilniirler. Bu tiir proteinlere 6nemli bir yapisal protein olan kas miyozini ve
kan pihtilasmasinda fibrinin 6n maddesi olan fibrinojen 6rnek olarak verilebilir. Fibrinojen
kan plazmasinin ¢oziiniir proteinidir.

Kimyasal bilesimlerine gdre proteinler, 1- Basit proteinler ve 2— Bilesik proteinler
olmak tizere iki ana grupta incelenebilir.

1) Basit Proteinler: Yapilarinda yalniz o—aminoasitleri bulunduran proteinlerdir.
Hidroliz edildiklerinde serbest o—aminoasitler ve onlarin baz tiirevleri olusur. Basit proteinler
asagidaki alt gruplara ayrilir.

a. Albiiminler: Suda ¢6ziinen ve 1sitildiklarinda pihtilagsan proteinlerdir. Albiiminler
doygun tuz ¢ozeltisi, 6zellikle doygun (NHy4),SO4 ¢ozeltisi ile ¢oktiiriiliirler. Serum albiimin,

yumurta aki ovalbiimini, siit laktalbiimini 6rnek olarak verilebilir.
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b. Globulinler: Seyreltik nétral tuz c¢ozeltilerinde ¢oziinen ve suda ¢odziinmeyen
proteinlerdir. Globulinler 1sitilinca pihtilagirlar. %50°lik (NH4),SO4 ¢6zeltisi ile ¢oktiiriiliirler.
Ornek olarak serum globulin, ovoglobulin ve bitki tohumu globulinleri verilebilir.

¢. Glutelinler: Bitkisel proteinlerdir. Seyreltik asit ve baz ¢ozeltilerinde ¢oziiniirler.
Su ve alkol gibi nétral ¢oziiciilerde ¢dziinmezler ve 1sitilinca pihtilagirlar. Ornek olarak
bugday gluteni, piring orizenini verilebilir.

d. Prolaminler: Bitkisel proteinlerdir. Suda ve noétral ¢oziiciilerde ¢oziinmezler. %
70 lik alkolde ¢Oziiniirler, mutlak alkolde ¢6ziinmezler. Bugday gliadini, misir zeini 6rnek
olarak verilebilir.

e. Histonlar: Suda ve seyreltik asit ¢ozeltilerinde ¢oziiniirler ve 1styla pihtilagmazlar.
Arginin ve lizin gibi bazik aminoasitler yapilarinda bolca bulunur. Viicut hiicrelerinin
cekirdeginde niikleik asitlerle kompleks yapan proteinlerdir. Hayvansal kaynakli proteindir.
Hemoglobinin globin proteini bu grupta yer alr.

f. Protaminler: En basit proteinlerdir. Seyreltik NHj3 ¢ozeltisinde ve suda ¢oziinen
bazik polipeptidlerdir. Isiyla pihtilagsmazlar. Bazik aminoasitler yapilarinda bol miktarda (%
87 arginin) bulunur ve diger proteinleri ¢oktiiriirler.

g. Skleroporteinler (Albuminoidler): Biitiin nétral c¢oziiciilerde, seyreltik asit ve
baz cozeltilerinde coziinmezler. Viicutta bag ve destek dokusu proteinleridir. Kollagen,
o—keratin ve elastin bu grup proteinlerdir. Insan sindirim sisteminde aminoasitlere
hidrolizlenemediginden besin degerleri yoktur. Kollagenin hidroliziyle hazirlanan jelatin
besinlerde koyulastirict olarak kullanilir.

2) Bilesik Proteinler: Biyolojik fonksiyonlarmi yerine getirebilmek i¢in protein
yapisinda olmayan gruplara bagli proteinlerdir. Protein yapisinda olmayan, proteine bagh
boyle gruplara prostetik grup adi verilir. Bilesik proteinler asagidaki gruplara ayrilir.

a. Niikleoproteinler: Bir veya daha fazla protein molekiiliiniin niikleik asitlerle
yapmis oldugu komplekslerdir. Hiicre ¢ekirdegi niikleohistonlar1 (kromozomlar) ve viriisler
ornek olarak verilebilir.

b. Glikoproteinler: Prostetik grup olarak karbohidratlar1 igeren proteinlerdir.
Proteinlerin karbohidratlara baglanarak olusturdugu komplekslerdir. Tiikriik salgis1 ve mukus
salgis1 musinleri, immiinoglobulinler, yumurta ovomukoidi ve serum elektroforezi sonucu
olusan a;— ve ap— fraksiyonlar1 6rnek olarak verilebilir.

c. Fosfoproteinler: Cogunlukla serin aminoasidi kalintis1 {izerinden fosfat grubu
bagli proteinlerdir. En bilinen 6rnegi siit kazeinidir. Yumurta saris1 proteinlerinden vitellin ve

glikojen sentetaz da bu grupta bulunur.
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d. Kromoproteinler: Prostetik grup olarak renkli bir kisim (kromofor grup) grup
iceren proteinlerdir. Hemoglobin, flavoproteinler ve sitokromlar 6rnek olarak verilebilir.

e. Lipoproteinler: Proteinlerin notral yaglar, fosfolipidler ve kolesterol ile yapmis
olduklar1 komplekslerdir. Serum lipoproteinleri (silomikronlar, VLDL, LDL, HDL) ve
yumurta saris1 proteinleri 6rnek olarak verilebilir.

f. Metaloproteinler: Metal iyonlarina koordinasyon baglar1 ile bagh proteinlerdir.

Zn"? —karbonik anhidraz, Fe™ —transferin, Cu —seruplazmin bu grup proteinlerdir.

3.8. PROTEINLERIN DENATURASYONU

Bir polipeptidin dogal konformasyonuna ulagmasi i¢in sentez sirasinda ve sonrasinda
katlanmas1 gerekir. Protein yapilari, belirli hiicresel sartlar altinda islev gormek iizere degisim
gecirir. Hiicredeki ortam sartlarindan, farkli sartlarda protein yapisinda kiigiikk veya biiyiik
oranda degisim olusturur. Biyolojik fonksiyon kaybinin olusmasina neden olan ii¢ boyutlu
yapinin bozulmasina denatiirasyon denir. Proteinlerin bircogu biyolojik aktivitelerini belirli
kimyasal ortamlarda, smirli pH ve sicaklikta siirdiirebilmektedirler. Cok asidik ve bazik
ortamlarda, yiiksek sicaklikta ve baz1 kimyasal maddelerin bulundugu ortamlarda proteinlerin
iic boyutlu yapilarinda yani biyolojik aktivite gosteren yapilarinda degismeler olur. Ornegin
denatiire olan protein bir enzim ise katalik aktivite gosteremez. Denatiire olan proteinin
cOziiniirligi azalir ve hatta ¢okelme olur. Denatiirasyonun iki 6nemli sonucu; biyolojik
aktivitenin kayb1 ve ¢oziiniirliigiin dnemli oranda azalmasidir.

Birgok protein 50-60°C’ nin {izerinde ve 10-15°C’nin altindaki sicakliklarda
denatiirasyona ugrar. Yumurta akmm 1sitilmasiyla (70°C’ da 5 dakika) beyaz renkli bir pelte
olusumu doniisiimsiiz denatiirasyondur. Yani denatlirasyona neden olan etkenler ortadan
kaldirilsa bile protein tekrar dogal ii¢ boyutlu yapisina katlanamaz. Bir¢ok protein pH = 4’iin
altinda ve 10’un iistliinde denatiire olur.

Denatiirasyonda, proteinin yapisindaki kovalent baglar (primer yapi) etkilenmez,
degisme bir yere kadar sekonder yapida, biiylik 6l¢iide de tersiyer yapida ve var ise kuaterner
yapida meydana gelir.

Bazi proteinler denatlirasyondan sonra bu olaya neden olan sartlarin ortadan
kaldirilmast ile tekrar dogal iic boyutlu yapilarima kavusabilir ve biyolojik aktivitelerini
yeniden kazanirlar. Bu tip denatiirasyonlar doniisiimlii degismelerdir ve renatiirasyon adini

alir.
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Denatiirasyona neden olan etkenler; 1sitma, asit—baz ilavesi diginda UV ve IR—ginlar,

kuvvetli  calkalama, derisik

B—merkaptoetanol  (HSCH,CH,OH),

sodyumdodesilsiilfat (SDS), aseton ve alkol gibi ¢oziiciilerdir.

Proteinlerin denatilirasyonu iizerinde yapilan c¢alismalar protein molekiillerinin ii¢

boyutlu yapilar1 ve aminoasit dizilisleri arasindaki iligskiyi ortaya koymustur. C. Anfinsen

(1964) primer yapisinda 124 aminoasit ve 4 disiilfid ¢apraz kovalent bag1 bulunan riboniikleaz

enzimini 8 M iire ve B—merkaptoetanol igeren bir ¢ozeltide denatiire etmistir. Ure katlanmis

proteini acarken, B—merkaptoetanol ise disiilfid capraz kovalent baglarin1 —SH gruplarina

indirger. Daha sonra diyaliz ile iire ve f—merkaptoetanolii uzaklastirip hava ile oksitlenmesini

saglamus, riboniikleazin yeniden {i¢ boyutlu yapisina katlanip katalitik aktivitesini kazandigini

gozlemistir (Sekil 3.26).

Dogal hal;

Ure ve merkaptoetanol
ilavesi

Ure ve merkaptoetanol
uzaklagtridmast

katalitik olarak aktif

Katlanmamig hal;

Inaktif distilfit capraz baglar
serbest sistein kalmtilarmi
olugturmak iizere indirgenmis

Dogal, katalitik olarak aktif hal
Dogru konumda veniden olusmusg

disilfid baglan

Sekil 3.26. Katlanmis, denatiire haldeki
riboniikleazin renatiirasyonu.
Riboniikleazi denatiire etmek i¢in ire,
disiilfid baglarim  indirgemek igin
merkaptoetanol  kullanilir.  Disiilfid
baglarmin pargalanmasiyla sekiz Cys
kalintis1  serbestlesti.  Renatiirasyon,
dogru disiilfid baglarnin  yeniden
olusumunu gerektirir.

3.9. PROTEINLERIN ASIT-BAZ OZELLIKLERI

Bir proteinin asit-baz Ozelliklerini biiylik 6l¢iide aminoasitlerinin iyonlasabilir —R

gruplar1 tayin eder. Proteinin {i¢ boyutlu yapisinda iyonlasabilir R gruplar1 ¢evrelerindeki

diger —R gruplarindan c¢ok etkilenir. Bir polipeptid zincirinin N— ucu amino ve C- ucu

karboksil gruplarinin asit — baz 6zelliklerine katkis1 yok denecek kadar azdir.



Riboniikleaz enzimi siras1 bilinen 124 aminoasit i¢eren ve sikica katlanmig bir
proteindir. Bu enzim proteini; C— ucu karboksil grubundan ve N— ucu amino grubundan bagka
34 tane daha iyonlasabilen R grubu icermektedir. Titrasyon isleminde harcanan esdeger OH™
lar verilen pH araliinda iyonlasabilen gruplarin sayisina karsilik gelmektedir. X—isimn1
denemeleriyle dogrulandig1 gibi globuler proteinlerde iyonlasabilen R gruplarinin tamamia
yakini dis yiizeye, hidrofobik veya apolar gruplarin ¢ogunun ise igeriye yonelmis oldugunu
gostermektedir. Bazi globuler proteinler ise dogrudan titre edilemeyen iyonlasabilir gruplara
da sahiptir, bunlar tersiyer yapida saklanmis veya dogrudan hidrojen bagi yapmis olabilirler.
Mesela miyoglobindeki 11 histidinden ancak 5’1 denatiirasyon sonucu titre edilebilmektedir.

Bir¢ok proteinlerle yapilan benzer titrasyon calismalar1 proteinlerin toplam tampon
kapasitesinin ¢ok azini fizyolojik pH’da (pH = 6-8) gosterdiklerini ortaya koymustur.
Fizyolojik pH sinirlarina en yakin pKr degerine histidinin —R grubundaki imidazol halkas1
sahiptir. Bu nedenle % 8 histidin iceren hemoglobin eritrositlerde (alyuvar) onemli bir hiicre
ici tampon gorevi yapmaktadir.

Proteinler de aynen aminoasitler gibi kendilerine 6zgli bir izoelektrik pH’ya
sahiptirler. Izoelektrik pH’da protein molekiilii {izerindeki toplam yiik sifir oldugundan DC
elektrik alaninda go¢ edemez. Yiiksek oranda bazik aminoasitler igeren proteinlerin
izoelektrik pH’lar1 yediden biiyiik, asidik aminoasitleri iceren proteinlerin izoelektrik pH’lar1
yediden kiigiiktiir (Tablo 3.4). Globuler proteinlerin birgogunun izoelektrik pH’lar1 4,15- 6,15
arasinda degisir. Proteinlerin yapilarinda asidik veya bazik gruplarin olmasi yapiya amfoterik

(amfolit) 6zellik kazandirir (Sekil 3.27).

+ - + - -
- < OH- > 2 OH
+ + —_— + —_— - -
+ + +  — + -
KATYON pH; ANYON
pH<3 Zwitteriyon pH>10

(Coziiniirliik en az, ¢okebilir)

Sekil 3.27. Proteinlerin pH’ya bagli iyonlagsma dengesi.
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Tablo 3.4. Bazi proteinlerin izoelektrik pH degerleri

Protein pH;
Pepsin 1,0
Yumurta Albumini 4,6
Kazein 4,8
Serum Albumini 4,9
Ureaz 5,0
B — laktoglobulin 52
Insiilin 5,35
Fibrinojen 6,5
Hemoglobin 6,8
Kimotripsin 9,5
Riboniikleaz 9,6
Lizozom 11,0

Izoelektrik pH’nm iistiinde protein negatif yiiklii olup elektriksel alanda anoda (+)
dogru go¢ eder. izoelektrik pH nim altinda ise pozitif yiiklii olarak ¢oziiniir ve katoda (—) gdg¢
eder. Proteinlerin titrasyon egrileri ve izoelektrik pH’lar1 nétral tuzlarin varhiginda 6nemli
Olciide degisir. Ciinkii bu sartlarda polipeptid zincirindeki aminoasit kalintilarinin —R
gruplarinin iyonlasmas: etkilenir. Proteinler ayn1 zamanda Ca™, Mg™*, CI" ve PO, iyonlarini
baglayabilir. Bundan dolay1 proteinlerde gozlenen izoelektrik pH degerleri ¢oziindiikleri
ortamin tabiatina (bilesimine, 6zelligine) baglhdir. Ciinkii bir proteinin izoelektrik pH’s1

bulundugu ortamdan etkilenir.

3.10. PROTEINLERIN SAFLASTIRILMASI

Her tiirlii organizma kendine has proteinlere sahip oldugu gibi, her hiicre tipi de
binlerce gesit protein icermektedir. Ayrica proteinler biyolojik aktivitelerini belirli pH ve
sicaklik sinirlarinda gosterebilirler. Bu nedenle bir proteini saf sekilde bir hiicre veya dokudan
izole etmek gii¢ bir istir. Bu giicliiklere ragmen bircok protein saf olarak izole edilebilmistir.
Ornegin; binlerce enzimin 200°den fazlas1 saf kristal halde elde edilmistir. Enzim aktivitesi
gostermeyen yiizlerce protein de saf olarak izole edilmistir. Proteinlerin izolasyon islemleri
cok dikkat ve gayret gerektirir. Globuler proteinler ¢ozelti i¢indeki davranmiglarindan
(6zelliklerinden) yararlanilarak saflastirilabilirler. Bu o6zellikler sunlardir: 1. Molekiil
biiytikligi 2. Coziiniirliik 3. Elektriksel yiik 4. Adsorbsiyon davranislarindaki farkliliklar ve
5. Diger molekiillere kars1 biyolojik afinite.

1) Molekiil Biiyiikliigii Esasina Gore Proteinlerin Ayrilmasi: Proteinlerin en

dikkat cekici 6zelligi molekiil biiytikliikleridir. Bu 6zelliginden dolay1 bir protein molekiiliinii
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diger proteinlerden ve kiiclik molekiillerden ayirmak miimkiindiir. Bu esasa dayali protein
ayirma metotlar1 sunlardir.

a. Diyaliz ve Ultrafiltrasyon: Disiik molekiil agirlikli maddeler bir protein
cozeltisinden basit diyaliz yoluyla uzaklastirilabilirler. Bunun i¢in yar1 ge¢irgen membran
kullanilir, protein molekiilleri tutulur, kii¢iik molekiiller ve su membrandan geger (Sekil 3.28).

Ultrafiltrasyon, basing veya santrifigasyon kuvvetiyle su ve kiiclik ¢6ziinen
molekiillerin bir membrandan ge¢meye zorlanmasi ve proteinlerden ayrilmasidir. Selofan ve

diger sentetik materyallerden yar1 gecirgen membran siizme araci olarak kullanilabilir.

Basmgli Ny,
veya
santrifiijfkuvveti

3 (

w G, e ari gegirge

~ 0 - - Ear
e =

- % -~

i = T1-Protein

e -~ =_| cozeltisi 4
estile su — — b ]
T o )

. a
Ultraflltraté—a

Sekil 3.28. Diyaliz ve Ultrafiltrasyon

b. Yogunluk Gradienti Santrifiigasyonu: CoOzinmis proteinler kuvvetli bir
santrifiigasyon alaninda ¢okelme egilimi gosterdiklerinden protein karigimlari santrifiijleme
metotlar1 ile ayrilabilirler. Bu metotla ayn1 zamanda diger makromolekiiller, viriisler ve hatta
organeller de ayrilabilirler. Bu metotla ayirma da bir santrifiij tiipli igerisinde bir ¢esit bilesik

kap yardimiyla sakkarozun siirekli bir yogunluk gradienti hazirlanir. Ortamin yogunlugu
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tiipiin asagisindan yukar1 dogru azalir. Proteinler karisimi ¢ozeltisi tiiplin listiinden tatbik
edilir ve daha sonra tiip santrifiijlenir (Sekil 3.29).

Santrifiijleme sirasinda protein molekiilleri  biiyiikliiklerine, sekillerine ve
konsantrasyonlarina gore ayrilirlar. Degisik bantlar meydana gelir. Bantlarin durumu ya optik
olarak degerlendirilir veya tiiplin dibi delinerek bantlar fraksiyonlar halinde alinir ve analiz
edilir. Bir baska yol da tiip (polietilen) i¢eriginin dondurularak, bantlarin ince diskler halinde

kesilip analiz edilmesidir.

Protein
karismm

=== 9 20 Sakkaroz

Sakkaroz
gradienti

Santrifiijlemeden sonra

Sekil 3.29. Sakkaroz yogunluk gradienti santrifiigasyonu ile proteinlerin ayrilmasi

c. Jel Filtrasyon Kromatografisi: Diyaliz ve ultrafiltrasyon ile kiiglk
molekiillerden ayrilan protein karigimlarina uygulanir. Molekiil biiyiikliigiine gore proteinleri
ayirmada kullanilan en uygun ve en etkili metottur (Sekil 3.30). Bu metot da bir kolona
kuvvetli hidratize olmus polimerik bir materyal konulur. Bu materyal Sephadex ve Sepharose
gibi bir polisakkarit veya poliakrilamid gibi bir biyojel tiirevi olabilir. Jel partikiilleri degisik
biiytikliikte porlara sahip olacak sekilde hazirlanabilir.

Polimer materyal iyice yikanir ve bir tamponla dengelenir. Daha sonra ayni tampon
icinde ¢oziinmiis olan proteinler karisimi ¢ozeltisi kolona tistten verilir. Biiylik molekiiller jel
partikiillerinin porlarina (gézeneklerine) giremezler ve hizlica akip giderler. Kii¢iik molekiillii
proteinler ise godzeneklere girer ve akislar1 engellenir. Boylece once biiylik molekiilli
proteinler, daha sonra da kiiclilen molekiil biiyiikliigline gore proteinler eliie edilir. Eliiatlar

kiigtik fraksiyonlar halinde toplanarak analiz edilir.
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Sekil 3.30. Sephadex kolonda iki farkl: bityiikliikteki proteinin ayrilmast.

Jel filtrasyon kromatografisi, diger makromolekiiller, viriisler, ribozomlar, hiicre
cekirdekleri ve hatta bakteriler gibi ¢ok daha biiyiik yapilarin ayrilmasinda da kullanilabilir.
Ancak bu durumda uygun porlu jellerin secilmesi gerekir.

Ayirma giicii biiyiik olan bu basit metot, proteinlerin molekiil agirliginin tayininde de
kullanilir.

2) Coziiniirliiklerindeki Farkhhk Esasina Gore Proteinlerin Ayrilmasi:
Proteinlerin ¢oziiniirliigli baslica pH, iyonik siddet, ¢oziiciiniin dielektrik 6zelligi ve sicakliga
baglhidir. Bu 6zelliklerden proteinleri ayirmada yararlanilir. Proteinler, yiik ve protein—¢oziicii
(su) etkilesimi ile kararli ¢ozeltiler olustururlar. Proteinler bu iki etkiden birisi kaldirilirsa
bazen ikisi de kaldirilirsa her zaman ¢okelirler. Bu esaslara dayali proteinlerin ayrilmasi
metotlar1 sunlardir:

a. Izoelektrik Cokelme: Cogu globuler proteinlerin ¢oziiniirliigii sistemin pH’
sindan etkilenir. f—laktoglobulinin (siit serumu proteini) ¢ozliniirliigi NaCl konsantrasyonuna
bagli olmaksizin pH = 5.2-5.3 arasinda minimum bir degere sahiptir (Sekil 3.31). Bu kritik
pH degerinin her iki tarafinda ¢oziiniirlik 6nemli 6l¢lide artar. Bu pH, p-laktoglobulinin

izoelektrik pH’sidir. Izoelektrik pH’da ¢dziiniirliik en azdir.
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Sekil 3.31. 25 °C’ da B-laktoglobulinin ¢6zuniirligiine tuz konsantrasyonu ve pH degerinin

etkisi.

Degisik proteinlerin iyonlagabilen R gruplar1 farkli oldugundan izoelektrik pH’lar1 da
farklidir. Bu farklhiliktan yararlamilarak proteinler birbirinden izoelektrik ¢okelme ile
ayrilabilirler. Eger bir protein karisimmin pH degeri karisimda bulunan proteinlerden birisinin
izoelektrik pH’sma gelirse bu protein az veya fazla miktarda ¢okelir. Bu pH’nin altinda ve
iizerindeki izoelektrik pH’l1 proteinler ¢ozeltide kalir. Bu sekilde devam edilirse sirasiyla
karigimdaki hangi proteinin izoelektrik pH’sima gelinirse o protein ¢okelir.

Izoelektrik ¢okelme ile ¢oktiiriilen proteinler dogalliklarmi ve biyolojik aktivitelerini
korurlar. Daha sonra pH’s1 uygun bir ortamda proteinler ¢ozeltiye alinirlar. Her protein i¢in
izoelektrik pH ¢ozeltideki iyonlara gore kolayca degisir.

Eger bir protein ¢ozeltisi H ve OH iyonu disindaki kiiciik iyonlar1 uzaklastirmak igin
saf suya kars1 diyaliz edilirse izoelektrik pH izoiyonik pH’da gerceklesir ve izoelektrik pH,
izoiyonik pH’ya esit olur. Izoiyonik pH; bir protein ¢ozeltisinin sonsuz seyrelme durumunda
su iyonlarindan baska iyonun bulunmadig1 pH olup sabit bir degerdir.

b. Nétral Tuzlarla Coktiirme: Notral tuzlar proteinlerin ¢ozilintirliigiinii etkiler
(Sekil 3.31). Notral tuzlar diisiik konsantrasyonlarda protein molekiillerinin ¢oziintirliigiint
artirirlar. Bu olaya salting—in ad1 verilir. MgCl, ve (NH4),SO;4 gibi iki degerlikli iyon igeren
tuzlar; NaCl, NH4Cl ve KCl gibi tek degerlikli iyon igerenlerden daha etkilidir. Notral tuzlarin
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_ 1
bu zelligi iyonik siddetlerine baghdir (Sekil 3.32). Iyonik siddet =52C 2 esitligi ile

verilir.

log gézanirllk
P

1.0

Iyonik siddet

Sekil 3.32. CO—Hemoglobinin izoelektrik pH’da ¢dziiniirliigiine K,SO,4 nétral tuzunun etkisi.

Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda proteinlerin ¢oziiniirliigli azalir ve hatta ¢okelirler.
Yeteri kadar yliksek tuz konsantrasyonlarinda bir protein ¢ozeltiden hemen hemen kantitatif
olarak coktiiriilebilir. Bu olaya salting—out adi verilir. Salting—out etkisinin fizikokimyasal
prensibi karmasiktir. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda katyon ve anyonun hidratasyonu, suyu
protein molekiillerinden uzaklastirir. Yani protein—¢oziicii (su) etkilesmesi bozulur ve
coziiniirlik ¢okelme derecesinde azalir. Su molekiilleri tuzun katyon ve anyonunu
hidratlastirir ve ¢6ziiniirliik azalir, bununla birlikte diger faktorlerde etkilidir.

Her bir protein farkli iyonik siddette ¢okeleceginden bu yolla proteinler birbirinden
ayrilabilir. Tuz konsantrasyonunun artmastyla (salting—out etkisi) c¢oktiiriilen proteinler {i¢
boyutlu yapilarm1 ve biyolojik aktivitelerini korurlar. Nétral tuzlarla ¢oktiirmede suda iyi
¢Oziinen ve 1yonik siddeti yiiksek olan (NH4),SO4 yaygin olarak kullanilir.

c. Coziiciilerle Fraksiyonlama: Suda c¢oziinebilen nétral organik c¢oziiciilerin
ozellikle etanol ve asetonun ilavesi ¢ogu globuler proteinlerin ¢oziiniirliigiinii ¢okelme
derecesine kadar azaltabilir. Sabit pH ve iyonik siddette proteinlerin ¢oziiniirliigii, ortamin
dielektrik sabitinin bir fonksiyonudur. Etanoliin dielektrik sabiti (D=24) sudan (D=80)
kiigiiktiir. Bu nedenle asagidaki esitlige gore, proteinin sulu ¢ozeltisine etanol ilavesi ile zit
yiiklerin ¢ekimi artar; protein molekiillerin ¢oziinilirligli ¢okelme derecesinde azalir ve

kiimelenerek ¢okelirler.
_e1.e
~ D.r2

(F: molekiiller aras1 cekim kuvveti, e: yiik, D: Dielektrik sabiti, r: molekiiller aras1 uzaklik)

F
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Organik c¢oziiciiler protein—su etkilesimini azaltir ve proteinleri c¢okeltir. Cokelme
izoelektrik pH’da daha kolay olur. Protein karisimlarindaki bir protein; degisik soguk etanol—
su; aseton—su karigimlarindaki farkli ¢oziiniirliigii esasmna gore ayrilabilir. Proteinler yiiksek
sicakliklarda denatiire oldugu icin diisiik sicakliklarda ¢oktiiriiliirler.

d. Sicakhik Etkisi: Globuler proteinlerin ¢oziiniirliigiinii sicaklik da etkiler. Globuler
proteinlerin ¢Oziiniirlikleri 0-40°C arasinda artar. 50-60°C’in {izerinde proteinlerin ¢ogu
denatiire olur ve ¢Oziiniirliikk azalir. Proteinlerin ayrilmasi1 daha cok diisiik sicakliklarda
gerceklestirilir.

3) Elektriksel Yiik Esasina Gore Proteinlerin Ayrilmasi: Proteinlerin elektriksel
yiiklerine gore ayrilmasi, karakteristik asit-baz ozelliklerine dayanmaktadir. Proteinlerin
aminoasit bilesimi ve dizilisi farkli oldugundan her proteinin kendine 0zgii bir asit-baz
davranis1 ve izolektrik pH’s1 vardir. Proteinler izoelektrik pH’larinin iistiindeki ¢ozeltilerde
anyon; altindakiler de ise katyon olacak sekilde ¢oziiniirler. Proteinlerin karakteristik asit—baz
ozelliklerine dayali iki ayrrma metodu gelistirilmistir: a. Elektroforez, b. Iyon degisim
kromatografisi

a. Elektroforez: Elektroforez genel olarak bilesiklerin belirli bir pH’da yiik
farkliliklarina gore, DC elektrik alaninda ayrilmalari ilkesine dayanir. Bu yontem genel olarak
bliylik miktarlardaki proteinleri saflastrmak i¢in kullanilmaz, daha basit ve uygun
alternatifler mevcuttur ve elektroforetik metotlar proteinlerin yapi ve islevlerini olumsuz
etkiler. Fakat elektroforez 6zellikle faydali ve avantajli bir yontemdir. Bu yontemin avantaji
proteinlerin hem ayristirilmast hem de gorintiilenebilmesidir, arastirmaci farkli protein
sayisinlt ve 0Ozglin bir proteinin saflik derecesini tahmin edebilir. Ayrica elektroforez,
proteinlerin izoelektrik pH ve yaklasik molekiil agirliklar1 gibi ¢ok 6nemli 6zelliklerini de
tanimlamaya yarar.

Sistemin pH’s1 teknigin uygulandigi tampon ¢ozelti ve elektrik alan1 da bir DC gii¢
kaynagimdan saglanir. Elektroforezde makromolekiilleri hareket ettiren giig, elektriksel
potansiyel (E) dir. Yikli bir parcacigin elektriksel alanda gogii, elektriksel hareketlilik

esitligiyle verilir:

u= E
(v: gog¢ hizy, E: elektriksel potansiyel)
Proteinler bir DC elektrik alaninda Na", CI” gibi kiiciik iyonlardan daha yavas hareket

ederler, ¢linkii proteinlerin yiik yogunluklari (e/m) ¢cok daha kii¢iiktiir.
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i)  Serbest Elektroforez: Ilk olarak gelistirilen elektroforez serbest elektroforezdir. A.
Tiselius (1937) tarafindan gelistirilmis olan bu elektroforezde, proteinler karisimi1 uygun bir
tamponda ¢oziilerek U seklinde bir boru igerisine yerlestirilir (Sekil 3.33). Protein ¢ozeltisinin
iizeri saf tamponla doldurulur. Elektriksel alan uygulandiginda proteinler yiik yogunluklarina
gore hareket ederler ve bantlar olustururlar. Daha sonra proteinlerin konumu ve miktari
bantlarin kirilma indislerinin 6l¢iilmesi ile belirlenir. Uzun yillar serbest elektroforez kan
plazma proteinlerinin kantitatif tayininde kullanilmistir. Kan plazma proteinlerinin,
izoelektrik pH’lar1 4,5-7,0 arasinda degisir. pH = 8,6 tampon ¢6zeltide kan plazma proteinleri
anyon seklinde ¢oziinecek ve anoda go¢ edeceklerdir. Proteinlerin sekil, biiytikliik ve yiikleri

farkli olduklarindan ayni hizla go¢ edemezler, yiik yogunluklarina gore siralanirlar.

Katot A
| f

—Tarmpon gazelti

s
e

Agafidan yukarya

—

Sekil 3.33. Serbest elektroforez aletinin sematik gosterimi (Solda) ve insan kan plazma proteinlerinin
elektroforez ¢iktis1 (pH=8.6) (Sagda) A=Serum albiimin, ®=Fibrinojen, a,—, a,—, f— ve y—
degisik globulinler.

ii) Bolge Elektroforezi: Serbest elektroforez degisik sekillerde uygulanan bdolge
elektroforezi ile degistirilmistir. Bu elektroforez metodu ¢ok daha basittir ve ¢ok az numune
gerekir. Bolge elektroforezinde, protein ¢dzeltisi hidratize ve gozenekli bir materyalden
hazirlanmis sabit bir matriks tizerine tatbik edilir. Tastyici olarak filtre kagit1 ve seliiloz asetat
seritler kullanilabilir, bunlar proteinler ile reaksiyona girmeyen veya geri kazanilabilen inert
materyallerdir. Protein karisimindaki bilesenler bolgelere ayrilincaya kadar elektroforez
devam ettirilir. Proteinlerin konumu ve konsantrasyonlar1 uygun bir renk reaktifi ile tayin
edilir. Konsantrasyonla orantili olan renk siddeti bir dansitometre ile Olciiliir. Bu
elektroforezin ayirma giicli ¢cok daha yiiksektir, kan plazma proteinlerinin kantitatif tayininde

kullanilir.
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Bolge elektroforezinde tasiyici materyal; jel filtrasyon kromatografisindeki gibi
proteinleri molekiil biiytikliiklerine gore engelleyebilir ise ayirma giicli daha biiyiik olur. Bu
cesit elektroforezle proteinler bir karigimdan elektrik yiikleri ve molekiil biiyiikliikleri esasina
gore ayrilabilirler. Patates nisastas1 ve poliakrilamid jel bu amagla ¢ok kullanilir. Basit bolge
elektroforezinde kan plazma proteinleri igin 5-6 bilesen, bu metotla yaklasik 15 bilesen

gozlenir.

iii) Disk Elektroforezi: Bir baska cesit elektroforez olan disk elektroforezinde iki farkli
gozenekli jel ve iki farkli pH’l1 tampon ¢ozelti kullanilir. Proteinler kaba gozenekli jelden
kiiciik gozenekli jele dogru hareket ederlerken, bu sirada pH da degisir. Sonucta her protein
cok ince keskin bir bant olusturur.

Elektroforez ile aywrma metotlar1 igerisinde en saflastirict ve en verimli olani
izoelektrik odaklama ile ayirmadir. Izoelektrik odaklama, bir proteinin izoelektrik noktasinin
belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir (Sekil 3.34). Diisiik molekiil agirlikli organik asitler
ve bazlarm (amfolitler) karisiminin jel boyunca elektriksel alanda dagilimlar1 farkli pH
degerlerini (pH gradienti) olusturur. Protein karisimi jele uygulaninca her protein kendi
izoelektrik pH degerine esit pH’ya gelinceye kadar go¢ eder. Bu sekilde farkh izoelektrik
pH’l1 proteinler jel boyunca farkli dagilir. Ayrma giicli ¢cok yiiksek olan bu metot ile kan
plazma proteinleri 40-50 fraksiyona ayrilabilir.
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Sekil 3.34. izoelektrik odaklama. Bu teknik proteinleri izoelektrik noktalarma gére ayirir. Jelde kararh
bir pH gradyani, uygun amfolitler eklenmesiyle olusturulmaktadir. Jel tizerindeki bir
cukura protein karigim yerlestirilir. Uygulanan elektrik alanla proteinler jele girer ve her
biri kendi izoelektrik pH’sina esit pH degerine ulasana kadar jel iizerinde go¢ ederler.

b. iyon Degisim Kromatografisi: Proteinlerin asit-baz o6zelliklerine dayanilarak
gelistirilen ikinci metot iyon degisim kromatografisidir. Bu amacla ¢ogunlukla seliillozun
sentetik olarak hazirlanan tiirevleri kullanilir. Dietilaminoetil seliiloz (DEAE-seliiloz)
pH=7.0’de pozitif yiikliidiir, bu nedenle bir anyon degistiricidir. Izoelektrik pH’smin

iistiindeki pH’l1 tampon ¢ozeltilerde negatif ytliklii (anyon) olarak ¢oziilmiis proteinleri baglar.

HyCH,C

+
NHCH,CH,—0—| Seliiloz Partikiilii

H3CH,C

DEAE - Seliiloz
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Karboksimetil seliiloz (CM—seliiloz) notral pH’da negatif yiiklii gruplar igerir ve bir
katyon degistiricidir.

(@)
\
C—CH—o—| Seliiloz Partikiilii

Il
o)

CM - Seliiloz

Bu kromatografide bir kolona doldurulan iyon degistirici, tampon c¢ozelti ile
dengelenir. Protein karisimi ¢6zeltisi kolona yiiklendikten sonra protein molekiilleri zit yiiklii
gruplarla elektrostatik olarak etkilesir ve ali konur.

DEAE-seliiloz kolonda uygun pH’da anyon (—) halinde ¢6zlinmiis proteinler tutulur.
Diger bilesenler kolondan gecer gider. Daha sonra diger bilesenlerden ayrilan protein
molekiilleri kiigiik fraksiyonlar seklinde kolondan alinir.

Protein karisimlarinin, DEAE—seliiloz kolonda ayrilmasi isleminde, her bir proteinin
sirastyla elliisyonunda azalan pH’li tamponlarin bir serisi veya artan iyonik siddetli tuz
cozeltilerinin bir serisi kullanilir. Bunlarin kolondan gegirilmesi anyonik proteinlerin
baglanmasini zayiflatir. pH’nin diismesiyle birlikte iyon degistiriciye tutunan proteinlerin
negatif yiiklii bolgeleri notral hale gelir ve kolondan ¢ikar. Iyonik siddetin artmasiyla tuzun
pozitif yiiklii iyonlar1 proteinin negatif yiikli bdlgelerine baglanirlar. Tuzun negatif yiikli
iyonlar1 ise iyon degistiriciye baglanmak i¢in proteinlerle yarisirlar. Boylece proteinler daha
zayif bir kuvvetle DEAE—seliiloza baglanirlar ve hatta koparlar. Eliiatlar kiiglik fraksiyonlar
seklinde toplanir ve analiz edilirler.

Katyon seklinde (+) coOziinmiis proteinler ise, katyon degistirict CM — seliiloz
kolandan ayrilirlar. CM - selilloz kolonda uygun pH’da katyon halinde tutulur. Diger
bilesenler kolondan gecer gider (Sekil 3.35).
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Sekil 3.35. Iyon degistirme kromatografisi. Kolon matriksi, yiiklii bagli gruplar igeren sentetik bir
polimerdir. Bagli anyonik gruplar katyon degistiriciler, bagli katyonik gruplar anyon
degistiriciler olarak adlandirilir. Sekilde katyon degistiricili (CM—seliiloz) iyon degistirme
kromatografisi gosterilmektedir. Kolonda bulunan yiiklii gruplarda her bir proteinin
afinitesi, molekiiliin iyonlasma durumunu belirleyen pH ve ¢6zelti iginde birbiriyle yaris
halinde bulunan serbest tuz iyonlarinin derisimleriyle belirlenir. Ayrilma kademeli olarak
degisen pH ve/veya mobil fazin tuz derisimiyle pH veya tuz gradyani olusturmak tizere

optimize edilir.

Iyon degisim kromatografisi, jel filtrasyon kromatografisi ile kombine edilirse ayirma
giicli ¢ok daha artar. DEAE—Sephadex, iyon degistirici olarak kullanilirsa proteinleri yiik ve

molekiil biiytikliiklerine gore ayirmak miimkiindiir.

4) Secimli Adsorpsiyon Esasina Gore Proteinlerin Ayrilmasi: Proteinler mangal

komiirti gibi apolar veya alliminyum oksit gibi polar materyallere molekiil biiyiikliiklerine
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gore adsorbe olabilirler. Apolar adsorpsiyonlarda hidrofobik etkilesimler sonucu olusan van
der Waals ¢ekim kuvveti ve polar adsorpsiyonlarda iyonik etkilesmeler ve hidrojen baglari
etkilidir. Proteinleri adsorpsiyon esasma gore ayirmada en ¢ok kullanilan adsorban madde
kristal kalsiyum fosfatin bir sekli olan Ca™ — hidroksiapatit (Cas(OH)(POs)s) tir.

Protein molekiiliindeki negatif yiikli gruplar adsorban bilesigin Ca™ iyonlarina

baglanir. Proteinler fosfat tamponuyla kolondan eliie edilir.

5) Diger Molekiillere Biyolojik Afinite Esasina Gore Proteinlerin Ayrilmasi
(Afinite Kromatografisi): Baz1 proteinler afinite kromatografisi ile ¢ok kere bir basamakta
cok kompleks bir karisimdan ayrilabilirler. Afinite kromatografisi bir ¢esit adsorpsiyon
kromatografisidir. Saflastirilmasi istenen molekiiliin, matriks adi1 verilen bir kolon maddesine
kovalent olarak immobilize edilmis (tutuklanmis) bir liganda spesifik ve tersinir baglandig:
bir tekniktir. Matriks olarak Sephadex, Agaroz, Biyogel gibi materyaller kullanilabilir.
Kullanilacak ligandin saflastirilacak madde icin spesifik ve tersinir baglanma afinitesi

olmalidir (Tablo 3.5).

Tablo 3.5. Afinite kromatografisinin en ¢ok uygulandigi biyolojik sistemler
Saflastinlacak Madde Ligand

Enzim Substrat, inhibitor, kofaktor

Antikor Antijen, viriis, hiicre

Niikleik asit Komplementer baz dizisi, histon, niikleik asit polimeraz
Hormon Reseptor protein

Vitamin Tas1yic1 protein

Hiicre Hiicre yiizeyi spesifik proteini, Lektin

Cok kompleks bir karisimda bulunan bazi proteinler (enzim proteinleri) afinite
kromotografisi ile bir tek basamakta oldukg¢a saf halde ayrilabilirler. Afinite kromatografisi
icin polisakkarit olan agaroz taneciklerine kimyasal bir reaksiyon ile enzimin koenzimi
baglanir. Uzerine koenzim baglanmis olan agaroz tanecikleri kolon dolgu maddesi olarak
kullanilir. Protein karisimi, koenzimin immobilize edildigi agaroz tanecikleri doldurulmus
kolona tatbik edildigi zaman sadece ayrilacak olan enzim proteini, koenzimin serbest ucuna

spesifik olarak baglanir (Sekil 3.36). Diger proteinler baglanmazlar, kolondan gecip giderler.
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Sekil 3.36. Koenzimin immobilize edildigi agaroz taneciklerine enzim proteininin spesifik olarak
baglanmasi.

Sonra serbest koenzim igeren ¢ozelti kolona verilir. Bu defa enzim proteini rekabetten
dolay1 ¢ozelti ile gelen serbest koenzime baglanir ve kolondan ¢ikar. Boylece enzim proteini
diger ylizlerce proteinden afinite kromatografisi ile bir tek basamakta saf bir sekilde elde

edilir.

3.11. PROTEINLERIN MOLEKUL AGIRLIGI TAYINi

Bir protein saflastirilip alindiktan sonra bazi 6zellikleri belirlenir. Proteinin toplam
molekiil agirligi, polipeptid zincir sayisi, polipeptid zincirlerinin molekiil agirligi, amino asit
bilesimi ve diziligi analizleri yapilir. Proteinlerin ve alt birimlerinin molekiil agirlig: tayini

metotlariin prensibini kisaca agiklayalim.

1) Proteinin Kimyasal Bilesiminden Molekiil Agirhg1 Bulunmasi: Bir proteinin
herhangi bir elementten bir atom icerdigi varsayilarak minimum molekiil agirligi bulunur. Bu
metot herhangi bir metal atomu igeren proteinler i¢in kullanilir. Ornegin miyoglobin (kasta O,
depo eden protein) % 0.335 demir atomu icerir. Buna gére miyoglobinin minimum molekiil
agirhgy;

FelindtomA3. 00— 56100 = 16.700 dalton olarak hesapl
Yiizde Demir Miktari™ 0335 ' atton olatak fiesapranit-

Gercek molekiil agirligi molekiil basina icerilen demir atomu sayist (n) ile garpilarak
bulunur. Miyoglobin i¢in n=1 oldugundan miyoglobinin molekiil agirlig1 16.700 x 1 = 16.700
Dalton’dur. Hemoglobinde, miyoglobin gibi ayn1 oranda (% 0,335) demir i¢erir. Hemoglobin
molekiil basma 4 demir atomu icermektedir. Bu nedenle hemoglobinin molekiil agirlig:

16.700 x 4 = 66.800 dalton olarak bulunur.
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2) Osmotik Basin¢ Olgiimiiyle Molekiil Agirhgi Tayini:
Molekiil agirligi ile osmotik basing arasinda My = Crr esitligi ile gosterilen bir iliski
T

vardir. Bu esitlikte My molekiil agirligi, C g/L olarak konsantrasyon, m Olciilen osmotik
basing, R gaz sabiti ve T mutlak sicakliktir.

Degisik protein konsantrasyonlarinda osmotik basing (w) Olgiiliir. Bir ¢dzeltinin
osmotik basinci, ¢6ziinen maddenin gaz halinde aynmi sicaklik ve konsantrasyonda yapacagi
basinca esittir (van’t Hoff kurali). Yukaridaki esitlige gore hesaplanan molekiil agirhig
yaklagik bir degerdir. Ger¢cek molekiill agirligmin bulunabilmesi i¢in hesaplanan My
degerlerinin konsantrasyona kars1 grafigi ¢izilir (Sekil 3.37). Osmotik basing ideal ¢cozeltilerin
bir 0Ozelligi oldugundan ve ideallife c¢ok diisiik konsantrasyonlarda erisilebildiginden
grafikteki dogru C=0 degerine ekstrapolasyon ile uzatilarak gercege cok yakin M, degeri

bulunur.

Sekil 3.37. Osmotik basing Sl¢limiiyle molekiil agirlig: tayini.

3) Sedimentasyon Metodu ile Molekiil Agirhg1 Tayini: 1925°de T. Svedberg
tarafindan gelistirilmis olan ultrasantrifiij yontemi ile molekiil agwrhg tayinidir.
Ultrasantrifiijle protein molekiilleri yercekiminin 100 - 250 bin kat1 bir kuvvetle itilir.
Proteinlerin hareket hizi; sekillerine, biiytikliiklerine bagl oldugu kadar ¢dziindiikleri ortamin
yani ¢ozeltinin yogunluk ve viskozitesine de baghdir.

o 5
D(1-vd)

Esitlikte D diflizyon katsayisi, v proteinin kismi spesifik hacmi, d ¢6zeltinin
yogunlugu, S proteinin sedimentasyon katsayisidir. D katsayis1 saf ¢oziiclideki difiizyonla, v’
de 1 g kat1 proteinin ¢oziicii hacminde meydana getirdigi degisiklikle bulunurken, S

sedimentasyon katsayist ultrasantrifiijde proteinin hareket hizindan elde edilir.
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Ultrasantrifiijde ayn1 sekil ve ayn1 agirliktaki protein molekiilleri ayni hizda hareket ederler ve
belli bir bant olustururlar. Bu bantlarin refraktif indekslerinde (kirilma indislerinde) meydana
gelen degisme gozlenir ve sedimantasyon katsayisi

S=dx/dt . 1/o’x esitliginden hesaplanur.

Burada x doniis merkezinden uzakligi, o saniyede radyan cinsinden agisal hizi, dx/dt
orani da bantlarin hareket hizin1 géstermektedir. Proteinler igin S degeri, 1x10"°—200x10™"
saniye arasindadir. 1 Svedberg birimi 10™° saniyelik katsay1ya esit oldugundan, proteinler i¢in

S degeri, 1-200 S arasinda degisir.

4) Jel Filtrasyon Kromatografisi Yontemi Ile Molekiil Agirhg Tayini: Son
yillarda proteinlerin molekiil agirlig1 tayininde en ¢ok kullanilan ve g¢ok basit aletlerle
gergeklestirilen bir metottur. Bu metot Ozellikle globuler proteinlerin molekiil agirlig:
tayininde basariyla kullanilmaktadir. Bu metotta, proteinler jel filtrasyon kromatografisi
islemine tabi tutulurlar. Globuler proteinlerin kolondan geldigini gdsteren 280 nm’deki
absorbansa karsilik gelen eliisyon tampon hacmi ile proteinlerin molekiil agirlig1 arasinda
orantili bir iligki vardir. Eliisyon tampon hacmi (V.), 6rnek proteinin kolona verilip kolondan
almimina kadar toplanan sivi hacmi olarak tanimlanir.

Once kolondan molekiil agirlig bilinen saf globuler proteinler aktarilarak bir standart
grafik cizilir. Bu grafik 280 nm’de maksimum absorbansin elde edildigi tiiplerdeki eliisyon
tampon hacmine karst molekiil agirliginin logaritmasinin ¢izilmesiyle hazirlanir. Daha sonra
molekiil agirlig1 bilinmeyen protein kolondan akitilarak kacimci tiiplerde geldigi bulunur ve
elisyon tampon hacmi belirlenir. Log Ma—eliisyon tampon hacmi (V.) grafiginden
bilinmeyen proteinin molekiil agirlig: tayin edilir (Sekil 3.38.). Bu yontem ¢oziiniir proteinler
icin uygulanir ve bilinen proteinler i¢in uygun jeller kullanilir. Bu metodun en avantajli yonii

molekiil agirlig: tayin edilecek proteinin saf halde olmasinin gerekmemesidir.
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Sekil 3.38. Jel filtrasyon kromatografisi ile molekiil agirlig: tayini.

5) Sodyum dodesil siilfat (SDS) Elektroforezi: Bu metotta proteinler normal
elektroforez islemine tabi tutulur. Bu metotta farkli olarak elektroforez tamponuna % 1 SDS
eklenir. SDS bir deterjan olup formiilii, CH3—(CH,);1—OSO3™ Na' seklindedir. SDS ¢ogu
proteine iki aminoasit kalintisina bir SDS olacak sekilde baglanir.

Molekiil agirlig: tayin edilecek protein ve molekiil agirligi bilinen standart proteinler
% 1 SDS iceren tampon ¢ozeltide ¢oziiliir. Molekiil agirli§1 bilinen standart proteinler ve
molekiil agirlig1 bilinmeyen protein, poliakrilamid jelinin (Biogel) bulundugu kolona iistten
verilir. Daha sonra DC elektrik alant uygulanir. Proteinlerin hareket hizi normal
elektroforezde oldugu gibi yiik ve kiitleleri (e/m) yerine yalmiz kiitlelerine baglidir. Ciinkii
proteine yapismis SDS iizerindeki negatif ylik proteinin yiikiinden kat kat fazla oldugundan
net negatif yiikii artirir. Proteinin kendi ylikii maskelenir ve her proteinin e/m orani benzer
olur. Boylece SDS varliginda elektroforezde proteinler tamamen kiitle (molekiil agirligi)
esasina gore ayrilir, kiiclik polipeptidler daha hizli go¢ ederler.

Elektroforez sonrasinda proteinler jele baglanmayan fakat proteine baglanan
Coomassie Blue boyasi ile goriintiilenir. Molekiil agirligi bilinen proteinlere gore (standart
protein) baslangi¢ noktasindan itibaren aldiklar1 yol karsilastirilarak bilinmeyen proteinin
molekiil agirligt bulunur (Sekil 3.39). Eger protein iki veya daha fazla alt birim iceriyorsa bu
alt birimler genellikle SDS ile ayrilacaktir ve her alt birim icin ayr1 bir bant gozlenecektir.
Ornegin hemoglobin dért alt birime ayrilir ve dort bant olusturur. Aslinda SDS proteinlerin iig
boyutlu yapilarmi da degistirmektedir. Alt birimlerin toplam kiitlesinden proteinin molekiil

agirhigi bulunur.
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Sekil 3.39. Bir proteinin molekiil agirliginin tahmini. Bir proteinin SDS poliakrilamid jel iizerindeki
elektroforetik hareketliligi bu proteinin molekiil agirhigiyla iligkilidir. (a) Molekiil
agirliklar1 bilinen standart protein elektroforezi (Serit 1). Bu standart proteinler bilinmeyen
proteinlerin (Serit 2) molekiil agirliklarimi tahmin etmede kullanilir (Solda). (b) Bilinen
proteinlerin log M’ larinin elektroforez sirasindaki goce karsi grafigi dogrusaldir. Boylece
bilinmeyen proteinin goreceli molekiil agirligini grafikten okumamiz miimkiindiir (Sagda).
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4. BOLUM: ENZIMLER

Enzimler canli organizmadaki kimyasal reaksiyonlar1 higbir yan iirlin vermeksizin
hizlandiran ve %100 iriin verimiyle olusmasini saglayan biyolojik katalizorlerdir. Katalitik
RNA molekiilleri (ribozimler) hari¢ biitiin enzimler protein yapisindadir. Proteinlerin en
biiyiik ve en 6zellesmis kismi1 enzimlerdir. Enzimler olaganiistii katalitik aktiviteye sahip
molekiillerdir. Bir dakikada 36 milyon molekiilii degisiklige ugratabilmektedirler.

Canlilar1 olusturan molekiiller (biyomolekiiller) kinetik yonden oldukca kararhdirlar,
kendiliginden kolayca reaksiyon vermezler. Bir hiicredeki biitiin kimyasal olaylar enzimler
tarafindan katalizlenir. Enzimler protein yapisinda oldugundan ve kromozomal DNA
tarafindan sifrelendiginden bir hiicredeki biitiin olaylar DNA seviyesinde diizenlenmekte ve
kontrol edilmektedir. Enzimler canli hiicreler tarafindan biyolojik kosullarda
sentezlenmektedir.

Biyokimya tarthinde arastirmalarin biiylikk ¢ogunlugunu enzimler iizerindeki
calismalar olusturmaktadir. Enzim {zerindeki ilk c¢alismayr S. S. Berzelius (1835)
gerceklestirmis diastazin nisastayr in vivo kosullarda H,SOs’ten daha yiiksek verimle
katalizledigini gostermistir. Diastaz amilaz enzimleri karisgimidir. L. Pasteur (1860)
fermentasyon olaymin enzimlerle yiriitiildiglinii deneylerle gostermis ve enzimler icin
ferment terimini kullanmaya baglamistir. Fakat Pasteur enzimlerin yalniz canli hiicre iginde
kataliz gorevini yapabildiklerini zannetmistir.

Enzimoloji de en dnemli gelisme 1926 yilinda J. B. Sumner’ in {ireaz enzimini “Jack
bean” bitkisinden elde edip kristallendirdikten sonra protein yapisinda bir bilesik oldugunu
ortaya koymasidir.

Bugiin i¢in 2000 kadar enzim tanimlanmais, saf halde elde edilip kinetikleri incelenmis

ve 200°den fazlas1 da kristallendirilmistir.

4.1.ENZIMLERIN SINIFLANDIRILMASI

Enzimler, 6nceleri etkileserek iirline dontistiirdiikleri substrat adi1 verilen bilesiklerin
isimlerinin sonuna, —az eki getirilerek isimlendirilmistir. Mesela, tireyi CO, ve NHs’e
parcalayan enzime iireaz, arginini ornitin ve Ureye parcalayan enzime arginaz, fosfat
esterlerinin hidrolizlenmesini saglayan enzimlere de fosfataz denilmistir. Bu isimler en
azindan substratlar hakkinda bilgi verirlerken, bu konuda hicbir bilgi ifade etmeyen bazi
enzim adlar1 da biyokimyacilar tarafindan kullanilmistir. Mesela pepsin, tripsin ve katalaz

gibi. Zamanla bir¢ok enzimin daha ortaya ¢ikarilmasi sonucu, sistematik bir isimlendirmeye
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ihtiya¢ duyuldu. Bunun iizerine enzimler, uluslar arasi enzim komisyonu tarafindan,
katalizledikleri reaksiyon tipleri ve reaksiyon mekanizmalarina gore bir smiflandirmaya tabi
tutuldu. Fakat bugiin bir¢ok biyokimyaci tarafindan enzimlerin geleneksel isimler hala
kullanilmakta, sistematik isimleri de genellikle parantez i¢inde verilmektedir.

Sistematik isimlendirmenin baslica 6zellikleri sunlardir:

a. Reaksiyonlar ve onlar1 katalizleyen enzimler 6 gruba boliinmiistiir. Her bir grupta
kendi i¢inde 4 ile 13 arasinda alt gruba ayrilmistir. S6zii edilen 6 grup bir takim 6rnekleriyle
asagida verilecektir.

b. Enzim adi iki kisimda verilir. Ismin ilk boliimii substrat veya substratlarindir.
Ikincisi ise katalizlenen reaksiyonun tipinin sonuna —az eki getirilmis hali, yani grup veya alt
grup adidir. Substratlar aralarina iki nokta konularak yazilirlar.

c. Reaksiyonun tabiatin1 agiklayacak ifadeler gerekiyorsa, parantez i¢inde ismin
sonuna yazilabilir. Mesela,

Malik enzim
L - Malat + NADP" <—————= Piriivat + CO, + NADPH + H"

reaksiyonunun bir dekarboksilasyon reaksiyonu oldugunu belirtmek i¢in enzim adi; L-malat:
NADP" oksidorediiktaz (dekarboksile eden) seklinde yazilir.

d. Her enzime sistematik bir kod numarasi verilmistir. Bu numara E.C. (Enzyme
Code) harflerinden sonra art arda gelen dort rakamdan ibarettir. Birinci rakam enzimin baglh
oldugu grubu gosterirken, ikincisi alt grubu, {iciinciisii alt alt grubu belirtir. Dordiincii rakam
ise, enzimin ayni1 ii¢ rakama sahip enzimler arasindaki sirasini verir. Mesela E.C. 2.7.1.1. kod
numarasinda 2, bu enzimin transferaz enzimi oldugunu; 7, bir fosfat grubu transfer edildigini;
1, fosfat transferinin alkol grubuna oldugunu ve son 1 rakami da bu enzimin alkol grubuna
transferi saglayan enzimler arasinda ilk swrayr aldigmi gostermektedir. S6zii edilen enzim
hekzokinaz geleneksel adiyla bilinen; ATP: D-heksoz 6—fosfotransferaz enzimidir.

Enzimlerin ayrildiklar1 6 ana grup, bazi 6rnekleriyle sunlardir:

1) Oksidorediiktazlar: 2 substrat arasinda redoks reaksiyonlarmi katalizleyen

enzimlerdir. Substratlara S ve S denilirse, olay

Sind T Syiik Syik T Sind

genel reaksiyonuyla gosterilebilir.
Bu biiylik ve Onemli grup, Oonceden dehidrogenazlar, oksidazlar, rediiktazlar,

oksigenazlar, peroksidazlar vs. gibi geleneksel isimlerle anilan ve
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CH—OH, —CH=—/—CH—, C——=0, CH—NH, ve CH—NH"

/

gruplariin indirgenme ve yiikseltgenmelerini katalizleyen enzimleri kapsar.

Ornek:

Alkol + NAD™" Aldehit veya keton + NADH + H"
Geleneksel adi: Alkol dehidrogenaz

Sistematik adi: Alkol: NAD" oksidorediiktaz

E.C.1.1.1.1.

1.1. /CH-OH grubuna etki eder
\ .

1.2. /C=O grubuna etki eder
N :

1.3. . =CH- grubuna etki eder
\

1.4. CH—NH, grubuna etki eder
/
\

1.5. /CH—NH— grubuna etki eder

2) Transferazlar: Iki substrat arasinda hidrojen disindaki gruplarin transferini

katalizleyen enzimlerdir. Tasman gruba G denilirse,
S-G+S =————= S+S-G

genel reaksiyonu yazilabilir. Fosforil grubu transferini saglayan ¢’kinaz’’ enzimleri bu
gruptadir.

Ornek:

Asetil-CoA + Kolin —=————== CoA + O - Asetil kolin

Geleneksel adi: Kolin agil transferaz

Sistematik adi: Asetil-CoA: kolin O—asetil transferaz

E.C.2.3.1.6
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2.1. Bir C grubu transfer eder

2.2. Aldehit ve keton grubu transfer eder

2.3. Agil grubu transfer eder

2.4. Glikozil grubu transfer eder

2.5. Metilden baska alkil gruplari transfer eder
2.6. Azotlu gruplari transfer eder

2.7. Fosfat igeren gruplar transfer eder

2.8. Siilfiir igeren gruplar transfer eder

3) Hidrolazlar: Ester, eter, peptid, glikozid, anhidrit, C-halojeniir veya P-N
baglarmmn bir H,O molekiiliiniin katilmasiyla hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Biitiin
proteolitik enzimler ve lipaz, esteraz, fosfataz, glikozidaz ve niikleaz vs. gibi anilan enzimler
de bu gruba dahildir.

Ornek:

Asetil kolin + H,O

Asetik asit + Kolin

Geleneksel adi: Asetil kolin esteraz
Sistematik adi: Asetil kolin Asetil-hidrolaz
E.C.3.1.1.8.

3.1. Esterler

3.2. Glikozil bilesikleri
3.3. Eter bagma

3.4. Peptid bagma

3.5. Diger C-N baglarma

4) Liyazlar: Hidrolizden farkli bir mekanizma ile substratlardan gruplarin

uzaklastirilip; ¢ift baglarin olusturuldugu reaksiyonlar1 katalizleyen enzimlerdir. Genel

i N__/

—C—(C— ——— C C + XY
] / \

seklinde gosterilebilir. Hidratasyon ve dehidratasyon reaksiyonlarim katalizleyen enzimler bu

anlamda reaksiyonlari,

gruptandir.
Ornek:

HCO; + HY H,0 + CO,

Geleneksel adi: Karbonik anhidraz
Sistematik ad1: Karbonat hidroliyaz
E.C4.2.1.1.
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| |
4.1. —-C=—=C—

42, —C==0
4.3, —é=N—
44, b—sm

5) izomerazlar: Geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirlerine
doniistiiriilmesini katalizleyen enzimlerdir. Mutaz, rasemaz ve epimeraz 6zel adlariyla anilan

enzimler bu gruptandir.

Ornek:
D - Gliseraldehid - 3 - fosfat

Dihidroksi aseton fosfat
Geleneksel ad1: Trioz fosfat izomeraz

Sistematik adi: D—Gliseraldehit—3—fosfat Ketolizomeraz

E.C53.1.1.

5.1. Rasemazlar ve izomerazlar
5.2. Cis-trans izomerazlar
5.3. Intramolekiiler oksidorediiktazlar

5.4. intramolekiiler transferazlar

6) Ligazlar: ATP ve GTP gibi yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinden fosfat baginin
kopmasi sonucu ortaya ¢ikan enerji yardimiyla iki molekiiliin baglanmasi reaksiyonlarini

katalizleyen enzimlerdir.

Ornek:

ATP + L - Glutamat + NH," ADP + PO, + L - Glutamin

Geleneksel adi: Glutamin sentetaz
Sistematik ad1: L-Glutamat: NH," ligaz (ADP)
E.C.6.3.1.2.

6.1. C-O bag1 olugsmasini saglayanlar
6.2. C-S bag1 olusmasini saglayanlar
6.3. C-N bag1 olugsmasini saglayanlar
6.4. C-C bag1 olugsmasini saglayanlar
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4.2.ENZIM KOFAKTORLERI

Baz1 enzimler katalitik gorevlerini yalniz protein yapilariyla yerine getirebilirken,
bazilar1 da protein yapisinda olmayan kofaktor adi verilen gruplara ihtiya¢ duyarlar (Tablo
4.1). Kofaktor bir metal iyonu olabildigi gibi koenzim adi verilen 1stya dayanikli kompleks
bir organik bilesik de olabilir. Katalitik olarak aktif enzim—kofaktér kompleksine holoenzim
ad1 verilir. Kofaktorsiliz proteine apoprotein; enzime ise apoenzim denir. Apoenzim katalitik
olarak aktif degildir. Bu kofaktorler cok defa enzim—kofaktor kompleksinden diyalizle
uzaklastirilabilir. Baz1 enzim—kofaktor kompleksleri kovalent olarak baglandigindan diyalizle

uzaklastirilamayacak kadar sikidir. Boyle kofaktorlere prostetik grup denir.

Tablo 4.1. Kofaktor olarak metal iyonu igeren bazi enzimler

Ornek

Enzimin metal icerigi

Zn" iceren

+2 +3 .
Fe'? ve Fe™ iceren
Mg*? iceren

+2 + .
Cu “ ve Cu’ iceren
Mn ™ iceren
K" iceren

Alkol dehidrogenaz, Karbonik anhidraz, Karboksipeptidaz
Sitokromlar, Peroksidaz, Katalaz, Ferredoksin
Fosfohidrolazlar, Fosfotransferazlar

Tirozinaz, Sitokrom oksidaz

Arginaz, Fosfotransferazlar

Piruvat fosfokinaz (Mg de gerekir)

Na' iceren
gerekir

Plazma membran ATP-azi (Mg ve K™ iyonlar1 da

Koenzimler, genellikle elektronlarin ve atomlarn veya fonksiyonel gruplarin

transferini gerceklestirirler. Koenzimlerin bircogu B grubu vitaminlerin tiirevleridir (Tablo

4.2). Bu vitaminler hayvansal organizmalar tarafindan sentezlenemediklerinden diyetle

almmalidirlar.
Tablo 4.2. Grup transferi gergeklestiren koenzimler
Koenzim Tasimlan birim
NAD" Hidrojen atomlar1 (elektronlar)
NADP* Hidrojen atomlar1 (elektronlar)
FMN Hidrojen atomlar1 (elektronlar)
FAD Hidrojen atomlar (elektronlar)

Koenzim Q (CoQ)
TPP (Tiamin pirofosfat)

Hidrojen atomlar (elektronlar)
Aldehitler

Koenzim A (CoA) Acil gruplar
Lipoamid Hidrojen atomu ve agil grubu
Biyositin CO,

Piridoksal fosfat
Tetrahidrofolat koenzimleri

Amino gruplari
Metil, metilen,
formimino gruplari

formil

veya
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4.3. ENZIM KINETIGI

Enzim kinetigi enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlarin hizlarinin incelendigi
bir konudur. Kimyasal kinetigin temel ilkeleri enzim kinetiginde de gegerlidir. Ancak
kimyasal kinetik kimyasal reaksiyonlarin hizlarimnin yani sira mekanizmalarin1 da inceler.
Fakat enzim kinetiginde daha ¢ok biyokimyasal reaksiyonlarn hizlar1 ve hiza etki eden

faktorler kantitatif olarak ele alinacaktir.

4.3.1.Kataliz Olay1

A — U reaksiyonunu ele alahm. A molekiillerinden yiiksek enerjili olanlar yani
aktiflesmis olanlar hemen gerekli bag olusumu veya parcalanmast ile iiriine (U) doniistiiriiliir.
Kisacasi, reaksiyona giren maddelerin iiriine doniismesi i¢in bir enerji engelini asmalari
gerekmektedir (Sekil 4.1.). Bu enerji engeline aktiflesme enerjisi (E,) denir ve belli bir
sicaklikta 1 mol reaktantin aktiflesmis kompleks olusturmasi i¢in gerekli enerji miktar1 olarak
tanimlanir. Enzimler, kimyasal reaksiyonlarin normalden en az milyon defa daha hizh
gerceklesmesini saglar. Katalizlenmemis bir reaksiyonun dengeye varmasi yavas olmasina

karsin, enzimler varliginda denge birka¢ saniyede saglanir.
A+BsSC+D

A ve B molekiillerinin yukarida tanimlandigi sekilde reaksiyon verip C ve D
driinlerini olusturabilmesi i¢in kimyasal bagi kirabilecek ya da yapabilecek kadar yeterli
kinetik enerjiyle birbirlerine carpigsmalar1 gerekir. Dolayisiyla gecis halinin olusumunu
saglayacak kadar bir aktivasyon enerjisine (Ea.;) sahip olmalidir (Sekil 4.1). Gegis hali [A-B]*
yiiksek enerjili bir ara tiriindiir ve A ile B reaktantlariin iirtinlere (C ve D) doniisebilmeleri
icin bu enerjiye ihtiyaglar1 vardir ve gecis hali olusur olugsmaz iiriin meydana gelmeye baslar.
Eger reaktant molekiillerin ¢ogu yeterli kinetik enerjiye sahip olmazsa, ¢ok azi gegis halinin
enerjisine varacak ve dolayisiyla ¢ok az lriin olusacaktir. Ancak cevreden yeterli enerji

saglanirsa gecis haline daha kolayca varilip daha fazla iiriin olugsmas1 miimkiindiir.
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4 Gegis hali

Katalizlenmemis
reaksiyon

Serbest Enerji, G —»

A+B

Enzim katalizli
eaksiyvon
reaksiy C+D

L 4

Reaksivon yiiriiyiisii —

Sekil 4.1. Bir reaksiyonun katalizlenmis ve katalizlenmemis halleri i¢in enerji diyagrami

Enzim katalizli bir reaksiyonda, A ve B reaktantlar1 enzimin aktif bdlgesine baglanip
ve C ile D iirlinlerini olusturmak {tizere etkileseceklerdir. Ancak enzim varliginda gecis
halinin enerjisi enzimsiz olana gore daha diisiiktiir (Sekil 4.1). Bunun sebebi, enzimin aktif
bolgesinde A ye B substratlar1 daha diistik enerjili yeni bir ara iirlin veya ara {iriinler olusturur.
Boylece enzimler aktif bdlgede substratlar ile etkilesmek {izere sakladiklar1 gruplar
yardimiyla, aktivasyon enerjisini oldukca diisiirerek reaksiyonun her hangi bir yonde daha
hizl1 ilerleyebilmesini saglayabilir. Bununla birlikte, enzimler dengenin yOniine asla etki
etmezler. Yani enzimler, enzimsiz reaksiyonlara gére daha diisiik enerjili bir aktivasyon
enerjisine sahip alternatif bir yolla substratlar1 iriinlere yiiksek hizlarda doniistiirme
yeteneklerine sahiptir.

Reaksiyon hizi gec¢is kompleksi konsantrasyonuyla orantilidir. Sicaklik artis1 gecis
kompleksi konsantrasyonunu artiracagidan reaksiyon hizlanacaktir. Katalizor dengeye ¢abuk
ulagilmasimni, {iriiniin ¢abuk olusmasini saglar. Katalizorlerin reaksiyon hizlar1 tizerindeki
etkileri aktiflesme enerjisini azaltmak seklindedir. Katalizorler reaktantlarla daha diisiik

enerjili bir gecis kompleksi olusturarak birim zamanda daha ¢ok {iriin olusumunu saglarlar.

Enzimlerin katalizledigi reaksiyonlarin kinetigi:

Kimyasal kinetigin genel ilkelerinin enzimatik reaksiyonlara da uygulandigi
belirtilmisti. Bununla birlikte enzimatik reaksiyonlarda bazi farkli 6zellikler vardir. Bunlarin
en Oonemlisi enzimlerin substratlarina doyma olayidir. Bir enzimatik reaksiyonun hizinin

substrat konsantrasyonuyla degisimini grafikle gosterebiliriz (Sekil 4.2).
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Yo Enzim substrat ile
Baslangic Hizlan doygunluga ulagmustir
4

Vmaks y

Vmaks

T T | T
0 K, 2K, 3K, 4K, 5K, 06K,
[Substrat]

Sekil 4.2. Enzimatik olarak katalizlenen bir reaksiyonun hizina substrat konsantrasyonun etkisi

Diistik substrat konsantrasyonlarinda reaksiyon hizi substrat konsantrasyonuyla dogru
orantili olarak artar, yani reaksiyon substrata gore birinci mertebededir. Substrat
konsantrasyonu artirildig1 zaman, reaksiyon hizi artiginda bir azalma goézlenir ve bu boliimde
reaksiyon sifirinct ve birinci mertebeler arasinda karigik bir mertebede olur. Substrat
konsantrasyonu daha da artirilirsa hiz sabitlesir ve substrat konsantrasyonuyla degismez. Bu
boliimde reaksiyon sifirinct mertebededir ve biitiin enzim molekiilleri substratla birlesmis yani
doymus haldedir. Biitiin enzimler substrata doyma 06zelligini gdsterirler. Ancak her enzimin
substratina doyma konsantrasyonu farklhidir.

Enzimler genellikle kataliz olay1 olusmadan 6nce iki ya da daha fazla farkli substrati
aktif bolgede baglayarak etkilesmelerini saglarlar. Mesela, hekzokinaz (veya glikokinaz),
glukozun fosforillenmesini saglayan bir enzimdir ve bu islemde glukozun yaninda
fosforillenmeyi saglayacak adenozin trifosfat (ATP) gibi ikinci bir substrata gereksinim
duyar.

Glukokinaz
Glukoz + ATP ——— > Glukoz-6-fosfat + ADP

Iki veya daha fazla substrat aktif bdlgeye baglandigi durumlarda, aktif bolgeye
baglanma siras1t olduk¢a Onem arzeder. Bu baglanmalar cesitli sekillerde olabilir. Mesela,
diizenli baglanmada ikinci bir substrat baglanmadan Once birinci substratin baglanmasi

gerekir. Ikinci substratin baglanmasini takiben iiriin olusur.

+B
E+A—-EA —- EAB—-E+C
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Enzimlerin kinetigini daha iyi anlayabilmek i¢cin minimum gereksinim olan tek bir

substratli, tek bir ara tiriinlii (ES) basit bir enzimatik reaksiyon dikkate almabilir.

(1)
ky ks

E+S =—————= ES

ks

»E+U

Bu esitlikte enzim ve iiriin arasinda olabilecek reaksiyon ihtimali ithmal edilebilecek
kadar az olsun. Bu esitlige gore, substrat konsantrasyonu enzimi ES haline doniistiirecek kadar
fazla oldugunda, esitligin ikinci kismi gerceklesir ve biitliin reaksiyon hizi substrat
konsantrasyonundaki artmaya karsi duyarsiz olur. Dolayisiyla reaksiyon hizi ya da iirliniin

olugma hiz1 enzim-substrat kompleksinin konsantrasyonuna bagli olur.

_ e alu] _
Hiz= V= — ==k [ES] 2)

[ES] nin toplam iiretim hizi, bu kompleksin olusumuna katkida bulunan reaksiyon

hizlar1 ile bu kompleksin yok olmasini saglayan reaksiyon hizlar1 arasindaki fark olacaktir.

da[U]

— = K[E][S] — (ko[ES] + k[ES])

Y

ES nin olusum hiz1 ES nin par¢alanma hizi

Burada ki, k> ve ks ilgili reaksiyonlarin ne kadar hizli ilerleyecegini gosteren hiz
sabitleridir.

Michaelis-Menten (1913) ile Briggs-Haldane (1925), enzimlerin etki mekanizmalarim
aciklayabilmek ic¢in yaptiklar1 ¢alismalar sonucunda iki varsayimda bulunmusglardir ve bir
"Enzim Etki Mekanizmast Teorisi” 6nermislerdir. Bu teoriye gore enzim bir enzim-substrat
(ES) kompleksi olusturmak iizere substrat ile baglanabilir ve daha sonra ES kompleksi
serbest enzim ve lirline ayrilir.

a) [ES] kompleksi kolayca serbest enzim ve {iriinden olusturulamaz.

V=ks [ES] 3)
b)[ES] kompleksinin olusum hiz1 (k;), bu kompleksin pargalanma hizma (ky ve k3)
esittir ve [ES], substrat tamamen tiikeninceye kadar sabit kalir. Dolayisiyla ES nin olusum
hiz1"siirekli bir hale" varmis olur (Sekil 4.3).

Stirekli hal durumunda, ES kompleksinin konsantrasyonu sabit kalacaktir ve dolayisiyla
asagidaki (2) ve (3) esitlikleri yardimiyla asagidaki esitlik elde edilebilir.

d[ES]/dt = -d[ES]/dt =0

124



ki [E][S] = k2 [ES] + k3 ES] 4)
Biitiin bu reaksiyonlar i¢in verilmis olan kinetik esitliklerin, deneysel olarak

Olciilebilecek terimler halinde diizenlenmesi miimkiindiir.

4
{Slo

Konsantrasyon

,—‘
[es

p

=

Zaman

Sekil 4.3. Michaelis-Menten enzim kinetigine uyan tipik bir enzim i¢in siirekli halin olugmast

Toplam enzim konsantrasyonu, serbest enzim ile ES kompleksinin konsantrasyonlarina
esittir.
[Elr =[E] + [ES] )
Dolayisiyla (4) ve (5) esitlikleri birlestirilip yeniden diizenlenebilir.

ki ([E]r - [ES]) [S] = k2 [ES] + k3 [ES]
[ES] (k2 + ks + ka[S]) = ka [E] 1 [S] (6)
Esitligin her 1ki yani1 k&1' e boliiniip bu ifade [ES]' na gore ¢oziilebilir.
[ElT [S]

Bu ifadedeki hiz sabitleri oran1 Ky terimi ile ifade edilir ki bu Michaelis sabiti olarak bilinir.

(7

Boylece esitlik yazilirsa, asagidaki ifade elde edilir.

_ [Elr [S]
BT = et [S]

(®)

Bu esitlik, (3) numarali ifadede yerine yazilip yeniden diizenlenirse reaksiyonun baglangi¢

hiz1 i¢in bir ifade elde edilir.
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_ka[EJ7 [S]

Hiz=V
Km+ [S]

)

Bir reaksiyonun maksimum hizi (¥Vyaks) enzimin substrat ile doydugu yani tamamen
ES halinde oldugu zaman ytiksek substrat konsantrasyonlarinda meydana gelir ki bu durumda
Ky, substrat konsantrasyonuna gore ihmal edilebilecek bir degere sahip oldugundan (10)
esitligi elde edilir.
Vinaks = k3 [E]r (10)

Elde edilen (10) esitligi (9) esitligine yerlestirilirse enzim kinetigi temel esitligi elde edilir ki
bu Michaelis-Menten esitligi olarak bilinir (11 esitligi).

V= Vmaks [S]
Km + [S]

(11)

Michaelis sabiti seklinde tanimlanan K, substratin enzime baglanma giiclinii veya
ilgisini ifade edebilen bir sabittir. Diger bir sabit olan k3 ise iirliniin katalitik iiretiminin
dogrudan bir dl¢iisiidiir ve herhangi bir enzim molekiiliiniin bir substrat molekiiliinii iirtine
déniistiirebilmesi igin gereken zamani ifade eder dolayisiyla birimi s™ dir. Bu sebeple bazen
donitistim sayist (turnover sayisi) olarak da tanimlanan k3 ne kadar bilylik ise enzim
yiizeyindeki katalitik olaylar o kadar ¢abuk olusur.

Enzim aktivitesi yaninda olduk¢a yaygimn olarak kullanilan bir terim de doniigiim
sayisidir. Doniigiim sayist (k3), her bir enzim molekiilii tarafindan iirtine doniistiiriilen substrat
molekiillerinin sayisini gdsteren bir terimdir ve bir enzimin ne kadar hizli ¢alisabilecegini ya
da substrati ne kadar ¢abuk {iriine doniistiirebilecegini gosterir. Meseld, karbonik anhidraz
enzimi karbonik asidi olusturmak iizere saniyede yaklasik 1.000.000 substrat molekiiliiniin

dontistimiinii saglayabilmektedir.

Karbonik Anhidraz

CO, + H,O « > H,COs

e Diisiik substrat konsantrasyonlarinda; Ky » [S] oldugundan Ky’ nin yaninda [S]
ihmal edilir ve V = % [S] dogru denklemi elde edilir. Bu denklem ¥V — [S] egrisinin
M
hizin substrat konsantrasyonuyla orantili oldugu baslangic kismin1 gostermektedir.
¢ [S] » Ky oldugu yiiksek substrat konsantrasyonunda; Ky thmal edilir ve V' = Viaks

olur. Bu durumda biitiin enzim substrat ile doymus ve artan [S] ile sabit bir maksimum hiza

ulagmustir.
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o = Va2 oldugu 6zel durumda; degerleri Michaelis—Menten esitliginde yerine
koyarsak,

I/maks — I/maks[S]
2 K, +[S]

esitliginden [S] = Ku elde edilir. Bu bagintidan Ky sabitinin tanimini ¢ikarabiliriz. Kjy,
maksimum hizin yarisina erigildigi andaki substrat konsantrasyonudur seklinde tanimlanir ve
birimi de mol/L’dir.

Michaelis—Menten esitligi enzimatik reaksiyonlarm kantitatif incelenmesinde biitiin
enzimler i¢cin temel bir ifadedir. Fakat bircok enzim bu esitligin tiiretildigi ideal sartlara

uymayabilir.

4.3.1.1. Ky ve Vs Degerlerinin Onemi

Enzimlerin Ky degerleri birbirinden ¢ok farklilik gosterir. Bircok enzim i¢in bu deger
10"'-10° M arasindadir. Ky degeri enzim konsantrasyonuna bagl degildir. Ky, substratin
yapisi, pH, sicaklik ve iyonik siddet ile degisebilir. Birden fazla substrati olan enzimlerin her
substrat i¢in ayr1 bir Ky degeri vardir.

Ky degerinin iki anlami vardwr. Birincisi Ky, enzimin aktif bolgesinin yarisinin
doydugu substrat konsantrasyonudur. Ikincisi Ky degerinin, katalizleme mekanizmasi

basamaklarmin hiz sabitleriyle iliskisi olmasidir.

k k
E+S ———> ES 3

ks

»E+U

denkleminde k[E][S] = (k2 + k3) [ES] esit oldugu i¢in; Ky = (k2 + k3) / ki esitliginden &z » k3
oldugu zaman Ky =k, / k; olur.

k,

ki

ES E+S

ES kompleksinin, enzim ve substrata ayrigmasi denklemine gore, ES kompleksinin ayrigsma

sabiti,

Kgs= 7=

seklinde ifade edilir. Boylece Ky = Kgs olmaktadir. Yani k&, » k3 oldugu zaman Ky, ES
kompleksinin ayrigma sabitine esittir. Bu durumda Ky, ES kompleksinin bir saglamlik

Olciistidiir. Sonug¢ olarak Ky enzimin substratina olan ilgisini ifade eder ve Ky enzimin
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substratina olan ilgisiyle ters orantilidir. Yiiksek Ky zayif baglanmayi, diisiik bir Ky kuvvetli
baglanmay1 ifade eder.

Enzimlerin Vyas degerleri de birbirinden c¢ok farkhidir. Viaks degerleri, substratin
yapisi, pH, sicaklik ve iyonik siddetle de degisir. Vmaks, €nzimin katalitik aktivitesinin bir
ifadesi olup; enzim—substrat kompleksinin (ES), enzim ve iirlinlere doniisiimiiniin 6l¢tlistinii
verir. Cinkli Vias = k3[E]r ile verilen maksimum hiza, enzimin substratina doymasi
durumunda erisilir. Doygunlugun cok {istiindeki substrat konsantrasyonlarinda enzimatik
reaksiyonun hizi, enzim miktariyla dogru orantilidir. Yani enzim miktari iki katma ¢ikarildig:

zaman, hiz da iki katina ¢ikar.

4.3.1.2. Vpaks ve Ky Degerlerinin Grafikle Tayini:

Bir enzimin kinetik Ozellikleri hakkinda en faydali bilgiler Michaelis—Menten
esitliginde yer alan, enzimin susbtratina ilgisini ifade eden Ky ve enzimin katalitik aktivitesini
gosteren Vmaks degerlerinden elde edilir. Bu iki deger deneysel olarak bulunur. Degisik
substrat konsantrasyonlarinda hizlar tayin edilir. Bulunan degerler Michaelis—Menten
esitligindeki yerine konularak veya bu esitlige uygun V' — [S] egrisi ¢izilerek Viaks ve Ky
degerleri belirlenir. Ancak bu deneylerden elde edilen hiz (V) degerleri her zaman dogru
olmayabilir. Dolayisiyla bu egriden ekstrapolasyonla dogru Vius ve Kv degerleri elde
edilemez. Ayn1 zamanda her enzimin doygun oldugu substrat konsantrasyonu
hazirlanamayabilir. Bu nedenle V' — [S] grafiginde egrinin her noktasi deneysel yoldan
belirlenemez. Bunun sonucu olarak da Vs ve Ky degerleri dogru olarak tayin edilemez.

Michaelis—Menten esitligini bir dogru denklemine doniistiirmek gerekir. Bunu,

esitligin her iki tarafini ters gevirerek gergeklestirebiliriz.

1 Ky +15] esitliginden
V Vmaks[S]
1 Ky | + itligi elde edilir. B itlik + n dogru denklemi
—= — esitligi elde edilir. Bu esith = mx + n dogru denklemine
V Vmaks [S ] Vmaks ? & ’ Y ¢
benzemektedir.
1 1
v - m grafigi cizilir. Bu ¢cizime Lineweaver — Burk grafigi ad1 verilir (Sekil 4.4).

128



vV

1

¥ Vlluks IS} V!r.xks.

‘_
-1/[S] 4 0 —» +U[S)

Sekil 4.4. Lineweaver—Burk grafigi.

Dogru yatay eksenini kesecek sekilde uzatildiginda kesme noktasi —1/Ky’y1 verir.
Goriildiigii gibi bu grafikten faydalanarak V. ve Ky degerleri bulunabilir. Deneylerde
ortaya ¢ikan yanlis sonuclar da dogru iizerinde biiyiik sapmalar halinde kolayca fark edilir. Bu
cizim sekli ¢cok sik kullanilirsa da ¢ok hassas degildir. Ciinkii grafik tizerinde diisiik substrat
konsantrasyonlar1 ve onlara karsilik gelen hiz degerleri daha ¢ok yer almaktadir. Genellikle
diisiik substrat konsantrasyonlarinda elde edilen sonuglar daha az sagliklidir.

Eadie-Hofstee Egrisi, Michaelis-Menten esitliginin farkl bir sekilde diizenlenmesi ile
(Lineweaver-Burk denkleminin her iki tarafinn Vyas .V ile carpilmast ve gerekli
diizenlemelerin yapilmasiyla) elde edilir ve bir dogru verir (Sekil 4.5). Hiz degerleri x-
eksenine ve V/ [ S] degerleri de y-eksenine yazilarak elde edilen dogrunun egimi -1/Ky
degerini, boylece Ky, y-eksenini kestigi nokta Viaks / Km ve x-eksenini kestigi nokta da Vipaxs

degerini verir.

Y

—» V

Sekil 4.5. Eadie-Hofstee Egrisi
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4.3.1.3. Enzim Katalizinin Mekanizmasi

Enzimler kimyasal dengeye ulagimi hizlandirr. Clinkii enzimlerin katalitik giicli ¢ok
yiiksektir. Ureaz enzimi, {irenin asagidaki reaksiyona gore katalizini hidrolizler;

NH,CONH, +2H,0 + H" — 2NH," + HCO5’

pH=8,0 ve 20°C’da bu reaksiyonun hiz sabiti, enzimsiz 3 x 10"° s™ iken enzimatik
olarak 3 x 10" s dir. Boylece iirenin par¢alanmasi reaksiyonunun iireaz enzimi ile 10'* kat
hizlandig1 goriilmektedir. Enzimler reaksiyonlar1 10°-~10°° kat arasinda hizlandirabilirler.
Enzimlerin olaganiistii katalitik giliciiniin nedenlerini su sekilde siralayabiliriz:

e Enzim, substrat molekiiliinii baglayarak, parcalanacak bagin aktif merkeze ¢ok
yakin olmasini ve ara iirlin olusumunu saglar.

e Bazi enzimler, substratla dayaniksiz kovalent bagli ara {iriinler olustururlar.
Boylece reaksiyonu kolaylastirirlar.

e Proton verici veya proton alici fonksiyonel gruplar vasitasiyla bir enzim genel bir
asit veya baz reaksiyonunu hizlandirir.

e Enzim, substrat molekiiliindeki parcalanacak bagin  gerilmesini  ve

deformasyonunu saglayarak bagin par¢alanmasini kolaylastirir.

4.4.ENZIM AKTIVITESI VE MiKTARININ TAYINi

Bir ¢6zelti veya doku ekstrakti icindeki enzim miktari, enzimin katalitik aktivitesinden
bulunur. Enzimlerin miktar1 ¢ok kiigiik oldugundan dogrudan tayin etmek miimkiin degildir.
Bu is i¢in enzim hakkinda su bilgiler gerekmektedir.

e Katalizlenen reaksiyon denkleminin net esitligi,

¢ Enzimin kofaktdr veya metal iyonu ihtiyacinin olup olmadigi,

e Substrat veya varsa kofaktor icin Ky degerleri,

¢ Enzimin optimum pH’si,

e Enzimin kararh ve aktivitesinin yliksek oldugu sicaklik araligi,

e Substratin harcanma veya Uriiniin olusum hizinin tayin edilebildigi basit bir
analitik yontem.

Enzim aktivitesi tayin edilirken, optimum pH, sicaklik ve doygunlugun iizerindeki
substrat konsantrasyonlar1 segilir. BoOylece sifirmci mertebeden bir reaksiyon olusur.
Kofaktorlii enzimlerde metal iyonu ve koenzim konsantrasyonlar1 da doygunlugun {izerinde
almir. Bu durumda enzimatik reaksiyonun hizi enzim miktar1 ile dogru orantili olur ve

dogrudan ¢ozeltideki enzimin miktarmi verir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Enzimatik reaksiyonun hizina enzim miktarmin etkisi

Uriiniin olusum hizinm 6lgiilmesi genellikle substratin harcanma hizina gére daha
hassas sonuglar verir. Clinkii substrat konsantrasyonu oldukca yiiksektir ve harcanan miktarda
cok kiiciiktiir. Reaksiyon tiriinleri 6zel kimyasal veya spektroskopik metotlarla 6lgiiliir. Ancak
spektroskopik metotlar daha avantajlidir. Ciinkii enzimatik reaksiyon devam ederken 6l¢iim
yapabilmek ve sonuclar1 grafik {izerine kaydetmek miimkiindiir.

Bir enzimin katalitik aktivitesi, substratin tiikenme hizi veya {irliniin olugma hizinin
Olciilmesiyle tayin edilebilen bir Ozelliktir. Eger olusan iiriin renkli ise ve spektrumun
goriiniir bolgesindeki bir 15181 absorbe ediyorsa, {iriiniin olusma hizin1 6lgmek daha uygun
olur. Bu amagcla enzim ve substrat karistirilip, spektrofotometreye yerlestirilir ve karigimin
absorbansindaki degisiklikler belirli bir dalga boyunda 6lgiiliir. Reaksiyon sirasinda daha
fazla iirtin olustukca, daha ¢ok renk tiretilecek ve karisimin absorbansi artar. Absorbanstaki
artis belirli bir siire boyunca sabit kalir ancak substrat zamanla tiikendiginden reaksiyon ve

dolayisiyla absorbanstaki artis yavaslar (Sekil 4.7).
4

Absorbans

-
Ll

Zaman

Sekil 4.7. Enzim aktivitesinin zamanla degisimi

Bir ¢ozelti i¢indeki enzim aktivitesi, enzim tinitesi (birimi) cinsinden verilir. 25°C

sicaklikta ve optimal sartlarda bir mikromol (10° mol) substrati bir dakikada iiriine
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dontistiiren, enzim miktarma 1 enzim tinitesi (1 EU; Enzyme Unit = 1U) olarak ifade edilmesi
genelde kabul edilmistir.

Ancak Uluslararas1 sistemde zaman saniye ve madde miktar1 mol oldugundan enzim
aktivite birimi kataldir. 1 katal enzim, belirli sartlar altinda 1 saniyede 1 mol substrati iiriine
doniistiiren enzim miktaridir. Ayrica enzim deneylerinde 6zgiil aktivite terimi de kullanilir,
ozgiil aktivite ise miligram protein basma gozlenen enzim aktivitesidir. Bu terim daha ¢ok

izole edilen enzimin safligini kontrol etmek i¢in kullanilir.

4.4.1. Enzim Aktivitesi Uzerine Etki Eden Faktorler

Enzim aktivitesine etki eden faktorleri soyle siralayabiliriz.

1) Substrat konsantrasyonu, 2) Enzim miktari, 3) pH, 4) Sicaklik, 5) Iyonik siddet
(NaCl, NH4SO4 gibi), 6) Var ise kofaktdr konsantrasyonu (NADH, NADPH, FADH,, FMN,
TPP, Biyositin gibi), 7) Inhibitdr ve Aktivatoér konsantrasyonlari

Bunlardan substrat konsantrasyonunun enzimatik reaksiyonun hizina olan etkisi
Michaelis—Menten bagmtisinda, enzim ve kofaktor miktarlarinin etkileri ise bu esitlikle ilgili
boliimde agiklanmusti. Inhibitorlerin enzimler iizerindeki etkisi éneminden dolay: ayrmntili
olarak verilecektir. pH ve sicaklik etkilerini incelemeden 6nce protein yapisinda olan
enzimlerin iizerinde yliklii gruplarin bulundugunu hatirlayalim. Ortamda mevcut olan iyonlar
bu gruplarla etkileserek enzimin katalitik giiciine etki edebilir. Bundan dolay1r enzim
aktivitesinin maksimum oldugu bir optimum iyonik siddet s6z konusudur. Simdi sirayla
enzim aktivitesi iizerine etki eden faktorleri inceleyelim.

pH Etkisi: Her enzim icin aktivitenin maksimum oldugu bir pH degeri vardir
(Tablo4.3).

Tablo 4.3. Baz1 enzimlerin optimum pH’s1

Enzim ve substrat Optimum pH

Pepsin
Yumurta albiimini 1,5
Hemoglobin 2,2

Piriivat karboksilaz
Pirtivat 4,8

Katalaz 7,6
HzOz

Tripsin 7,7
Benzoilargininamid 7,0
Benzoilarginin etil ester

Alkalen fosfataz 9,5
Gliserol- 3—fosfat

Arginaz 9,7
Arginin
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Bu optimum pH degerlerinin iistiinde ve altinda enzim aktivitesi diiser. Bununla

birlikte her enzimin pH—aktivite egrisi farklidir, yani enzimin kendine 6zgiidiir (Sekil 4.8).

J.L A
. 7 o Sekil 4.8. Bazi enzimlerin pH—aktivite
v . £ / egrileri
E ) _ & Kolin esteraz
= Tripsin =
by ._ -___.'r
4 B 10 L
pH 4 3 pH B ]
‘L_r—'n & ——
2 \ W
E \ Pepsin E Papain
v -,
= =
hY
l\\
- L
2 4 B >
pH 4 = oH 8

Bir enzimin pH—aktivite iliskisine etki eden faktorler sunlardir.

1) Substrat1 baglamada gorev alan ve enzimin aktif bolgesinde bulunan iyonlasabilen
gruplarm pK degerleri,

2) Enzime baglanmada etkili olan substrat gruplarmin pK’si,

3) Enzim iizerindeki katalitik gruplarm pK’si,

4) Enzimin biyolojik olarak aktif konformasyonunu belirleyen gruplarm pK’si.

pH—enzim aktivitesi egrileri her bir pH i¢in substrata doyurulmus enzim ¢ozeltileri ile
yapilan deneyler sonucu tayin edilir. Ciinkii bircok enzimin Ky degeri pH ile degisir. Her
enzimin kendine 6zgii pH—enzim aktivite iliskisi vardir.

Elektriksel yonden yiiksliz veya iizerindeki yiiklerin kataliz olayinda higbir roliiniin
olmadig: substratlara sahip enzimlerin, pH—aktivite iliskisi papainde oldugu gibi basittir, yani
aktivite pH’ dan etkilenmez.

Bir enzimin optimum pH’st normal hiicre i¢i pH ile ayni degildir. Enzimlerin
kendilerine 6zgii bir optimum pH’s1 sekildeki pH—aktivite egrilerinin bazen artan bazen de
azalan bolimiinde yer alir. Bu durum hiicre i¢indeki enzim aktivitesinin kontroliinde
pH—aktivite iligkisinin 6nemini gostermektedir. Bu 6zellige dayanarak enzimatik reaksiyonlar
kontrol edilebilir. pH’nin karmasik hiicre i¢i kontrol aginda ¢ok 6nemli bir yeri vardir.

Sicaklik Etkisi: Biitiin kimyasal reaksiyonlarin hizi sicaklikla artar. Enzimatik

reaksiyonlarda bu genel kurala uyar. Ancak 50-60°C’nin istiindeki sicakliklarda enzim
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aktivitesi diiger. Ciinkii yiiksek sicaklikta enzimin aktif konformasyonu bozulur, enzim
proteini denatiire olur. Sicaklik bir in vivo aktivite diizenleme araci degildir. Hiicre icinde
sicaklik degistirilerek enzimatik reaksiyon denetlenmez. Ciinkii canlilar, sicakligin nispeten

sabit oldugu izotermal sistemlerdir.

4.5. ENZIM INHIiBISYONU

Enzimlerin hem in vivo hem de in vitro aktivitelerinin, bazi bilesikler tarafindan
azaltilmas1 ve hatta yok edilmesi olaymna inhibisyon adi verilir. Bu olaya neden olan
bilesiklere inhibitor adi1 verilir. Inhibitdrler genellikle kiiciik molekiillii bilesikler veya
iyonlardir. Enzim aktivitesinin inhibisyonu, biyolojik sistemlerde enzimatik reaksiyon hizinin
bash basma bir kontrol mekanizmasidir. Enzimler inhibe edilerek hiicredeki olaylar kontrol
edilebilir. Bir¢ok ilaglar ve zehirli bilesikler bu yolla etkilerini gdsterirler.

Enzimatik inhibisyon 1) Doniistimsiiz inhibisyon, 2) Doniisiimli inhibisyon olmak
iizere ikiye ayrilir.

1. Doniisiimsiiz Inhibisyon: Doniisiimsiiz inhibitér enzime ya kovalent olarak
baglanir veya zor ayrisabilen bir kompleks olusturur. Sinir uyarilarmn iletilmesinde 6nemli rol
oynayan asetil kolin esteraz enziminin, sinir gazi zehirleri tarafindan inhibisyonu buna bir
ornektir. Bu gazlardan diizopropilfluorofosfat (DIFP), enzimin aktif bolgesinde yer alan serin

aminoasidi ile reaksiyona girerek, inaktif DIFP—Enzim kompleksi olusturur.

H H
H3C—(|j—CH3 H3C—(|Z—CH3
o o

Enzim - CH,OH + F—P=—=0Q — Enzim-H,C-O—P=—=0 +HF

(o) (0]
H3C—(|:—CH3 H3C—(|:—CH3
H H

DIFP

Iyodoasetamid gibi alkilleyici bilesiklerde enzimleri doniisiimsiiz olarak inhibe

ederler. Etkilerini sistein ve diger yan zincirler lizerinde gosterirler.

o) HI o)

Enzim - CH,SH+ ICH,—C NH, -/A » Enzim - CH,S—CH,——C——NH,
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2.  Déniisiimli  Inhibisyon: Doéniisiimlii inhibisyonda enzim ile inhibitor
etkilesmesi bir denge seklindedir. DoOnilistimlii inhibisyon ii¢ farkli sekilde incelenir.
a) Yarismali (kompetitif) inhibisyon, b) Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyon, ¢) Yari
yarismali (unkompetitif) inhibisyon.

a. Yanismah (kompetitif) inhibisyon: Doniisiimli inhibisyonun en basit olanidir.
Yarigmali inhibitor yap1 bakimindan substrata benzer ve enzimin aktif bdlgesine baglanir
(Sekil 4.9).

Substrat fangmall
inhibitar

- _"‘| P
.\.'l. |rlfr "Ill* I"- ‘\I".
IR
II ‘\. 'I
|
/ " Enzim
i

Sekil 4.9. Enzim—substrat kompleksi (Solda), yarigmali bir inhibitoriin substrat yerine baglanmasi
(Sagda).

Boylece inhibitor substratin enzime baglanmasini engeller. Substrat konsantrasyonunu

artirmakla inhibisyon etkisi kaldirabilir. Yani enzimin Vs degeri degismez c¢iinkii hem

enzim—substrat hem de enzim-inhibitér komplekslerinin ayrigmalar1 bir denge reaksiyonu

oldugundan substrat konsantrasyonunun artirilmas: dengeyi ES kompleksi lehine kaydirir.

ko ks .
E+S s=———= ES =E+U
N 2
I

ku
EI

Yarigmali inhibitor kataliz hizini, ES kompleksi oranini diistirerek azaltir yani enzimin
K., degeri artar. Bu tip inhibisyona; malonatin siiksinat dehidrogenaz enzimi tizerindeki etkisi

klasik bir 6rnek olarak verilmektedir.

- - COOr
TOO COO" FAD FADH, |
CH, CH, _ ﬁH
| Siiksinat
CoO CH, dehidrogenaz
COO" coo*
Malonat Siiksinat Fumarat
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Malonat yap1 olarak siiksinata benzediginden enzimin aktif bolgesine baglanir.
Farkli substrat ve inhibitor konsantrasyonlarinda yapilan enzimli reaksiyon hizlarinin

V= Vmaks [S]

Olctimlerinden,
Km + [S]

esitligine gore V-[S] Michealis-Menten  ve

1_&K 1 1
V maks [S] Vmaks

esitligine gore 1/V-1/[S] Lineweaver-Burk grafigi ¢izilir (Sekil 4.10).

<

| A — . uwv
vi
vmls
2 UV pais
/
Ko K 6 VK, -UK, © — » 1[S]

Sekil 4.10. Yarismali bir inhibitoriin varliginda ve yoklugunda enzimatik reaksiyon hizinin Michealis-
Menten ve Lineweaver—Burk grafigi; Vs ayni kalirken Ky artar.

b. Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyon: Inhibitor ve substrat enzim molekiiliine

ayni anda baglanabilir. Bu durum; baglanmanin ayni bdlgeye olmadigini, inhibit6riin aktif

bolge disinda bir yere baglandigii gosterir (Sekil 4.11). Inhibitér aktif bdlgeye

baglanamadigindan, substrat ile inhibitér arasinda bir yarisma s6z konusu degildir.

Substrat

Yargmasiz
inhibitér

..\\KH- i
‘ Enzim ;

o e

Sekil 4.11. Yarigsmasiz bir inhibitoriin substrattan farkli bir bolgeye baglanmasi

Substrat konsantrasyonunu artirmakla inhibisyon etkisi ortadan kaldirilamaz. V=

Ymaks 3] ittisine gore V-[S] ve L Ky | + ! esitligine gore ¢izilen 1/V-1/[S]
KM + [S] ; s s V Vmaks [S] V ; 8 8 ¢

maks

grafiginden enzimin Vs degeri azalirken Ky ’nin sabit kaldig1 gortliir (Sekil 4.12).
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1% { Vmaks -1

Vmaks’ +1
Vmaks/z //
Vmaks’/z

/ 1V oais
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K, — [S]

Sekil 4.12. Yarigsmasiz bir inhibitoriin varhiginda ve yoklugunda enzimatik reaksiyon hizinin
Michealis-Menten ve Lineweaver—Burk egrisi; Vs azalirken Ky ayni kalir.

Substrat ve inhibitor farkli bolgelere baglandigi igin iki ¢esit inaktif kompleks olusur (EI ve ESI).

ky k3 .
E+S §&=————= ES »>FE+U
ks
+ +

I

4

El + S~—— ESI

Yarigmasiz inhibisyona o6rnek olarak enzimlerin aktiviteleri igin gerekli olan

sisteinlerin —SH gruplarina bazi1 agir metal katyonlarma merkaptanlar1 olusturacak sekilde

dontistimlii olarak baglanmalarmi 6rnek olarak verebiliriz.

E-CH,-S-Ag + H"

E-CH,-SH + Ag*

Burada —SH grubu aktif bolgede bulunabildigi gibi, enzimin ii¢ boyutlu yapisinin

olusumunda etkili olan, bir bolgede de yer alabilir.
Yan yarismah (unkompetitif) inhibisyon: Bu inhibisyonda, inhibitér serbest

c.
enzime degil sadece enzim substrat kompleksine baglanabilir.
kl k3 .
E+S /4—— ES »E+U
ko
_l’_
I
ESI



Buna gore inhibitorli reaksiyonun denge sabiti,

_ [ES][1]
I'— [Esq]

seklinde ifade edilir.

Bu bagmnt1 unkompetitif inhibitér varliginda substrat konsantrasyonunun artmasiyla
inhibisyonun artabilecegini gostermektedir (Sekil 4.13). Buna gore inhibitér varligindan
ortamdan siirekli ES kompleksi uzaklastigi i¢in Ky azalir. Ayn1 zamanda ortamda ESI
kompleksi siirekli var olacagindan Vs’ da diiser. Yari yarismali inhibisyon bir substratli

reaksiyonlarda nadiren goriiliir ancak birden fazla substrath reaksiyonlar da yaygindir.
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Sekil 4.13. Unkompetitif bir inhibitériin varliginda ve yoklugunda enzimatik bir reaksiyon hizimin
Michealis-Menten ve Lineweaver—Burk egrisi; Viyas ve Ky ayni oranda azalir. [I] artsa bile
dogrularin egimi aynidir.

Birden fazla polipeptid zincirinden meydana gelen allosterik enzimlerde, allosterik
inhibisyon adi verilen bir baska cesit inhisyon olay1 gozlenir. Bu inhibisyon ¢esidinde
inhibitdr, enzimin aktif merkezinden baska bir yere baglanir ve ii¢ boyutlu yapiyr degistirerek

enzim aktivitesini etkiler.

4.6. ENZIMLERIN SPESIFIiKLiGi (OZGULLUGU)

Enzimler hem katalizledikleri reaksiyona hem de iiriine doniistiirdiikleri substratlara
kars1 son derece spesifiktirler. Enzimler genellikle tek bir kimyasal reaksiyonu veya ayni tip
benzer reaksiyonlar1 katalizlerler. Ornegin; midede ve ince bagirsakta, proteinlerin peptid
baglarmi se¢imli olarak hidrolizleyen proteolitik enzimleri ele alalim. Proteolitik enzimler,
sindirim sisteminde proteinleri hidroliz eden enzimlerdir. Proteolitik bir enzim olan tripsin;

lizin veya arginin kalintilarinin karboksil ucundaki peptid baglarinin hidrolizini katalizler.
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Bazi enzimlerin spesifikligi daha yiiksektir. Ornegin; kanm pihtilasmasinda gorev
yapan trombinin substrat spesifikligi tripsine gore daha yiiksektir. Bu enzimin pargaladigi

peptid baginin karboksil bileseni arginine, amino bileseni de glisine ait olmalidir.

1
H L}i H O hidrolizlenen bag
|l Il
—pN=—C'—C=N—C =Cc=—
| | . ']
i |
arginin | glisin

Bir¢cok enzim stereospesifik 6zellik tagir. Mesela laktat dehidrojenaz yalniz [—laktat,
glutamat dehidrojenaz yalniz L—glutamat, D—aminoasit oksidaz enzimi de D—aminoasitleri

uzerinde etkilidir.

4.7.ENZIMLERIN AKTIF BOLGELERI

Bir enzimin aktif bdlgesi, substratlar1 (varsa kofaktorleri) baglayan ve bag yapimai ile
yikiminda gorev yapan aminoasit kalmtilarini i¢cerir. Bunlara katalitik grup adi da verilir.
Enzimlerin yapi, spesifiklik ve kataliz ozellikleri farkli farkli olmasina ragmen, aktif
bolgelerinin ortak 6zelliklerini sdyle siralayabiliriz.

1) Aktif bolge enzimin toplam hacmine oranla kii¢iik bir hacim isgal eder. Enzim
proteinindeki aminoasitlerinin bircogu substrata temas etmez.

2) Aktif bdlge bir nokta, cizgi hatta yiizey degildir. Ug¢ boyutlu bir yapidir.
Birbirinden ¢ok uzakta bulunan aminoasitler bir takim katlanma ve biikiilmelerle birbirine
yakin konuma gelir ve katalitik grupta gorev alabilir.

3) Substratlar enzime nispeten zayif baglarla baglanir. Ciinkii enzim—substrat
kompleksinin {riine donlismesi gerekir. Bag enerjileri —3 kcal/mol ile —12 kcal/mol
arasindadir. Halbuki bir kovalent bagin kuvveti —50 kcal/mol ile —110 kcal/mol arasindadir.
Buradan da goriildiigii gibi kovalent bagin yaklagik onda biri kadar giice sahip bir baglanma

olur.
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4) Aktif bolgeler bir yarik ve girinti (¢ukur) icinde yer alirlar. Substrat molekiilleri
suyun giremedigi girinti bolgelere baglanir. Bu girinti i¢inde baglama ve kataliz i¢in gerekli
polar gruplar da vardir. Yapisi incelenen biitiin enzimlerde substrat, suyun giremedigi
girintilere baglanmistir.

5) Spesifik bir baglanma, atomlarmn aktif bolgede belirli tarzda diizenlenmeleri
sonucu miimkiin olur. Substrat aktif bolgeye tam oturacak sekilde olmalidir. Spesifik

baglanma ancak bu sekilde gergeklesir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Substrat-enzim etkilesmeleri: Anahtar—kilit modeli; enzim aktif boélgesi substrata
kendiliginden komplementerdir (Solda), Etkilesme sonucu uygunluk modeli; enzim

substratin baglanmasiyla sekil degistirir ve substrata komplementer hale gelir (Sagda).

Enzim ile substrat arasindaki bu anahtar—kilit modeli kataliz olaymnin
stereospesifikligini ¢ok i1yi agiklamaktadir. Ancak son zamanlarda yapilan caligmalar bazi
enzimlerin aktif bolgelerinin rijid bir yapida olmadig1 gosterilmistir. Bu tip enzimlerde, aktif
bolgenin sekli substratin baglanmasiyla degisiklige ugramakta ve substrata uygun hale

gelmektedir. Bu gesit baglanma modeline etkilesme sonucu uygunluk modeli ad1 verilir.

4.8. MULTIENZIMLER

Saglam bir hiicrede enzimler bir arada calisirlar ve seri halde bir¢ok reaksiyonu
katalizlerler. Birinci enzimin katalizledigi reaksiyonun iirlinii, sonraki basamagin substrati
olur. Dolayisiyla substrat bir seri enzimli reaksiyon sonucu iiriine doniistiiriiliir. Iste bu tip
enzimlerin olusturduklar1 enzim topluluklarina multienzim sistemi adi verilir. Multienzim
sistemlerinde ti¢ tip molekiiler organizasyon bulunur.

1) En basit tipte multienzim sistemlerinde enzimler sitoplazma gibi bir siv1 igerisinde
¢Ozlinmiis ve birbirlerinden ayr1 olarak bulunurlar. Kiiciik substrat molekiilleri bir enzimden
digerine hizla difiizyonla giderler ve iiriin olusur. Ornek olarak glikoliz yolu enzimleri
verilebilir. Glikoliz yolunda, glukoz 10 basamak enzimli reaksiyonu sonucu 2 mol piruvata

dontistir (Sekil 4.15.a).
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2) Ikinci tip multienzim sistemlerinde; enzimler son derece organize olmus ve
birbiriyle fiziksel olarak birlesmis enzim kompleksleri halinde fonksiyonlarini beraberce
yerine getirirler (Sekil 4.15.b). Kompleksten ayrilan enzimler aktivitelerini kaybederler.
Substrat, kompleksten hi¢ ayrilmadan bir¢ok basamak enzimatik reaksiyondan sonra iiriine
doniisiir. Boyle bir multienzim sistemi biyolojik yonden ¢ok avantajladir. Bu tip multienzim
organizasyonuna Ornek olarak, maya hiicrelerinde yag asitlerinin sentezini katalizleyen yag
asidi sentetaz enzim kompleksini verebiliriz. Bu enzim kompleksi birbirine sikica baglanmis
yedi ¢esit enzim molekiiliinden olusur.

3) Ugiincii tip multienzim sistemlerinde enzimler, membranlar veya ribozomlar gibi
yapilar iizerinde dizilmis haldedir (Sekil 4.15.c). Ornek olarak, solunum zinciri ve protein
sentezi enzimleri verilebilir. Solunum zincirinde enzimler mitokondri i¢ membraninda
siralanirken protein sentezinde ribozomlar iizerinde yapigsmis durumdadir. Multienzim

sistemlerinin kinetigi, tek bir enzimin kinetiginden ¢ok daha karmasiktir.

Sekil 4.15. Multienzim sistemleri: a) Coziinmiis ve
birbirinden ayr1 enzimleri olan sistemde, substrat ve ara
bilesikler ~ diflizyonla enzimleri bulur; b) Enzim
komplekslerinde substrat enzimlerden ayrilmadan iiriine
doniisiir; ¢) Membrana bagli bir enzim sistemi.

Membran
C

4.9. ENZIMATIK REAKSIYONLARIN KONTROLU VE DUZENLENMES]
Multienzim sistemleri belirli bir metabolik yolun reaksiyonlarini katalizleyen
enzimlerdir. Hiicrelerde bir metabolik yolun firiinlerine her zaman ayni seviyede ihtiyag

duyulmaz. Metabolik yollarn hiz1 hiicre ihtiyacina gdre ayarlanamazsa hastalik hali ortaya
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cikar. Bu diizenleme de enzimler araciligiyla gerceklestirilir. Bunun i¢in, enzimatik
reaksiyonlarin kontrol ve diizenlenmesi metabolizmanin diizenlenmesi anlamima gelmektedir.

Bircok multienzim sistemi, metabolik yollarin hizin1 kendi kendilerine diizenleme
yetenegine sahiptirler. Bu metabolik yollarin ¢ogunda seri reaksiyonlarin son iiriinii, belirli bir
konsantrasyona eristiginde metabolik yolun ilk basamaginda gorev yapan enzimi inhibe eder.
Ornek verecek olursak; amino asit metabolizmasmnda, L-Treonin amino asidinden bes
basamakli bir enzimatik reaksiyonla L-1zolosin olusur.

L-Treonin —L=Treonin_ A Ep » B E, » C » D L» L-Izol6sin

deaminaz

L-Izolésin belli bir konsantrasyona ulasinca metabolik yolun ilk basamagini
katalizleyen enzimi inhibe eder. Bu tiir son {riiniin inhibisyonuna, feed—back (geri
beslemeli) inhibisyon adi verilir. Metabolik yolun hizinit belirleyen enzim bu yolun
diizenleyici enzimidir. Diizenleyici enzimler multienzim sistemlerinin ¢ogunda reaksiyon
serisinin ilk enzimidir. Metabolik yolun {iriinleri birden fazla ise, dallanma noktalarini
olusturan enzimlerle de kontrol saglanabilir. Diizenleyici enzimlerin ortak &zellikleri
sunlardir:

1) Diizenleyici enzimlerin ¢ogu allosteriktir. Allosteriklik; genel anlamda bir
proteinin biyolojik aktivitesinin, bazi molekiillerin o proteine baglanmasiyla ii¢ boyutlu
yapisinda degisiklik olusturulmasi sonucu degisebilmesidir. Mesela kanda oksijen tasiyan
hemoglobinin oksijene olan afinitesi, proteine CO,, H' ve 2,3 — bisfosfogliserat (2,3-BPG)

baglanmasiyla degismektedir.

HHb + O, HbO, + H*

Hemoglobinin oksijen baglama dengesi pH ile degismektedir. Bu etkiye Bohr etkisi
denilmektedir. Allosterik enzimlere baglanarak allosterik enzimlerin aktivitelerini etkileyen
molekiillere modiilator adi verilir. Modiilatorler substratin baglandig aktif bolgeye degil de
farkli bir yere yapisir. Eger modiilatoriin etkisi; enzim aktivitesini artirict yani pozitif yonde
ise aktivator; aktiviteyi azalticit yonde ise inhibitor adin1 alir.

Feed—back inhibisyonu bir c¢esit allosterik inhibisyondur. L-Treonin deaminaz
allosterik bir enzimdir. Allosterik enzimler birden fazla modiilator bilesik tarafindan
etkilenebilir. Allosterik enzimlerin kinetik 6zellikleri Michaelis—Menten esitligi ve egrisinden

sapmalar gosterir.
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e Allosterik Enzimlerin Kinetigi: Homotropik allosterik enzimlerde substrat, ayni
zamanda konsantrasyonuna gore katalitik aktiviteyi artirict rol de oynar. Heterotropik
enzimlerde ise enzim, substrattan bagka bilesikler trafindan etkilenmektedir. L-Treonin
deaminazin son iiriin L-Izoldsin tarafindan inhibisyonu buna bir rnektir.

Allosterik enzimlerde v—[S] egrilerinin sekilleri, homotropik veya heterotropik
olmalarma baghdir (Sekil 4.16). Bilindigi gibi Michaelis—Menten ifadesinin v—[S] egrisi
hiperboliktir. Homotropik diizenleyici enzimlerin v—[S] egrileri ise sigmoid yapidadir. Egrinin
sigmoid hali; ilk baglanan substratin, ikincisinin baglanmasini kolaylastirdigini ve bu sekilde

aktiviteyi artirdigini gosterir.
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Sekil 4.16. Homotropik allosterik enzimler i¢in v—[S] egrileri; Sigmoid egri, bir substratin baglanmas1
ikincisini kolaylastirir (Solda); Heteroprotik allosterik enzimler icin  v—[S] egrileri; Pozitif
veya negatif modiilator, enzimin substrata afinitesini (Ky) degistirir ve Vs aynm kalir
(Sagda). Modiilatorler aktivasyon ve inhibisyon etkilerini Ky veya Vias'u degistirerek
gosterirler.

2) Diizenleyici enzimlerin en 6nemli ortak ozelliklerinden birisi de katalizledikleri
reaksiyonlarm hiicre ici sartlarinda doniisiimsiiz olmasidir. Diizenleyici enzimin katalizledigi
reaksiyon gerceklestikten sonra, metabolik yol tamamlanmis demektir. Ciinkii daha ileri bir
denetleme noktas1 yoktur.

3) Diizenleyici enzimler diger enzimlere gore daha biiyiik ve daha kompleks olup
saflastirilmas1 daha zordur. Genellikle hepsi birden fazla alt birim igerirler yani
oligomeriktirler. Diizenleyici enzimler birden fazla polipeptid zinciri ile birlikte enzim
fonksiyonunu yerine getirirler.

4) Bir metabolik yolda diizenleyici olmayan enzimler genelde uzun omiirlidiirler ve
hiicre i¢i konsantrasyonlar1 nispeten sabittir. Dolayisiyla metabolik yolun kontroliinde etkili
degillerdir. Diizenleyici enzimlerin ise hiicre i¢i Omiirleri ¢cok kisadir ve sentezleri DNA

seviyesinde diizenlenir. Hormonlar veya hiicre i¢i sartlarin olusturdugu sinyaller bu
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enzimlerin sentezini baskilayabilir veya uyarabilir. Biitiin metabolik yollarin kontroliiniin
diizenleyici enzimler aracilifiyla gergeklestirildigi anlagilmaktadir. Diizenleyici enzimlerin
hiicre i¢i konsantrasyonlarindaki inisler ve ¢ikiglarla bazen de allosterik etkilesmelerle,

aktivitelerinin degismesi sonucu metabolik yolun hizi diizenlenmektedir.

4.10. ENZIM AKTiVITESININ BASKA KONTROL MEKANiZMALARI

Enzimatik reaksiyonlar bagka diizenleyici mekanizmalar tarafindan da etkilenirler.
Bunlarin baglicalarin1 zimojen aktiflesmesi, kovalent modifikasyon ve hormonlar olarak
sayabiliriz.

Zimojen Aktiflesmesi: Zimojen aktiflesmesi ile diizenlenme sekli ekstraseliiler (hiicre
disinda; yani midede, ince bagirsak vb.) ortamda olmaktadir. Biyolojik sistemlerde bazi
proteinler, inaktif 6nciil bilesikler seklinde sentezlenir ve daha sonra gorev yapacaklar1 yerde
bir veya birka¢ peptid bagmin hidroliziyle aktif hale gegerler. Enzimin inaktif 6n bilesik
haline zimojen veya proenzim adi verilir. Zimojenlerin, proteolitik enzimlerle
aktiflestirilmesi olayina zimojen aktiflesmesi ad1 verilir. Proteinlerin (zimojenlerin) spesifik
proteolitik enzimlerle aktiflesmesine biyolojik sistemlerde sik rastlanir. Mide ve pankreasin
bir¢ok proteolitik enzimi (proteazlar) bu yolla diizenlenir (Tablo 4.4). Baz1 6rnekler sunlardir.

1) Besinlerle aldigimiz proteinleri hidrolizleyen sindirim enzimleri mide ve

pankreasta zimojenler halinde sentezlenirler.

Tablo 4.4. Mide ve pankreas zimojenleri

Sentez Yeri Zimojen Aktif Enzim
Mide Pepsinojen Pepsin

Pankreas Tripsinojen Tripsin

Pankreas Kimotripsinojen Kimotripsin
Pankreas Prokarboksipeptidaz Karboksipeptidaz

Pepsinojenin midenin asidik ortaminda hidrolizi sonucu aktif pepsin enzimi olusur.

Pepsinojen —MHd+—> Pepsin (321 aa) + Peptidler (42 aa)
ide

2) Kan pihtilagsmasi1 ondan fazla proteinin gorev aldigi bir olaydir. Pihtilasma faktori
proteinlerin bir¢ogu inaktif halden aktif hale zimojen aktiflesmesi ile gecmektedir. Mesela

protrobin trombine doniiserek aktivite kazanmaktadir.

Tromboplastin

Ca+2
Protrombin » Trombin
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Fibrinojen Lmbm» Fibrin

Boylece fibrinojen, bir takim peptid baglarmin hidrolizi sonucu fibrine doniismekte ve
pthtilasma olmaktadir.

3) Bazi protein yapisindaki hormonlar da aktif olmayan o6n bilesikler halinde
sentezlenmektedir. Mesela insiilin, bir peptid baginin proteolitik yolla uzaklastirildig:
proinsiilinden yapilmaktadir.

Kovalent Modifikasyon: Biyolojik sistemlerde enzimatik aktiviteyi kontrol eden bir
diger mekanizma da kiigiik bir grubun enzime kovalent olarak baglanmasi, yani enzimin
kovalent modifikasyonudur. Glikojenin sentez ve yikiminda gorev yapan iki enzimin
aktivitesi, bir fosforil grubunun bu enzim proteinlerinin bir serin kalintisina baglanmasiyla
diizenlenir. Her iki enzimde fosforillenir ve bu durumda enzimlerden biri aktiflesirken digeri
inaktif hale gecer. Bu modifikasyon fosforil grubunun hidrolizlenmesiyle tersine ¢evrilebilir.
Bu gruplarm enzimlere kovalent baglanmasi baska enzimler tarafindan katalizlenir.

Hormonlar: Bazi enzimlerin spesifikligi fizyolojik kontrol altindadir. Ornegin; siit
bezlerinde siit sekeri laktozun sentezini katalizleyen laktoz sentetaz enziminin yapisinda, bir
katalitik grup, bir de modifiye edici grup bulunur (Sekil 4.17). Katalitik grup tek basina laktoz
sentezleyemez. Katalitik grubun goérevi kovalent baglanmis karbohidrat zinciri igeren bir
proteine galaktozun baglanmasimi katalizlemektir. Modifiye edici grup ise, katalitik bolgenin
ozelliklerini degistirerek enzimi, galaktoza glukoz baglayarak laktoz sentezleyecek sekle
dontstiiriir. Modifiye edici grubun seviyesi hormonal kontrol altindadir. Gebelik esnasinda
siit bezlerinde katalitik grup sentezlenirken, az miktarda modifiye edici grup sentezlenir.
Dogumla birlikte hormonal seviyelerde ¢ok biiylik degismeler olur ve ¢ok miktarda modifiye
edici grup sentezlenir. Bu da katalitik grupla birleserek biiylik miktarda laktoz sentezleyen

aktif laktoz sentetaz kompleksini meydana getirir.
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Sekil 4.17. Bir glukoz ve bir galaktoz
biriminden ibaret olan laktoz, bir katalitik
bir de modifiye edici grup ihtiva eden
laktoz  sentetaz  enzimi  tarafindan
sentezlenir. Yalniz katalitik grup oldugu
zaman enzim baska bir reaksiyonu

H f-JH, H OH

katalizler.

Laktoz {galakioe+ghukos)

o<

Lakioz

Gialaklox
‘-E_'_)\-..‘ Glikoprotein

> —  Katalitik grup

O —» Modifive edici grup

IZOENZIMLER (iZOZiMLER)

Bir canl tiirlinde ayni reaksiyonu katalizleyen ve farkli kimyasal yapiya sahip
enzimlere izoenzim adi verilir. Izoenzimlerin aktiviteleri farkli; substrat, kofaktdr ve
inhibitdrlere afiniteleri degisik olabilir.

Izoenzimleri en ¢ok incelenen enzim, laktat dehidrogenaz (LDH)’ dir. Elektroforetik
calismalar bu enzimin bes tane izoenzimi oldugunu gostermistir. Her biri dort polipeptid
birimi ihtiva eder. iki cesit polipeptid birimi vardir: Birisi H ile gdsterilen ve kalp LDH’ mda
rastlanan birim, digeri ise M semboliine sahip iskelet kas1t LDH’ inda goriilen birimdir. H ve
M polipeptid zincirlerinin amino asit bilesimleri ve amino asit dizilisleri birbirinden oldukga
farkhidir. Genetik arastirmalar bu alt birimlerin iki farkli gen vasitasiyla sifrelendigini
gostermistir. 1ki birimden 5 cesit 4 alt birimli izoenzim olusabilir: HHHH, HHHM, HHMM,
HMMM, MMMM. Hayvanlarin farkli dokularinda bu enzimlerin besine de rastlanmistir. Her
iki zincirin biyosentezi ve bu izoenzimlerin belirli bir hiicredeki bagil miktarlar1 genetik
kontrol altindadir. LDH izoenzimleri kalp ve karaciger hastaliklarinin teshisinde onemlidir.
Kan serumunda LDH izoenzim miktar1 klinik teshiste kullanilir. Ornek olarak HHHH ve
HHHM izoenzimleri karaciger hastaliklarinda artar.

[zoenzimlere bir diger 6rnek karbonik anhidraz (CA) verilebilir. CA’ nm bir¢ok canli
tiirlinde CO,’ nin hidratasyonu ve bikarbonatin dehidratasyonu reaksiyonlarini tersinir olarak
katalizleyen ¢ok sayida izoenzimi mevcuttur. Bugiine kadar memeli hayvanlar igin;
eritrositlerde (CA-I ve CA-II), iskelet kasinda (CA-III), insan bobreginde (CA-IV), belirli
dokularin mitokondrilerinde (CA-V), tiikrikk bezlerinde (CA-VI) ve sitozolde (CA-VII)

146



karbonik anhidraz izoenzimleri belirlenmistir. Genelde tek polipeptid yapiya sahip olan bu
izoenzimlerin yaninda bitkilerde oligomerik yapida CA izoenzimlerine rastlanmistir.

Bugiin, bircok enzimin izoenzimleri bilinmektedir. Bunlarin ¢ogu farkli polipeptid
zincirlerinin degisik kombinasyonundan ibarettir. Bircok allosterik enzimlerin de, allosterik

modiilatorlerine kars1 farkli duyarlilikta iki veya daha fazla izoenzimleri bulunmustur.
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5. BOLUM: KARBOHIDRATLAR

Karbohidratlar, canli organizmalarin besin maddelerinin en 6nemlisi olan kimyasal
bilesiklerdir. Karbohidrat terimi karbon, hidrojen ve oksijen igeren bir grup bilesigi
belirtmektedir. Oksijen ve hidrojen orani sudaki gibidir. Karbohidrat sozciiglide buradan
gelmektedir. Yap1 ve islev bakimindan onemli gorevleri vardir. Sekerler veya sakkaritler
olarak da bilinen bu bilesikler C,,(H,0), genel formiilii ile gosterilen karbonun hidratlasmis
sekli ve bunlarin tiirevleridir. Fakat ayn1 oranlamaya sahip olan ancak karbon hidrat olmayan
maddelerde vardir. Ornegin asetik asit ve formaldehit gibi.

Polihidroksialdehit ve polihidroksiketon yapisindaki molekiillerin en kiigiik
birimlerine monosakkarit denir. Tabiatta en bol bulunan monosakkarit, bir seker olan D—
glukozdur. Diger biitiin seker molekiilleri D—glukozdan tiiremislerdir ve canli organizmadaki
polisakkaritler D—glukoz polimerleridir.

Iki ile on monosakkarit biriminin glikozid baglar1 ile olusturduklar: bilesiklere
oligosakkaritler adi verilir. Polisakkaritler, monosakkaritlerin olusturdugu lineer ve
dallanmis uzun zincirli karbohidratlardir. Biyosferde en bol bulunan organik bilesikler
karbohidratlardir. Birer polisakkarit olan nisasta ve seliiloz bitkilerin depo polisakkaritleri ve
yap1 taglaridirlar. Polisakkaritler ayn1 zamanda bakteri ve bitki hiicre duvarlarmin 6nemli
bilesenleridir. Karbohidratlar baslica dort bolimde incelenirler: 1) Monosakkaritler, 2)

Disakkaritler, 3) Polisakkaritler ve 4) Karbohidrat tiirevleri.

5.1.MONOSAKKARITLER

Monosakkaritler, kendisinden daha kiiciik yapilara ayrilmayan polihidroksi aldehit ve
keton yapisinda olan karbohidratlardir. (CH,O), genel formiilii ile gosterilirler ve n = 3 veya
daha biiyiik olur. Eger karbonil grubu, zincirin basinda ve sonunda ise monosakkarit aldoz;
baska bir yerinde ise ketoz adin1 alir (Sekil 5.1). Karbon zincirinin uzunluguna gore triozlar,
tetrozlar, pentozlar, heksozlar, ...vb. sekilde isimlendirilirler.

En basit monosakkaritler, bir aldotrioz olan gliseraldehid ve bir ketotrioz olan
dihidroksiasetondur. Her iki smif monosakkaritler iginde tabiatta en bol bulunan

monosakkaritler heksozlardir.
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Ug karbonlular Dort Karbonlular Bes karbonlular
H O H O H O H O
N R e Y ANV NV
hed N | | | |
A | | H-C-OH  HO-C-H H-C-OH HO-C-H
C H-C-OH HO-C-H | | | |
| | | H-C—OH H-C-OH HO-C-H  HO-C-H
H-C-OH | H-C-OH H-C—OH | | |
| | | H-C—-OH H-C-OH H-C-OH H-C-OH
CH,OH CH,OH CH,OH | | | |
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
D-Gliseraldehid D-Eritroz D-Treoz | D-Riboz | | D-Arabinoz | D-Ksiloz | D-Liksoz
Altl karbonlular
H O H O H O H O H O H O H O H O
\ # \ A \ A N\ A N\ S \ Z NP NP
| oYY Y Yy
H-C-OH HO-C-H H-C-OH HO-C-H H-C-OH HO-C-H H-C-OH HO-C-H
I | | | | | |
H—?—OH H-C—-OH HO-C—H HO-C—H H-C—-OH H-C—OH HO-C—H HO-C—H
| | | | | |
H—?—OH H—-C—-OH H—-C—-OH H-C—-OH HO-C—H HO-C—H HO-C—H HO-C—-H
I I I I I I I
H—?—OH H—-C—OH H-C—OH H-C—OH H-C—OH H-C—OH H-C—OH H-C—-OH
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
D-Alloz D-Altroz | D-Glukoz | | D-Mannoz | D-Guloz D-idoz D-Taloz
a)D-Aldozlar
Ug karbonlular Dort Karbonlular Bes karbonlular Altr karbonlular
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
CH,OH CH,OH | |
THZOH | | C|3:O c=0 Cc=0 C|3=O
Cc=0 Cc=0
CH,OH C|3=O | | H—(l:—OH HO—(l:—H H—(l:—OH HO—(l:—H
H-C—OH HO-C—H
c=0 H-C—OH | | H—(l:—OH H—(l:—OH Ho—(l:—H Ho—(l:—H
| H-C-OH H-C-OH |, ,_A_ A A A
CH,OH CH,OH | H-C—OH H-C—OH H-C—OH H-C—OH
CH,OH CH,OH | |
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
| Dihidroksiaseton| | D—Eritruloz| | D-Ribuloz || D-Ksiluloz | D-Psikoz D-Sorboz D-Tagatoz

b)D-Ketozlar
Sekil 5.1. Ug ile alt1 karbon atomuna sahip a) D—Aldozlar ve b) D—Ketozlar projeksiyon formiilii

olarak gosterilmistir. Koyu renkli karbon atomlar1 kiral merkezlerdir. Tiim bu D-izomerlerinde,

karbonil karbonundan en uzak kiral karbonu D—gliseraldehitteki kiral karbonuyla ayni konfigiirasyona

sahiptir. Kutu i¢inde isimleri olan sekerler dogada en yaygin olanlaridir.

5.1.1.Monosakkaritlerde Stereoizomerlik

Dihidroksiaseton disinda biitiin monosakkaritler bir veya daha fazla asimetrik karbon

icerirler. En basit aldoz olan gliseraldehid bir asimetrik karbon atomu igerir ve iki izomeri

bulunmaktadir (Sekil 5.2.).
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CHO CHO)

l—(—0H HO—C—H
S W |
A I CHOH CIL,OH
D-Gliseraldelat L-Gliseraldehit

Fischer projelksivon formiilleni

|
H CHO CHO
| H—C—0i1 HO—( —1
= i i !
T S --!-' CHzf_\-'H CH;DH
Top ve ¢ubuk modelleri D-Gliseraldelut L-Gliseraldehit
Perspektf formiiller

Sekil 5.2. Gliseraldehidin iki izomerinin {i¢ tiirlii gosterilmesi. Stereoizomerler birbirlerinin ayna
goriintiileridir. Top ve g¢ubuk modeli molekiillerin gercek konfigiirasyonunu gosterir.
Gelenek olarak, Fischer formiiliinde yatay baglar kagit diizleminin disindan okuyucuya
dogru, dikey baglar kagit diizleminin gerisinden okuyucudan uzaga gosterilir. Perspektif
formiillerde kat1 kama bigimli baglarin ucunun okuyucuya dogru, parcali kama bigimli
baglarm ucunun disartya dogru oldugunu hatirlayiniz.

Gliseraldehidin iki farkli izomerinden gecen polarize 151k, esit biiyilikliikte fakat ters
yonlerde; dekstrorotatory (+) saga, D—(+) Gliseraldehit [a]3°=+13.5°; levorotatory (-) sola,
L—(-) Gliseraldehit [a]3°= — 13.5° gevirirler.

Optikge aktiflik kantitatif olarak spesifik ¢evrilme a}) derecesi olarak ifade edilir.
Gozlenen gevirme x 100

T
P Optik yol (dm)x Konsantrasyon (—100gmL)

[a]

Bu esitlikte T =20 °C, D = 589.3 nm (sodyumun D—¢izgisi) dir.

Sekerler, aminoasitler ve diger optikce aktif bilesiklerin atomlarinin uzaydaki
konfiglirasyonlari, gliseraldehid izomerlerine gore isimlendirilmektedir. Asimetrik karbon
atomunun konfiglirasyonu D— ve L— harfleriyle temsil edilir.

Isig1 saga ceviren gliseraldehide benzeyenler D-izomeri, 15181 sola c¢eviren
gliseraldehide benzeyenler L—izomeri olarak gosterilir. Burada D— ve L— mutlak uzaysal
konfiglirasyonu gosterir; optik ¢evirmenin yoniinii belirtmez. Ciinkii D— serisinde olup da

polarize 15181 sola ¢eviren bilesikler de vardir.
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\C/ COOH COOH
H—(l':—OH H—(l':—OH H—(l':—OH
C|:H20H C|:H20H CHs

D-(+)Gliseraldehid ~ D-(-)Gliserik asit D-(-)Laktik asit

Monosakkaritlerde birden fazla asimetrik karbon atomu bulunuyorsa, optik
izomerlerin sayis1 2"°dir ve n asimetrik karbon atomu sayisidir. Ornegin aldoheksozlarin (D—
glukoz vb.) 4 tane asimetrik karbonu oldugundan 2* = 16 tane stereoizomeri vardir. Bunlarin
yaris1 D— yaris1 da L— izomerlerdir.

Asimetrik karbon atomu birden fazla olan monosakkaritlerde, fonksiyonel karbonil

N _ N
( =) ve keton (-“=°) gruplarindan en uzaktaki asimetrik karbon atomu D-gliseraldehide

benziyorsa, D—izomeri; L—gliseraldehide benziyorsa, L—izomeri olarak gdsterilir.

Aldozlarin biyolojik yonden en Onemlileri, D—gliseraldehid, D-riboz, D—glukoz,
D—mannoz ve D-galaktozdur. Ketozlarin tabiatta en bol bulunanlar1 ise dihidroksiaseton,
D-ribuloz ve D-fruktozdur. L—izomeri sekerlere biyolojik sistemlerde nadiren rastlanir.

En 6nemlileri L-ramnoz, L—fukoz ve L—sorbozdur.

Yalniz bir karbon atomu iizerinde konfiglirasyonda farklilik gdsteren iki
monosakkarite epimer adi verilir. D—glukoz ile D-mannoz ve D—glukoz ile D-galaktoz

epimer sekerlerdir (Sekil 5.3).

H 0 H 0 H @]
N N Y/
" 7 N
2] 2] 2l

HO-C-H H-C-OH H-C-OH
3] 3l 3 |
HO-C—H HO-C—H HO-C—H
| 4l |

H-C-OH H-C—-OH HO-C—H
5] 5] 5]

H-C—OH H-C—OH H-C—OH
6CH20H 6CH20H 6CH20H
D-Mannoz D-Glukoz D-Galaktoz

C-2' deki epimer C-4' teki epimer

Sekil 5.3. Epimerler. D—glukoz ve onun iki epimeri projeksiyon formiilii olarak gdsterilmistir. Her bir
epimer bir kiral merkezin konfigiirasyonu bakimindan (kutu i¢inde) D—glukozdan farklidir.
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5.1.2. Monosakkaritlerin Anomerik Sekilleri

Monosakkaritlerin bir¢ogu sulu c¢ozeltilerinde acgik zincir yapilarindaki asimetrik
karbon sayisindan bir fazla asimetrik karbon atomuna sahipmis gibi davranirlar. Ornegin;
D-glukoz iki izomere sahiptir. Bu izomerler a-D—glukoz ([a]3’= +112.2°) ve B-D-glukoz
([a]3°=+18.7°) dur.

D—glukozun bu iki izomeri suda ¢oziindiikleri zaman her birinin optik c¢evrilmesi
zamanla degisir ve son bir denge degerine ([a]3’= +52.7°) ulasir. Bu degismeye
mutarotasyon denir. Bu karigimin yaklasik {icte biri a—D—glukoz, iicte ikisi p—D—glukoz ve
cok kiiciik miktar da dogrusal ve bes tiyeli halka (glukofuranoz) formlarindan ibarettir.

Sulu ¢ozeltide a—D—glukoz ve B—D—glukoz’un mutarotasyonu, polarize 15181 cevirme

acisinin zamana gore degismesiyle kendini gosterir (Sekil 5.4).

o—D-Glukoz ———» DENGE <— —D—glukoz

+112,2° +52,7° +18,7°
% 36 % 1 (acik zincir) % 63
+112,2°
+52,7°
+18,7°
Zaman

Sekil 5.4. o— ve p—D—glukozun ¢evirme agisinin zamana gore degisimi.

a— ve f—D—glukozun farkli 6zellikleri vardir (Tablo 5.1).
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Tablo 5.1. o— ve f—D—glukozun 6zellikleri.

Ozellik o—D—glukoz  p-D—glukoz
Spesifik ¢evirme [a]h +112,2° +18,7°
Erime noktasi (°C) 146 150
Suda ¢oziiniirliik (g /100mL) 82,5 178

D—glukozun o—D- ve f—D-izomerleri agik zincir yapisinda degildir. D—glukozun 5

nolu karbon atomu {izerindeki hidroksil grubu (~OH) ile 1 nolu karbon atomu iizerindeki
HO
aldehit grubu ( ~“~°) arasindaki reaksiyon sonucu hemiasetal olusur (Sekil 5.5).

OH
7 |
R—C\ + HO R, == >~ R, C OR,
: l
Aldehit Alkol Hemiasetal
H O
b
¥
H-C—OH
I I(_'_‘r_}t —H D= lukoz
H—-C—OH
H--C—OH
“CHOH
" CHLOH t (T'“T .OH
sc———Q g —
Ho \ B H \OH
i/""-__ ':'I:IH H e Nﬂ]‘% ;';l.lt.1r|'-l;1a_-u}'|;;=. S ':.E']'[ ]ll f_.f ‘\}_}
"«. ‘___r : = '\._\ 1
HO ot HO ¢ b
L 9 3 I = |
H OH H OH
or=D=Glubopiranos -o-Glukopiranoe:
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Sekil 5.5. D—glukozun iki anomerik formunun olusumu. C—1° deki aldehit grubu ve C-5’ deki
hidroksil grubu arasindaki reaksiyon hemiasetal bir baglanma olusturur (sandalye
konformasyonu), bdylece o— ve f— anomerleri olusur, bunlar sadece hemiasetal karbonu
etrafinda stereokimyasal farkliliga sahiptir. o— ve P— anomerleri arasindaki degisime
mutarotasyon denir.

Goriildigi gibi hemiasetal reaksiyonu sonucu 1 nolu karbon atomu asimetrik hale
gelmistir. Bundan dolay1r D—glukozun; o—D—glukoz ve B—D—glukoz olmak iizere iki izomeri
meydana gelmistir. Hemiasetal reaksiyonu ile halkalasma sonucu asimetrik olan 1 nolu
karbon atomuna anomerik karbon atomu adi verilir (Sekil 5.5.). Hemiasetal karbonu yani
anomerik karbon lizerindeki konfigiirasyondan ortaya ¢ikan izomerik sekillere anomer denir.
o—D—glukoz ve PB-D-glukoz anomerdir. Sadece bes ve alti karbon atomu igeren
monosakkaritler kararli halka olustururlar. Bunun sonucu olarak alti iiyeli piran halkasi

meydana gelir. Onun i¢in aldoheksozlar piranoz admi alir (Sekil 5.6).

HO\1C/H H\IC%O H\lc/OH

) 2| )
H—C—OH H—C—OH H—C—OH

3| 3| 3|

4| 4| 4
H—C—OH H—C—OH H—C—OH

5

H—5C|: H—C——OH H—5c|;

6| 6 6

CH,OH CH,OH CH,OH
B—D—glukopiranoz D—glukoz a—D—glukopiranoz

Fischer Projeksiyonlar
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CH,0H CH,0H

H o OH H o H

H H H

OH OH
OH H OH OH

H  OH H  OH
B—D—glukopiranoz a—D—glukopiranoz

Haworth Projeksiyonlarn

Sekil 5.6. D-Glukozun Fischer ve Haworth projeksiyon formiilleri

Haworth, karbohidrat yapilarini géstermek {izere bir sistem gelistirmistir. Bu sisteme
gore halka kagit diizleminden disariya dogru dik olarak gelmekte, karbon atomlarma bagl
gruplar ise halka diizleminin {ist ve altinda yer almaktadir. Haworth formiilleri halkalarin
gercek uzaysal konfigiirasyonunu aksettirmemektedir.

Ketoheksozlar da o— ve B— anomerik sekillere sahiptirler. Bu bilesiklerde 5 nolu

karbon atomundaki hidroksil grubu (-~OH) ile 2 nolu karbon {izerindeki karbonil grubuyla

\ —_—
(/C_O) reaksiyona girerek hemiketal olusturur. Hemiketal reaksiyonu ile halkalagsma sonucu
asimetrik olan 2 nolu karbon atomuna anomerik karbon atomu adi verilir. Bunun sonucu

olarak bes tiyeli furan halkasi olusur. Onun i¢in ketoheksozlar furanoz adin1 alir (Sekil 5.7).

(|)H
R1_ﬁ_R2 + HO R3 e R1 C OR2
O FL
Keton Alkol Hemiketal
H
1 1
HOH,C , O T HO\__-CH.0H
C— | >C
3] 2c—o0 N
HO—C—H | HO—=C—H
4| 7 s —— HO—>C—H _— 4| ?
H—C—OH - - H—C—OH
5| H—40—OH 5|
H—C H—C
6| H—2C—OH 6|
CH0H CH,OH
6CH20H
a—D—fruktofuranoz D—fruktoz B—D—fruktofuranoz

Fischer Projeksiyonlar
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6
CH,OH OH
o)

5 H OH> 2

H 2 3 (1)H20H
OH H OH H
a—D—fruktofuranoz B—D—fruktofuranoz

Haworth Projeksiyonlarn

Sekil 5.7. D—Fruktozun Fischer ve Haworth projeksiyon formiilleri

D- seker serisinde o— ve B— izomerleri; anomerik karbon atomu iizerindeki hidroksil
grubu (—OH), 5 nolu asimetrik karbon atomu iizerindeki hidroksil grubu (—OH) ile ayni
yonde ise o—izomeri, farkli yonde ise P—izomeri denir. Bu durum Fischer ve Haworth
projeksiyonlarinda goriilmektedir.

1890 da Sachse tarafindan ilk defa ileri siirtildiigii gibi alt1 tiyeli bir halkada, 6rnegin
siklohekzanda biitliin atomlarin bir diizlem iizerinde bulunmadigi ve halkanmn biikiilmesi
sirasinda halkanin saglam bir yap1 olusturmak tizere iki ayri1 diizlem isgal ettiklerini
gostermistir. Bu sekilde siklohekzanin sandalye ve kayik sekli olmak iizere baslica iki
konformasyonu olusabilir. Termodinamik bakimdan en dayanikli olan sandalye seklidir.
Heksozlar lizerinde yap1 incelemeleri, piranoz halkasinin da altigen olmadigi, siklohekzandaki

gibi sandalye ve kayik sekli olmak {izere iki konformasyonu bulundugu kanisini vermektedir.

&
CH,OH
5

Haworth projeksivonu ~ Sandalye konformasyou Kayik konformasyomu

5.1.3. Monosakkaritlerin Asit ve Bazlarla Etkilesmesi

Monosakkaritler sicak ve seyreltik HCI, HNO;, H,SO, gibi asit ¢ozeltilerinde
kararhidirlar. Bunun ic¢in polisakkaritlerin asidik hidrolizinde monosakkaritler bozunmadan
kalirlar. Derisik asit ¢ozeltilerinde sekerler dehidratasyona ugrarlar ve furanin aldehit tiirevleri

olan furfuraller olusur.
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|
H—C—OH 3
HO—C—H | H

|
der. H L c=0 + 3H,0
—t—on ML MM TING 2 T 2

H—C—OH 5-Hidroksimetilfurfural
CH,OH

D-glukoz

3| der. H | | H

_| | L6 + 31,0
5\ 2

H—4C|:—OH O I

SCHZOH Furfural

D-riboz

Monosakkaritlerin derisik H,SO4 ile dehidratasyonu sonucu olusan furfural, degme
yilizeyinde o—naftol ile menekse renkli kompleks verir (Molisch testi).

Seyreltik baz ¢ozeltilerinde, monosakkaritlerin anomerik karbonu ve ona komsu
karbon atomu ¢evresinde yeni bir diizenlenme olur, diger karbon atomlar1 lizerinde degisiklik
olmaz. Ornegin; D-glukozun seyreltik bazik ¢dzeltisinde D-glukoz, D—fruktoz, D-mannoz

denge karigimi olusur.
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/

I
H—C—OH  Lom

-

HO—C—H
H—(|3—OH
H—C—OH

CH,OH

D-glukoz

H—C—OH
d—on
HO—(|3—H
H—(|3—OH
H—C—OH
CH,OH
1,2-endiol

+OH"
H\C%O
|
HO—(|3—H
HO—(|3—H
H—(|3—OH
H—C—OH

CH,0OH

D-mannoz

$H20H
=10

-

HO—C—H

+OH"

H—(|3—OH
H—C—OH
CH,0H
D-fruktoz

Ketonlar indirgen degildir ancak fruktoz yukaridaki denge nedeni ile indirgen bir

sekerdir. Yiksek sicakliklarda ve derisik bazik c¢ozeltilerde serbest monosakkaritler,

parcalanirlar ve hatta polimerlesirler.

5.1.4. Monosakkaritlerin Onemli Tiirevleri

1) Glikozid Bag1 ve Glikozidler: Mineral asitli ortamda (HCI vb.) aldoheksozlar

alkollerle a— ve p—glikozidleri verirler.

CH,OH

H 0

Ho oy

OH HOH +HOCH3
Metanol

OH

H OH

D—glukoz

H
J H
e

HCI

CH,OH

H,0

OH
OH

H

H

OH

OCH;

Metil-o—D—-glukozid
[a]2= +158.9°
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CH,OH
H o OCH;
cH)H H
OH H
H  OH

Metil-f—D—glukozid
[a]3’=-34.2°



Glikozidler asimetrik karisik asetallerdir. Glikozid baglari, bir monosakkarit ile diger
bir monosakkarit arasmmda da olusur. Bunun sonucu disakkaritler meydana gelir.
Polisakkaritler de bircok monosakkarit birimlerinin glikozid baglariyla baglamalar1 sonucu
olusurlar. Glikozid baglar1 kaynar asit ¢ozeltileri ve spesifik enzimler tarafindan hidrolizlenir.

2) Fenilosazonlar: Monosakkaritler 100°C’da seyreltik asit ¢Ozeltisinde asiri

fenilhidrazin ile fenilosazonlan verirler. Osazonlar kolayca kristallenirler.

H\C¢O
H—C:N—NH—Q

|
H—C—OH HL0 + NH; +()~NH, |
I C=N—NH—©
HO—C—H |
| +3 QNH—NHQ > HO—C—H
H—C—OH |

| H—C—OH
H—C—OH Thidrazi
Fenilhidrazin H—C—OH
CH,OH
CH,OH
D-glukoz D-glukozfenilosazon

D—mannoz ve D—fruktoz da ayn1 osazonu (D—glukozfenilosazon) olustururlar.
3) Seker Alkolleri: Monosakkaritlerin karbonil gruplarmm NaBH; ve metal

katalizorler varliginda Hy ) 1le indirgenmesi sonucu seker alkolleri olusur.

NaBH4+ 2H,0 » NaBO; + 4H;
H

"~.=° H— C—OH
H—CII—OH H—C—OH

HO—%—H NaBH, /NaHg, H, HO—?—H
H—C—OH veya H,, Pt H—C—OH
H—C|:—OH H—C—OH
C|)H20H CH,0H
D-glukoz D-sorbitol
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H

H O

~c= H—C—OH
Ho—C—n HO—C:)—H
HO—CIB—H NaBH, /Na.Hg,H, = HO—C—H
H—(I;—OH - H—CIZ—OH
H—(I;—OH H—C—OH
CH,OH CH,OH
D-mannoz D-mannitol

Seker alkollerinden gliserol, mannitol ve inositol tabiatta en bol bulunanlardandir.

H
H—C—OH

HO—C—H OH  OH
Ho—c::—H H OH

IV S S
H—C—OH 0 H

CHZOH Cl)HZOH H  OH

D-gliserol D-mannitol D-inositol
(Lipid bileseni) (Fosfolipid bileseni)

4) Seker Asitleri: Aldozlarm yiikseltgenmesi ile ii¢ tiir seker asidi olusur: a) Aldonik

sit, b) Aldirik asit ve ¢) Uronik asit.
a. Aldonik asit: Aldoz sekerler indirgendirler. Zayif yiikseltgenlerle aldonik asitleri

verirler.

ﬁ

H o)

~c= C—OH
I I

H—C—OH H—C—OH

|
HO—C—H HOBr HO—Cl)—H

H—C—OH H—C—OH

H—C|)—OH H—C—OH

C|)H20H CH,OH
D-glukoz D-glukonik asit

160



Monosakkaritlerin kalitatif ve kantitatif tayini bazik ¢ozeltilerde Cu™ ve Ag’
iyonlarini indirgenme ilkesine dayanir.
Aldoz veya ketozlarin indirgen sekerleri Fehling ¢ozeltisini (suda ¢oziinen bazik

kompleksi) indirgeyerek tugla kirmizis1 Cu, O olusmasina neden olur.

0

H\\C5§O I
| C—OH

H— C—OH I
H— C—OH

|
HO—C—H + CuZO(k) +2 H20

|
HO—Cli—H 2Cu(OH), / Bazik tartarat ¢ozeltisi

H—C—OH I
H—C—OH

I
H—C—OH I
H—C—OH
CH,OH
CH,OH
D-glukoz

D-glukonik asit

Glukoz ve diger indirgen sekerler, amonyakli giimiis nitrar ¢dzeltisini (Tollens
belirteci), sicakta indirgenerek glimiis aynasi (metalik Ag) olusturur. Boylece diamin giimiis

katyonu ile glimiis aynasi olur.

0
H\C¢O |
| C—OH
H—C—OH |
| H—C—OH
HO—C—H |
H_(IZ_OH +2Ag(NH;)," + 20H ————— H0-<|3—H +2Ag ) +4NH; + Hy0
| H—C—OH
H—C—OH
H—C—OH
CH,OH
CH,0H
D-glukoz

D-glukonik asit

Bu tayin metotlarmin hepsi monosakkaritin karboksilik asite yiikseltgenmesi ilkesine
dayanir. Cu™ ve Ag” iyonlarmi indirgeyebilen glukozun karbonil grubu, karboksil grubuna
yiikseltgenir. Bu tiir sekerlere indirgen seker adi verilir. Bu 6zellik bir indirgen sekerin
varligin1 gosteren hem kalitatif hem de kantitatif bir test olan Fehling reaksiyonunun
temelidir. Bu test uzun yillar seker hastaligmin tanisinda kan ve idrar glukoz diizeylerinin
Olciilmesinde kullanilmstir.

Gilintimiizde glukozoksidaz enzimi kullanilarak daha hassas kan glukoz Olgiimleri

yapilmaktadir.
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0]

H _~-0

e ——
H—CII—OH H—C—OH
HO—C—H Glukozoksidaz HO—C—H o +H,0,

+ 02 >
H—C—OH H—C—OH
H—C—OH He c|:
CHZ0H CH,OH
D-glukoz D-glukono-d-lakton

Aciga c¢ikan H,O, miktarmin 6l¢iilmesiyle kan glukoz diizeyi belirlenir. Peroksidaz
enzimi H,O,’in bir renksiz bilesikle (o—dianisidin vb.) reaksiyonunu katalizleyerek renkli bir
bilesik olusturur ve bunun miktar1 spektrofotometrik olarak 6lgiiliir.

Glukozoksidaz  enzimi, [p-D-glukozun D-glukono—d—laktona oksitlenmesini
katalizlerken; o—anomerini etkilemez. Bu 6zellige karsin glukoz oksidaz ile katalizlenen bu
reaksiyon klinik olarak kan glukoz diizeyini 6lgmekte kullanilir. Ciink{i mutarotasyonla o— ve
B—i1zomerleri birbirlerine doniisiir. Glukozoksidaz glukoz i¢in 6zgiildiir. Galaktoz gibi Fehling
ayiraci ile reaksiyona giren indirgen sekerleri tanimaz.

b. Aldirik asit: Kuvvetli ylikseltgenlerle (HNO; vb.) aldoz sekerin hem karbonil

grubu hem de uctaki primer alkol grubu yiikseltgenir ve aldirik asitler olusur.

]
C—oH
I~=° H—C—OH
I —C—
H—G—OH HO (|3 3
HO—C—H sey. HNO; H_?_OH
_—

H—C—OH Isi H—?_OH
H—C—OH <|3|—0H
CH,OH 0

D-glukoz D-glukarik asit

¢. Uronik asit: Biyolojik yonden 6nemli olan tironik asitler de sadece primer alkol

grubu yiikseltgenmistir. Bu ancak enzimatik olarak miimkiindiir.
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H\C%O [
I H—CII—OH
+
H—CII—OH NAD" NADH +H HO_CI;_H
HO—C—H \\ / N H—C—OH
H—C—OH Dehidrogenaz H—C:)—OH
CH,OH |
O
D-glukoz D-glukuronik asit

En 6nemli seker asitlerinden birisi de, L—askorbik asit yani C vitaminidir. L—-askorbik

asit kolayca ytikseltgenir.

o=—C— O=?—
HO—C|) 2H" + 2¢” Oo=C
|l o | o
HO—C 0=C|3
. —t—
HO—Cl:—H HO—C——H
C|:H20H CH,OH

L-askorbik asit

L-dehidroaskorbik asit

C vitamini giiclii bir antioksidanttir. C vitamini eksikliginde dis etlerinde kanama ile

ortaya ¢ikan skorbiit hastalig1 ortaya ¢ikar. C vitamini turunggillerde bol bulunur.

5) Amino Sekerler: D-glukozamin ve D-galaktozamin en yaygin olan amino

sekerlerdir. Bu bilesiklerde monosakkaritin iki nolu karbondaki —OH grubu yerine —NH;

grubu girmistir. Glukoz ve galaktozun tek farki 4 nolu karbondaki —OH’ larin yerinin farkl

olmasidir.
CH,OH
H o H
H
OH
OH OH
H  NH,

D-glukozamin
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D—glukozamin omurgali canlilarin dokularinda bulunan bir¢ok polisakkaritin
bilesenidir. Bocek ve kabuklu hayvanlarin yapisal polisakkariti olan kitinin 6nemli
bilesenidir. D—galaktozamin ise kikirdak dokusunun baslica polisakkariti olan glikolipidlerin
bilesenidir.

6) Deoksi Sekerler: Tabiatta en bol bulunan deoksi seker, DNA’ nin bileseni olan
2—deoksi—-D-ribozdur. D-riboz seker RNA’ nin yapisinda, deoksiriboz seker ise DNA’ da

bulunur. Hiicrelerde yaygin olarak bulunur.

H\lC ¢O H\1C ¢O
2| 2|
CH,0H H—C—OH CH,
o. OH | |
3 3
H—C—OH H—C—OH
H H |
4 4
i b H—C—OH H—C—OH
5 | 5
OH OH CH,OH CH,OH
B—D-riboz D-riboz 2-Deoksi-D-riboz B—2-Deoksi-D-riboz
(RNA bileseni) (DNA bileseni)

Canlilarda, genellikle sekerlerin D-izomerleri bulunmaktadir, ¢ok nadirende

L—izomerleri de vardir. Deoksi sekerler olan L-ramnoz ve L—fukoz, bazi bakteri hiicre

duvarlarinin yapisinda bulunmaktadir.

H\C¢O H\C%O
| [
H—C—OH HO—CII—H
H—C—OH H—C|:—OH
HO—C—H H—C—OH
HO—C|)—H HO—C—H
CHs; CH;
L-ramnoz L-fukoz
5.2.DISAKKARITLER

Disakkaritlerin en 6nemlileri maltoz, laktoz ve siikroz (sakkaroz) dur.

Maltoz, iki glukoz biriminin a(1—4) glikezid bag: ile baglanmasi sonucu olusur.

Buna malt sekeri de denir ve serbest halde pek az bulunur.
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CH-OH CH-OH

H 4 —0 H H IO, oH
E H
OH H OH H
OHY o/ H
H OH H  OH
Maltoz (p— sekli)

Nisastanin amilaz enzimleriyle hidrolizi sonucu glukoz ve maltoz olusur. Amilaz
enzimi tiikrilk ve pankreas salgisinda bulunur. Maltoz indirgen bir sekerdir ¢iinkii ikinci
glukoz biriminin anomerik karbonu serbesttir.

Laktoz, tabiatta yalnizca siitte bulunur. p—D—galaktoz ve p—D-—glukoz birimlerinin

B(1—4) glikozid bagiyla baglanmasi sonucu olusur.

CH,OH

Laktoz (B— sekli)

Ikinci glukoz biriminin anomerik karbonu serbest oldugu i¢in indirgen bir sekerdir.
Hem maltozda, hem laktozda B— sekli yaygindir.

Siikroz (sakkaroz), hergiin kullandigimiz seker pancarindan veya seker kamisindan
elde edilen sekerdir. o—D—-glukoz ve B-D—fruktoz birimlerinin a(1—2) glikozid bagiyla
baglanmas1 sonucu olusur.

Stikroz, asidik ortamda hidroliz edilirse; kendini olusturan o—D-glukoz ve

B—D—fruktoza doniisiir (Sekil 5.8).
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HA A QH
A CH,0OH
OH H H0 2
OH
—O
oH___ %‘(i o H f H CH,0H
nversiyon
H -
OHO ~ OH H + H OH
a(1->2 H
CH,OH (1-2) ‘/ OH OH CH,OH
H,0 H OH OH H
H OH
H
CH,OH
OH H
Sukroz (Sakkaroz) a—D—glukoz B—D—fruktoz
[a]3°=+66.5° \ [a]30=+52.7° [a]2’= —929

Invert Seker

Sekil 5.8. Siikrozun hidrolizi ve invert seker olusumu (inversiyon).

Siikrozun ([a]3°= +66.5°) hidrolizi sonucu, D—glukoz ([a]3°= +52.7°) ve D—fruktozun
[a]3°= —92° meydana gelmesine inversiyon olay: denir. Ciinkii hidroliz sonucu esdeger
glukoz ve fruktozun olusmasi optik ¢evirmeyi dekstrodan levoya degistirir. Bu seker
karisimima da invert seker adi verilir.

Siikroz, invertaz enzimi ile de hidrolizlebilir ve invert seker karisimi olusur. Invert
seker siikrozdan daha tathidir. Ciinkii hidroliz sonucu siikrozdan yaklasik 1.7 kat daha tath
olan fruktoz serbest hale gegmektedir. Invert seker sekerlemecilikte hem daha tatli, hem de

daha az kalorili olmasindan dolay1 siikroza tercih edilmektedir.

5.3. POLISAKKARITLER

Polisakkaritler bir¢ok monosakkaritin veya monosakkarit tlirevlerinin glikozid
bagiyla baglanmasi sonucu olusan biiyiik molekiillii bilesiklerdir. Polisakkaritler
makromolekiiller olup, asitler veya enzimlerle tamamen hidroliz olduklarinda
monosakkaritler veya tlirevlerini olustururlar. Polisakkaritlerde en bol bulunan monosakkarit
birimi D-glukozdur. D—fruktoz, D—mannoz, D— ve L—galaktoz, D—ksiloz ve D-arabinoz
polisakkaritlerde bulunan diger monosakkaritlerdir.

Dogal polisakkaritlerde bulunan monosakkarit tiirevlerinin  bagslicalar1 da

D—glukozamin, D—galaktozamin ve D—glukronikasit vb. gibi tiirevleridir.
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Tek bir ¢esit monosakkarit veya tlrevinin olusturdugu polisakkaritlere
homopolisakkarit; farkli monosakkarit veya tiirevlerinin olusturdugu polisakkaritlere ise
heteropolisakkarit denir.

Baslica homopolisakkaritler nisasta, glikojen, seliiloz, inulin ve kitin’dir. Bunlardan
inulin, fruktoz birimlerinden olusur ve yer elmasinda bulunur. Nisasta, bitkilerde depolanan
ve suda koloidal olarak ¢dziinen bir polisakkarittir. Kan grubu polisakkaritleri, pektin ve
alginik asit heteropolisakkaritlere 6rnektir.

Bitkisel organizmanin depo polisakkariti olan nisasta ve hayvansal organizmanin depo
polisakkariti olan glikojen hiicre sitoplazmasinda graniiller halinde bulunur. Yari caplar:
100400 A olan graniiller ¢ok sayida polisakkarit molekiillerinin birlesmesi sonucu olusur.
Grantiller polisakkaritlerin yikim ve sentezinde gorev yapan enzimler ve bazi proteinleri

igerir.

5.3.1. Depo Polisakkaritler

Nisasta, bitkisel organizmanin depo polisakkaritidir. Nisasta tamamen D-glukoz
birimlerinden olugsmus olup iki tip glukoz polimeri icerir. Bunlar amiloz ve amilopektindir
(Sekil 5.9).

1) Amiloz: D—glukoz birimlerinin a(1—4) glikozid baglariyla baglanmasiyla olusan
diiz zincirli, hi¢cbir dallanmanm olmadig: biiyiik bir molekiildiir. Molekiil agirliklar1 birkac

binden 500 bine kadar degisir. Amiloz suda koloidal olarak ¢6ziiniir ve iyotla mavi renk verir.
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SCHOH CH.OH CH.OH CH.OH

_ sh—0 —a, —0 f—a
indirgen H. 4 H H /1 H E:[/H “H H H H )
alrmayan ug | NoH u A" Nou u A" Nou v A" NoH H " | Indirgen ug
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- z| | | | |
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SCH,OH .
—0
H 4 H |

)\E NOoH 47 af1—6)
e ! | dallanma

Dal H OH | indirgen | X0 B
anktam almayan *f\/m

SCH, uglar

Amiloz

% Indirgen uglar

Amilopektin

) . 0
g s \H AN,

. N OH H 'a's
/I“-—-G--"Jv‘“- O m*

Ana zincir H OH {c)

b}

Sekil 5.9. Nisasta polisakkaritleri, amiloz ve amilopektin. (a) Amilozun kisa bir parcasi, o(1—4)
baglartyla bagli D—glukozlardan olusan dogrusal bir polimerdir. Tek bir zincir binlerce
glukoz icerebilir. Amilopektin dallanma noktalar1 arasinda ayni baglarla bagh sekerlerin
uzamis zincirine sahiptir. (b) Amilopektinin o(1—6) dallanma noktasi. (¢) Nisasta
graniillerinde olduguna inanildig1 sekildeki amiloz ve amilopektin kiimelenmesi.
Amilopektinin iplikleri birbiriyle veya amiloz iplikleriyle (koyu) ikili sarmal yapiy1
olusturur. Daha distaki dallarin indirgen olmayan ucundaki glukozlar, enerji iiretimi igin
nisastanin hiicre i¢i mobilizasyonu sirasinda, enzimatik olarak her seferinde bir tane olmak
lizere koparilir. Glikojen benzer bir yapiya sahiptir, fakat daha fazla dallanmistir ve
yogundur.

2) Amilopektin: Amilopektin son derece dallanmis haldedir. Dallanma noktasi
ortalama 24-30 glukoz birimi uzunlugundadir ve bitki tiirtine goére degisir. Diiz zincirli yap1
a(1—4) glikozid baglanyla olusturulurken, dallanmalar a(1—6) glikozid baglariyla olur.
Molekiil agirligr bir milyona kadar ¢ikabilir. Amilopektin de suda koloidal olarak ¢oziiniir ve
iyotla kirmizi—mor renk verir.

Amiloz, pankreas salgis1 ve tiikriikte bulunan amilaz enzimi tarafindan hidrolizlenir.
Pargalanma sonucu glukoz ve maltoz karigimi olusur.

Amilopektinin, a(1—4) glikozid baglar1 dallanma noktasma kadar amilaz enzimiyle
hidrolizlenir. Dallanma noktasindaki a(1—6) baglar1 a(1—6) glikozidaz enzimi tarafindan
hidrolizlenir. Amilopektin, amilaz ve a(1—6) glikozidaz enzimlerinin birlikte etkisi sonucu
glukoz ve maltoz molekiillerine kadar parcalanir.

3) Glikojen: Glikojen, hayvansal organizmanin depo polisakkaritidir. Baslica
karaciger ve kas hiicrelerinde bol olarak bulunur. Glikojen yap1 olarak amilopektine benzer.

Diiz zincirli yap1 (zincir omurgasi) a(1—4) glikozid baglanyla olusturulurken; dallanma
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noktasinda a(1—6) glikozid baglar1 vardir. Ancak glikojende dallanma daha siktir ve
ortalama 8-10 glukoz biriminde ortaya c¢ikar. Glikojen de amilaz enzimi ve o(1—6)

glikozidaz enzimlerinin birlikte etkisi sonucu glukoz ve maltoza kadar parcalanir.

5.3.1. Yapisal Polisakkaritler

Seliiloz ve kitin yapisal homopolisakkaritlerdir.

1) Seliiloz: Seliiloz, yapisal polisakkaritlerin en onemlisidir. Seliilloz biyosferdeki
toplam organik karbonun yarisindan fazlasini olusturur. Ciinkii seliiloz biitiin bitkilerin en
onemli yapisal elemanidir. Seliiloz bitki hiicre ¢eperlerinin 6nemli bir bilesenidir. Odunun
%350’s1, pamugun tamami seliillozdur. Seliiloz D—glukoz birimlerinin B(1—4) glikozid
baglanyla polimerlesmesi sonucu olusan, tamamen diiz zincirli ve biiylik molekiilli
polisakkaritlerdir. Molekiil agirliklar1 50.000-2.500.000 arasinda degisir. Bu da yaklasik 300—
15.000 glukoz birimine karsilik gelir.

Bircok hayvan, B(1—4) baglarin1 hidrolizleyecek enzimleri olmadig: i¢in seliilozu
besin maddesi olarak kullanamaz. Omurgalilardan sadece sigirlar ve diger gevis getiren
hayvanlar (koyun, keci, deve vb.) seliillozu besin olarak kullanirlar. Gevis getiren hayvanlarin
midelerinde seliillaz salgilayan bakteri ve diger mikro canlilar bakimindan zengin bir bdlge
(rumen) vardir. Odun—ciiriitme mantar ve bakterileri de seliilaz enzimi salgilar. Insan sindirim
sistemindeki enzimler P(1—4) glikozid baglarin1 hidrolizleyemez. Seliiloz igeren lifli
besinler, (meyveler, sebzeler, vb.) insan sindirim sisteminde suyu tutar ve bagirsaklara
dolgunluk hissi verir.

2) Kitin: Kitin, p(1—4) baglanyla baglanan N-asetilglukozaminlerin olusturdugu
dogrusal bir homopolisakkarittir (Sekil 5.10). Yap1 bakimidan seliilloza benzerlik gosterir.
Seliillozdan farki C-2’deki hidroksil grubu yerine asetillenmis bir amino grubunun
bulunmasidir. Kitin, omurgalilar tarafindan sindirilemez. Kitin, milyona yakin artropot
tiirtiniin (bocekler, istakozlar ve yengecler vb.) kati dis iskeletinin temel bilesenidir ve

muhtemelen seliillozdan sonra dogada en ¢ok bulunan polisakkarittir.
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Sekil 5.10. N-asetilglukozamin birimlerinin f(1—4) baglandigi kisa bir kitin pargasi.

3) Iniilin: Yer elmasi, sogan ve sarmmsakta bulunan iniilin f(1-2) glikozit baglartyla
bagh fruktoz birimleri iceren bir polisakkarittir.

4) Agar (Agar — Agar: Agaroz): Yosun tiirii deniz bitkilerinde bulunan bir galaktoz
polimeridir. Galaktoz birimleri B(1-4) baglartyla baghdir. %1 lik ¢ozeltisi bile oldukga
kivamhidir. Cok su tutar. Jel elektroforezinde, c¢esitli kremlerin hazirlanmasinda ve
tipta(mikrobiyolojide) besi yeri olarak kullanilir.

5) Dekstrin: Diiz zincirler halindedir. Hepside, a(1-4) glikozit baglariyla bagli glukoz
birimleri igeren, diiz zincirli bir polisakkarittir. Bazi1 bakterilerin sekerlere etkisi sonucu

olusurlar.

5.4. GLIKOPROTEINLER

Peptid zincirlerinde kovalent bagli karbohidrat gruplar1 igeren glikoproteinler,
biyolojik yonden ¢ok Onemlidir. Canli organizmalarda c¢ok yaygmn olarak bulunan
biyomolekiiller olup 6zellikle membran yapilarinda bulunurlar. Degisik glikoproteinlerde
karbohidrat miktarlar1 % 2-30 arasinda degisir. Hemen hemen biitiin glikoproteinlerin
omurgalilardaki fonksiyonu ekstraseliilerdir (hiicre dis1) ve yapisal gorev yaparlar.
Glikoproteinlere, plazma memran1 glikoproteinleri, kan glikoproteinleri, antikorlar,
bagirsaklarda salgilanan degisik sindirim enzimleri ve bazi protein yapisindaki hormonlar
ornek verilebilir. Glikoproteinlerde bircok monosakkarit ve tiirevleri bulunmaktadir.
Glikoproteinler, plazma membranmin dis yiizeyinde ekstraseliiler matrikste ve kanda (kan
glikoproteinleri, antikorlar) bulunurlar.

Karbohidrat igerigine bagli olarak enzim, tasiyici protein, reseptor, hormon ve yapisal
proteinleri modifiye ederek cok c¢esitli fonksiyonlar1 yerine getirirler. Bu karbohidratlar

proteinlere ve heksozamin grubu ile peptit zincirinde bulunabilen treonin ve serin gibi amino
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asit yan zincirlerindeki hidroksil gruplari ile kovalent baglanarak (O-kopriilii glikanlar) ya da
heksoz amin grubu ile peptit zincirindeki bir asparagin yan zinciri azotu arasimdaki kovalent

bir baglanma ile (N-kopriilii glikanlar olusturur (Sekil 5.11).

pp zinciri pp zinciri
CH,OH ?Ha CH,OH ﬁ
— O —o—C O —NH-C—~CHy
OH OH
Thr — Asn
™ ™
COCH, COCH;

Sekil 5.11. Glikoprotein tiirevleri

5.5. GLIKOLIPIDLER

Insan ve hayvan hiicrelerinin plazma membranlarindaki dagilimlar: ile asimetrik bir
diizen saglayan lipid molekiilleri glikolipid olarak bilinir. Bu molekiiller karbohidrat birimleri
ile kovalent yapilar olusturur. Membranlarda bu yapilar iki tabakali yapinin dis tabakasinda
yer alir ve icerdikleri karbohidrat zincirleri hiicre disina dogru yonlenir. Bu yapilanmadan
dolay1 glikolipidlerin bilesenleri olan karbohidrat birimlerinin hiicrelerin iletisiminde ve diger
hiicrelerle temasinda rol oynadiklar1 tahmin edilmektedir. Bu lipid tiirevlerinin olusturulmasi
Golgi sisteminde gergeklestirilir. Glikolipidler membranlarda yaklasik olarak %10'dan daha
az bir oranda yer alir ancak bu oran organizmadan organizmaya veya dokudan dokuya
farklilik gosterebilir.

Glikolipidler icerdikleri karbohidrat birimlerinde yiik tasiyabilmektedir. Ancak pek
cok prokaryot ve 0karyottaki glikolipidlerin karbohidrat birimleri yiiksiiz oldugundan nétral
karakter tagir. Yiik tasiyyan kompleks glikolipidlerden biri de gangliozitlerdir ve zayif asidik
gruplar icerdiklerinden bu molekiiller eksi ytik tagir.

Insanlarda kan grubunun belirlenmesini saglayan ve eritrosit membranlarmda bulunan
glikolipidler antijen olarak bilinir ve karbohidrat birimleri eritrosit membranlarinin dig
kisminda bulunur. Bu antijenlerden en basiti O antijendir ve diger iki antijen bu maddenin
tiirevleri olarak dikkate alabilir (Sekil 5.12). Antijenlerin varligina bagh olarak antikorlarla
muamele edildiginde kandaki hiicrelerin ¢okmesi saglanir. Bu ¢okme reaksiyonlar1 kan
gruplarmin belirlenmesinde yaygm olarak kullanilir ve bu oligosakkaritler kan grubu

antijenleri olarak bilinir. Ancak bu maddeler kan disindaki bir¢ok hiicrede bulunur.
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6. BOLUM: LIPIDLER

Lipidler onemli bir biyomolekiill grubunu olusturur. Lipidler bitki ve hayvan
hiicrelerinde bulunan ve suda ¢dziinmeyen; kloroform, eter ve benzen gibi apolar organik
coziiclilerde c¢oziinen bilesiklerdir. Lipidler yapi1 ve fonksiyon bakimindan ¢ok biiyiik
farkliliklar gosterirler. Lipidlerin baslica fonksiyonlarini sunlardir:

1. Membranlarin yap1 elemanlaridir,

2. Metabolik yakitm hiicre i¢i depolama seklidirler,

3. Metabolik yakitin bir tasima seklidir,

4. Bircok bakterilerin, yiiksek bitki yapraklarmin, bdcek kabuklarmm, omurgali
derilerinin, hiicre ¢eperleri i¢in koruyucu bilesenlerdir. Ayrica bazi lipidlerin, vitamin ve
hormon olarak da biyolojik aktiviteleri vardir. Ornegin D vitamininin, 6n maddesi
kolesteroldiir. Steroid hormonlar da, gonadlar ve adrenal korteksde kolesterolden sentezlenir.

Lipidler birka¢ sekilde smiflandirilir. Yaygin olan smiflandirma sekli asagidaki
gibidir.

1. Yag asitleri, 2. Notral yaglar, 3. Fosfolipidler,

4. Glikolipidler, 5. Mumlar, 6. Steroidler ve terpenler

Simdi bunlari sirasiyla inceleyelim.

6.1. YAG ASITLERI

Yag asitlerinin bircok hiicre ve dokularda serbest haldeki konsantrasyonlari ¢ok
disiiktiir. Fakat yag asitleri; notral yaglar, fosfolipidler, glikolipidler, kolesterol esterleri ve
bazi mumlarin yap1 taslar1 olduklarindan bazi 6zelliklerinin ayrmtili olarak incelenmesi
faydali olacaktir. Cesitli hiicre ve dokulardan 100’ den fazla gesit yag asidi izole edilmistir.
Yag asitleri, R—COOH formiilityle gosterilen alifatik monokarboksilik asitlerdir. Burada R
grubu doymus ya da bir veya daha fazla karbon—karbon ¢ift bag1 iceren doymamis uzun bir
hidrokarbon zinciri olabilir. Yag asitleri birbirlerinden zincir uzunlugu, ¢ift baglarin sayis1 ve
yeri bakimmdan ayrilirlar (Tabl 6.1). Yag asitlerinin sistematik isimlendirilmeleri
hidrokarbon zinciri isminin sonuna —oik ekinin getirilmesiyle yapilir. Mesela C;s doymus yag
asidinin adi1 oktadekanoik asittir. Hidrokarbon zincirinde bir ¢ift bag iceren C;s yag asidi
oktadekenoik asit, iki ¢ift bagl oktadekadienoik, ii¢ ¢ift bagli oktadekatrienoik asit seklinde
isimlendirilir. 18:0 sembolii doymus bir C;g yag asidini, 18:1 sembolii bir ¢ift bagh Cs yag
asidini, 18:2 sembolii iki ¢ift bagli C,3 yag asidini gosterir.
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Yag asitlerinin karbon atomlar1 karboksil ucundan baslayarak numaralandirilir.

3 21//O

H;C——(CH;),—CH,—CH,—C
® B o OH

2 ve 3 nolu karbon atomlar1 sirasiyla a ve  sembolleriyle, zincirin en ucundaki metil
karbonu ise ® (omega) ile gosterilir. Cift bagin yeri A semboliiniin iizerine yazilan rakamlarla
belirtilir. Ornegin cis—A’, 9 ve 10 nolu karbon atomlari arasinda ki bir cift bag; cis,cis—Ag’lz, 9
ve 10 nolu karbon atomlar1 ile, 12 ve 13 nolu karbon atomlar1 arasinda ¢ift bag oldugunu
ifade etmektedir. Trans—A’? de, 2 ve 3 nolu karbon atomlar: arasinda bir trans ¢ift bagi
oldugunu ifade eder. Yag asitlerinin genel isimleri de vardir.

Yag asitleri fizyolojik pH’da iyonlasmis halde bulunduklari i¢in, karboksilli asit
isimleri yerine karboksilat isimleriyle yazilmalar1 daha uygundur. Mesela palmitik asit yerine
palmitat vb.

Yiiksek bitki ve hayvan lipidlerinin bilesiminde bulunan dogal yag asitlerinin bazi
genel 6zellikleri sunlardir:

Yiiksek bitki ve hayvan lipidlerinde bulunan yag asitlerinin hemen hemen hepsi ¢ift
sayida karbon atomu igerir ve zincir uzunluklar1 14-22 karbon arasinda degisir. Bunlarin
arasinda 16—18 karbonlular en bol olanlaridir.

Yag asitlerinin erime noktalari; ¢ift bag sayisi arttik¢a azalir ve zincir uzadik¢a da

artar (Tablo 6.1).

Tablo 6.1. Baz1 dogal yag asitleri.

Karbo Genelismi Sistematik ismi Formiilii E.N.
nNo 9

12:0 Laurat n - dodekanoat CH;-(CH,);(-COO" 44.2
14:0 Miristat n - tetradekanoat CH;-(CH,),-COO" 53.9
16:0 Palmitat n - hekzadekanoat CH;-(CH,)4-COO" 63.1
18:0 Stearat n - oktadekanoat CH;-(CH,),-COO" 69.6
20:0 Aragsidat n - eikosanoat CH;-(CH,)3-COO" 76.5
24:0 Lignoserat  n - tetrakosanoat CH;-(CH,),,-COO" 86.0
16:1 Palmitoleat  cis-A’-hekzadekenoat CH;-(CH,)s-CH=CH-(CH,),-COO -0.5
18:1 Oleat cis-A’-oktadekenoat CH;-(CH,),-CH=CH-(CH,),-COO 13.4
18:2 Linoleat cis,cis-A’-A'?-oktadekadienoat CH;-(CH,)4~(CH=CH-CHS,),-(CH,)s-COO" -5

18:3 a-Linolenat  hepcis-A’-A'>-A"*-oktadekatrienoat ~ CH;-CH,-(CH=CH-CHS,);-(CH,)s-COO" -11

20:4 Arasidonat  Hepcis-A>-A%-A'-AM- CH;-(CH,)4~(CH=CH-CH,);-(CH,),-COO"  -49.5

eikosatetraenoat
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Yiiksek yapili organizmalardaki doymamis yag asitlerinin ¢ogunda 9 ve 10 nolu
karbon atomlar1 arasinda bir ¢ift bag vardir. Birden fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinde, ¢ift
baglar genelde konjugasyon (—CH=CH-CH=CH- seklinde) gostermezler. Bunun yerine
aralarma bir metilen grubu girer (-CH=CH-CH,-CH=CH-). Dogal doymamis yag asitlerinin
cift baglarindaki geometrik konfigiirasyon cis— formundadir. Yiiksek organizmalarda en bol
bulunan doymamis yag asitleri oleat, linoleat, linolenat ve arasidonattir.

Doymus ve doymamis yag asitleri yapisal konfigiirasyon yoniinden birbirlerinden
onemli derecede farklilik gosterirler. Doymus yag asitlerinde hidrokarbon zinciri sonsuz
sayida konformasyona sahip olabilirler, ¢iinkii her bir tek bagin tam donme serbestligi vardir.
Bunlarin en az enerjili ve en muhtemel konformasyonu sekilde gosterilen uzanmis halidir.
Doymamis yag asitlerinde de donme serbestligi olmayan ¢ift bagda, eger cis— ise 30”’lik bir
biikiilme vardir. Trans— sekli ise aynen doymus yag asitlerindekine benzer. Cis— sekilleri,
trans— sekillerine gore daha az kararlidir ve biri digerine bazi katalizorlerle ¢evrilebilmektedir.
Birden fazla cift bag iceren yag asitlerindeki cis— konfigilirasyonu, biikiilmelerden dolay1

hidrokarbon zincirini kisaltir (Sekil 6.1).

i
0.301 nm
0.381nm 111°
. Y
{a)

(b) ()

i
123

0.377 nm {{0.133 nm
Y

/0,133 nm B

Sekil 6.1. Doymus ve doymamis yag asitlerinin konfiglirasyonu. (a) Doymus, (b) Cis—
cift bag, (c) Trans—ift bag.

Uzun zincirli yag asitleri suda ¢dziinmezler. Bunlarin sabun adi verilen Na™ ve K*
tuzlar1 su i¢cinde hidrofobik etkilesmelerle de stabilize edilen miseller olustururlar.

Doymus ve doymamis dogal yag asitleri goriiniir ve yakin UV bdolgede absorpsiyon
gostermezler.

Doymamis yag asitlerinin ¢ift baglarma, katilma reaksiyonlar1 olabilir. Eger
doymamis yag asitlerinin ¢ift baglarina H, katilirsa doymus yag asitleri olusur. Cl, veya I,

gibi halojenler de cift baglara kolayca katilabilir. Bundan faydalanarak halojenlerle yapilan
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kantitatif titrasyonla, yag asidi veya notral yag 6rneklerindeki ¢ift bag sayilar1 hakkinda bilgi
edinilebilir. Ayrica doymamis yag asitlerindeki c¢ift baglar, O, molekiilii ve radikallerinin
yiikseltgeyici etkisi sonucu parcalanir.

Memeliler, doymus yag asitleri ile bir tek ¢ift baghh doymamis yag asitleri
sentezleyebilir. Ciinkii bu canlilarda, yag asidi zincirlerinin 9 nolu karbonundan daha sonraki
karbon atomlarinda ¢ift bag olusturacak enzimler yoktur. Bunun sonucu olarak linoleat (18:2
cis—A’,A'?) ve linolenat (18:3 cis—A’,A'2,A"%) yag asitleri sentezlenemez. Bu iki yag asidine
temel (esansiyal) yag asitleri ad1 verilir. Linoleat, Omega—6 yag asidi; linolenat, Omega-3
yag asidi olarak da bilinir. Esansiyal terimi bunlarin organizma tarafindan sentezlenemedigi
ve diyetle alinmas1 gerektigi anlamina gelmektedir. Diyetle alman linolenat, birgok diger
doymamis yag asitlerinin sentezlendigi 6n madde gorevini yapar. Memelilerdeki doymamis
yag asitleri palmitoleat, oleat, linoleat ve linolenattan tiiretilir.

Doymamis yag asitlerinden olan 20 karbonlu 4 ¢ift bag igeren arasidonik asit (20:4
cis—A>*!"1*) ejkosanoidler ad1 verilen bilesiklerin tiiretildigi 6n maddedir. Eikosanoidler ii¢
sinifa ayrilir: Prostaglandinler (hiicre i¢i haberciler, cAMP sentezini dilizenleyerek etki
gosterirler), tromboksanlar (trombositler tarafindan {retilirler ve kan pihtilagsmasinin
olusmasinda rol oynarlar) ve lokotrienler (giiglii biyolojik sinyallerdir, akciger hava

yollarinda kaslarin kasilmasini indiikler ve asir1 iiretilmeleri astim krizine yol acar). Degisik

eikosanoidler farkl hiicre tiplerinde farkli sentetik yollarla tiretilir.

6.2. NOTRAL YAGLAR

Acilgliseroller veya gliseritler olarak da bilinen notral yaglar, yag asitlerinin gliserolle
olusturduklar1 esterlerdir. Notral yaglar, hayvan ve bitki hiicrelerindeki yag depolarinin
baslica bilesenleridir. Gliseroliin {i¢ hidroksil grubunun da yag asitleriyle esterlesmesi sonucu

olusan bilesikler triacilgliserol veya trigliseritler olarak bilinir.

T T 0
H,C——OH H,C—O0—C—R  HC—O0—C—Ry HC—0—C—R;
% 3
— _ ]
HC—OH HC—OH HC—O0—C—R,  HC—O—C—R,
— _ o
H,C—OH  H,C—OH H,C—OH ;

H,C— O—C—R;
Gliserol Monogliserid Digliserid Trigliserid

Notral yaglarmn biiyiik kismini trigliseritler olusturur. Bunun yani sira monogliserid ve

digliseritler de mevcuttur. Dogal kat1 ve siv1 yaglar ¢esitli trigliseridlerin bir karigimidir.
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Trigliseridlerdeki yag asitlerinin hepsi de ayn1 (R; = R, = R3) ise basit gliseritler, eger
birbirinden farkli (R; # R, # R3) ise bunlara da kansik trigliseridler adi verilir. Bitkisel
yaglar, siit driinleri ve hayvansal yaglar gibi nétral yaglarin cogu, basit ve karisik
trigliseridlerin kompleks karigsimidir. Bunlar zincir uzunlugu ve doymamislik derecesi farkli

cesitli yag asitlerini icerir (Sekil 6.2).

Cyove Cyy CigveCis Cy-Cu
doymus doymamus doymus

o, N
|
|

100 -

Yag asitleri a0 L
Toplam 2 |

Zeytin yadl Tereyad SIEr yag
SIVI Yumusak katt  Sert kati

Dogal vaglar (25 *C'de)

Sekil 6.2. Ug cesit gida yaginin yag asidi bilesimi. Zeytinyagi, tereyag ve sigir yagi; yag asitleri
bilesimi farkli olan triagilgliserol karigimlari igerir. Bu yaglarin erime noktalar1 (ve
dolayisiyla oda sicakligindaki halleri) yag asidi igeriklerinin dogrudan yansimasidir.
Zeytinyag1 25°C” de s1v1 halde bulunmasini saglayan, yiiksek miktarda uzun zincirli (C;6 ve
C,s) doymamis yag asidi igerir. Tereyagindaki daha yiiksek orandaki uzun zincirli (C4 ve
Cis) doymus yag asitleri, erime noktasini yiikseltir. Boylece tereyagi oda sicakliginda
yumusak bir katidir. Uzun zincirli daha da ¢ok doymus yag asidi iceren sigir yagi sert
katidir.

Notral yaglarin erime noktalari, igerdikleri yag asitlerinin karbon-karbon ¢ift bag
sayisi ile azalirken; zincir uzunluguna bagh olarak artar. Mesela tristearin ve tripalmitin 20
°C’ de kat1 iken triolein ve trilinolein sividir.

Biitiin trigliseridler suda nispeten ¢0ziinmez ve miseller olusturma egilimleri de

yoktur. Bununla beraber monogliseridler ve digliseridler polarliklar1 ve serbest hidroksil
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gruplar1 yiiziinden kolayca misel olusturur. Nétral yaglar kloroform, eter, benzen ve sicak
etanolde ¢oziiniirler. No6tral yaglar sudan daha hafiftirler.
Gliseritler; asit veya bazlarla kaynatildiklar1 zaman veya pankreas salgisinda bulunan

lipaz enzimleriyle hidrolizlenirler.

O
Il —
H,C—0—C—R, HC—oH R GO0
| (I? H" veya Lipazlar | .
HC—O—C—R, +3H,0 P, HETOH 4 R,——COOH
| Q H,C—OH ’
Il 2 -
H,C—O0—GC—R, R —COOH
Trigliserit Gliserol Yag asitleri

Gliseridlerin alkalilerle hidrolizine sabunlasma ad1 verilir ve yag asidi tuzlar1 (sabun)

ile gliserol karigimi olusur.

0

HC—O0—0—r  3NaOH H.C—oH
|9 \_ |

He—O—t g _ HC—OH + 3R—COONa*
|3 o

H,C—O—C—R
Trigliserid Gliserol Sabun

Eger bir lipid molekiilii yapisinda bir yag asidi bulunuyorsa, NaOH veya KOH ile
hidroliz edildigi zaman bu yag asitlerinin Na’ ve K" tuzlari, yani sabun olusur.

Yapilarinda yag asidi bulunan lipidler sabunlasabilen, bulunmayanlarda
sabunlagmayan lipidler seklinde bir ayirima tabi tutulabilirler.

Stereoidler ve terpenler sabunlagsmayan lipidlerdir. Kolesteroliin yag asitleriyle
olusturdugu esterler de noétral yaglardir. Ciinkii hem apolar hemde iyonlagmayan
molekiillerdir.

Sivi yaglar, katalitik hidrojenlenme ile kati hale doniistiiriilebilir. Bu islem,
uygulamada istenen kivamda bir karisim elde edilinceye kadar siirdiiriiliir. Karbon—karbon

cift baglarinin bir kismina Hy () katilir, ¢ift baglarin tamaminin doyurulmasina gerek yoktur.

Bitkisel siv1 yag + H, Ni » Bitkisel kat1 yag (margarin
(® yag g

Triolein + 3Hyg Ni »  Tristearin
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6.3. FOSFOLIPIDLER

Fosfolipidler biyolojik membranlarin en onemli bilesenleridir. Gliserolden tiiretilen
fosfolipidlere fosfogliseritler adi verilir. Bir fosfogliserit, bir gliserol omurgasi ile iki yag
asidi ve fosforillenmis bir alkolden olusur (Sekil 6.3). Fosfogliseritlerde, gliseroliin 1 ve 2
nolu karbon atomlarmdaki hidroksil grubu iki yag asidinin karboksil gruplariyla, 3 nolu
karbonun hidroksil grubu da fosforik asitle esterlesmistir. Bu sekilde olusan bilesigi
fosfatidik asit denir ve en basit fosfogliserittir. Membran yapisinda ¢ok az miktarda fosfatidat
bulunur. Bununla beraber fosfatidatlar, diger fosfogliseritlerin biyosentezinde onemli ara
bilesiklerdir. Fosfogliseritler, fosfatidatlardaki fosfat grubunun bazi alkollerin hidroksil
grubuyla esterlesmesi sonucu olusur. Bu alkollerin baglicalar1 etanolamin, kolin, serin,
gliserol ve inositoldiir (Tablo 6.2).

Genel olarak, fosfolipidler C—1" de 16-18 karbonlu doymus yag asidi ve C-2’de
18-20 karbonlu doymamais yag asidi icerir (Sekil 6.3).

16-18 C ' lu doymus yag

o] asidi
1 Il (6rnegin palmitik asit 16:0)
HzC_O_C\/\/\/\/\/\/\/\
O
2 |
HC_O_Cl\/\/\/\/g—]O\/\/\/\/
o) 18-20 C ' lu doymamus
’ o : : yag asidi
H,C——0—P——0——X  Bas grup bileseni (6rnegin oleik asit 18:1)
o

Sekil 6.3. Fosfogliserit (genel yapis1)
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Tablo 6.2. Yaygin fosfogliseridler.

Fosfogliseridin ad: X'inad: X' in formild
Fosfatidik asit Hidrojen —H
+
Fosfatidiletanolamin Etanolamin — CH;—CH;—MNH,
Fosfatdilkolin (Lestin) Kolin —CHz—CHz—MN(CH3)3
Fosfatidilserin Serin —CH;—CH—NH;
“00C
Fosfatdilgliserol Gliserol —CH;—TI—I—CJ-!; —OH
HO
H o— : )
Fosfatidilinozitol miyo-Inozitol i
4.5 difosfat 4, 5-difosfat
oH H
oH ©
NVe—@®
H H

Yaygm fosfogliseridler, fosfodiester bagiyla bas—grup alkollerine baglanmis
diacilgliserollerdir. Bir fosfomonoester olan fosfatidik asit ana bilesiktir. Her tiirev bag—grup
alkoliine (—X) fosfatidil- 6n eki getirilerek isimlendirilir. Fosfatidilkolinin diger bir adi da
lesitindir. Akciger alveollerinde siirfaktan (ylizey aktif bilesik) fonksiyonunun en 6nemli

bileseni dipalmitoil lesitindir.

6.4. GLIKOLIPIDLER

Glikolipitler, sfingomiyelin gibi sfingozin alkoliinden tiiremistir. Glikolipidler,
karbohidrat grubu iceren lipidlerdir (mono ve oligo sakkarit) (Sekil 6.4 ve Tablo 6.3). En basit
glikolipidler, yalniz bir tek glukoz veya galaktoz molekiilii ile baglanmis bilesiklerdir ve
bunlara serabositler adi verilir. Bu bilesiklerden, 6zellikle sinir hiicre membraninda daha ¢ok
rastlanan galaktoserebrositler glukoserebrositlerden daha yaygindir (Sekil 6.4 ve Tablo 6.3).
Seker baglanmamis yalniz yag asiti ile agillendirilmis haline seramid denir. Seker birimi
yerine yedi tane monosakkarit biriminin (grubunun) yer aldig1 glikolipitlere ise gangliositler

denir.
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Sfingozin
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| HO—*CH— CH=CH— (CHp),,—CH; | Yag asidi

i Prm e -

i 0 A

i N Call T,
E JC”—E?'—:'G\/\//\/\/\/\//\/\//W\/\
i "

! !

! ICH;—0+X

Sekil 6.4. Sfingolipitin genel yapisi

Tablo 6.3. Yaygn sifingolipitler

Sfingolipitin ad1 X’ in ad1 X’ 1in formiilii
Seramit Hidrojen -H
Sfingomiyelin Fosfokolin 0
— y)—o— CH,— CH,—N(CHg),
o

Notral glikolipitler — Glukoz CH,0H
(Glikozilserebrozit) n /L 0O

OH H

OH i

H OH
Laktozilseramit Di-, tri-
(Bir globozit) veya tetrasakkarit
Gangliyozit Kompleks

Oligosakkarit @

NeuSAc: Sialik ait (N-

Asetilnéraminik asit) @ @ @
GalNAc: N-acetyl- galactosamine

6.5. MUMLAR

Biyolojik mumlar, doymus veya doymamis yag asitleri (C14—Cse) uzun zincirli (C;¢—
C30) monoalkollerin esterlerinin bir karisimidirlar. Erime noktalar1 60—100°C arasinda degisir.

Mumlar ayn1 zamanda hidrofobik nitelikleri ve yiiksek yogunluklar ile ilgili olarak, dogada
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cesitli gorevler listlenmektedirler. Omurgalilarin belli deri bezleri, deriyi ve killar1 korumak,
esnek, yagl ve su ge¢irmez halde tutmak i¢cin mum salgilar. Mumlar genellikle deri, kiirk ve
tilylerin koruyucu Ortiistinii teskil ederlerken; yiiksek bitkilerin yaprak ve meyvelerinin ve
bircok bocegin kutikillerinin (dis deri, epiderma) dis ylizeyini ince bir katman halinde
kaplamaktadirlar. Bal mumu, ester mumlarma bir 6rnektir. Bal mumunun baslica bilesenleri,
uzun zincirli alkollerle palmitik asitin olusturdugu (C;sH3;;—COOR, R=C,6—Cs4) esterlerdir.
Ester mumlar1 bazik ortamda sabunlastirilabilir ve kendini olusturan yag alkolii ile yag asidine
ayrigir.
i
H3C~—(CH,),—CHyO0—C—(CH3);—CH;
LN — 2N N i

alkol zinciri yag asidi zinciri

Biyolojik mumlarm, eczacilik, kozmetik ve diger endiistride ¢ok cesitli kullanim
alanlar1 vardwr. Linolein (koyun yiiniinden), bal mumu ve ispermecet yagindan ¢ikarilan

mumlar (balinalardan) losyon, merhem ve cila liretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir.

6.6. STEROIDLER VE TERPENLER

Hiicrelerin sicak alkali ortamda sabunlagsmayan lipidleri steroidler ve terpenlerdir. Bu
bilesikler farkli olmalarina karsin hepsi de bes karbonlu izopren tiirevleridirler.

Steroidler, ii¢ siklohekzan halkasinin fenantren diizeninde kondenzasyonu sonucu
olusan siklopentanoperhidrofenantren tiirevidirler (Sekil 6.5). Dogal steroidler i¢inde en

onemlileri; safra asitleri, cinsiyet hormonlari, adrenal korteks hormonlar1 ve sterollerdir.

18

Sekil 6.5. Siklopentanoperhidrofenantren halkasi.

Safra asitleri i¢inde, insan safrasinda en bol bulunani kolik asittir (Sekil 6.6).
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CHj

CH—CH,—CH,——COOH

Sekil 6.6. Kolik asit.

Safra asitleri suda kolayca ¢oziinebildikleri gibi, diger lipidleri emiilsiyon haline
getirerek ince bagirsaklarda sindirilmelerini kolaylastirirlar.
Erkek ve disi cinsiyet hormonlarmin her ikisi de steroid yapisindadir. Bunlardan erkek

cinsiyet hormonu olan testosteron testiste sentezlenir (Sekil 6.7).

OH

Sekil 6.7. Testosteron.

iki tip disi cinsiyet hormonu vardir. Ostrojenler ve progesteron. Ug cesit Ostrojen
hormonu tespit edilmistir. Bunlar 6stron, ostradiol ve dstrioldiir (Sekil 6.8). Bunlarin ii¢ii de
yumurtalikta sentezlenir ve A halkalar1 fenolik 6zelliktedir. Progesteron ise uterus mukozasini
gebelige hazirlayan ve gebelik olustugunda devamini saglayan hormondur. Progesteronda 17.

karbon pozisyonunda bir yan zincir bulunur.

CHj3
OH

HO HO O

(2) (b) (©)

Sekil 6.8. Ostrojen hormonlar1. (a) Ostron, (b) dstradiol ve (c) progesteron.
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Adrenal korteksten hormon aktivitesine sahip bir¢ok steroidler izole edilmistir. Bunlar
etkilerine gore iki smifa ayrilmiglardir. 1) Karbohidrat metabolizmasi {izerinde etkili olanlar
(Kortizon ve kortizol), 2) Mineral metabolizmasi lizerinde etkili olanlar (Aldosteron) (Sekil

6.9).

(a) (b)
Sekil 6.9. Adrenal korteks hormonlari. (a) Kortizon, (b) aldosteron.

Buraya kadar saydigimiz steroidler canlilarda ¢ok az miktarda bulunurlar. Fakat
steroidlerin bir grubu olan steroller canlilarda olduk¢a bol miktarda bulunmaktadir.
Sterollerde 3 nolu karbonda bir alkolik hidroksil grubu ve 17 nolu karbonda ise 8 veya daha
fazla sayida karbondan olusan dallanmis bir alifatik zincir vardir. Steroller ya serbest alkoller
ya da C-3 hidroksil grubunun uzun zincirli yag asitleriyle olusturdugu esterler halinde
bulunurlar. Kolesterol hayvan dokularinda hem serbest hem de birlesik halde en bol bulunan
steroldiir (Sekil 6.10). Hayvan hiicre membranlarinda ¢ok, mitokondri ve endoplazmik
retikulum membranlarinda ise az miktarlarda kolesterol mevcuttur. Yiin yaginda bulunan
lanosterol ise, kolesterol biyosentezinde dnemli bir ara bilesiktir. Bitki hiicrelerinde kolesterol

yoktur ve fitosteroller ad1 verilen bir grup sterolleri icerirler.

21 20 22 24 26

Sekil 6.10. Kolesterol yapisi

184



27 karbonlu kolesteroliin 6zellikleri;

1.
2.
3.

Hemen hemen diizlemsel ve oldukgca katidir.
Bilesik halkalar C-C baglarmnin rotasyonuna izin vermez.
Dokularindaki en 6nemli sterol olan kolesterol, bir polar bas grupla ve acik halka yaklasik 16

karbonlu yag asidi kadar uzun bir apolar hidrokarbon gévdeyle ¢ift yonlidiir.

. Zar yapisinda 6nemli gorevleri vardir.

. Zar yapisindaki gorevlerine ek olarak belirli biyolojik aktiviteleri olan ftriinler igin Onciil

maddelerdir (6rnegin steroid hormonlar1 gen ifadelenmesini diizenleyen etkin biyolojik

sinyallerdir).

. Bagirsakta deterjan gorevi goren safra asitleri oglinlerdeki yaglari emiilsifiye ederek (kiigiik

parcalara aywrarak) sindirici lipazlarm kolayca ulasabilmelerini saglayan polar kolesterol

turevleridir.

. Biyolojik zarlarda kolesteroliin yapisal rolii steroid hormonlarla sinyal iletir.

Sentezlenebilir.

. Lipoproteinlerin yapisini olusturur.

Terpenler:

Terpenlerin temel bilesenleri izoprendir. Monoterpenler, iki izopren birimi igerirler

(limonen, mentol) (Sekil 6.11). Alt1 izopren birimi tagiyan skualen ise hayvan organizmasinda

meydana gelen bir terpen olup, kolesterol biyosentezinde bir ara bilesik(ara iiriin) olarak yer

alir. Steroidlerle terpenlerin yakmlhigi buradan ileri gelir. (Sekil 6.12)

EHS CH3
'-.-' 1
[
. -
HO” Y :
A 4
HsC”~ ™CH
" : HaC” CH,
Mentol Limonen
T N
K . AR —_— -~ P e . L ~
Hzc?f” A2 oH, T T \//\\‘042
1LL TR n

( Z-rrtil-1, 3-a0tadirg
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Sekil 6.12. Mentol, limonen, izopren ve skualen

Sekiz izopren birimi igeren terpenlere karoten denmektedir. A-vitamini bir karoten

tiirevidir. Birgok dogal yaglara sar1 renk veren -karoten yapisinda bilesiklerdir.
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7. BOLUM: NUKLEOTIDLER ve NUKLEIK ASITLER

Niikleotidlerin hiicre metabolizmasinda c¢ok farkli, o©nemli gorevleri vardir.
Niikleotidler, niikleik asitlerin bir yap1 tasi olmalarmin yani sira, enerji tasiyicilifi, enzim
kofaktorlerinin bileseni olmak ve kimyasal habercilik gibi islevlere de sahiptirler.
Niikleotidlerin gorevlerinin siiphesizki en 6nemlisi genetik bilginin korunmasi ve tagmmasi
gorevini listlenen deoksiriboniikleik asit (DNA) ve riboniikleik asit (RNA) gibi zincir
seklindeki niikleik asitlerin yapi taglart olmalaridir. Her proteinin ve sonucunda her
biyomolekiil ve hiicre bileseninin yapisi, hiicrenin niikleik asitinin niikleotit dizisinde
programlanmig olan bilginin {iriintidiir. Genetik bilginin bir gen’den digerine gecisi ve depo
edilme yetenegi yasam i¢in dnemlidir. Gen kalitimin en kii¢iik birimidir. Gen, bir proteinin
sentezi i¢in gerekli kalitsal bilgiyi tastyan DNA parcasidir.

Kalitsal 6zelliklerin sonraki kusaklara bagimsiz birimler seklinde aktarildig: fikri ilk
defa 1865 yilinda Gregor Mendel tarafindan ileri siiriilmiistiir. Mendel zamaninda gen
kavrami gelismedigi i¢in kalitim faktorlerinden s6z edilmistir.

Hayatin sirr1i, DNA yapisinda yer alan dort bazin (adenin, guanin, timin ve sitozin)
ve bu bazlarin niikleotidlerinin (dAAMP, dGMP, dTMP ve dCMP) milyonlarca degisik
dizilisinin belirli bir anlam ifade edisinde gizlidir.

DNA, polipeptid (protein) zincirinde yer alan 20 aminoasitin degisik dizilisini
denetleyerek cok farkli fonksiyonlara sahip proteinlerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.
Bir tek kromozoma sahip olan E. coli hiicresinin DNA’s1 yaklasik 4.600.000 baz ciftine
sahiptir. Bu bazlarin yan yana yazilmasi ise 740 sayfa tutmaktadir. Ortalama olarak bir baz
cifti 600 dalton kadardir. E. coli kromozomu (1 DNA= 1 kromozom) 4.6 milyon baz ¢iftinin
dogrusal bi¢imdeki uzunlugu 1.7 mm yani E. coli hiicre uzunlugunun (2 pm) 850 katidur.

Okaryotik hiicreler, prokaryotik hiicrelere nazaran daha biiyiik ve pek ¢ok DNA
molekiiliine sahiptirler. Okaryotik hiicrelerin DNA’lar1 proteinlerle birleserek kromatin
iplikciklerini olusturmus ve iki katl niikleus membrani ile sarilmstir.

Bir insan hiicresi 46 (23 ¢ift) kromozoma sahiptir. Bu 46 kromozomun kapsaminda
bulunan DNA zincirlerinin bazlar1 yan yana yazilacak olursa 820.000 sayfa tutmaktadir. Insan
hiicre DNA’s1 2.9 x 10° baz ciftine sahiptir. Bir insan hiicresinin toplam DNA molekiilii diiz
bir iplik haline getirilirse boyu 2 m’ yi bulmaktadir. Bir insan viicudunda ortalama 100 trilyon
(10'*) hiicre bulunur. Bu kadar hiicrenin toplam DNA molekiilleri ug uca eklenecek olursa

200 milyar km bir uzunluk meydana gelecektir. Bu uzunluk diinyanin ¢evresi (40.000 km) ya
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da diinya ile giines arasindaki uzaklikla (1,5 x 10° km) karsilastirilinca hiicrelerimizdeki
olaganiistii DNA paketlemesi ortaya ¢ikmaktadir.

Su halde bir tek hiicrenin hafizasindaki genetik bilgi, mevcut bilgisayarlarla mukayese
edilemeyecek derecede daha yiiksek ve daha karmagiktir. Bu kadar muazzam kapasiteye sahip
genetik bilginin yerinde ve zamaninda transkripsiyon (yazimi) ve genlerin regiilasyonu
(diizenlenmesi) i¢cin ayrica programlanmasi gerekmektedir. Hiicrenin bu kadar Onemli
molekiilii olan DNA’nim genetik materyal oldugunun anlasilmasi uzun yillar almstir.

Kalitimm kromozomlara bagl olarak tagindigina ¢ok onceki yillarda inanilmistir. Goz
ve sa¢ rengi gibi Ozelliklerin ana babadan ¢ocuklara gectigi dikkatleri ¢ekmistir. Bununla
beraber kalitimi tasiyan molekiiliin kimyasal temeli 20. ylizyila kadar anlasilamamastir.

1860 yilinda sperm ve yumurtanm kalitimda rol oynadigi anlasilmis ve 1868 yilinda
spermde bulunan kalitim materyalin biiyiik kisminin ¢ekirdekte oldugu goriilmiis ve
cekirdegin kalitimda onemli rol oynadigi anlagilmistir. Sperm ve yumurta hiicrelerinde
kromozom sayisinin (gonadlarda mayoz bdliinme ile) yariya indigi (n kromozomlu haploid)
gozlenmistir.

1903 yilinda kalitimi saglayan faktorlerin yani genlerin fiziksel birimler halinde
kromozomlar iizerinde bulunmasi gerektigi bir hipotez olarak ileri siiriilmiis ve genlerin
kromozomlarda oldugu agikca ortaya konmustur. Bir tek kromozom binlerce gen tasiyabilir.

Okaryotik hiicrelerin genetik materyalinin kromozom ad1 verilen daha kiigiik birimlere
dagildig1 gosterilmistir. Her organizmadaki kromozom sayist o canliya has bir durumda

ortaya ¢ikar (Tablo 7.1).

Tablo 7.1. Cesitli tiirlerin normal kromozom sayilari.

Organizmalar Kromozom Sayisi
Bakteri 1
Meyve sinegi (Drosophila) 8
Kurbaga 26
Bal aris1 (disi) 32
Kedi 38
Fare 40
Rehesus maymunu 42
Tavsan 44
Insan 46
Sempanze 48
Tavuk 78
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Bir canlinin biyolojik bakimdan daha gelismis bir grupta bulunmasi ile kromozom
sayist arasinda herhangi bir iliski yoktur.

Bir okaryotik hiicrenin her bir kromozomu, E. coli hiicresindekinden 4-100 kat daha
biiyiiktiir ve bir tek c¢ift sarmal DNA igermektedir. Ornegin, insandaki daha kiiciik
kromozomlardan birinin DNA’s1 E. coli’ ninkinden neredeyse 15 kat daha uzundur ve
yaklasik 30 mm uzunluga sahiptir. Insanm 24 farkli tip (22 XX es cift ve X, Y esey
kromozomlar1) kromozomundaki DNA molekiillerinin uzunlugu, 25 katin iizerinde bir
degisim gostermektedir. Okaryotlardaki her bir tip kromozom karakteristik bir gen grubu
tasimaktadir. Ornegin insanda diploid kromozom sayis1 olan 2n= 46 (23 ¢ift) kromozomun 44
tanesi yani 22 cifti otozomlardir. Geri kalan bir c¢ift genozom (esey kromozomu) olarak
kadinlarda iki tane X kromozomu (44 XX + XX yani 9=22 ¢ift XX+XX), erkeklerde ise bir
X ve bir Y kromozomu (44 XX + XY yani 3=22 ¢ift XX+XY) bulunur.

DNA’ nin genetik bilgiyi tasiyan molekiil olduguna iliskin dogrudan kanitlar 1944
yilinda yapilan deneylerden elde edilmistir. DNA molekiiliinde bulunan bir takim 6zellikler
DNA’ nin genetik materyal oldugunu desteklemektedir.

1. Bir organizmanin hiicrelerindeki DNA miktar1 inanilmayacak derecede sabittir.
DNA miktar1 beslenme, ¢evre kosullar1 ve metabolik olaylara gore azalip cogalmaz. Boyle bir
ozellik genetik bilgiyi tastyan molekiilde aranan 6nemli bir 6zelliktir. Ciinkii bir canlmnin
biitiin hiicreleri ayn1 genetik bilgiyi tasir. Ayrica bir canlida veya hiicrede bulunan DNA
miktari, canlmin yaptig1 islerin ¢oklugu ve karmasikhig1 ile orantilidir. Ornegin bir bakteri
hiicresi 0,01 pg DNA, bir memeli hiicresi ise 6 pg DNA (yani 600 kat) igermektedir. Bakteri
hiicre agirliginin % 1’ini olusturan tek bir DNA molekiilii (1 kromozom) vardir.

2. Bir organizmanm diploid hiicresinde her kromozom ¢ift olarak (2n) bulunur.
Diploid (bir ¢ift es kromozom igeren) Okaryot hiicrelerde yaklasik tiim DNA hiicre
cekirdegindedir. Histon smifi bazik proteinlerle bagli olarak kromozomlar arasinda
paylasilmistir (niikleozom).

Haploid hiicrede ise kromozom sayisi yartya (n) inmistir. Sperm ve yumurta
hiicresinde (esey hiicreleri) mayoz boliinme ile n kromozomlu DNA iplikleri olusur. n
kromozom sperm ve n kromozom yumurtadan olmak tlizere 2n kromozomlu bir déllenmis
yumurta (zigot) olusur. O halde genetik materyal kromozomlarda tasinmakta, kromozom
sayist yartya indigi zaman DNA miktar1 da yariya inmektedir.

Okaryotik hiicreler prokaryotlardan daha fazla DNA igerir. Meyve sinegi
(Drosophila)’ nin hiicreleri E. coli hiicrelerinden yaklagik 25 kat daha fazla DNA igerir. insan
hiicreleri ve diger pek cok memeli hiicresi E. coli’ nin yaklasik 600 kati1 kadar DNA’ya
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sahiptir. Pek ¢ok bitki ve amfibi hiicreleri (hem karada hem de suda yasayan) cok daha fazla
DNA icermektedir. Okaryotik hiicreler bakteri hiicrelerinden daha fazla DNA igermesine
karsin, bir 6karyotik genomda daha biiyiik oranda kodlanmayan DNA bulunur. E. coli DNA’
sinin  her milimetresinde 2500’tin iizerinde gen bulunurken, insan DNA’ smin her
milimetresinde yaklasik 50 gen vardir. Bu kodlanmayan DNA’ nm c¢ogu, okaryotik
kromozom yapisinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayabilmektedir.

Amfibialar, O0rnegin kurbaga insana gore daha fazla DNA igerir (Tablo 7.2).
Amfibialarda gen ¢esidinden ¢ok, bir genin bir¢ok kopyas1 bulunmaktadir.

Tablo 7.2. Bazi organizma hiicrelerinin ve viriislerin yaklasik DNA miktarlari.

Tiirler Hiicre veya viriis basina Niikleotit cifti sayisi
DNA miktar (pg) (milyon)

Memeliler 6.0 5,5
Amfibialar 7,0 6,5
Stiriingenler 5,0 4,5
Kuslar 2,0 2000
Baliklar 2,0 2000
Yiiksek bitkiler 2,5 2,3
Funguslar 0, 02-0,17 20
Bakteriler 0,002-0,06 2,0
T4 bakteriyofaji 0,00024 0,17

Hassas kromatografik yontemlerle biyolojik bakimdan degisik diizeyde bulunan
tiirlerin DNA’larmin baz bilesimi incelenmistir. DNA’nin yapis1 hakkinda en 6nemli bilgi
1950 yilinda Erwin Chargaft ve arkadaslarinin ¢caligmalari ile elde edilmistir.

Arastirmacilar dort niikleotid bazinm, farkli organizmalarm DNA yapisinda degisik
oranlarda bulundugunu ve bazi baz miktarlarinin birbiriyle yakin iliskili oldugunu

bulmuslardir (Tablo 7.3).

Tablo 7.3. Bazi organizmalarda % mol baz bilesimleri.

Organizmalar % mol Baz Bilesimi Baz Oranlan

A T C G A/T  G/C  Piirin/Primidin
Insan 30,9 294 19,8 19,9 1,05 1,00 1,04
Koyun 29,3 28,3 21,0 21,4 1,03 1,02 1,03
Tavuk 28,8 29,2 21,5 20,5 1,02 0,95 0,97
Bugday filizi 27,3 27,1 22,8 22,77 1,01 1,00 1,00
E. coli 27,7 23,6 25,7 26,0 1,04 1,01 1,03
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Chargaff bir¢ok degisik tiirden toplanan DNA’lardan asagidaki sonuglara ulagmustir.

1. DNA’y1 meydana getiren baz bilesimi genelde tiirden tiire degisiklik gostertir.

2. Ayni tiiriin degisik dokularindan izole edilen DNA’lardaki baz bilesimi aynidir.

3. Bir tiiriin DNA’sindaki baz bilesimi organizmanin yasi, beslenme durumu veya
cevre degisikligi ile degigsmez (devamli aynidir).

4. Tiir dikkate alinmaksizin tiim hiicre DNA’larinda adenozin bazi sayisi, timidin
bazi sayisina (A=T), guanozin bazi sayisi ise sitidin bazi sayisina (G=C) esittir. Bu
esitliklerden piirin bazlarinin sayisinin primidin bazlarinin sayisina esit (A+G = T+C)
oldugu anlagilir. Bu nicel iliskiler zaman zaman Chargaff kurallar olarak anilir ve bir¢ok
arastrmaci tarafindan dogrulanmustir. Ayrica bu kurallar DNA’nin ii¢ boyutlu yapisinin
olusturulmasinda, genetik bilginin sifrelenmesinde ve nesilden nesile aktarilmasinda da rol
oynar.

Birbirine yakin tiirlerden elde edilen DNA’larin baz bilesimleri birbirine yakindir. Bu
ozelliklerden yararlanilarak canlilar sistematik olarak siniflandirilabilir. Bu bilgilerin elde
edilmesinden sonra DNA’nin kalitsal bilgiyi tasiyan molekiil oldugundan kimsenin siiphesi
kalmamistir. DNA’nin bilinen tek islevi genetik bilginin depolanmas1 ve aktarilmasidir.

Bundan sonra dikkatler DNA’ nin yapisinin ortaya ¢ikarilmasimna ¢evrilmistir.

Kalitsal bir bilgiyi tagityan bir molekiiliin ii¢ 6nemli 6zelligi bulunmasi gerekiyordu.

1. Bu molekiil kendini dogru bir sekilde esleyebilmeli ve uzun yillar boyunca
nesilden nesile aktarilan kalitsal bilgi degismeden kalmalidir.

2. Biyolojik degismeye firsat vermek i¢cin bu molekiil kendini eslerken ¢ok nadir de
olsa mutasyona imkan vermelidir.

3. Kalitsal bilgiyi tasiyan bir molekiil hiicrede sentezlenen biitliin proteinlerin
sentezini denetleyebilmelidir.

Daha sonraki yillarda yapilan biitiin ¢caligmalar, DNA molekiiliiniin bu ii¢ 6zelligi
tasidigini ve kalitsal bilgiyi tasiyan molekiil oldugunu ortaya koymustur.

Santral (merkezi) dogma, genetik bilginin DNA’dan RNA’ya ve daha sonra proteine
aktarildigini belirtir (Sekil 7.1). Kavram 1958 yilinda F. Crick tarafindan 6nerilmistir.

Replikasyon

Translasyon .
Y » Protein

DNA

Sekil 7.1. Normal hiicrede genetik bilginin akisi. Noktali ¢izgi bazi tiimor viriislerinin RNA’larmin
icerdigi bilgiden DNA sentezledigini gostermektedir (1970). Cok az kanitin bu goriisii
destekledigi zamanlarda ortaya atilan bu ilke 6nemlidir.
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Genetik bilginin saklanmasi ve aktarilmasinda santral (merkezi) dogma fi¢ siirecle
belirlenir.

1. Kendini esleme (replikasyon): DNA’nin es yavru DNA molekiilleri olusturmak
iizere kendini kopyalamasidir. Bu olay sayesinde hiicre boliinmesi sirasinda yavru hiicrelere
pay edilecek olan kalitsal maddenin miktar1 ve 6zellikleri korunmus olur. Kalitsal maddenin
nesilden nesile degismeden ge¢mesinin temeli DNA molekiillerinin kendilerini esleme
yetenegidir.

2. Yazim (transkripsiyon): DNA’daki genetik bilginin ribozomlara tasinmak {izere
mRNA seklinde yazilmasidir.

3. Cevirme (translasyon): Protein biyosentezi swrasinda 0zgiil aminoasit sirasinin
belirlenmesinde, kalip olarak bir RNA’nin kullanildigi, ribozomlar lizerinde genetik bilginin
okunma siirecidir.

Bir canlinin genetik 6zellikleri, canlinin DNA’smin belli bir boliimiinde degisiklik
yapilarak ya da bir canliya baska bir canli tiirline ait bir gen aktarilarak degistirilebiliyor.
Herhangi bir canliya ayni tiirden baska bir canlidan alinan ve istenen bir 6zelligi tasiyan yeni
bir gen aktarilabilecegi gibi farkl tiirlerden canlilarin genleri de birbirine aktarilabiliyor.

Degisik kaynaklardan elde edilen DNA iplikgiklerinin birbiriyle esleserek
melezlesmesi molekiiler genetigin temelini teskil eder. Ozgiil genlerin tanmmasi ve
saflagtirilmasinda bu melezlesme teknikleri giivenilirdir. Bir cinayetten sonra tek bir sag
telinden kisinin taninmasi ve belirtileri ortaya ¢ikmadan onlarca yil 6nce hastaliklarin tahmini

gerceklesebilir.

7.1.NUKLEIK ASITLERIN YAPISAL UNITELERIi VE
MAKROMOLEKUL YAPISI

Niikleik asitler kalitsal bilgiyi tasimakla kalmayip, bu bilgiyi protein sentezine de
aktarmaktan sorumludurlar. Bir polipeptidin sentezinden sorumlu DNA parcasina gen adi
verilmektedir. Temelde proteinler i¢in asil sifreyi DNA molekiilleri tasimaktadir. DNA’nin
protein sentezini denetleyebilmesi i¢in diger birkag niikleik asit ¢esidinin varligi gereklidir.

Niikleik asitler iki gruba ayrilir.

1. Deoksiriboniikleik asitler (DNA)

2. Riboniikleik asitler (RNA)

Her iki niikleik asit de niikleotidlerin polimerize olmasi ile meydana gelmektedir.

Makromolekiiler yapida seker ve fosfat {niteleri fosfodiester bagi ile birbirine

baglanarak molekiilin ana omurgasini olusturmakta, bazlar ise iki omurgayi bir arada
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tutmaktadir. Niikleik asitler bir¢ok yapisal iinitenin bir diizen dahilinde bir araya gelmesi ile

ortaya ¢ikmustir.
Niikleik asitler hidrolizleri sonucunda, niikleotid birimlerine yikilirlar ve hidroliz

stirdiirtilecek olursa da alt birimlere yikilirlar (Tablo 7.4).

Tablo 7.4. DNA ve RNA’nin yikim {iriinleri.

Bilesen RNA DNA

Asit Fosforik asit ~ Fosforik asit

Seker B—D-riboz B—D—2-deoksiriboz
Bazlar Adenin (A) Adenin (A)

Guanin (G) Guanin (G)
Sitozin (C) Sitozin (C)
Urasil (U) Timin (T)

Niikleik asitlerin yapisini olusturan {initeler sunlardir:
a) Sekerler  b) Piirin ve Primidin bazlar1 ¢) Niikleosidler d) Niikleotidler

Simdi bu yapisal birimleri sirastyla inceleyelim.

7.1.1. Sekerler
Sekerler, niikleik asitlerin ana omurgasi boyunca yer alan tinitelerdir. RNA yapisinda

B—D-riboz seker; DNA yapisinda ise f—D—2—deoksiriboz seker yer almaktadir.

B—D-riboz B—2-Deoksi-D-riboz

Niikleik asitlerin yapisinda bulunan sekerler 3'-OH ve 5'-fosfat gruplari ile reaksiyona

girmektedir. Bazlar ise sekerlerin 1 nolu karbonuna baglanmaktadir.

7.1.2. Piirin ve Primidin Bazlarn

Niikleik asitlerin yapisinda bulunan bazlar baslica iki gruba ayrilmaktadir. Her ikisi de

aromatik karakterdedir.

193



Piirinler

NH, 0
7 7
N 1 N 1 N
N \ \ N \5 \ H—N 6 3 \
k ‘ y 8 8
/ 2 HoN \
N h N o 2Ny N9
H 3 H 3 H
Piirin Adenin (A) Guanin (G)
Primidinler
0 O MH-
! g e
r~4| Sy -ty 4 R?‘|L|? —H oHong K:“|u: —CH N K?:|c —H
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Primidinlerden timin ve sitozin DNA yapisinda, urasil ve sitozin RNA yapisinda yer
almaktadir. Piirin ve primidin bazlar1 serbest halde iken suda pek ¢dzlinmezler. Burada
saydigimizin diginda ¢ok sayida piirin ve primidin tiirevleri vardwr. Nadir bazlar olarak
adlandirilan bu bazlardan piirin tiirevleri olan ksantin, hipoksantin, iirik asit niikleik asitlerin

yapisinda az da olsa yer alirlar.

T T 10
| N | N |

Hipoksantin Ksantin Urik asit

Niikleik asitlerin piirin ve primidin bazlar1 260-280 nm’de UV 15181 kuvvetle

absorblarlar. Bundan faydalanilarak serbest bazlarin ve ayni zamanda niikleosit ve
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niikleotidlerin kantitatif analizi yapilabilir. Kromatografik ve elektroforetik metotlarla piirin

ve primidin bazlar1 birbirinden kolayca ayrilabilirler.

7.1.3. Niikleosidler

Piirin ve primidin bazlarmin bir f—D-riboz ve B-D—-2—deoksiriboz sekerinin 1 nolu
karbonuna baglanmast ile niikleositler meydana gelmektedir. [p-D-riboz veya
B—D—-2—deoksiriboz sekerin 1 nolu karbonu, primidinlerin 1 nolu azotuna; piirinlerin ise 9
nolu azotuna baglanmistir. Bu N—glukozit bag: biitiin dogal niikleositlerde B— seklindedir.

Niikleositler igerdikleri pentoz sekerin cinsine gore ikiye ayrilirlar.

1. Riboniikleositler

2. Deoksiriboniikleositler

Niikleositler yapilarindaki baz ve sekere gore isimlendirilir (Tablo 7.5).

Tablo 7.5. Baslica riboniikleositler ve deoksiriboniikleositler.

Baz Riboniikleositler Baz Deoksiriboniikleositler
Adenin (A) Adenozin Adenin (A) Deoksiadenozin
Guanin (G) Guanozin Guanin (G) Deoksiguanozin
Urasil (U) Uridin Timin (T) Deoksitimidin
Sitozin (C) Sitidin Sitozin (C) Deoksisitidin
NH, NH,
7 1 7
1 N
> LD
8 k 8
2
2L\\N//4 VA g//é v
3

OH H OH OH

Adenozin Deoksiadenozin Uridin

Niikleositler, serbest bazlara gore suda daha iyi ¢6ziiniirler. Kromatografik metotlarla

kolayca ayrilabilir ve teshis edilebilirler.
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7.1.4. Niikleotidler

Niikleotidler, niikleositlerin fosfat esterleridir. Pentoz sekerlerin en az bir hidroksil
grubu esterlesmistir. En ¢ok rastlanan esterlesme 5 nolu karbon atomu iizerindedir. Boylece
niikleosit—5'—fosfat veya 5'-niikleotid olusur (Tablo 7.6 ve 7.7). Ustli say1 (5') pentoz
sekerdeki bir karbon atomunu belirtir. Ustsiiz say1 ise piirin veya primidin bazlarinin halka
atomlarmin birisine isaret eder. Pentoz sekerin tiirlii ise niikleotid admna yeni bir takinin
eklenmesi ile belirtilir. Ornegin; 5'-riboniikleotid veya 5'-deoksiriboniikleotid gibi...

Adenozin 5'-hidroksil grubunun esterlesmesi ile adenozin 5-fosfat veya kisaca
adenilat olusur. Bazen adenilik asit ad1 da verilen bu bilesigin fizyolojik sartlarda fosfat
grubunun iyonlasmasi sebebiyle adenilat seklinde isimlendirilmesi uygundur.

Adenilat; AMP seklinde kisaltilmis olarak yazilir ve adenozin monofosfat seklinde
isimlendirilir.

Tablo 7.6. Niikleotid gesitleri.

Baz Riboniikleotid 5'-fosfatlar Baz Deoksiriboniikleotid 5'-fosfatlar

Adenin  Adenilat: Adenozin monofosfat (AMP) Adenin  Deoksiadenilat:Deoksiadenozin monofosfat (1AMP)

Guanin  Guanilat: Guanozin monofosfat (GMP) Guanin  Deoksiguanilat:Deoksiguanozin monofosfat (dGMP)
Urasil Uridilat: Uridin monofosfat (UMP) Timin  Deoksitimidilat: Deoksitimidin monofosfat ({TMP)
Sitozin  Sitidilat: Sitidin monofosfat (CMP) Sitozin  Deoksisitidilat: Deoksisitidin monofosfat (dACMP)

Riboniikleotidler ve deoksiriboniikleotidler bir, iki veya ii¢ fosfat grubuna sahip
olabilirler (Sekil 7.2).

Baz
(@)
| [
HO ||3 o ||3
OH OH
Y B

NTP

Sekil 7.2. Niikleosit fosfatlarin (Niikleotidlerin) yapilar1 ve kisaltilmig isimleri. Riboz sekerinin 2 nolu
karbonunda bulunan —OH yerine —H olursa; deoksiriboniikleotid 5'-mono—, 5'-di— ve 5'—tri—
fosfatlar olusur.
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Tablo 7.7. Ribontkleotidler ve deoksiriboniikleotidler

Riboniikleotidler

Baz 5'-monofosfatlar 5'-difosfatlar 5'—trifosfatlar
Adenin (A) AMP ADP ATP
Guanin (G) GMP GDP GTP
Sitozin (C) CMP CDP CTP
Urasil (U) UMP UDP UTP

Deoksiriboniikleotidler

Baz 5'-monofosfatlar 5'—difosfatlar 5'—trifosfatlar
Adenin (A) dAMP dADP dATP
Guanin (G) dGMP dGDP dGTP
Sitozin (C) dCMP dCDP dCTP
Timin (T) dTMP dTDP dTTP

NH, NH, NH,

dATP
Niikleotid difosfatlar ve trifosfatlar (NDP’ ler ve NTP’ler) kuvvetli asidik 6zellik
gosterirler. 3 ve 4 proton verebilirler. Yapidaki kondanse fosforik asidin ayrigabilen iki

protonunun pK degerleri 1,0 ve 6,2’dir. Bu gruplar hiicre i¢inde yiiksek konsantrasyonda
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bulunan Mg™ ve Ca™ iyonlar1 ile kompleks olustururlar. Sitoplazmada Mg™ vyiksek
konsantrasyonda bulundugundan NDP ve NTP’ ler Mg™ kompleksi halinde bulunurlar. NDP
ve NTP’lerin yapisinda bulunan B— ve y— fosfat gruplar1 spesifik enzimler yardimiyla
kademeli bir sekilde hidrolizlenerek inorganik fosfat (P;) halinde serbest hale gecirilir.

Niikleotidler tiim biyokimyasal siire¢lerde katkilar1 olan bilesiklerdir. Niikleotid
trifosfatlarin (NTP) hiicre i¢inde 6nemli fonksiyonlar: vardir.

a) ATP kimyasal enerjinin merkezi tasiyicis1 ve degisik enzimatik reaksiyonlarda
fosfat, pirofosfat gruplar1 tastyicisi roliinii oynar. Niikleosid trifosfatlarin hidrolizi kimyasal
enerji acgiga ¢ikarr ve birgok biyokimyasal reaksiyonun ylirtimesini saglar. ATP, ADP’ye
doniisiir. Spesifik biyosentez yollarinda kimyasal enerji diger NTP’ ler 6zellikle GTP, UTP ve
CTP tarafindan da tasinmaktadir.

b) NTP ve NDP’lerin ikinci 6nemli fonksiyonlar1 6zel yapitagi molekiillerin enerjice
zengin tastyicilart olmalaridir. Niikleotid tiirevleri pek ¢ok biyosentezlerde aktive olmusg
onciillerdir. Ornegin glikojen biyosentezinde UDP—glukoz, glukozun aktive olmus dnciiliidiir.

¢) NDP ve dNDP’ ler RNA ve DNA sentezinde niikleotid birimlerin enerjice zengin
onciil bilesikleridir. NTP ve dNTP’ler biitiin fonksiyonlar1 swrasinda f— ve y— fosfat
gruplarinin enerjileri yeni kovalent baglarm olusmasinda kullanilir.

d) Adenin niikleotidleri pek ¢ok enzim kofaktériiniin bilesenidir. Ug temel koenzim,
NAD', FAD ve CoA (koenzim A) bilesenleri adenin niikleotidleridir. Bu kofaktérler,
adenozin igerikleri diginda birbirleriyle yapisal olarak bir yakinliga sahip degillerdir.

e) Bazi niikleotidler metabolik diizenleyicidirler. Hiicrelerin c¢evrelerine olan ilgisi
hormon ve diger dis kimyasal sinyallerle verilen baslama isaretiyle saglanir. Bu hiicre disi
kimyasal sinyallerin (birinci haberciler) hiicre yiizeyindeki algilayicilarla etkilesimi, hiicre
icinde ikinci habercilerin olusumunu saglar ve bunlar da hiicre i¢i uyum degisikliklerini
gerceklestirir. Bu ikinci haberciler genellikle niikleotidlerdir. Birg¢ok hormonun etki
mekanizmasinda anahtar role sahip iki niikleotid bilinmektedir. Bunlar siklik adenozin-3',5'-
fosfat (cAMP) ve siklik guanozin—-3',5'-fosfat (cGMP)’dir. cAMP glikojen sentez ve
yikimmin uyumlu denetiminde gorev alir. Bunlarin en yaygin olanlarindan biri siklik AMP
(cAMP) olup adenilat siklazin katalizledigi reaksiyon ile ATP’den olusur. Adenilat siklaz
plazma membraninin i¢ ylizeyinde bulunmaktadir. Siklik AMP bitkiler disinda hemen her

hiicrede diizenleyici isleve sahiptir.
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cAMP

7.2. POLINUKLEOTIDLER-NUKLEIK ASITLER

DNA’nm kalitimi tasiyan molekiil oldugunu RNA’larin ise DNA’nin tasidigi genetik
bilgiyi proteinlere aktarmada aracilik gorevi yaptigini daha dnce agikladik. DNA ve RNA’nin
yap1 taslarini basitten komplekse dogru inceledik.

DNA ve RNA molekiilleri genel yapt bakimindan birbirinin benzeridirler. Ancak
DNA ve RNA’nin bir takim farkli o6zellikleri vardir. Bu farkli o6zellikleri su sekilde
stralayabiliriz:

1. DNA yapisinda B-D-2-deoksiriboz, RNA’ nin yapisinda B-D-riboz sekeri
bulunur.

2. DNA’nm yapisinda adenin, timin, sitozin ve guanin bazlar1 bulunur. RNA da ise
adenin, urasil, sitozin ve guanin bazlar1 bulunur. DNA’daki timin yerine RNA’da urasil bazi
girmektedir.

3. DNA hemen hemen her zaman ¢ift sarmal yapida bulunur. Sadece baz1 viriislerde
tek zincir (sarmal) yapidadir. RNA’lar hemen hemen her zaman tek zincir halinde bulunur.
Sadece tRNA’da kismi ¢ift sarmal yap1 gozlenir.

4. DNA’nm bilinen tek islevi kalitsal bilgiyi tasimasi ve aktarmasidir. RNA’lar ¢ogu
zaman yapisal gorev yapmakta veya protein sentezinde genetik bilginin DNA’dan proteine
aktarilmasida araci rolii oynamakta (santral dogma), ancak nadiren bazi viriislerde kalitsal
bilgiyi tagiyan molekiildiir.

5. DNA’larda adenin sayisi timine, guanin sayisi sitozine esittir (A=T —T=A /

G=C+—C=G). RNA’daki bazlar arasinda boyle bir oran s6z konusu degildir.
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7.2.1. Niikleik Asitlerin Yapisi
Deoksiriboniikleotidlerin polimerize olmasi ile DNA ve riboniikleotidlerin polimerize

olmasi ile de RNA meydana gelmektedir.

dATP
dTTP DNA polimeraz,Mg™ o
DNA kalib1 » DNA polimeri + PP;
dGTP
dCTP

Bir niikleotiddeki sekerin 5'-karbonuna bagli fosfat grubunun hidroksili ile diger
niikleotiddeki sekerin 3'-hidroksil grubu arasinda bir fosfodiester bagi olusur. Boylece bir
seker ve fosfat grubunun ardarda devam etmesi ile niikleik asitlerin ana omurgas1 meydana
gelmektedir. Bir seker ve bir baz farkliligi disinda DNA ve RNA molekiillerinin pek cok
ozellikleri birbirine benzemektedir (Sekil 7.3).
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Sekil 7.3. DNA ve RNA’nin kovalent yapidaki omurgasinda bulunan fosfodiester baglantilari.
Fosfodiester baglar1 birbirini izleyen niikleotid birimlerini birbirine baglar (DNA
molekiiliinde koyu renkli kutu i¢inde gosterilen). Her iki niikleik asidin de omurgasindaki
alternatif pentoz ve fosfat gruplar1 yiiksek oranda polardir. Makromolekiiliin 5'-ucunda 5'-
niikleotidi; 3'-ucunda da 3'-niikleotidi bulunmaktadir.

Niikleik asitlerin zincirlerinde 5'- ve 3'- uglar1 bulunur. Bu zincirlerin baz dizilisini
verirken 5' — 3' yonii kullanilir.
DNA molekiillerinin niikleotid monomer sayilar1 ve dizilisleri canli tiirline gore

farklilik gosterir. Biitiin DNA ¢esitlerinde bulunan adenin, guanin, timin ve sitozin bazlarinin
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yaninda; baz1 DNA molekiilleri bu bazlarin metil tiirevlerini de ihtiva etmektedir. Bu metil
tiirevleri DNA sentezledikten sonra olusur.

DNA molekiilleri, komplementer (tamamlayici) cift sarmal seklinde diizenlenmis iki
zincir halindedir (Sekil 7.4. ve Sekil 7.6.). Prokaryotik hiicreler bir tek ¢ift sarmal DNA’dan
olusan bir kromozom tagirlar. Okaryotik hiicreler ise ¢ok sayida kromozoma sahiptir; bir
kromozom bir DNA molekiilii demektir.

Okaryotik hiicrelerde DNA molekiillerinin tamamma yakini hiicre ¢ekirdeginde yer

alir ve bazik 6zellikteki histon proteinleri ile kompleks yapmis haldedir.

7.2.2. Watson-Crick DNA Modeli

Rozalind Franklin ve Maurice Wilkins’in DNA Orneklerinden elde ettikleri X-151mn1
kirmim fotograflart DNA’nin yapisinin sarmal yapi oldugunu ortaya koymustur. Ayrica
Erwin Chargaff ve arkadaslarmin 1950’lerde ortaya koydugu bir gercek olan DNA’daki
adeninin timine ve guaninin sitozine esit oldugu da biliniyordu. Fakat DNA’nin biitiin
ozelliklerini igeren bir model ortaya atilmig degildi.

Nihayet 1953 yilinda James Watson ve Francis Crick, X—ism1 goriintiilerini ve
karakteristik baz ¢ifti 6zelliklerini dikkatte alarak DNA’nin {i¢ boyutlu yapisina ait bir model
onerdiler. Bu DNA’ nin ayn1 zamanda sekonder yapisidir (Sekil 7.4).

Cift sarmaldan meydana gelen DNA’nin bir eksen etrafinda sag el ¢ift sarmal meydana
getirdigini anladilar (Sekil 7.5). Bugiin B-DNA olarak bilinen ve DNA ¢ift sarmalin hiicre
icinde c¢ogunlukla sahip oldugu yapiya ait bu modelin Onemli Ozelliklerini sdyle
stralayabiliriz.

1. Iki antiparalel poliniikleotid zinciri ortak bir eksen etrafinda sag el yoniinde cift
sarmal meydana getirir. DNA’nin iki zinciri birbirlerinin tamamlayicis1 (komplementeri) ve
antiparaleldir (Sekil 7.6). Iki sarmalm birbiriyle iliskisi, bazlar arasmdaki hidrojen baglari ile
olmaktadir.

2. Piirin ve primidin bazlar1 sarmalin i¢ tarafinda yer alirken, fosfat ve deoksiriboz
birimleri dis tarafta kendilerini saran su molekiillerine doniiktiir.

3. Sarmalin ¢ap1 20 A dur. Komsu bazlarin sarmal ekseni boyunca aralarindaki
mesafe 3.4 A° olup; 36°’lik bir donme yapmuslardir. Béylece sarmal yapi 10 bazda bir tekrar
edilirken tam bir doniis 34 A°’dur. Sulu ¢dzeltilerde bu yap1 ¢ok az farklilik gdsterip, bir tam
dontis icinde 10.5 baz ¢ifti bulunur (Sekil 7.5).
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4. Iki zincir baz ciftleri arasindaki hidrojen baglar1 ile bir arada tutulur. Adenin

daima timinle, guanin de sitozinle eslesir. Ancak belirli baz ¢iftleri 20 A° ¢apindaki sarmalin
icine sigabilir. Kars1 karsiya duran bazlarin biri piirin ise digeri mutlaka primidin olmalidir.
5. Bir poliniikleotid zinciri boyunca bazlarin swralanist  hicbir  sekilde

sinirlanmamistir. Bazlarin siralanigi genetik bilgiyi tasir.
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Sekil 7.4. Watson ve Crick tarafindan 6nerilen baz ciftlerine ait hidrojen bagi. Hidrojen bag1 yapilar
diger gosterimlerde oldugu gibi ¢izgilerle gosterilmistir. DNA sarmali igin doner merdiven
iyi bir Ornektir. Doner merdivenin iki yanindaki trabzanlar1 seker ve fosfat gruplari,
basamaklar1 da bazlar olarak diisiinebiliriz. Bu déner merdiven her on basamakta bir devir

(donlim) yapmaktadir.
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(a)

Sekil 7.5. DNA yapisi igin Watson—Crick modeli. Watson ve Crick’in orjinal modellerinde, ¢ift
sarmalin tam bir déniisii i¢in 10 baz ¢ifti veya 34 A° (3.4 nm) Onermislerdir. Izleyen
ol¢timler bu sayilarin tam bir doniis i¢in 10.5 veya 36 A° (3.6 nm) oldugunu gostermistir.
(a) Cift sarmalin boyutlariin sematik gdsterimi. (b) Omurgay1 ve yigilmis bazlar1 gosteren
cubuk yapisi. (¢) Bosluk doldurma modeli.

DNA cift sarmalin en 6nemli 6zelligi baz ¢iftlerinin spesifikligidir. DNA ¢ift sarmali
baslica iki kuvvet bir arada tutmaktadir. Birincisi komplementer olan bazlar arasindaki

hidrojen baglari, ikincisi ise sarmalin i¢cinde kalan korunmus bdlge ile sarmalin disinda ve

STV

-o:?{?_ ‘

-,

o0

oldukea polar 6zellikteki kisim arasindaki hidrofobik etkilesimdir.

Cift sarmalin omurgasmi teskil eden kisimda bulunan fosfat gruplar1 pH=7,0" de

negatif yiikliidiir. Bu nedenle nétral pH’ da DNA molekiilii kuvvetli asidiktir.

Watson ve Crick’in 6nerdigi DNA yapist B-DNA olarak tanimlanir. DNA molekiilleri
icinde B-DNA en kararli yap1 olup, DNA’ nin herhangi bir 6zelliginin agiklanmasinda

referans olusturur (Sekil 7.7).
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Sekil 7.6. DNA c¢ift sarmalin tamamlayici iplikgikleri. Cift sarmalin
birbirini timleyen antiparalel iplik¢ikleri Watson ve Crick’ in dnerdigi
baz eslesmesini gergeklestirir. Baz eslesmesi gerceklesmis antiparalel
iplik¢ikler baz igerigi agisindan birbirinden farkli bilesime sahiptir.
Soldaki iplikgikte A3;T,G,C; bilesimi varken, sagdaki iplikgikte
A,T3G;C; bilesimi bulunur. Her bir iplik¢ik ig¢in siralama 5'—3'
yoniinde incelendiginde dizilim farklidir. Cift sarmal yapidaki A=T ve
G=C kural1 dikkat ¢ekicidir.

A FORMDAKI! B FORMDAKI
DNA DNA

Z sekli
a b

Sekil 7.7. (a) DNA’ nin A, B ve Z sekillerinin karsilastirilmasi. (b) A ve B formlarindaki DNA’larin
yapilar1 arasidaki fark sematik olarak gosterilmektedir. DNA’ larin ¢ift sarmali seker ve
fosfatin birbirine baglanmasi ile meydana gelmektedir. Iki sarmal arasindaki ¢izgiler ise baz
ciftlerini ifade etmektedir.

DNA’nim degisik karakter gosteren A ve Z sekilleri kristal yap1 i¢cinde oldukca ayrintili
aciklanmis olup, Ozellikleri Tablo 7.8’de Ozetlenmistir. Degisik c¢ozelti yapilari iginde A
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formu nispeten az su iceren cozeltilerde olusmasi desteklenen seklidir. A-DNA sag el
dontslii ¢ift sarmal olup, bir sarmal doniistindeki baz ¢ifti sayis1 B-formundaki ~10 (10,5)
yerine 11, genigligi ise daha fazladir. Baz ¢iftlerinin diizlemi sarmal eksenine gore 20°
egilmistir. DNA’y1 kristallendiren bir¢ok ajanlar bu islemi DNA’ y1 dehidrate ederek (suyu
uzaklastirarak) yapar ve sonugta bircok kisa DNA molekiilii A—formunda kristallenir.
Z—sekilli DNA (Z-DNA) B—yapis1 (B-DNA)’ ndan daha ¢ok ayriliklar gosterir, en
belirgin farkhilik sol el doniisiimlii sarmal olmasidir. Bir sarmal doniisiinde 12 baz cifti
bulunur ve yap1 daha ince, uzamis ve zig—zag bir goriinime kavugsmustur. Belli niikleotid
dizileri sol el doniistimlii Z—sarmal yapis1 i¢ine digerlerinden daha ¢ok girer. En goze ¢arpan
ornek piirin ve primidinin birbirini birer atlayarak izleyen dizilimidir ve 6zellikle de C ve G
veya 5—metil C ve G kalmtilar1 degisir. Ornegin ...GCGCGC... bazlarin1 igeren yapay ¢ift
sarmal DNA sol el sarmal yap1 gostermektedir, buna Z-DNA denir. Daha sonra sentezlenen
dort baz1 iceren DNA’nm diisiik tuz konsantrasyonunda B-DNA oldugu goriilmiistiir. Z—

DNA yiiksek tuz konsantrasyonunda formunu korur.

Tablo 7.8. DNA’nin A, B ve Z sekillerinin karsilastiriimasi

DNA’ nin ézellikleri DNA

A sekli B sekli Z sekli
Sarmal yap1 Sag el Sag el Sol el
Cap ~26 A ~20 A ~18 A
Her bir sarmal i¢in baz sayis1 11 ~10 (10,5) 12
Her bir baz ¢ifti icin sarmalm yiikselisi 2,6 A 34A 3,7A
Sarmalin eksenine gore baz agisi 20° 6° 7°

A-DNA’nin hiicre i¢inde bulunusu kesinlik kazanmis degilken, kisa Z-DNA’ lara
hem prokaryotik hem de dkaryotik hiicreler i¢inde rastlanabilir. Z-DNA’lar heniiz tam olarak
tanimlanmamis olsa da, gen rekombinasyonunda ve ifadelenmesinde Onemli gorevler
yiiklenebilir.

Bir 6karyotik canlinin biitiin hiicrelerindeki DNA’lar aynidir ve hiicre niikleusunda yer
alir. DNA’lar histon adi verilen bazik proteinlerle kompleks yapmis ve farkli sayida
kromozomlar arasinda bolinmiis halde bulunurlar. Ayrica mitokondrilerde ve bitki
kloroplastlarinda da bakterilerdekine benzer DNA molekiilleri bulunur.

Ister prokaryotlarda ister dkaryotlarda olsun, biitiin DNA molekiillerinin en énemli

ortak 6zellikleri ¢ok biiylik olmalaridir.
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Okaryotik hiicreler, tiirden tiire farklilik gdsteren sayida, bircok kromozom ihtiva eder
ve her bir kromozom da bir tane ¢ok biiylik DNA molekiiliinden ibarettir. Tek bir memeli
hiicresindeki DNA’larmn toplam uzunlugu 2 m’ den fazla olup, baz ciftlerinin sayis1 E.coli’
nin yaklagik 1000 katidir. Bu boyuttaki bir molekiiliin mikroskobik boyutlardaki hiicrenin
icine yerlesmesi ileri seviyede bir diizenli sikistirma ve katlanmanm sonucudur. Okaryotik
DNA yapilanmasmin temel birimleri niikkleozomlardir. Niikleozomlar, kromozomdaki DNA
molekiiliiniin histon adi verilen bazik proteinlerle olusturdugu komplekslerdir (Sekil 7.8).

Okaryotik DNA, histonlarin diginda transkripsiyon ve replikasyon enzimleri, transkripsiyon

faktorleri ve hormon reseptorleri gibi fonksiyonel proteinlerle de birlesmis halde olabilir.

., ‘”n\“m}(mbdm - DNA cift sarmah

o Histon -

Sekil 7.8. Kromozomlar mikroskobik sekilde mitoz sirasinda goriiliir. Burada bir insan diploit
hiicresinde (somatik) 46 kromozomdan birinin elektron mikrografi goriilmektedir. Her
mitotik kromozom, her biri sikica sarili kromatin liflerinden olusan iki kromatitten
meydana gelir. Her kromatin iplik¢igi ise, DNA molekiiliiniin histon proteinlerinin
cevresini sararak bir dizi niikleozomlarin meydana getirildigi bir paketlenmenin sonucudur.

Boliinmeyen okaryotik hiicrelerde kromatin denilen kromozom materyali, sekilsiz ve
cekirdegin her tarafina rastgele dagilmis olarak goézlenir. Hiicreler boliinmeye hazirlanirken,

kromatin yogunlasir ve tiire 6zgii sayida iyice belirginlesmis kromozomlara doniistir.
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Kromatin, ¢cok az miktarda RNA ile birlikte, yaklasik esit agirlikta protein ve DNA
iceren ipliklerden olusur. Kromatindeki DNA, histon denilen proteinlerle ¢ok siki baglanarak
niikleozom denilen yapisal birimlere paketlenmis ve dizilmistir (Sekil 7.8). Kromatinde,
bazilar1 &zgiil genleri diizenleyen, histon olmayan pek ¢ok proteinde bulunur. Okaryotik
kromozom DNA'’s1 niikleozomlarin olusumuyla baslayarak en sonunda, 151k mikroskobunda

goriilen yogunlagmis kromozomu olusturmak i¢in daha ileri diizenlenmis yapilara paketlenir.

7.3. NUKLEIK ASIT KIMYASI
Niikleik asitlerin islevini anlamak i¢in bunlarin yapilari kadar kimyasal 6zelliklerini de
bilmeliyiz. DNA’nin genetik bilgiyi depolama ve tasima gorevi kismen kalitsal kararliligina

baghdir. DNA’nm kimyasal degisimi enzimlerin yoklugunda oldukca yavastir.

7.3.1. DNA Molekiillerinin Sulu Cézeltilerdeki Ozellikleri

DNA molekiillerinin sulu ¢d6zeltileri, kendilerine has bir takim o6zellikler
gostermektedir.

1. Asit-Baz Ozellikleri: Komsu niikleotidler arasindaki fosfodiester bagi fosfat
gruplarmin pKa degerleri oldukea kiiciiktiir. Bu nedenle DNA, pH=4,0’iin {izerinde tamamen
iyonlasmis cok protonlu bir asittir. Bu fosfat gruplari, sarmalin ¢evresinde tamamen suya
yonelmis halde olup; Mg™ ve Ca™ gibi katyonlara kuvvetlice baglanabilmektedirler.

Okaryotik hiicrelerin kromatinlerinde bulunan ve bazik proteinler (pozitif yiiklii) olan
histonlar da DNA molekiilleriyle kuvvetlice baglanirlar. Bu proteinlerin yapisindaki R
gruplarindan, pH=7.0’nin {izerinde pozitif yiiklii olan arginin ve lizin kalmtilar1 diizenli olarak
siralanmislardir. Bunlar DNA c¢ifti sarmali ¢evresinde, yine periyodik bir yerlesime sahip
olan, negatif yiiklii fosfat gruplariyla etkilesirler.

Bazlarin hidrojen bagi yapabilme kapasiteleri pH’ ya bagl oldugundan, DNA c¢ifti
sarmalindaki baz ciftlerinin kararhiliklar1 da pH ile degisir. Baz ¢iftlerinin kararliliklar
pH=4,0-11,0 arasinda maksimumdur.

Hiicre ici herhangi bir degisim olmadan kalitsal bilginin uzun siireli saklanmasi ne
kadar 6nemli ise, DNA yapisinin reaksiyonlarla yavas da olsa degismesi fizyolojik olarak o
kadar 6nemlidir. Karsinogenez ve yaslanma belkide bu doniisiimsiiz ve yavas olaylarin
birikimiyle baglantilidir. Diger yikict olmayan degisimler ise DNA replikasyonu ve
transkripsiyonunda iplik¢iklerin ayrigmasi sirasinda olusabilir.

Fizyolojik olaylarin 15181 altinda niikleik asit kimyasin1 anlamamiz; molekiiler biyoloji,

tip ve adli tip alaninda bize gii¢lii teknolojik donanim saglayacaktir.
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2. Cift Sarmal DNA’ min Denatiirasyonu: Dikkatli bir sekilde saflastirilmig DNA
¢Ozeltisi pH=7,0 ve oda sicakliginda (25°C) olduk¢a yogun bir haldedir. Bu ¢ozeltiye
uygulanan pH degerleri 4’lin altina ve 11’in istiine ¢ekilecek veya sicaklik 80°C’ nin tizerine
cikarilacak olursa; DNA denatiirasyonu (¢oziilme) ya da ¢ift sarmahn erimesi
(iplikciklerin birbirinden ayrilmasi) meydana gelecektir. Bu davranisi kiiresel (globiiler)
proteinlerde de gozlenmektedir. Eslesmis baz ciftleri ve baz yigilmalarinin olusumundaki
hidrojen baglarnin bozulmasi; ¢ift sarmalin bozulmasina, tek iplik¢ik olusturmasima,
iplik¢iklerin birbirinden tiim DNA uzunlugu boyunca ya da bir kisminda ayrilmasma neden

olacaktir. Biitiin bu olusumlar sirasinda ise DNA’nin kovalent baglar1 kirilmaz (Sekil 7.9).

Sekil 7.9. DNA’nin doniisiimlii olarak
¢oziilmesi  (denatiirasyon)  ve  tekrar

(ift sarmal DNA

~ birlesmesi (renatiirasyon).
Cézilme Geri sanlma

Kismi ¢iiziilmiis

DNA z -

Iplikgiklerin Iplikgiklerin baz
ayrgmast eslesmesiyle biraraya
gelmesi

Aynlms DNA iplikgiklerinin
rastgele kivrilmasi,

Iki zinciri birbirine bagli tutan bir diizine ya da daha fazla baz kalintis1 bulundugu
durumda olusan renatiirasyon tek kademeli ve hizli bir olaydwr. Sicaklik ve pH’nin bir¢ok
organizmanin yasama sinirlarina getirilmesiyle birbirinden ayrilmis iki iplik¢ik kendiliginden
eski haline gelir ve sarilir. iki iplik¢igin birbirinden tamamen ayrilmas1 durumunda birlesme

iki basamakta gerceklesir. Birincisi, yavas bir kademe olup, iki iplik¢ik birbiriyle rastgele
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carpisarak; komplementer kisa bir ¢ift sarmal pargacig1 olusturur. Ikinci basamakta ise; geriye
kalan eslesmemis iki iplik¢ik, hizlica bir araya gelir ve bir fermuar gibi ¢ift sarmali olusturur.

DNA’nin denatiirasyonu sonucu fiziksel Ozelliklerinde bir takim degisiklikler
meydana gelir.

1. Viskozite azalir,

2. 260 nm’deki absorpsiyon artar

3. Optik cevirme daha negatif olur.

DNA denatiirasyonunun derecesini belirlemede en basit yol, hiperkromik etki adi
verilen 260 nm’deki absorpsiyon artisinin spektrofotometrik yoldan takip edilmesidir.

Cift sarmal niikleik asit yapist i¢inde yi1gilmis bazlar arasindaki yakm etkilesim UV
15181 absorpsiyonunu, ayni derisimde serbest niikleotid igeren c¢ozeltiye gore azaltir.
Absorpsiyon iki komplementer niikleik asit iplik¢iginin bir araya gelmesiyle daha da azalir.
Bu etkiye hipokromik etki denir. Cift sarmal niikleik asidin ¢oziilmesi ise tersi etkiyi
dogurmakta ve absorpsiyonu artirmakta olup hiperkromik etki olarak adlandirilmaktadir.
Sonug olarak ¢ift sarmal DNA’nin ¢oziilmiis formu olan tek iplik¢ik hali ve doniistimii UV
151810 absorpsiyonu izlenerek bulunur.

Viral veya bakteriyel DNA molekiilleri ¢ozelti i¢inde yavasca isitildiklar1t zaman
coziiliirler (Sekil 7.10). Degisik DNA molekiillerinin kendine 6zgii bir ¢oziilme veya erime

noktasi (t,) vardir.

100 ¢ 100
=2
%
-
et =
50 + )
g 7 =
= =
g 5
d o
+
|

0 . !

75 80 ) 85 60 70 80 90 100 110
Sicaklik (°C) ty (°C)

(a) (b)
Sekil 7.10. DNA’ nin 1s1yla ¢oziilmesi. (a) iki degisik DNA 6rnegine ait ¢dziilme veya erime egrisi. %
0’ dan % 100’ e gecisin tam ortas1 erime noktasidir (t,). Bu nokta DNA’nin baz bilesiminin

pH’sina, iyonik siddetine, bilyiikliigiine ve igerigine bagimlidir. (b) DNA yapisindaki G=C
icerigi ve t,, arasindaki iligki.
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DNA molekiiliiniin yapis1 iginde bulunan G=C baz ¢iftinin miktarinin artmastyla erime
noktasi artacaktir. Bunun nedeni G=C baz ciftinde bulunan {i¢ hidrojen baginin bag enerjisi,
A=T baz c¢iftinin bag enerjisinden biiylik olmasidir. DNA’ nin sabit pH ve iyonik siddet

kosullarinda, erime noktasinin belirlenmesiyle DNA baz bilesimi bulunabilir.

7.3.2. Degisik Tiirlerdeki Niikleik Asitler Melez Yapilar Olusturabilir

DNA iplikciklerinin bir diger iplik¢ikle komplementer bir sekilde eslesmesi, iki
degisik tiirdeki veya ayni tiirlin genomu lizerindeki benzer dizilimlerin belirlenmesinde
kullanilir.

Eger insan ve fare hiicresinden saflastirilan DNA ¢ift sarmallari, 1sitilarak iplikgikleri
tamamen ayrildiktan sonra karistirtlir ve 65°C” de birkag¢ saat bekletilirse, bircok DNA
iplik¢iginin birbiriyle birlestigi goriiliir. Bir¢ok insan DNA iplik¢igi, komplementeri oldugu
insan DNA’lariyla birleserek insan ¢ift sarmal DNA’smi1; ayni sekilde fare DNA iplik¢igi
komplementer DNA’ siyla birleserek fare ¢ift sarmal DNA’sin1 olusturacaktir. Ayrica bazi
insan DNA iplik¢ikleri, fare DNA iplikgikleriyle baz cifti olusturabilecekleri bolgelerde
birleserek melez—¢ift sarmal olusturacaktir (Sekil 7.11).

Degisik organizmalarda bazi RNA ve proteinler ayni yap1 ve isleve sahiptir. Bir¢ok
durumda bu proteinleri sifreleyen DNA ve RNA’lar da ayni dizilime sahiptir. iki tiir birbirine
biyolojik akrabalik nedeni ile yaklastikca, bunlarin DNA’lar1 da daha kolay melezlesir.
Ornegin insan DNA’ s1 fare DNA’ s1yla, maya DNA’sina nazaran ¢ok daha fazla melez yap1
olusturur.

Degisik kaynaklardan elde edilen DNA iplikgiklerinin birbiriyle esleserek
melezlesmesi, molekiiler genetik pratiginde kullanilan tekniklerin temelini olusturur.
Komplementer DNA’lar degisik tiirlerden oldugu gibi, ayni tiirden de olabilir veya
laboratuvarda kimyasal olarak sentezlenebilir. Ozgiil genlerin ve RNA’larin tanmmasi ve
saflastirilmasinda bu melezlesme teknikleri giivenilir olup; uygulamaya gecilmesi sonucu, bir
cinayet sonrasi tek bir sa¢ telinden kisinin tanimlanmasi1 veya belirtileri ortaya ¢ikmadan

onlarca yil once hastaliklarin tahmini gerceklesebilir.
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Sekil 7.11. DNA melezlesmesi (hibritlesmesi).
Birbiriyle mukayese edilecek olan DNA 6rnegi
isitilarak, iplikgikleri  birbirinden tamamen
¢oziiliir. 1ki ¢ozelti birbiriyle karistirilip yavasca
sogumaya birakilirsa, her bir 6rnege ait DNA
iplik¢igi kendine ait komplementer kalipla
birlesir ve normal ¢ift sarmal yapiyir olusturur.
Eger iki DNA arasinda anlamli bir dizilim

Ly
“’,;U\L’ benzerligi varsa sonugta kismi ¢ift sarmal yapi
A veya melezlesme gergeklesir. Iki DNA
Ormek 1 : Kar@nrmaér nek 2 arasindaki dizilim benzerliginin artmas1 meydana
| vesogutma gelecek melez sayismi da artiracaktir. Melez
"% olusumu DNA’lardan  birinin  radyoaktif

izotoplarla  isaretlenmesi  sonucu kolayca

C:‘% gbzlenip, dlciilebilir.
By /J Ornek 1'e
e : | ait cift-sarmal
Melez l:hlbnt) T ‘—L Ornek 2‘3;{_:
cift-sarmal | 7 9 ait ¢ift-sarmal

7.3.3. Niikleik Asit ve Niikleotidler Enzimatik Olmayan Degisime Ugrar

Niikleotidlerde bulunan piirin ve primidinlerin kovalent yapilar1 kendiliginden olan
bircok degisiklige ugrarlar. Bu reaksiyonlarin hizi ¢ok yavas olmakla birlikte, hiicrenin
genetik bilgi degisimine olan toleransinin (hosgdriisiiniin) az olmasi nedeniyle fizyolojik
Oneme sahiptir.

Genetik bilginin sifrelendigi DNA yapisinda olusan degisiklikler mutasyon olarak
tanimlanir. Memelilerde mutasyonlarin birikimiyle karsinogenez ve yaslanma arasinda bir
ilisk1 oldugu bilinmektedir.

Baz1 niikleotid bazlar1 dig halka amino gruplarini kendiliginden kaybeder
(deaminasyon). Ornegin tipik hiicre sartlarinda bir giinde DNA’daki her 107 sitidin artig1 i¢in
bir sitozin urasile doniisiir. Adeninin guanine deaminasyonu ise 100 kez daha yavastir.

Diger 6nemli bir reaksiyon da deoksiriboniikleotidlerin baz ve pentoz seker arasindaki
N—B—glukozid baglarinin hidrolizidir.

Bir baska reaksiyon da 1sikla gerceklesir. Hiicre icinde niikleik asit {izerindeki komsu
iki primidin baz1 UV 1sik yardimiyla kondanse olur ve siklobiitan—primidin dimerlerini
olusturur. Aynt DNA {izerindeki komsu timidin kalintilar1 da ¢cogunlukla bu degisime ugrar

(Sekil 7.12). X—smlar1 ve gama i1smnlar1 gibi iyonlastiric1 1gmlar ise halka yapilarmin
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acilmasina ve niikleik asitlerin kovalent omurgasinin kirilarak bazlari par¢alanmasina neden

olur.

Komsu
timinler

Siklobiitan timin ikilisi 6-4 Fototiriinii

(a)

Sekil 7.12. UV 1518 etkisiyle primidin ikilisinin (dimerinin) olusumu. (a) Solda gosterilen
reaksiyonda komsu iki primidin kalintisinin C—5 ve C—6 karbonlar1 arasinda siklobiitil
halkasinin olusumu goziikmektedir. Sagdaki alternatif reaksiyon 6—4 foto iirlinii olup; bag
bir primidinin C—6’s1 ve komsu primidinin C—4’{i arasinda gergeklesir. (b) Bir kivrilma
veya dirsek, siklobiitan primidin iligkisinin olusumu sirasinda DNA’da ortaya ¢ikar.

Gergekte tlim yasam sekilleri DNA {izerinde kimyasal degisiklige neden olan yiiksek
enerjili 1518a maruz kalmaktadir. Yakin UV radyasyonu (200400 nm), giines 1s1gmm onemli
bir kismin1 olusturmaktadir; bakteri ve insan deri hiicreleri DNA’ sinda, primidin dimerini
olusturur ve diger kimyasal degisiklikleri yapar. Hepimiz kozmik 1sinlar halinde sabit bir
iyonlastirict 1smna maruz kalmaktayiz. Bu 1sin ayn1 zamanda radyum, plutonyum ve uranyum
gibi radyoaktif elementlerden de yayilir.

Endiistriyel aktivite sonucu ¢evreye yayilan reaktif kimyasallar da DNA hasarmna yol
acmaktadir. Bu {iriinler normal yasam i¢in tehlikeli olmayabilirken, hiicrede tehlikeli olanlara
metabolize olabilir. Bu bilesiklerin bilinen iki tanesi 1) Deaminasyona neden olan nitrdz asit,

2) Alkilleyici bilesiklerdir (Sekil 7.13).
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/5\\\\ /CH}- CH,—Cl
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CH, CH,;— CH.—Cl
Dimetil siilfat Hardal gazi

Alkilleyici bilesikler
(b)

Sekil 7.13. DNA hasarina neden olan kimyasal bilesikler.
(a) Deaminasyon reaksiyonlarini uyaran nitroz asit onciilleri. (b) Alkilleyici bilesikler.

Bazlarin deaminasyonunda etkin bir hizlandiric1 olan nitrdz asit, nitr6z aminler, nitrit
ve nitrat tuzlar1 gibi onciil molekiillerden olusur. C vitamini besinlerle aldigimiz nitritin
barsaklarimizda nitr6z amine doniismesini engellemektedir. Bisiilfit de benzer etkilere
sahiptir. Her iki bilesik de islenmis yiyeceklerde zehirli bakterilerin tirememesi i¢in koruyucu
(antimikrobiyal) olarak kullanilir. Bu bilesikler ¢cok az kullanildiklar1 ve DNA hasari
iizerindeki etkisi minimum diizeyde oldugu i¢in kanser riskini artirmazlar.

Alkilleyici molekiiller veya bilesikler de DNA’nim 6zgiil bazlarmi degistirir. Ornegin
cok reaktif bir kimyasal olan dimetilsiilfat; guanini metilleyerek, sitozinle baz cifti
olusturmayan O°-metilguanin  olusturur. Hiicre icinde normal olarak bulunan

S—adenosilmetiyonin gibi alkilleyici bilesikler de benzeri reaksiyonlar1 siirdiirtir.
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Oksidatif hasar, DNA’ da degisime neden olan mutajen kaynaklarmin olasilikla en
onemlisidir. Hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirleri, hidroksil ve siiperoksit radikalleri
aerobik metabolizma ya da radyasyon sonucu olusur. Hiicrenin bu reaktif tiirleri yok edecek
savunma sistemleri mevcuttur. Bunlar arasinda reaktif oksijen tiirlerini zararsiz {riinlere
dontistiiren katalaz ve siiperoksit dismutaz gibi enzimleri sayabiliriz. Hiicre savunmasindan
kacabilen bu oksidanlardan bir kism1 DNA hasarina yol agabilir. Bu reaksiyonlar, deoksiriboz
ve bazlarmn oksitlenmesinden zincir kirilmasina kadar kompleks tepkime gruplarini olusturur.

Bunlar DNA hasarmi gosteren iy1 anlagilmis reaksiyon ornekleridir. Yiyecekler, su ve
hava i¢indeki karsinojenik bilesenler etkilerini DNA bazlar1 iizerinde gosterir. DNA’ nin
polimer olarak biitiinliigii RNA ve proteine gore daha fazladir. Bunun nedeni ise DNA’ nin
biyokimyasal onarim sistemine sahip tek makromolekiil olmasidir. Sonucta bu onarim DNA
iizerindeki hasar1 azaltir.

Hiicresel zorunluluk olan DNA’daki bilginin dogrulugunun korunmasi, ¢esitli DNA
onarmm sistemleriyle saglanir. DNA bazen kendiliginden bazen de ¢esitli ¢evresel etkenler

sonucunda zarar gorebilmektedir.

7.4. RIBONUKLEIK ASIT (RNA)

Hiicrelerde ii¢ tip RNA vardir: Elgi RNA (mRNA), tasiyict RNA (tRNA) ve ribozomal
RNA (rRNA). Her RNA tipinin baz bilesimi ve molekiil agirlig1 farklidir (Tablo 7.9). RNA’
lar tek polintikleotid zincirden olusur. Ribozomal RNA’nin {i¢ ¢esidi, tRNA’ nin altmis ¢esidi

ve mRNA’nm binlerce ¢esidi vardir.

Tablo 7.9. Bir E.coli hiicresindeki RNA’larin 6zellikleri (¢esitleri ve dagilimi)

RNA Sedimentasyon Molekiil Agirhg: Niikleotid Toplam
Katsayisi Sayisi RNA’ min yiizdesi
mRNA 6S-258 25.000-1.000.000 75-3.000 ~2
tRNA 4S 23.000-30.000 75-90 16
rRNA 58 ~35.000 ~100
16S ~550.000 ~1.500 82
23S ~1.100.000 ~3.100
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Bakteri hiicrelerinde RNA’larin tamamma yakimi sitoplazmada bulunur. Okaryotik
hiicrelerde degisik RNA’lar hiicrenin farkli bdlmelerinde farkli oranlarda bulunur. Bir
karaciger hiicresinde RNA’larm % 11°1 ¢ekirdekte, % 5’1 mitokondride, % 50’si ribozomlarda

ve % 24’1 sitozolde bulunur.

7.4.1. Elci RNA (mRNA)

mRNA hiicrenin hem c¢ekirdeginde hem de sitoplazmasinda bulunur. Yazim siireci
(transkripsiyon) sirasinda cekirdekte kromozomal DNA’nm bir sarmalindaki bir bolge ile
eslesebilen (komplementer) tek zincirli molekiillerdir.

Yazim siirecinden sonra mRNA sitoplazmada ribozomlara tutunur. Protein sentezinde
amino asitlerin sirasal dizilimi i¢in kalip olarak gorev yapar. mRNA zinciri boyunca ti¢lii
niikleotidler (kodon) dogrusal bicimde aminoasitlerin sirasini belirler. Hiicrenin toplam RNA’
sinin ¢ok azmni olusturmalarina karsin, mRNA molekiilleri farkli molekiil agirliklar1 ve baz
stralar1 ile pek ¢ok tiirde goriiliirler. Hiicre tarafindan sentezlenen binlerce farkli proteinin her

biri 6zgiil bir mRNA ya da mRNA molekiiliiniin bir boliimii tarafindan kodlanir (Sekil 7.14).

|
l |
Phe —} —I-L —_
! Gly eu__l_c:,]y

Sekil 7.14. Genetik bilgi DNA’ dan mRNA’ya aktarilmakta; mRNA iizerinde bulunan ii¢lii kodonlarin
her biri, bir aminoasiti belirlediginden bu bilgi protein zinciri haline doniistiiriilmektedir.
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Kodon; genetik kodun en kii¢iik birimi, tlicerli baz dizileridir. Bunlarin 5'—3'
yoniindeki dizilislerine denilmektedir. Genetik Kod; mRNA’lar {izerinden 5'—3' yOniinde
niikleotidlerin siralanmasina denir. Genetik kod ger¢ekte DNA iizerindedir ancak denel olarak

mRNA iizerinde daha kolay belirlenir.

7.4.2. Tasiyict RNA (tRNA)

Protein sentezi sirasinda 0zgiil aminoasitleri ribozomlara tasiyan oldukca kiigiik
molekiillerdir. Protein yapisinda yer alan her farkli aminoasit i¢in en az bir tane tRNA
bulunur. tRNA’ larm altmis ¢esidi bulunmaktadir. tRNA’lardaki niikleotidlerin en az yarisi
cift sarmal olusturmak tizere eslesmislerdir (Sekil 7.15). Molekiiliin alt kismi ii¢ bazdan
olusan antikodon ucudur ve mRNA {izerindeki kodon ile eslesir ve aminoasitlerin mRNA

iizerindeki sifreye gore dogru bir sekilde dizilmelerini temin etmektedirler.

Kodon
f_)%
55— XYZ —— 3 mRNA
3 ———XY'Z— 5" tRNA
%{_J
Antikodon

tRNA’ lar adaptorlik gorevi yaparak 3'-uclar1 ile bagladiklar1 aminoasitleri
ribozomlara tutulmus mRNA {iizerindeki kodonlara gore polipeptid zincirine dizerler (Sekil
7.16).
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Sekil 7.15. Sematik bir tRNA gosterimi.

7.4.3. Ribozomal RNA (rRNA)

rRNA’lar ribozomlarin ana yapisal bilesenidir. Prokaryotik hiicrelerde 3 ¢esit ve
Okaryotik hiicrelerde 4 ¢esit rRNA bulunur. Degisik tiir canlilarin ribozomlar1 igerik ve boyut
olarak farkhdirlar. Ribozomlar yaklasik %40 protein ve %60 RNA’dan olusurlar. Bakteri
ribozomlar1 70S ¢okme sabitine sahiptir ve islevleri farkli iki alt birimden olusur. Biiyiik alt
birimin ¢okme sabiti 50S ve kiigiik alt biriminki 30S’ dir. Hayvan hiicresinin sitoplazmik
ribozomlar1 80S ¢dkme sabitindedir ve alt birimleri 60S ve 40S olmak iizere ayirt edilir.

Ribozomlar tizerinde, protein sentezi sirasinda aminoasidi tagiyan tRNA’ lar1 ve onlara
uygun mRNA kodonlarmni tutan bir aminoasit yeri, bir de gittikce biiyliyen polipeptid
zincirine kendi aminoasidini ekleyen ve sonra bu polipeptidi yiiklenen tRNA’nin yer aldig:

yeni bir yer yani polipeptid yeri vardir (Sekil 7.16).
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30S Kiigiik altbirim

Kodon
mRNA baglanma balgesi

¥ mRNA

Antikodon

Aminoacil-tRNA

4

Aminoacil bolgesi (A bolgesi)
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i
&

Peptidil bilgesi (P bilgesi)

508 Biiyiik altbirim

o I
b Amino asit

Sekil 7.16. Bir prokaryotik hiicre ribozomunun sematik yapisi.

7.5. DNA’ NIN REPLIKASYONU (KENDINi ESLEMESI)

DNA’nm kendini eslemesi yari tutucudur (semi konservatiftir). Yar1 tutucu kendini
esleme hipotezi Watson ve Crick tarafindan 1953 yilindaki DNA yapisina iliskin makalelerin
yayinlanmasindan sonra onerildi.

Watson ve Crick hipotezlerinde ¢ift sarmal yapidaki DNA’nin her sarmalinin ogul
DNA sentezinde kendi komplementerini (tamamlayicisini) sentezlemek icin kaliplik d6devi
yaptigini onermislerdir. Yeni sentezlenen ogul DNA’nin ¢ift sarmalindan birisi, ata DNA’dan
gelmektedir (Sekil 7.17). Bu ata DNA’nin komplementeri olan ikinci sarmal ise ata DNA’y1

kalip olarak kullanmakta ve yeniden sentezlenmektedir. Bu, yar1 tutucu (semi konservatif)

olarak kendini eslemedir.
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Yavru

Ana
iplikgik iplikgikler
a b

Sekil 7.17. (a) Watson ve Crick tarafindan dnerilen DNA replikasyonu. Onceden varolan ya da “ata”
iplikgikler fermuar gibi ayrilir ve her biri tiimleyici (yavru) iplik¢igin biyosentezi igin kalip
olarak kullanilir.

(b) Watson ve Crick DNA modeline gére DNA’nin replikasyonu. Koyu ¢izgili
poliniikleotid zincirleri yeni sentezlenen yavru sarmallar1 gostermektedir. Bu durumda
DNA’nin replikasyonu yari tutucudur.

Bu hipotez M. Meselson ve F. Stahl tarafindan 1957 yilinda gayet zekice planlanmis
bir deneyle ispatlanmustir. Bu arastiricilar E.coli hiicrelerini '*N hafif izotop yerine "N
isaretli agir izotop iceren tek azot kaynagi (NH4Cl)’ nda birkag nesil iiretmislerdir. "NH,CI1
ortamida gogalan E.coli hiicrelerinin DNA’sinn piirin ve primidin bazlar1 agir izotopla ("°N)
isaretlenmis olur. Bu hiicrelerden izole edilen DNA’nin yogunlugu hafif (14N) DNA’ya gore
yaklasik %1 daha fazlayd: (Sekil 7.18.a). Bu kii¢iik farkliliga karsimn, agir (°N) DNA ve hafif
(**N) DNA karisimlar1 sezyum kloriir (CsCl) ¢ozeltisinde yogunluk gradienti santrifiigasyonu
yonteminde DNA bir dengeye ulasarak ayrimistir. 1 mL suda 1,7 g CsCl ¢oziinmesi ile
hazirlanan ¢6zeltinin yogunlugu yaklasik DNA’ nin yogunluguna esittir.

Daha sonra "N’ li ortamda iiretilmis olan E.coli hiicreleri, sadece '*N izotopu igeren
(*NH,4Cl) ortama aktarilarak hiicre popiilasyonu iki katmna ¢ikincaya kadar cogaltilmislardir.

Yeni nesilden ayrilan DNA’nim ataya ait agir (""N) DNA ile kontrol olarak kullanilan
hafif ("*N) DNA arasindaki bdlgede tek bant olusturdugu goriilmiistiir. Bu melez DNA’lar
yeni bir N iceren hafif zincirle bir tane atasal °N iceren agir zincirden olugmaktaydi (Sekil

7.18.b).
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Biitiin DNA’lar bir agir ve bir hafif zincirden melezlendigine gore, yar1 tutucu bir
mekanizma ile kopyalandig1 agiktir. Yar:1 tutucu kopyalama hipotezi, deneyin bir sonraki
asamasinda da kanitlanmistir (Sekil 7.18.c).

Arastiricilar E.coli bakterilerinin '*NH4Cl igeren ortamda bir kusak (nesil) daha
¢ogalmalarma miisaade etmislerdir. Ikinci nesil hiicrelerden izole edilen DNA, yogunluk
gradientinde iki bant olusturmustur. Bantlardan birinin hafif ("*N) DNA, digerinin ise melez

(**N/"N) DNA’ nin yogunluguna esit oldugu bulunmustur.

Oziitlenmis ve CsCl dansite
gradyaminda dengeye Sekil 7.18. Meselson—Stahl deneyi.
santrifiijlenmis DNA .. < . 15
(a) Hiicreler, sadece agir azot igeren ("°N)
bir ortamda bir¢cok nesil iretildiler. Bu
durumda tiim azotlar1 "°N’1i olan DNA’lar,

(a) sezyum yogunluk gradyan santrifiijii
S ]';'E‘r___ sonrasinda tek bir bant seklinde goriildii.
HECE Orijinal atasal (b) Hafif azot (]4N) iceren bir ortama
(abeveyn) molekiil aktarilarak bir nesil iiretildiklerinde ise;
; izole edilen hiicresel DNA’lar1 yogunluk

gradyanda daha iistte bant verdi.
ib) Tgi:iﬁ:q’;‘ (¢) Ikinci nesil iiremesine birakilmis

hiicresel DNA’lar yar1 tutucu eslemeyi
flk-nesil dogrulayacak sekilde iki hibrit DNA ve iki
vavru molekiiller hafif DNA (koyu) bant bdlgeleri

) olusturdu.
Hafif
DNA (M4N) —
(€} Melez DNA —

tkinci-nesil
yvavru molekiiller

Bu deneyden sonra her hiicre boliinmesi esnasinda, DNA’nin bir sarmalinin ata DNA’
dan geldigi ve ikinci sarmalin ise yeni sentezlendigini ve Watson—Crick modelinin dogrulugu

kesinlesmistir.

DNA’nm kendini eslemesi bir baglama noktasindan genellikle ¢ift yonlii olarak baslar.
Daha sonraki ¢alismalarin sonuglari, hem DNA’nin her iki zincirinin de birlikte eslendigini
hem de bakteri kromozomunun ¢ift yonlii olarak sentezlendigini gosterdi.

Okaryotik DNA sentezinde de prokaryotlarinkine benzer yol izlenir. En 6nemli
farklilik 6karyotik DNA’nin replikasyonunun ¢ok noktadan baglamasi ve en az bes simif DNA
polimerazin gorev yapmasidir. Ayrica, 6karyotik DNA sentezi prokaryotlara gore 10 kat daha
yavastir.

221



Gergekte genetik bilginin aktarilmasi, bir tlirden biyolojik molekiiliin diger bir tiire
dontistiigi islemleri igerir. Biyomolekiilleraras: bu bilgi akist basit bir sekilde asagidaki gibi
ifade edilebilir (Sekil 7.19).

M

Transkripsiyon

Translasyon

Protein?

Sekil 7.19. Genetik bilginin niikleik asitlerden proteinlere aktarilmasi (ekspresyon)

DNA molekiiliiniin baz dizisinde sakli olan bilgi, transkripsiyon adi verilen islemle
mRNA molekiillerine doniistiiriilir. mRNA kalipp olarak DNA baz dizisini kullanarak
bazlarm olusturdugu komplementer bir diziyi igerir ve mRNA' daki kodonlar (iigli baz
setler1) 6zel bir amino aside karsilik gelir. Dolayisiyla, tic bazli mRNA dizileri proteindeki
amino asitlerin sirasmi belirler ki bir proteinin amino asit sirast da onun ii¢ boyutlu yapisini
tayin eder. Bir proteinin biyolojik fonksiyonu onun sekline ve kimyasal 6zelliklerine baglidir.
Boylece, bir proteinin ii¢ boyutlu sekli tamamen DNA molekiiliindeki niikleotid baz sirasi ile
belirlenir.

7.5.1. DNA Molekiiliiniin Replikasyon Mekanizmasi

DNA'nin replikasyonu DNA molekiiliiniin kendine 6zgii yapisina baghdir ve oldukca
karmasik islemleri igerir. Replikasyon sirasinda, DNA molekiiliiniin ¢ift sarmali agilir ve
boylece, her bir zincirdeki baz ¢iftleri arasindaki hidrojen baglar1 koparak tamamlayici esler
birbirinden ayrilir. Bu sirada yeni niikleotidler yeni bir zincir olusturmak iizere bu ana
zincirler lizerinden birbirine katilir. Bu islemde, ana zincir yeni zincirin baz sirasini
belirlemek tizere bir kalip gibi kullanilir ve yeni bir zincir olusuncaya kadar polimerlesme
devam eder. Boylece olusan yeni ¢ift sarmal molekiilii biri ana zincirden gelen ve digeri de
yeni sentezlenmis olan iki zinciri igermis olur. Bu islem yart korunmusg replikasyon olarak

tanimlanir. Yapilan calismalar, replikasyon sirasinda hiicrenin her 10°-10'° bazda sadece bir
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kopyalama hatas1 yaptigmi gostermistir ki bu hatalar da yine hiicre i¢indeki ¢esitli enzimler
aracili@iyla tamir edilir.

Yarikorunmus replikasyon sirasinda orjinal DNA molekiilii iki antiparalel zincir
halinde ayrilir ve bir zincir 5'—3' yoniinde sentezleniyorken diger zincir ise 3'—5' yoniinde
sentezlenir.

Ancak DNA polimeraz I ve III yeni bir DNA zincirini ancak 5'—3' yOniinde
sentezleyebilir. R. Okazaki yeni sentezlenen DN A'nin kii¢iik parcaciklar (Okazaki parcalary)
halinde sentezlendigini ve bu parcalarin tam bir DNA zinciri olusturmak tizere DNA ligaz
adli bir enzim ile bir araya getirildigini bulmustur. Boylece yeni DNA zincirlerinin
sentezlenmesi yoniindeki sorular bir ¢éziime kavusmustur.

Replikasyonda antiparalel zincirler halinde ayrilan zincirlerin birisi (éncii zincir)
5'—3' yoniinde sentezlenir. Okazaki parcalar1 da 5'—3' yoniinde sentezlenir ve bu pargalar
diger zinciri (izci zincir) vermek iizere DNA ligaz ile birlestirilir. Biitiin bu islem oyalanan
zincir (izci zincir) siireksiz olan pargalardan sentezlendiginden kesintili replikasyon olarak
tanimlanir ve bir arada yiiriiyen bu zincirler bir replikasyon ¢atali olusturur (Sekil 7.20).

53 3 5

Okazaki
Pargasi

Kalip
DNA

DNA Polimeraz

Izci (kesikli)
zincir DNA

—| Onen [ Primer_|

zincir DNA 5,

R 5’ Primer ug

Sekil 7.20. Replikasyon ¢ataliin ve Okazaki parcalarmin olusumu.

7.5.1.1. DNA Replikasyonunda Rol Oynayan Enzimler
Replikasyon islemleri sirasinda en az 15 protein ve enzim gorev yapar ki bu, tam ve

dogru bir genetik kopyalanma islemi i¢in gereklidir (Tablo 7.10). Her bir protein bilesenin
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kendine has gorevi vardir. E.coli’nin replikasyonunda DnaB proteini (DNA c¢ift sarmalini
acmaya baslar), SSB (tek zincirli DNA' lar1 kararh yapar) ve DNA giraz (sliper bobinli yapiy1
bozar) gibi proteinler de mevcuttur. Bu islemlerde primaz RNA primerlerini sentezler, helikaz
ise cift sarmali catal haline getirir. DNA polimeraz III, DNA sentezlerken, DNA polimeraz I,
RNA primerlerini uzaklastirir ve bosluklar1 doldurur. DNA ligaz da pargalarinmi birlestirerek

tam bir DNA tek zinciri olusturur.

Tablo 7.10. E. coli’ de DNA replikasyonunda gorev yapan proteinler

Replikasyon Gorevi

Proteinleri

DNA giraz DNA siiper sarmalinin yapisini ¢ozer
SSB Tek zinciri DNA ya baglanir.

DnaA Baslama faktorii

HU Histon benzeri DNA baglanma proteini
PriA Replikasyonun baslamasini saglar

PriB Replikasyonun baslamasini saglar

PriC Replikasyonun baslamasini saglar
DnaB DNA y1 agar (sarmal yapiy1 ve ¢ift zincirleri)
DnaC Bir ¢aperon

DnaT Dna nin saliverilmesini saglar

Primaz RNA primerinin sentezini saglar

DNA polimeraz [II  DNA polimerinin sentezini saglar

DNA polimeraz [ RNA primerini keser ve boslugu niikleotidlerle doldurur
DNA ligaz Okazaki parcalarini birbirine baglar

Tus Sonlanmay1 saglar

Yeni DNA zincirlerinin sentezlenmesinde onemli rollerden biri DNA polimeraz I ile
saglanir. Replikasyon islemlerinde rol oynayan DNA polimeraz I enziminin ii¢ enzimatik
etkinligi vardir (Sekil 7.21). Bu enzim 36 kDa molekiiler agirliga ve 5'—3" ekzoniikleaz
aktivitesine sahip kiiclik bir kisim ile 67 kDa' lik ve Klenow parcast ad1 verilen daha biiyiik

bir kistmdan olusur ki bu par¢a hem polimeraz ve hem de 3'—5' ekzoniikleaz aktivitesine

sahiptir.
N | =3 3T —= 5 Polimeraz .
Elkzoniildeaz Elkzoniikleaz
+«—— = -

Kiiciik parca Biiviik parca (Klenow pargasi)

Sekil 7.21. DNA polimeraz | in peptid bilesenleri ve etkinlikleri.
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Gilinlimiize kadar en iyi anlasilan ve en basit DNA polimeraz olan DNA polimeraz I
tek basina DNA replikasyonunu ger¢eklestirmemesine ragmen hem replikasyonda ve hem de
DNA' nin onariminda kritik bir rol oynar. Bu enzim bir DNA zincirinin 3'-ucuna birer birer
deoksiriboniikleotidlerin ilavesini 5'—3' yoniinde katalizler. Boyle bir polimerlesme islemini
gerceklestirmek iizere DNA polimeraz I enzimi DNA ¢ift sarmalinin bir zincirine ihtiyag
duyar ki bu zincir yeni bazlarm ilavesi i¢in bir kalip gorevi goriir. Yeni DNA sentezi igin
ayrica deoksiriboniikleotit trifosfatlara (ANTP’ ler veya dATP, dGTP, dCTP ve dTTP), bir
RNA primerine ve Mg™* iyonlarina ihtiyag vardir. DNA polimeraz I enzimi mononiikleotid
birimlerinin yeni ve biiyliyen DNA zincirinin serbest olan 3'-konumlarina basamakli bir
sekilde katilmasini katalizler ve bu sentez islemi 5°—3’ yOniinde gerceklesir. Bir sentez
islemi oldugundan enerji gerektiren bu katilma reaksiyonu icin gerekli enerji
deoksiriboniikleotid trifosfatlardan pirofosfat (PPi) ayrilmasiyla aciga ¢ikan enerjiden
saglanir. DNA polimeraz I, DNA molekiiliinii yenilemek {izere dakikada yaklasik 1000
niikleotidi birbirine ilave eder. Hiicre i¢inde bulunan diger DNA polimerazlar (DNA

polimeraz II ve III) ise benzer mekanizmalarla diger enzimatik fonksiyonlar1 yerine getirir.

(DNA), + dNTP <> (DNA),;; + PPi

DNA polimeraz I, DNA sentezlemek i¢in biitiin deoksiriboniikleotid 5'-trifosfatlar1
(dNTP’ler veya d ATP, dTTP, dGTP ve dCTP) ve Mg gerektirir. Baslangicta, serbest bir 3'-
hidroksil grubunu iceren bir primer zincir ve tek zincirli bir bolgeyi igeren bir DNA kalib1 da
gereklidir. Polimeraz, dNTP' de bulunan en igteki fosfor atomuna primerin 3'-ucundaki
hidroksil grubunun niikleofilik saldirimini katalizler (Sekil 7.22). Boylece bir fosfodiester

bag1 olusurken bir pirofosfat ayrilir. Bu islemlerde gerekli enerji pirofosfatin hidrolizinden

karsilanir.
Primer zincir —
c:) K
. A
5 CH B QUi
2 az/ L
1
3 P
OH
0 0 -0
0 A\ Z
¢ o o) N
. ‘| c
S'CH, Bazmmim i
| R |
3
OH

Sekil 7.22. DNA polimeraz I in Poimeraz aktivitesi
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DNA polimeraz 1 ayrica 3'—5' ekzoniikleaz ve 5'—3' ekzoniikleaz seklinde iki
etkinligi daha vardir. DNA zincirlerinin polimerasyonunu katalizledigi gibi DNA polimeraz I,
3'>5' ekzoniikleaz etkinligi ile hidrolizini de katalizleyebilir. 3'->5' ekzoniikleaz aktivitesi
zincirin 3'-ucundan baglanip 5'-ucuna dogru niikleotidlerin basamakli hidrolizini igerir (Sekil

7.23).

5 3

| T A —]

L T A ]

L Ceen G|

L T A —

L Gl C—]

3.5 ekzoniikleaz . L T A—]
aktivitesi R :_.T ........... A—
G I

OH A—

3 A —]

5

Sekil 7.23. DNA polimeraz [ in 3> —5’ ekzoniikleaz aktivitesi

DNA polimeraz I' in 3'>5' ekzoniikleaz aktivitesi, ¢ift sarmalin bir parcasi olmayan ve
3'-ucunda serbest olarak bulunan bir niikleotide gereksinim duyar. Boylece uzaklastirilacak
bu niikleotid hem serbest bir 3'-hidroksil ucuna sahip olmali ve hem de ¢ift sarmalin bir
parcas1 olmamalidir. Deneyler, bu 6zelligin primerin ucuna yanlis ilave edilen niikleotidlerin
bulunmasini ve yerine dogru olan niikleotidin yerlestirilmesini sagladigmi gostermistir. Boyle
bir aktivite DNA replikasyonunun dogrulugunu artirir. Bdylece enzimin DNA zincirine ilave
edilen yeni bazlarin dogrulugunu kontrol etme 6zelligi vardir.

DNA polimeraz I' in 5'—3' aktivitesi ise, DNA ¢ift sarmalinin bir pargasi olan
zincirdeki bir 3',5'-fosfodiester baginin hidrolizini katalizler (Sekil 7.24). Gergekte bu enzim
DNA iizerinde bulunan bir par¢anin onarim islemi geregince uzaklastirilmasini saglar. Bu
aktivite 5'—3' ekzoniikleaz aktivitesi olarak bilinir ve 3'—5' aktivitesinden birkag¢ farklilik
gosterir ki bunlardan biri hidrolizlenen bag, DNA' nin ¢ift sarmalli bdlgelerinde bulunur.
Digeri, hidrolizlenme 5'-ucundaki fosfodiester baginda veya zincirin i¢ kisimlarinda bulunan
serbest bir hidroksil grubu igerebilen bir bagda meydana gelebilir. Ayrica bu aktivite o anda
gergeklesen DNA sentezi ile artirilir. Diger bir 6zelligi de, bu aktiviteyi saglayan bdlgenin
enzim Uzerindeki diger iki aktif bolgeden (polimeraz ve 3'—-5° ekzoniikleaz) farkli bir
bolgede olmasidir. 5'—3' aktivitesinin bu 0Ozellikleri ile polimeraz enzimi, DNA

replikasyonunda hatay1 bulup onu diizelten bir 6zellik gosterir.
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Sekil 7.24. DNA polimeraz | in 5’-3” ekzoniikeaz aktivitesi

E. coli’ de DNA polimeraz I yaninda DNA polimeraz II ve III adi verilen iki
polimeraz daha bulunur. Yapilan in vitro ¢alismalarda bu enzimlerin DNA polimeraz | gibi
ortak bazi 6zellikleri oldugu bulunmustur. Bunlar;

1) Bir kaliba bagli olarak ANTP' den DN A'nin sentezini katalizler,

2) Bu islemlerde serbest 3'-ucuna sahip bir primer gereklidir,

3) Sentez islemi, 5'—3' yoniinde gerceklesir,

4) Bu enzimler 3'—5' ekzoniikleaz aktivitesine sahiptir.

Replikasyon islemlerinde rol oynayan enzimler c¢esitli bilesenlerle beraber DNA
sarmalinin  agilmasmni, replikasyon boyunca kararli kalmasini, replikasyon ¢atalinin
olusturulmasini, her bir zincirin esinin uygun bir hizda sentezlenmesini ve eger gerceklesirse
hatalarin okunup diizeltilmesini saglayacak sekilde miikemmel bir diizen igerisinde ¢alisir

(Sekil 7.25).
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DNA polimeraz IIT (holoenzim)

SSB Replikasyon proteini
Lider zincir /s

Wm e NN NN NS

, Helikaz I1 7
DOV,

Lider zincir

RN G, YNNG

Primozom olusturan
yeni RNA primeri

11 %%%%%WQ@M%Q&

Tamamlanmis Okazaki parcasi

RNA prlmerlnm yerine gelen DNA, DNA ligaz
olan DNA polimeraz I ile tamaml

o 5
Okazaki parcasim " 3

yeniden baglamas Eski Okazaki parcast

Sekil 7.25. DNA replikasyonunda rol oynayan bazi proteinler.

7.5.1.2. Replikasyon Isleminin Asamalari
DNA'nin replikasyonu prokaryotlarda ve Okaryotlarda ¢ok sayida enzim gerektiren

islemleri igerir ve bu islemler asagidaki basamaklar halinde 6zetlenebilir.

7.5.1.2.1. DNA Cift Sarmahndaki Zincirlerin Birbirinden Ayrilmasi

Okaryotik ve prokaryotik biitiin ¢ift zincirli DNA molekiillerinde replikasyon islemi
replikasyon orjini olarak tanimlanan bir veya daha cok 0©zel baz siralarindan baglar.
Replikasyonun baglatildigi bu baz dizileri ori olarak adlandirilir (Sekil 7.26). Ori’den

baslayan replikasyon her iki yonde ilerleyerek zincir sonuna ulasincaya kadar gergeklesir.
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Prokaryotik ¢ift
sarmal DNA

ori (replikasyon baglangic bolgesi)

Sekil 7.26. Bir prokaryotik ¢ift sarmal DNA ve replikasyon baslangi¢ bolgesi

Prokaryotlarda, ori yaklasik 200-300 baz c¢iftinden olusur. Tiirler i¢cinde oldukc¢a
korunmus olan bu diziler ¢esitli sayida tekrarlayan baz ciftlerini icerir. DNA molekiiliindeki
baz ¢iftleri ¢ift sarmalin i¢ kisminda olduklarindan, sarmalin 6nce kendini olusturan zincirlere
ayrilmast gerekir ve bdylece yeni DNA zincirlerinin olusturulabilecegi bir kalip olusur.
Zincirlerin birbirinden ayrilmasi islemi, ¢ok cesitli replikasyon proteinlerini gerektirir. Once
replikasyon baslama bdlgesine, replizom olarak adlandirilan ve DNA polimeraz ile beraber
cesitli replikasyon proteinlerinin olusturdugu bir protein kompleksi baglanir. Bu gorevi yerine
getirecek proteinlerden biri helikaz olarak bilinen bir replikasyon enzimidir. Sarmalin
acilmasiyla birbirinden ayrilan zincirlerin kararlilig1 da tek zincir baglanma proteinlerince
saglanir ve bu proteinler bir yandan da replikasyon sirasinda sarmalin tekrar olugmasini
engeller. Ori bolgesinden baglayan replikasyon islemi, ¢emberimsi DNA' nin agilmasiyla iki
replikasyon ¢atali halinde ve iki yonde c¢atallar karsilasincaya kadar devam eder (Sekil 7.27).
Oncii zincir dncelikle DNA polimeraz 111 ile 5'—3' yoniinde sentezlenir. Oyalanan zincir de

ayni yonde sentezlenmesine ragmen bu sentez islemi ise daha karmasiktir.

ori

Sekil 7.27. Prokaryotlarda ori'den baslayan replikasyon islemi, her iki yonde iki replikasyon c¢atali
halinde gergeklesir.

7.5.1.2.2. RNA Primer Zincirin Olusmasi

Cesitli replikasyon enzimleri ve proteinleri ile replikasyon catali seklinde acilan her iki
DNA zinciri de DNA polimeraz i¢in birer kalip goérevi goriir. Ancak DNA polimeraz bir kalip
zinciri tantyamaz ve polimerlesme islemini sadece tek bir zinciri kullanarak baslatamaz. Bu

enzim, bir DNA c¢ift zincirine ihtiya¢ duyar. Bunu saglamak iizere yaklasik 10-30 niikleotid
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uzunlugunda kisa bir niikleotid zincirin sentezlenmesi ve zincirlerin 3'-ucuna eklenmesi
gerekir. Boylece, her iki kalip zincir iizerinde olusacak kisa bir ¢ift zincir DNA polimerazin
baglanmas1 ve kalip zincirlere niikleotidleri eklemesi i¢in yeterli olur. Bu amaca uygun bir
riboniikleotid dizisi sentezlenir. Uretilen bu kisa oligoniikleotid zincir, DNA sentezi i¢in bir
primer olarak gorev yapar ve bu RNA zincirin sentezi primaz adl1 bir enzim (DN A-sentezi
icin bir RNA polimeraz) ile gerceklestirilir. Bu zincir orjinal DNA zincirinin 3'- ucundaki baz
sirasinin tamamlayicisidir (komplementer) ve kalip DNA' nin bu ucundaki bazlarla hidrojen
bag1 yaparak bu bolgede kisa bir ¢ift zincir olusturur. Boylece, bu primerlerin her iki kalip
zincire ayri ayri baglanmasiyla iretilen ¢ift zincirlere DNA polimeraz molekiillerinin
baglanmas1 ve her bir kaliptan tamamlayicist olan yeni zincirin sentezlenmesi igin gerekli

sartlar saglanmis olur (Sekil 7.28).

Yeni sentezlenen zincir P Okazaki pargasi
-
5 PRmELS 3

Okazaki pargast Yeni sentezlenen zincir

Sekil 7.28. iki yonlii ve iki ¢atalli replikasyon

7.5.1.2.3. Yeni DNA Zincirinin Sentezi

DNA polimeraz, replikasyonu katalizleyebilmek icin ¢ift zincirli bir DNA'ya gerek
duyar. DNA polimeraz bir kalip DNA zinciri ile bu zincirin 3'-ucuna baglanan primerin
olusturdugu ¢ift zincire baglanip kalip iizerinde 3'—5' yoOniinde ilerleyerek ortamdaki
deoksiriboniikleotidleri primer zincirin 3'-ucuna 5'—3' yoOniinde ilave eder ve kalibin
tamamlayicis1 yeni bir zinciri sentezler. Bu islem, ¢ift zincirin her iki yoniinde de replikasyon
catali olusturularak gerceklesir. Asagidaki modelde bir kalip iizerinde replikasyonun

baslamasi gosterilmektedir (Sekil 7.29).
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Tek Zincirh DNA (Kalip)
TCAACGATCONGA

b

5’

DNA polimeraz G A CU 5

Primer

dATP 3" o4
dTTP

+3 dCTP
dGTP

Deoksiriboniikleotitler
(dNTP)

Sekil 7.29. Primaz tarafindan sentezlenen primer RNA zinciri kalip DNA ile kisa ¢ift zincirli bir
DNA olusturur. Bagli primerin serbest 3'-OH ucuna DNA polimeraz ile yeni niikleotidler
ilave edilir ve polimeraz kalip zinciri 3'—5' yoniinde okumaya devam eder.

Primaz primeri sentezledikten sonra yeni bir primere ihtiya¢ oluncaya kadar her iki
kaliptan ayrilir. Ancak Okazaki pargalarinin olusturulabilmesi i¢in izci zincire yeni
primerlerin baglanmasi gerekir ve izci zincir i¢in 3'—5' yoniindeki replikasyon da bu
primerler iizerinden baslatilarak gergeklestirilir. Polintlikleotid sentezi ilerledikten ve ilk
Okazaki parcasi ikinci primere kadar sentezlendikten sonra DNA polimeraz sentezi durdurur
ve izci zincir lizerinde kayarak ikinci primerin sonuna niikleotidleri katmaya ve ikinci
Okazaki pargasmi sentezlemeye baslar. Boylece, izci zincir lizerindeki 3'—5' yOniindeki
replikasyon da devam eder. Uretilen Okazaki parcalar1 birbirlerinden primerlerle ayrilir ve
DNA polimeraz 1 bir yandan 5'—3' ekzoniikleaz aktivitesini gostererek bu kisa zincirli
primerleri niikleotidlerine pargalayarak kalip zincirden uzaklastirirken diger yandan da

primerin uzaklagmasiyla ortaya c¢ikan bosluklary, polimeraz aktivitesini kullanarak,

deoksiriboniikleotidlerle doldurur (Sekil 7.30).
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Bosluk

Okazaki Okazaki
parcasi Primer parcasi
r A Y - A N \
5 2 ’ 3 2
3y 5
Deoksiriboniikleotitler
(dNTP) Primeri olusturan
mononiikleotitler
PP;
5 b > 3 r
3’ 5’

Sekil 7.30. DNA polimeraz I in primerleri kaliptan 5'—3' ekzoniikleaz etkinligi ile uzaklastiriimasi ve
5'—3" polimeraz etkinligi ile bosluklarin doldurulmasi

7.5.1.2.4. Olusan DNA Parcalar Arasindaki Bosluklarin Doldurulmasi ve
Parcalarin Birlestirilmesi

RNA primer zincirlerinin uzaklastirilmasi ile olusturulan DNA pargalarma izci zincirin
tamamlayicis1 (komplementeri) olacak sekilde DNA polimeraz I ile yeni niikleotidler ilave
edilir. Ancak DNA polimeraz I ile uzatilan yeni zincir parcalardan bir 6nceki zincirin 3'-
hidroksil ucu ile bir sonraki zincirin 5'-fosfat ucu arasinda bir baglanma olmadigindan tiretilen
bu parcalar arasmnda bosluklar vardir. Izci zincirin tam bir tamamlayicisinimn
olusturulabilmesindeki son adim zincir uc¢larinin birlestirilmesidir ve bu gérev DNA ligaza
aittir. Bu enzim, tretilen bu DNA parcalarindan birinin 3'-hidroksil grubu ile diger komsu
DNA pargasmin 5'-fosfat grubunun esterlesme reaksiyonunu katalizlemeden sorumludur.
Boylece, bu zincir pargalar1 arasinda bir fosfodiester bagi olusturularak tam bir zincire
ulagilmis olur (Sekil 7.31.). Bu reaksiyon, endergonik oldugundan islemin gergeklesmesi i¢in
ATP hidrolizi gibi bir reaksiyon ile kenetlenmistir. Bazi ligazlar ise nikotinamid

dintikleotidlerinin mononiikleotidlere doniligsmesi iglemi ile saglanan enerjiyi kullanir.
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Sekil 7.31. DNA ligazin izci zincirleri birlestirme 6zelligi

Prokaryotik DNA replikasyon islemleri c¢ok sayida protein ve enzim bileseni
icerdiginden yukarida anlatildigindan daha fazla ve farkli reaksiyonlar1 ve asamalari
gerektirir. Biitiin bu islemler agisindan karsilastirildiginda o6karyotik ve prokaryotik
replikasyon arasinda oldukca yliksek diizeyde benzerlikler vardir. Ancak, 6karyotik sistemler

daha karmasik oldugundan replikasyon islemleri arasinda farkliliklar da mevcuttur.

7.5.2. Ters Transkripsiyon ve RNA Replikasyonu

DNA' nin replikasyonu isleminde bir DNA zinciri kalip gibi rol oynar ve bir DNA
polimerazin da etkisiyle bu kalibin tamamlayicis1 olan yeni bir DNA zinciri sentezlenir. Eger
bir RNA dizisi kalip ise bu durumda ters transkriptaz adi verilen bir enzime ihtiya¢ vardir. Bu
enzim varliginda kalip RNA dizisine sahip yeni DNA zincirleri sentezlenebilir (Sekil 7.32).
Diger DNA ve RNA polimerazlarda oldugu gibi bu enzim de 5'—3' yoniinde polimerlesmeyi
katalizler. Bu islemde de bir primer gerekir ve sartlar saglandigi takdirde
deoksiriboniikleotidler primerin 3'-ucuna eklenerek tamamlayic1 bir DNA (cDNA) zinciri
sentezlenir. Boylece, bir DNA-RNA hibridi olusturulmus olur. Bu hibritten RNA zinciri yine
ters transkriptaz ile ayrildiktan sonra geri kalan DNA zinciri ters transkriptaz tarafindan bir
kalip olarak kullanilarak yeni bir zincir sentezi ve bdylece c¢ift DNA zinciri sentezi
gergeklestirilir. Ters transkriptaz yardimiyla boylece bir RNA dizisine karsilik gelen bir DNA
sentezi bu yolla miimkiin olur. Retroviriis olarak adlandirilan bazi viriislerin genetik maddesi

RNA oldugundan bu viriisler kalip olarak RNA'lar1 kullanir ve ters transkriptaz ile kendi
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DNA'larim1 sentezler. Genetik maddesi RNA olan ancak ters transkriptaz igermeyen viriisler

de mevcuttur.

Ters transkriptaz

.
>

/‘\/\_/\__/ cDNA

Kalip RNA RNA-DNA hibridi

&} mononiikleotitler

Sentezlenen DNA ¢ift zinciri

Sekil 7.32. Bir kalip RNA zincirinden ters transkriptaz etkisiyle tamamlayict DNA (cDNA) sentezi.

7.5.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve DNA' nin Cogaltilmasi

Insan genom projesi ve her bir tip organizmanin genomlarinin sirasmin belirlenmesine
iligkin caligmalar, ¢cok 6zgiin gen siras1 bilgilerini agiga ¢ikarmaktadir. Oysa bir ya da daha
fazla DNA kiitiiphanelerinin olusturulmasi, “bir genomun dizisinin” belirlenmesinde ¢ogu
kez bir ara basamaktir. Genomik dizinin belirlenmesi tamamlandiginda bir genin
kiitiiphanenin yardimi olmaksizin kolayca, klonlanabildigi goriilecektir. Eger kodlanacak bir
DNA pargasinin en azindan bir kismina ait dizi bilinirse, 0 DNA bolimiiniin ¢ok sayidaki
kopyasi, polimeraz zincir tepkimesi (PCR) kullanilarak c¢ikartilabilir. 1983 yilinda Kary
Mullis tarafindan kesfedilen PCR ile cogaltilmis DNA dogrudan klonlanabilmekte ya da
cesitli analitik islemlerde kullanilabilmektedir.

Polimeraz zincir reaksiyonu, 6zellikle ¢cok diisiik seviyelerdeki bir DNA pargasinin (<
6 kb) miktarmin artirilmasi amaciyla gelistirilmis bir yontem olup esas1 in vitro replikasyona
yani hiicre olmaksizin replikasyona dayanir. Ancak, hiicrelerde gergeklesen replikasyona gore
hem az sayida bileseni ve hem de oldukga basit asamalar1 gerektirir. Bu yontem, arzu edilen
seviyelerde DNA'y1 ¢ogaltma imkanini saglar. Dolayisiyla, 6zellikle genetik bozukluklarm
diizeltilmesinde, mikrobiyolojide ve adli tipta ¢esitli amaglar i¢in DN A'nin analiz edilebilecek
ve kullanigh bir diizeyde bulunmasi arzu edilir ki PCR bu agidan olduk¢a kullanish ve verimli
bir yontemdir.

PCR kolay uygulanabilir 6zellige sahiptir. Iki sistematik oligoniikleotid sentezlenir,
bunlarin her biri, ¢ogaltilacak boliimiin u¢larinin hemen yanindaki yerlerdeki hedef DNA nin
karsit sarmaldaki siralara komplementerdir. Oligoniikleotidler replikasyonun primerleri
olarak gorev yapar; hibritlesmis problarm 3' ucglariyla birbirlerine karsi konuslanmis ve

istenen DNA pargasi boyunca DNA sentezini baglatmak iizere yerlesmistir (Sekil 7.33a).
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Cogaltilacak boliimii iceren izole DNA, dnce hafif sekilde isitilarak denatiire edilir,
sonra sentetik oligoniikleotidlerin ¢ok fazla bulundugu ortamda sogutulur. Daha sonra dort
tip deoksiniikleosit trifosfat eklenir ve primerli DNA bdliimii secicilikle kopyalanir. Isitma,
sogutma ve replikasyondan olusan bir dongii, birka¢ saat icinde otomatik islemle 25-30 kez
tekrarlanir, primerlerin takili oldugu bu DNA bdlgesinin kolayca analizi ve/veya
klonlanabilmesi i¢in ¢ok sayida kopyasi ¢ikarilmis olur. PCR' da #aq 1 polimeraz (90°C'de
kaplicalarda yasayan bir bakteriden [Thermus aquaticus] elde edilmistir) gibi 1siya dayanikli
polimerazlar kullanilir. Enzim her 1sitma basamaginda aktif kaldig1 i¢in yenilenmesine gerek
yoktur. PCR i¢in kullanilan primerlerin titiz tasarimi 6rnegin endoniikleaz kesim yerlerinin
dahil edilmesi, ¢cogaltilmis DN A'nin sonraki klonlanmasini kolaylastirmaktadir (Sekil 7.33b).
Bu yontemde, yukarida {ic asama olarak verilen islem ayn1t DNA {izerinde birinci asamadan
itibaren defalarca tekrar edilip DNA sentezi gergeklestirilerek yiiksek DNA seviyelerine
ulasilir. Islemde gerceklestirilen ¢evrim sayis1 (n) arttikca iiretilecek DNA miktar1 da iistel
olarak (2") artar. Dolayisiyla, her bir ¢evrimde mevcut DNA'nm iki kat1 kadar daha fazla
DNA elde edilebilir.

PCR yOntemi hemen her 6rnegin saptanmasi ve cogaltilmasi i¢in yeterince hassastir.
DNA vyavas sekilde yikilmasina karsm 40,000 yasindan fazla 6rneklerden alinan DNA' lar
PCR yardimiyla basariyla klonlanmistir. Bu teknik mumyalanmis insan kalintilarindan ve
ylinlii mamut gibi soyu tiikkenmis hayvanlardan alinan DNA parcalarinin klonlanmasi i¢in
kullanilmistir. Boylece molekiiler arkeoloji ve molekiiler paleontoloji gibi yeni bilim dallari
ortaya c¢cikmistir. Defin yerlerinden saglanan DNA; PCR yontemi ile g¢ogaltilarak, eski
insanlarin go¢ yollar1 izlenmektedir. Epidemiyologlar, Insan patojenik viriislerinin biyolojik
degisimini incelemek i¢cin insan kalintilarindan PCR' la c¢ogaltilan DNA o6rneklerini
kullanabilirler. DNA klonlamadaki yararlarina ek olarak PCR' nin, adli tipta da ¢ok 6nemli

yeni bir ara¢ oldugu anlasilmistir.
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Sekil 7.33. DNA'min PCR kullanilarak ¢ogaltilmasi, (a) islem {i¢ basamaklidir. 1.) Isitmakla DNA
sarmallar1 birbirinden ayrilir, sonra 2.) Cogaltilacak bolgeyi kusatan ¢ok miktardaki kisa
sentetik DNA primerleriyle (siyah ug¢) baglanir. Polimerlesmeden sonra 3.) Islem 25 ya
da 30 dongii olmak {izere yinelenir. Isiya dayanikli DNA polimeraz Tagl (kaplicalarda
ireyen bakterilerden, yani Thermus aquaticus, elde edilir) isitma basamaklarindan
etkilenmez, (b) PCR ile ¢ogaltilan DNA klonlanabilir. Primerler bir restriksiyon
endoniikleazin kesim yerleri olan uglarda komplementer olmayan DNA igerir.
Primerlerin bu kisimlar1 hedef DNA' ya baglanmamalarina karsin, PCR islemi bunlarin
¢ogaltilacak DNA'ya girmelerini saglar. Cogaltilan parcalarmm bu yerlerden kesimi,
¢ogalmis DNA'nin bir klonlama vektoriine baglanmasini kolaylastiric1 yapiskan uglar
cikarir.
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Gilintimiizde olduk¢a yaygin olan PCR yontemi otomatik termal c¢evrimcilerle
gerceklestirilir ve birka¢ saatlik zaman dilimi igerisinde ¢ok kii¢iik miktarlardaki DNA
parcalarindan milyon kat kadar daha fazla DNA cogaltilabilir. Bu yontem mikrobiyolojide
yaygin olarak mikroorganizmalarin teshisinde ve alt tiirlerin belirlenmesinde, adli tipta
ozellikle babalik tayininde, kriminolojide su¢ delillerinden alinacak numunelerin DNA
iceriklerinin artirilip analiz edilmesi ve suglularin tespitinde, klinik caligmalarda genetik
bozukluklarin belirlenmesinde ve daha pek ¢ok alanda kullanilan bir yontemdir. Bu yontem
ayrica, eger Ozel primerler saglanirsa klonlamada oldukg¢a kullanislidir. Miktar1 artirilacak
niikleik asidin RNA oldugu inanildiginda ters transkriptazin (RT) kullanildigi bir bagka
yontem olan RT-PCR’ dir ki bu yontem PCR' nin bir bagka uygulamasidir. Bu yontemde ise
ters transkriptaz etkisiyle herhangi bir RNA molekiilinden tamamlayict DNA (cDNA)
gretilir. Bu cDNA molekiilleri kalip gorevi yaparak PCR gergeklestirilir ve bdylece
baslangigtaki RNA dizisine sahip DNA yiiksek miktarda tiretilmis olur.

7.6. GENETIK BILGININ AKTARILMASI (TRANSKRIPSIYON)

Riboniikleik asitler birbirlerine 3',5'-fosfodiester bagi ile bagli riboniikleotidlerin
olusturduklar1  tek  zincirli  polinlikleotidlerdir. ~ DNA  zincirlerinde  kullanilan
mononiikleotidlerdeki bazlar olan adenin, guanin ve sitozin bu polimerlerin de yapisinda yer
almasina ragmen timin yerine urasilin bulundugu niikleotid kullanilr. Bu bazlardan
olusturulan RNA molekiilleri de ¢ift zincirli ikincil yapilar olusturabilir. Ancak, bu yapilar
genellikle zincir icerisinde tamamlayict (komplementer) bazlarin (A=U ve G=C) hidrojen
baglari ile etkilesmesi sonucu olusturulur ve sa¢ tokasi veya raket olarak tanimlanir.

RNA molekiillerinin sentezi genetik sifrenin ¢6ziilmesinde olduk¢a Onemli bir
asamadir. Bu islemde DNA zincirlerinde sakli bulunan birincil bilgi transkripsiyon olarak
adlandirilan islemle RNA molekiillerine aktarilir (Sekil 7.34). Sentezlenen RNA zincirindeki
baz dizisi tiretildigi DNA zincirindeki birincil yapmin baz bilesimini ve sirasii da yansitir.

Bu baz siras1 da sentezlenecek proteinin aminoasit sirasini belirler.
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Sekil 7.34. Genetik bilginin niikleik
asitlerden proteinlere akisi ve bu

R ™M

islemlerde RNA sentezinin yeri.

Transkripsiyon l

~— o~~~ RNA

Translasyon l

Protein

Hiicrelerde RNA sentezi oldukca verimli bir sekilde ayarlanir. Genellikle hiicrenin
metabolik ihtiyaclarina ve biliylime sartlarma bagli olarak bu islemler gerceklesir. Bu da
genellikle prokaryotlarda genlerin sadece %5 Okaryotlarda ise %1'den daha az bir kisminin
okunmasi ile sonuglanir.

DNA'nin transkripsiyonu olarak adlandirilan RNA sentezi isleminin bazi 6zellikleri
vardir. Bu islemlerde RNA sentezi islemin baslamasini ve RNA zincirinin biiylimesini
katalizleyen DNA-bagimli bir RNA polimeraza ihtiya¢ vardir. Bu enzim, a,pp'c gibi ¢esitli
alt birimlerden olusur ve RNA sentezinin baslayabilmesi bu alt birimlerin tamaminin
varligina baglhdir. RNA polimeraz, kalip olarak ¢ift sarmalli DNA molekiiliiniin tek zincirine,
riboniikleotid trifosfatlara (ATP, GTP, UTP ve CTP) ve Mg iyonuna ihtiya¢ duyar. DNA
replikasyonunda rol oynayan DNA polimerazdan farkli olarak RNA polimeraz bir primer

gerektirmeden poliniikleotidin sentezini katalizleyebilmektedir.
(RNA), + NTP <> (RNA),+; + PPi

7.6.1. Transkripsiyonun Asamalan

DNA sentezinde oldugu gibi RNA zincirinin sentezi 5'—3' yOniinde ger¢eklesir.
Riboniikleotidlerin katilmasi sonucu olusan pirofosfat molekiiliiniin hidrolizi sonucu agiga
cikan enerji 3',5-fosfodiester baglarinin olusumu i¢in yeterlidir. Ribozomal RNA (rRNA),
mesajct RNA (mRNA) ve transfer RNA (tRNA) molekiillerinin sentezi bir DNA bagimlh
RNA polimeraz tarafindan benzer yollarla katalizlenir (Sekil 7.35).
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Sekil 7.35. RNA polimerazin poliniikleotit
5 K sentezindeki gorevi
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RNA polimeraz gesitli alt birimlerden (a;3B'c; bes tane) olusan biiyiik bir enzimdir.
Her bir alt birim kendilerine has gorevleri ile beraber RNA sentezinin gerceklestirilmesinde
rol oynar. Bu alt birimlerden o, enzimin diger alt birimlerinin bir arada bulunmasida goérev
yapar. 3 ve ' enzimin katalitik bolgesinin olusumunda yer alir ve B alt birimi niikleosit
fosfatlarin baglanmasinda yer alirken ' ise DNA baglanmada gorev yapar. Transkripsiyonun
baslamasinda ve DNA zinciri lizerindeki bazi korunmus bolgelerin taninmasinda ise o alt
birimi gérev yapar. Bu alt birim RNA polimeraz baglandiktan ve polimerlesme islemi baslar

baslamaz enzimden ayrilir ve katalitik islem devam eder.

7.6.1.1. RNA zincir Sentezinin Baslamasi

RNA sentezinin baslayabilmesi igin RNA polimerazin DNA ¢ift sarmalindaki
zincirlerden birini kalip olarak taniyip tizerindeki bazi 6zgiin ve korunmus bolgelere
baglanmasi gerekir. Iki DNA zincirinden sadece biri RNA sentezi igin kalip gdrevini goriir ki
bu zincir RNA'nin tamamlayicis1 oldugundan bazen duyarli (sense) zincir olarak sdylenir
(Sekil 7.36). Genel olarak duyarl zincir 3'—5' yoniindeki zincirdir. Diger DNA zinciri 5'—3'
yoniinde ilerlediginden ve sentezlenen RNA transkripti ile ayni yonliilik gdsterdiginden bu
zincir bazen yanlislikla duyarsiz (antisense) zincir olarak tanimlanir. Ustte yer alan model
zincir gercekte genetik sifreyi icerir ve zincirdeki bilgiye sahip bir RNA'nin sentezlenmesi
ancak bu tstteki zincirin tamamlayicisi olan alttaki yani duyarli zincirin RNA polimeraz

tarafindan okunmasi ile miimkiindiir.
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e e TCCGAGCTGGCGA. ... -3 Sifre DNA zinciri

3 e AGGCTCGACCGCT .....-5' Duyarh DNA zinciri (kalip)
5 e nneaaas UCCGAGCUGGCGA....-3° RNA (Sifredeki diziye sahip)

Sekil 7.36. Genetik sifrenin duyarl zincir iizerinden RNA seklinde aktarilmasi.

Yapilan ¢aligmalar sonucu, DNA kalip zinciri yani duyarl zincir iizerinde adenin ve
timince zengin bazi bolgelere RNA polimeraz enziminin baglandigi anlasilmistir ve bu
bolgelere promotor bolgeler adi verilmistir. Bu baglanmanin saglanmasi icin mRNA sentezi
islemini katalizleyen RNA polimerazin bu kaliba baglanabilecegi promotor bolgelerin kalip
iizerinde bulunmasi zorunludur. Genellikle DNA zincirlerinden sadece biri promotor
bolgelere sahiptir ve bu bolgeler korunmus bdlgelerdir. Sentezlenecek mRNA'y1 kodlayan
niikleotid zincirin gerisinde ve 3'-yoniinde yer alr. RNA polimeraz enziminin alt
birimlerinden biri olan sigma (o) alt birimi bu promotor bdlgeleri tanir ve RNA polimerazin
bu bolgelere baglanmasini saglar. Promotor bolgelere RNA polimerazin baglanmasina baglh
olarak baglama bolgesinde DNA ¢ift zinciri kismen agilir. RNA polimeraz kalip DNA'y1
3'>5 yoniinde okumaya ve takiben de RNA zincirini 5'—3' ydniinde sentezlemeye baslar.
Zincir lizerinde okunmanin baslandig: ilk niikleotidin konumu +1 olarak numaralandirilir ve
transkripsiyon baslama Bélgesi olarak adlandirilir. Duyarli zincir {izerinde baslama
niikleotidi genellikle C veya T seklinde bir pirimidindir. Dolayisiyla RNA transkripti biiytik
bir ihtimalle G veya A seklindeki bir purin ile baslar. Ayrica, bu niikleotid RNA
transkriptindeki ilk bazdir ve RNA polimerazin okuma yoniine bagli olarak takip eden
niikleotidler +2, +3 vs. seklinde siralanir. Duyarl zincir izerinde RNA polimerazin okumaya
basladig1 yoniin aksi yondeki niikleotidler ise eksi (-) isaret ile belirtilir ve transkripsiyon
baslama noktasindan bir dnceki ve yukari akis bolgesinde yer alan ilk niikleotid -1 olarak
tanimlanir.

Prokaryotlarda, promotor bdlgeler DNA zinciri tizerinde transkripsiyonun baslayacagi
bolgeden 3'-ucuna dogru yaklasik 40 baz ¢iftinin olusturdugu baz dizisidir ve bu diziler
transkripsiyona ugramaz. Cesitli genler lizerinde yapilan ¢aligmalarla promotor bdlgelerin
korunmus oldugu ve genellikle adenin ve timince zengin bdlgeleri igeren baz dizilerine sahip
olduklar1 gozlenmistir. Bu korunmus baz dizileri transkripsiyonun baslama noktasindan (+1)
daha yukar1 akis bdlgesinde (duyarli DNA zincirinin 3'-ucuna dogru) bulunur ve
prokaryotlarda bu dizilerden biri -10 konumunda olup Pribnov kutusu olarak tanimlanar.
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Pribnov kutusundaki korunmus baz dizisi “genellikle TATAAT” seklindedir. Diger korunmus
bolge ise transkripsiyonun baslangicindan yaklasik -35 baz yukar1 akis bolgesinde ortaya
cikar ki bu bolge de oldukca korunmus olup genellikle TTGACA seklinde bir baz dizisine
sahiptir (Sekil 7.37). Prokaryotlarda -10 ve -35 boélgeleri etkin promotorlarda oldukca
korunmustur. Bu bolgelerdeki niikleotidlerdeki bir degisiklik, RNA polimerazin promotor
bolgeye baglanma etkinligini, baglanmanm kararliligint ve dolayisiyla transkripsiyonun

baslama etkinligini azaltabilir ya da artirabilir.

Korunmug promotor mRNA sentezinin
bolgeler baslangi¢c noktasi
s N
Yukart akig bolgesi Pribnov kutusu l ‘ Agagt akis bolgesi
=35 bolgesi -10 bolgesi -+l
37 o] TTGACA| 11-15baz | TATAAT 5'8.;:.'“‘2 . .-
' cifti :
Kalip DNA Fir o o R

mRNA sentezinin duyarh
zincir {izerinde ilerleme
yonii (3°—5)

Sekil 7.37. Transkripsiyonda kalip DNA iizerindeki korunmus bolgeler.

RNA polimeraz promotor bolgelere baglanip baslama bolgesinde DNA ¢ift zincirini
kismen actiktan sonra bu sigma (o) alt birimi enzimden ayrilir ve enzimin geri kalan kismi
(a2BB") etkinligini gostererek RNA sentezini +1 noktasindan baslatir ve zincirin biiylimesini
saglar. Transkripsiyon baslama noktasimi genellikle C veya T gibi bir pirimidin baz1 olusturur.
Boylece, RNA polimeraz tarafindan katalizlenen islemle 3',5'-fosfodiester kopriileri
olusturularak riboniikleotidlerin basamakli katilmasi gergeklesir. Bu islemlerde DNA ¢ift
sarmalinin sadece tek bir zinciri ve 3'—=5' yoniinde RNA polimeraz tarafindan okunur.
Dolayisiyla, yeni sentezlenen tamamlayict RNA zinciri 5'—3' yoniinde sentezlenir. DNA

zinciri sentezinden farkli olarak RNA zincir bir primer gerektirmez.

7.6.1.2. Zincirin Uzamasi

Sigma alt biriminin ayrilmasi ile RNA polimeraz zincirin uzama reaksiyonlarini
katalizler ve riboniikleotid birimlerinin basamakli bir sekilde zincire ilavesi sonucu (yaklasik
dakikada 3000 baz) RNA zinciri biliyiir. RNA polimeraz DNA sarmali iizerinde hareket

ederken bu sirada sarmal agilir ve duyarli zinciri okumaya devam eder. Duyarli zincir
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iizerinde okunan niikleotidler diger zincirdeki niikleotidlerle tekrar etkileserek sarmal
olusturur (Sekil 7.38). Bu sirada, agik sarmal {izerinde RNA polimeraz kalip zinciri okudukca
sentezlenen RNA zinciri kalip zincir ile kisa ¢ift zincirli bir RNA-DNA hibridi olusturur.
Zincir yeterince uzadiktan ve RNA polimeraz promotor bolgeden uzaklastiktan sonra yeni bir
RNA polimeraz promotor bolgeye baglanarak yeni RNA sentezleri baslatilir. Boylece ihtiyag

duyulan RNA molekiilleri yeteri kadar sentezlenir.

1T

BN 5> Kalip DNA
Transkripsiyon RNA sl
baslama bt‘)lgesil/ \ 4 (%BBI’)G)lmera?

17T 3 1. Asama: RNA polimerazin
promotor bdlgeyl tanimast,
L1 5 baglanmas1 ve RNA sentezinin
baslamasi

T3 2 Asama: RNA zincirinin
[ 1 uzamast

5 ﬂ_l_l_r_rm\]\_[_r_l_.r'_ 30 3. Asamas RNA zinciri 4

niikleotit u.adiktan sonra o
ro faktorii
y proteini

altbirimin ayrtlmasi ve zincir
) uzamasmin devam etmesi

4. Asama: RNA polimeraz ile
ro faktorii proteinin
etkilesmesi

5. Asama: RNA zincirin
sentezi isleminin sonlanmast

RNA Q ro ve RNA 'Polimeraz ile ro

polimeraz fakirii faktoriniin ayrnilmasi

sentezlenen RNA

Sekil 7.38. RNA sentezindeki agsamalar
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7.6.1.3. Zincirin Sonlanmasi

Bakterilerde duyarli DNA kalibi, transkripsiyonun baslamasi i¢in gerekli olan bir
promotor bolge yaninda bir de transkripsiyonun sonlandirilmasini saglayacak bir
sonlandirma bélgesine sahiptir. Bu bdlge guanin ve sitozinlerin zengin oldugu bir bolgeyi
takiben adenin ve timince zengin bir bolgeyi icerir. RNA polimeraz duyarli DNA kalib1
iizerinde bu baz dizisini okuduktan sonra olusan transkript lizerinde G-C bdlgeleri arasinda
zincir i¢i hidrojen baglariyla tamamlayic1 bazlar esleserek RNA zincirinin sonunda raket
seklinde bir yap1 olusturur (Sekil 7.39). Bu yap1 RNA polimerazin duyarli DNA zincirini

okuma islemini durdurur ve boylece bu ikincil yapt RNA sentezinin sonlanmasina yol agar.

G-C A-T
zengin - zengin
bilge biilge
—t— —P—
5'-....GCCATTACGGGCTT TTT GCCCGTAT TTT TT-3'
Duyarli DNA zinciri 3'-....CGGTAATGCCCGAAAAACGGGCATAAAAAA-5
N /

Zincirde birbirini tamamlayan
niikleotitleri iceren iki bilge

l Transkripsiyon

oleleln]

RNA transkriptin ucu

=kl slnlalale]

3 A OH ¥

....GCCAU uuuuuu

Sekil 7.39. Raket yapis1 olusumu ile transkripsiyonun sonlandirilmasi

Ayrica transkriptin sonundaki urasil niikleotidleri ile duyarli zincirin 5'- ucundaki
adenin niikleotidleri arasindaki A-U etkilesimi, duyarli zincirin 5'- ucundaki adenin
niikleotidleri ile kalip olmayan DNA zincirinin 3'-ucundaki timin niikleotidleri arasindaki A-T
etkilesimlerinden daha zayif oldugundan RNA-DNA hibridi seklindeki RNA transkripti

duyarl zincirden kendiliginden ayrilir.
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Transkripsiyonun sonlandirilmas1 bazi durumlarda, re faktorii (p) adi verilen
proteinlerle de gerceklesir. Ancak bu proteinlere Okaryotik sistemlerde rastlanmamistir. Bu
islemler prokaryotlarda hem nadiren gerceklesir ve hem de olduk¢a karmasiktir. Bir tiir
helikaz olan ro faktorii proteini transkripsiyonun son asamasinda olusan DNA-RNA
hibritinin birbirinden ayrilmasini katalizler. Bu protein, lretilen RNA zinciri {lizerinde
ozellikle belirli bir ikincil yapist olmayan ve sitozince zengin bdlgelere baglanir. RNA
polimeraz sonlandirma bolgesine ulastiginda bu bolgede ilerlemeden kalir ve ro proteini yeni
sentezlenen molekiiliine baglanjp RNA polimerazin DNA kalibindan uzaklastirilmasi

saglanmis olur (Sekil 7.38).

7.6.2. Transkripsiyonla Sentezlenen RNA Molekiilleri

DNA' daki baz sirasinin RNA molekiilleri haline aktarilmasi olan transkripsiyon iglemi
ile ribozomal RNA (rRNA), transfer RNA (tRNA) ve mesajc1 RNA (mRNA) olmak {izere {i¢
farkli RNA molekiiliiniin sentezi gerceklestirilir. Bu RNA molekiilleri hem yap1 ve hem de
hiicrelerdeki fonksiyonlar1 agisindan birbirlerinden farkliliklar gosterir (Tablo 7.11).

Tablo 7.11. Cesitli RNA tiirleri ve 6zelliklerinin karsilastiriimasi

RNA Sentezi  katalizleyen Biiyiikliigii Gorevi H-bagimin

tiirii polimeraz bollugu

rRNA  RNA polimeraz | Degisiklik  Proteinlerle bir araya gelerek Oldukca

gosterir ribozomlar1 olusturur fazla

mRNA RNA polimeraz 11 Cesitli Proteinlerin  aminoasit sirasim1  Cok az
belirler

tRNA  RNA polimeraz III Kiigiik Amino asitleri protein sentezinin Oldukga
oldugu yere tasir fazla

Prokaryotlarda tek bir DNA-bagimli RNA polimerazla katalizlenen RNA sentezi
okaryotlarda ise li¢ farkli RNA molekiiliiniin sentezi yine ii¢ farkli polimerazin katalizledigi
islemlerle gergeklestirilir. Okaryotlarda bu enzimler niikleusta bulunur ve yiiksek molekiiler
agirlikli olup c¢ok sayida alt birim igerir. Bu polimerazlar, kalip DNA {izerindeki
promotorlarla etkilesmeleri icin transkripsiyon faktorleri (TF) adi verilen ilave protein
bilesenlere ihtiya¢ duyar. Her iic RNA polimeraz da a-amanitin adi verilen inhibitore karsi
davranislarma gore birbirinden ayrilabilir. RNA polimeraz I bu inhibitore direngli iken diger

iki polimeraz duyarliliklar1 farkhidir.
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7.6.3. RNA Molekiillerinin Transkripsiyon Sonrasi Islenmesi

Prokaryotlarda ve dkaryotlarda farkli yollarla olusturulan 3 tip RNA s6z konusudur ki
bunlar mRNA, rRNA ve tRNA' dir. Transkripsiyonla olusturulan ve temel transkriptler olarak
tanimlanan prokaryotik ve 6karyotik RNA molekiilleri DNA kalibindan ve RNA polimeraz
enziminden ayrildiktan sonra bu RNA molekiilleri olusturulmak iizere genellikle bazi ilave
enzimatik islemlerle modifiye olur. Bu islemlerde ya zincirlere ug zincir pargalari ilave edilir
ya da bazi bazlar tiirevlendirilir. Prokaryotlara gore 6karyotik RNA daha ¢esitli modifikasyon
islemlerine ugrar. Bu transkripsiyon sonrast modifikasyon islemleri yeni sentezlenen RNA
molekiillerinin biyolojik aktiviteleri agisindan gereklidir ve cesitli basamaklari igerir.

a) RNA molekiiliiniin biiyiik bir kismini olusturan 6n kisminin uzaklastirilmasi ki bu
islemlerle ayrilan RNA parcasi daha sonra ribozomun (rRNA) olusturulmasinda kullanilir.

b) mRNA zincirinin 3'-ucuna poliadenozin birimlerinin ilave edilmesi. Poliadenozin
(poli A) kuyrugu mRNA' nin niikleusdan sitoplazmaya ulastirilmasinda rol oynar.

¢) RNA niikleotid bazlarinin ve seker birimlerinin enzimlerle modifikasyonu.

7.6.3.1. mRNA' nin islenmesi

Prokaryotlarda olusturulan mRNA molekiilleri daha ileri bir modifikasyona
gidilmeksizin dogrudan proteinlerin sentezinde kullanilir. Bununla birlikte, okaryotlarda
mRNA seklindeki genetik bilginin niikleusdan ¢ikarilip sitozolde kullanilacaklar1 hedef
bolgelere gonderilebilmeleri i¢cin niikleusda bazi transkripsiyon sonrasi islemlerden geger.
Okaryotik mRNA' larda gozlenen bir tiir transkripsiyon sonrasi islem transkripsiyonla
olusturulan RNA zincirinin 3'-ucuna poliadenozin dizilerinin eklenmesidir. Bu islemde poli A
polimeraz, bir poliadenozin dizisini (poli A) olusturulan mRNA' nin 3'-ucuna ilave eder. Bu
3'-poli A kuyrugu genellikle 50-200 adenozin niikleotidini igerir ve poli A bolgesi mRNA'nin
niikleusdan sitoplazmaya tasmmmasinda rol oynar ve daha cok mRNA' y1 niikleaz ve
fosfatazlarin pargalayici etkisinden korumada 6nemli bir rolii oldugu bilinmektedir.

mRNA molekiiliiniin 5'-ucunun da modifiye edildigi islemler vardir. Boyle bir islemle
molekiiliin 5'-trifosfat kuyrugu 7-metilguanozin ile esterlestirilir ki bu modifikasyonla
okaryotik mRNA'nin 5'-ucunda olusturulan kuyruk 5'-basligi (5'-cap) olarak bilinir (Sekil
7.40).
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Sekil 7.40. Okaryotik mRNA’ min 5’-ucundaki 5°- bashg

7.6.3.2. rRNA"nin Islenmesi

Ribozomal RNA (6karyotik rRNA) 6n RNA (pre-rRNA) molekiiliiniin boliinmesi ile
olusur. Bu islem RNaz III, RNaz P, RNaz E ve RNaz F etkisiyle gerceklesir (Sekil 7.41). Bu
endoniikleolitik enzimler yardimiyla polisistronik yapidaki birincil transkript olan 45S 6n
RNA molekiilii 16S, 23S ve 5S'lik iic RNA molekiilii ile iki tRNA molekiilii seklinde
boliinmeye ugrar. (Polisistronik: Bir mRNA nin birkag proteini kodlayan genetik bilgiye sahip
olmasi. Monosistronik: Bir mRNA nin tek bir proteini kodlayan genetik bilgiye sahip olmasi).

Ikincil endolitik boliinme ger¢eklesmeden nce ribozomlarm olusumunda rol oynayan
baz1 ribozomal proteinler bu 6nciil rRNA'larla birlesir. Ribozom olusumu sirasinda, 16S ve
23S rRNA' lardaki baz1 6zel niikleositler metillendirilir ve bdylece RNA molekiillerinin hiicre
ici RNaz lar tarafindan parcalanmasi onlenmis olur. Ancak bu metilllendirme isleminin

fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir.
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Birincil Transkript

1700 2900 300
5’ 3’

l Birincil endomiikleolitik

béliinme
pre-5S
pre-16S rRNA pre-23S rRNA tRNA
5 3
tRNA tRNA
Tkincil endoniikleolitik
boliinme
16S rRNA 23S rRNA 5S rRNA
5 ? 3 b
tRNA tRNA

Sekil 7.41. Ribozomal RNA (rRNA) molekiillerinin transkripsiyon sonrast modifikasyonu

7.6.3.3. tRNA' nin islenmesi

Uzun poliniikleotid zincirler seklinde {iretilen on tRNA molekiilleri cesitli
modifikasyon islemlerinden sonra olgun tRNA'lar haline doéniistiiriiliir. Bu islemler zincir
kisaltilmasi, uglara dizilerin ilavesi ve bazlarin tiirevlendirilmesi seklinde siralanabilir.
Metillendirme islemi en genel tiirevlendirmelerden biridir.

tRNA molekiilleri yaklasik 80 niikleotidden olusur ve yomnca yaprag: yapist olarak
tanimlanan ikincil bir yapiya sahiptir. Biitiin tRNA molekiillerindeki bazlarin ¢ogu modifiye
olmus ve her birinin T-ucunda CCA seklinde bir dizi vardir ki aminoasitler taginmak {izere bu
dizinin ucuna baglanir (Sekil 7.42). Cesitli 6zel bolgeler yaninda mRNA {izerindeki kodona
karsilik gelecek sekilde bir aminoasidi tastyan tRNA' y1 belirleyen bir antikodon, bu yonca

yaprag1 yapisinin aminoasit baglanan ucunun tam karsisinda olacak sekilde yer alir.
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Sekil 7.42. tRNA’ nin yapisi

XX»
Antikodon

7.6.4. Katalitik RNA Molekiilleri

Son 20 yila kadar biyokatalizorlerin sadece peptid yapisinda oldugu tahmin ediliyordu
ve aminoasitlerin birbirlerine peptid baglar1 ile bagli oldugu bu polipeptidlerin canlilarda
yegane katalizorler oldugu bilinmekteydi. Ancak, son yillarda gerceklestirilen ¢alismalarla
baz1 6zel RNA molekiillerinin de katalitik 6zellik gosterdikleri ortaya konmustur. Ribozim
olarak adlandirilan bu katalitik RNA molekiillerinin bazi ester hidrolizi/esterlesme
reaksiyonlar1 ile kendi kendilerini kesebildikleri ve enzimatik ozellikler gosterdikleri ortaya
konmustur. Protein yapisindaki enzimlerle karsilastirildiginda daha az seviyelerde katalitik
etkinlik gostermelerine ragmen bu RNA molekiillerinin etkinliklerinin icerdikleri RNA' ya
ilave olarak bazi protein alt birimlerinin varlig: ile arttig1 bilinmektedir. Bu katalitik RNA
molekiilleri bazt RNA substratlar1 tantyarak bir niikleaz gibi hidroliz etme yetenegine sahiptir.
Bu calismalar 6zellikle Cech ve Altman ile arkadaslari tarafindan gercgeklestirilmis ve bu iki

bilim adam1 bu katkilarindan dolay1 Nobel Odiilii almistir.

7.7. GENETIK BILGININ COZULMESI (TRANSLASYON)

Tipik Okaryotlarda protein sentezi sitoplazmada gergeklesir. Genetik bilgi akisi
transkripsiyon ve translasyon ile DNA'dan proteinlere dogru gerceklesir. Bu bilgi akisinda
orjinal DNA baz dizisine karsilik gelen tamamlayici (komplementer) bir baz dizisi iceren
mRNA ara bir rol oynar. Bu RNA molekiilleri niikleusda olusturulduktan sonra sitoplazmaya
tasinir. mRNA, sitoplazmada proteinlerin sentezinde 6nemli bir rol oynayan sitoplazmik

organeller olan ribozomlara baglanir ve genetik mesajin bir polipeptid zinciri olusturmak

248



iizere ribozomlar tarafindan okunmasi saglanir. Bu islemlerde, aminoasit molekiillerinin her
biri 6zel bir tRNA molekiilii ile kovalent baglanarak aktiflestirilir ve peptid seklindeki
polimerlesme islemine katilmasi saglanir. Boylece, mRNA halindeki mesaj, tRNA' larla
aktiflenmis aminoasitlerin ve ribozomlarin bir bileseni halinde rRNA’ nm katkisiyla
genlerden iiretilen biitliin RNA' larin katilimiyla protein seklinde ¢oziilmiis olur. Protein
biyosentezi i¢in bu bilesenler yaninda diger bir¢ok protein faktore ihtiya¢ vardir. Bu
bilesenler dayanisma halinde ve zayif etkilesimlerle bir araya gelerek biiyiiyen peptid zinciri

iizerinde dogru bir aminoasit sirasinin olusmasinda gorev yapar.

7.7.1. Genetik Bilginin Akis1

DNA molekiiliinde sakli bulunan kimyasal bilgi (genetik kod) bir mesajci RNA
(mRNA) molekiilii halinde ve tamamlayic1 bir baz dizisi olarak ifade edilir ve bu baz dizisi
bir protein iriiniindeki aminoasit dizisini kodlar (Sekil 7.43). Translasyon veya protein
biyosentezi olarak tanimlanan bu islem diger kimyasal polimerlesme islemlerinde oldugu gibi
biitlin hiicrelerde; baslama, ¢ogalma ve sonlanma olarak, tanimlanan ii¢ asamada gerceklesir.
Her asamada gerceklesen islemde gerekli enerji GTP hidrolizi ile saglanir ve bu islemlere
0zgiin ve ¢oziiniir bir¢cok protein bu olaylara katilir.

mRNA'nin dogru bir sekilde okunabilmesi i¢in sahip oldugu kodon dizisinin ribozom
ile dogru bir sekilde baglanmasi gerekir. Prokaryotlarda mRNA dizisinin taninmasi
ribozomun 308 ribozomal alt biriminin 16S rRNA bileseni ile mRNA iizerindeki translasyon
baslama dizileri arasindaki etkilesim ile saglanir. 16S rRNA'nin 3'-ucunda yer alan
pirimidince (C ve U) zengin bir bolge ile prokaryotik mRNA'nin 5'-ucundaki purince (A ve
G) zengin ve tamamlayict bir bolge arasinda baz etkilesmesi sonucu 30S ribozomal alt birim

mRNA {iizerindeki bir baglama kodonu ile dogru bir konumda etkilesime girer.
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5" -GTA-ATT-TTG-AGA- 3’

3’ -CAT-TAA-AAC-TCT- 5’ DNA ¢t sarmal
l Cift sarmalmn agilmas:

3* -CAT-TAA-AAC-TCT- 5’ Duyarlt DNA zinciri
l Transkripsiyon

5" -GUA-AUU-UUG-AGA- 3’ mRNA zinciri

l Translasyon

HoN-""-Val—lle—Leu—Arg-"-COOH  Proteinin amino asit dizisi

l Katlanma

HOOC

H,N 3-boyutlu fonksiyonel bir protein

Sekil 7.43. DNA’ dan proteine genetik bilginin akis.

Ribozomun 30S ribozomal alt biriminin 16S rRNA bileseni ile mRNA iizerinde
etkilestigi piirince (A ve G) zengin bolge, ribozom baglanma bélgesi olarak tanimlanir ve
bazende bu dizinin varligini kesfeden bilim adamlarinin adiyla Shine-Dalgarno dizisi olarak
adlandirilir (Sekil 7.44). Shine-Dalgarno dizisini tanima ile ribozomal translasyon islemi bu
bolgeden yaklasik 10 niikleotid kadar asagi akis yoniinde yer alan (AUG) seklindeki 6zel ve
korunmus bir baslama kodonu ile baslamis olur. Boylece, mRNA zinciri 5'—3' yOniinde
ribozomlar tarafindan okunarak polipeptid zinciri bu kodona karsilik gelen aminoasitten
itibaren sentezlenmeye baslar. Baslama kodonuna karsilik gelen bu aminoasit 6zel bir
metiyonindir. Takip eden kodonlara karsilik gelen 10 veya daha fazla aminoasit uzunluguna
erisildiginde bu N-ucundaki 06zel metiyonin birimi uzaklastirilir. Ribozom baglama
kodonundan basglayarak mRNA iizerinde 5'—3' yoniinde UAA, UAG veya UGA
kodonlarindan herhangi birine ulasincaya kadar mRNA' y1 okumaya devam eder. Okunmayan
bu ii¢ kodon ribozomun "dur kodonu" olarak adlandirilir ve bu kodonlar sadece translasyon
isleminin durmasini saglar. Ayrica, Shine-Dalgarno dizisi sadece ribozomun baglanmasi i¢in

gereklidir ve bu dizi de okunmaz veya herhangi bir sifre icermez
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Ribozom baglanma bolgesi Dur

(Shine-Dalgarno dizisi) Baslama kodonlart
kodonuw UAA
5 @ 10 baz kadar| AUG|  Kodlanan boige | UAG 3
i“k) T - B\ Met ) UGA

i

»
Ribozomun okuma yonii

—
30S ribozeomal altbirimi
ile mRNA’ya baglannus
ribozom

Sekil 7.44. Bir mRNA transkripti {izerinde ¢esitli bolgeler.

7.7.2. Genetik Kod (Genetik Sifre)

mRNA molekiilleri sadece dort bazdan (adenin, guanin, sitozin ve urasil)
olusturulmasina ragmen proteinler 20 farkli aminoasitten olusturulur. Eger her bir baz bir
aminoaside karsilik gelseydi bu taktirde bu bazlar sadece 4 aminoasidi kodlayacaklardi. Eger
iki baz bir ¢ift (dublet) halinde bir aminoasidi kodlasalardi her biri i¢in 4 ve dolayisiyla 4'i
icin (4x4) 16 kombinasyon miimkiin olacakti ki bu durumda 16 aminoasit kodlanabilecekti.
Bununla birlikte, her bir aminoasit i¢in 3'lii baz kodlar1 kullanildiginda ise yeterinden fazla
(4x4x4=64) kombinasyon s6z konusudur. Boylece, 20 aminoasidin herbirinin mRNA'" daki 3
bazh (triplet) niikleotit dizileri ile kodlandig1 sonucuna varilmistir. Bu triplet ya da iiglii sira
bir kodon olarak adlandirilir ve 64 kodondan 61' 1 20 aminoaside geri kalan 3'i de (UAG,
UAA ve UGA) 6zel bir genetik mesajin sonunu gosteren bir sinyal olan dur kodonuna karsilik
gelir (Tablo 7.12). AUG hem polipeptit zinciri i¢indeki Met birimlerini kodlarken hem de
baslangi¢ sinyalinin bir kismin1 olusturur. Ayrica metiyoninde oldugu gibi triptofan i¢in de

tek bir kodon (UGG) mevcuttur.
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Tablo 7.12. Standart genetik kod

1.Pozisyon 2.Pozisyon 3.Pozisyon
(5-ucu) U C A G (3'-ucu)
UUU Phe | UCU Ser | UAU Tyr | UGU Cys U
U UUC Phe | UCC Ser | UAC Tyr | UGC Cys C
UUA Leu | UCA Ser | UAA Stop | UGA Stop A
UUG Leu | UCG Ser | UAG Stop | UGG Trp G
CUU Leu | CCU Pro | CAU His | CGU Arg U
CUC Leu | CCC Pro | CAC His | CGC Arg C
C CUA Leu | CCA Pro | CAA GIn | CGA Arg A
CUG Leu | CCG Pro | CAG Gln | CGG Arg G
AUU lIle | ACU Thr | AAU Asn | AGU Ser U
AUC Ile | ACC Thr | AAC Asn | AGC Ser C
A AUA Ile | ACA Thr | AAA Lys | AGA Arg A
AUG Met | ACG Thr | AAG Lys | AGG Arg G
GUU Val | GCU Ala | GAU Asp | GGU Gly U
GUC Val | GCC Ala | GAC Asp | GGC Gly C
G GUA Val | GCA Ala | GAA Glu | GGA Gly A
GUG Val | GCG Ala | GAG Glu | GGG Gly G

Genetik kodun en onemli 6zelliklerinden biri dejenere olmasidir. Genetik sifrenin
carpict bir 6zelligi bir aminoasidin birden fazla kodonla temsil edilmesidir. Ala (4), Arg (6),
Asn (2), Asp (2), Cys (2), Gln (2), Glu (2), Gly (4), His (2), Ile (3), Leu (6), Lys (2), Met (1),
Phe (2), Pro (4), Ser (6), Thr (4), Trp (1), Tyr (2) ve Val (4) aminoasitleri bir veya birden
fazla kodondan olusur. Yukaridaki tabloya bakildiginda Trp ve Met haric diger tiim
aminoasitler i¢in birden ¢ok kodon oldugu anlasilacaktir. Mesela, GAU ve GAC'nin her ikisi
de Asp't kodlarken GGU, GGC, GGA ve GGG kodonlarinin her biri Gly'i
kodlayabilmektedir. Ser, Lys ve Arg'in her biri i¢in ise 6 kodon mevcuttur. Ayrica, her bir
aminoasit i¢cin kodonlar 5'-ucundan itibaren dikkatlice incelendiginde genellikle 1. ve 2.
konumlar sabit kalmakta sadece 3. konumdaki baz degismektedir. Mesela, Asp i¢in yukarida
verilen kodonlara bakildiginda 3. konumda ya U ya da C igerdigi goriilecektir. Dolayisiyla,
protein sentezi sirasinda Asp i¢cin GAU veya GAC'dan biri okunacaktir. Bu 6zelliginden
dolay1 3. konumdaki bazlara eynak baz ad1 verilir.

DNA ¢ift sarmalindaki genetik bilgi, mRNA'lar iizerinde ribozomlar tarafindan il
kodonlar okunurken bir kodondaki herhangi baz, bir 6nceki veya sonraki kodonda
ortaklasilmaz veya ¢akismaz. Yani kodondaki bazlar birer birer degilde bir kodonu olusturan
ii¢ baz bir anda ve takip eden ii¢ baz da bir anda okunarak islem devam eder. Boylece her bir
kodon sadece bir kez olmak {izere ve 5'—3' yoniinde sirayla okunur.

Niikleik asit zincirlerinde ii¢ niikleotitden olusan dizinin 6zel bir aminoasidi

kodladig1 unutulmamalidir. Dolayisiyla, bir DNA dizisine bir bazin katilmasi veya diziden
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bazin ¢ikmasi bu tripletler halindeki gruplanmay: degistirebilir ve farkli aminoasitlerin

kodlanma durumu ortaya ¢ikabilir.

v
GUC AUU UUG CGA

Val Ile Len Arg

seklinde kodlanan bir baz dizisinde 5'-ucundaki baz olan G' nin bir mutasyonla
uzaklastirildigir bir durumda bu baz dizisi, {iclii kodonlar degiseceginden orjinaldekilerden

farkli aminoasitlerin bulunacag bir polipeptid dizisi olarak okunur.

v

GUC AUU UUG CGA
UCA UUU UGC GA
Ser Phe Cys

5'-ucuna yeni bir baz (A) eklendigi durumda da yine yeni bir kodon dizisi ve boylece
yeni bir polipeptit dizisi ortaya ¢ikar.

A
v GUC AUU UUG CGA

AGU CATU UUU GCG A
Ser His Phe Ala

Protein sentezi sirasinda genetik kodun okunabilmesi i¢in her biri 20 aminoasitten
birine 6zel olmak tizere en azindan 20 farkli tRNA molekiilii, aminoasitleri ribozomlarin da
katkisiyla polipeptid sentezinin gerceklestigi bir konuma getirir. Adaptdr bir molekiil olarak
tanimlanan bu tRNA molekiilleri aminoasitlerle baglanmis bir sekilde mRNA iizerindeki
belirli bir kodona baglanir ve bdylece polipeptit sentezinin ger¢eklesmesi i¢cin gerekli sartlar
saglanmis olur.

tRNA molekiillerinin diger belirgin o6zellikleri ise 3'-ucunda CCA baz dizisi ise
sonlanmalaridir ve aminoasit birimleri bu kodonun son bazi olan adenine kovalent baglanir.
Antikodon olarak tanimlanan ve tRNA' lar iizerinde bulunan bu 6zgiin li¢ bazli dizi, mRNA
molekiilii iizerindeki bir ii¢lii baz dizisine karsiliktir. Dolayisiyla, protein sentezi sirasinda
tRNA'lar iizerindeki antikodonlar, mRNA' lardaki kodon bdlgesi ile hidrojen baglar1 yaparak
etkilesir. tRNA'lar tizerindeki diger kol ve halka yapilar1 tRNA molekiiliiniin seklini
belirlemede onemlidir ancak bu halka yapilarinda karsilikli bazlar arasinda bir baglanma

gerceklesmez (Sekil 7.45).
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Anring asit
0 !I baglamme veri

Alsepuir sap
fudrofen baglari ile
birarada sonulir

Muolekiilleraras:
eticilesim

Antikeodon

Sekil 7.45. Bir tRNA molekiiliiniin yap1 elemanlari. I: Inosin, y: Psédoiiridin

Transfer RNA’lar, mRNA' nin kodonlariyla tRNA iizerindeki ii¢ bazlik antikodon dizi
sayesinde baz eslesmesi yaparlar. mRNA'daki kodonun ilk bazi (5'—3' yOniinde okunur)
antikodonun ti¢lincii baziyla eslesir (Sekil 7.46).

&
tRMNA

Antikodor e
321 -bag
vagl_—"

mRNA 5 ADC 3
12 3
Kodon

Sekil 7.46. Kodon ve antikodon arasindaki baz eslesmesindeki iki RNA’nin anti paralel
etkilesmesi.
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tRNA' nin antikodonu Watson-Crick baz eslesimiyle tek kodonu tanisaydi, hiicrelerde
bir aminoasidin her bir kodonu i¢in farkli tRNA bulunmas: gerekirdi. Baz1 tRNA’lardaki
antikodonlar, ender baz hipoksantin igeren inozinat (I ile gosterilir) niikleotidi bulundurur.
Inozinat, ii¢ farkli (U, C ve A) niikleotitle hidrojen bagi kurabilir. Bu baz eslesimleri, Watson-
Crick baz eslesimleri G=C ve A=U arasindaki hidrojen baglarindan cok daha zayiftir.
Mayada, bir tRNA*® (5"ICG antikodonuna sahiptir. Bu antiokodon ii¢ arginin kodonunu,
(5"CGA, (5")CGU ve (5")CGC tanr.

.-v

3
Antikodon (3 G
)

Ar\
UJ
— —

Kodon (5’

- Ou
N Qm(‘b S
W >HD3—' -
—~ OMHQ w
ol O,Mn(} 3
w (ja

Kodon-antikodon eslesimlerin incelenmesi, Crick'in ¢cogu kodonlarin {i¢iincii bazinin
antikodonun karsilik gelen baziyla daha gevsek baz eslesmesi kurdugu sonucuna varmasini
sagladi. Bu kodonlarin {ciincii bazi (ve antikodonlarinin ilk bazini) "wobble" olarak
isimlendirdi. Crick wooble hipotezi ad1 verilen dort iliski one siirdii:

1. Bir mRNA kodonunun ilk iki bazi daima tRNA antikodonunun baziyla giiclii
Watson-Crick bazi eslesmesi yapar ve sifrenin 6zgiinliigiinden biiyiik oranda sorumludur.

2. Antikodonun ilk bazi (5'—3' yonde okundugunda, kodonun {i¢iincii baziyla eslesir)
tRNA tarafindan tanman kodon sayisini belirler. Antikodonun ilk bazi C veya A ise, baz
eslesimi 6zgiildiir ve tek kodon taninir, ilk baz U veya G ise baglanma daha az 6zgiildiir ve
iki farkl1 kodon okunabilir. Inozin (I) antikodonun ilk (wobble) niikleotidi oldugunda ii¢ farkl
kodon tanmabilir ki, bu bir tRNA i¢in maksimum sayidir (Tablo 7.13).

Tablo 7.13. Wooble baz1 eslesmesi

Antikodonun Wooble ban Wooble ban
Wooble ban (1) (2)
Tek kodonun tanmnmasi
Antikodon e B XYL (37) X-Y-A(5)
Kodon » (5HX-Y-G(3) (5 X-Y-C(37)
k1 kodon tanmmmasy
Antikodon — (A X-Y-U(5") (3 X-Y-G(59)
Kodon + (5X-Y-A(3) (571 X-Y-C (37)
G U
Ut kodonun tammmasi
Antikodon —* (3N X-YI(57)
A
Kodon — (5)X-Y-UB)
c
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3. Bir aminoasit farkli kodonlarca sifrelendiginde ilk iki bazdan biri farkli olan
kodonlar farkli tRNA’lara gereksinir.

4. Tim 61 kodonu ¢evirmek tizere en az 32 tRNA gerekir.

Kodonun wobble (veya ficiincii) bazi ozgiilliikte rol oynamakla birlikte sadece
antikodonda karsisina gelen bazla ¢ok zayif eslesme yaptigindan tRNA’nin protein sentezi
srasinda  kodondan hizli ayrilmasma izin verir. Eger kodondaki bazlarin iicii de
antikodondaki bazlarin ticiiyle giiclii Watson-Crick eslesimi yapiyorsa tRNA’lar ¢cok yavas

ayrilacak ve bu da protein sentezinin hizin1 yavaslatacakti.

7.7.3. Protein Sentezi: Genetik Kodun ifade Edilmesi

Bir proteinin aminoasit sirasint mRNA molekiiliindeki kodonlarin diziligi ve bu siray1
da DNA molekiiliiniin orjinal baz dizisi belirler. Translasyon ile mRNA iizerindeki kodon
dizisinin okunduktan sonra olusan polipeptit zinciri belirli bir gorevi yapacak sekilde bir
protein olusturmak iizere bir araya gelip katlanir. Bu islemlerde polipeptit zincirinin
olusturulmasi ve protein biyosentezi i¢in ¢esitli bilesenlere ihtiyag¢ vardir.

Bunlar:

i) Ifade edilecek belirli bir genetik mesaj1 igeren bir mRNA zinciri,

ii) Protein sentezleyen organel olan ribozom,

iii) tRNA molekiillerine bagli aminoasitler (aminoagil-tRNA'lar)

iv) Polipeptid zinciri sentezinin baslamasi, uzamasi ve sonlandirilmasi i¢in gerekli
olan ¢esitli enzim ve proteinlerdir.

Bu bilesenlerin katildig1 protein sentezindeki islemler bazi temel asamalar1 igerir.

Bunlar:

i) Aminoacil tRNA molekiillerinin olusturulmasi yani 20 aminoasitten herbirinin
belirli tRNA molekiiliine baglanmasi,

ii) Polipeptid zincir sentezinin baslamasi yani mRNA/ribozom baslama
kompleksinin olusumu,

iii) Polipeptid zincirinin biiylimesi,

iv) Protein sentezinin sonlanmasi,

v) Aktif ve fonksiyonel bir proteini olusturmak iizere polipeptid zincirinin
translasyon sonras1 modifikasyonu seklinde siralanabilir.

Protein sentezinde fiziksel olarak mRNA ribozom kompleksine bagli olan polipeptit

zincirine basamakli bir sekilde aminoasitlerin ilavesi ile zincir istenen protein aminoasit
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dizisini verene kadar biiylir. Bu islem sirasinda mRNA 5'—3' yoniinde okunur ve polipeptit
ise amino ucundan karboksil ucuna dogru sentezlenir.

Protein sentezinin en onemli elemanlarindan biri olan ribozomlar hem prokaryotlarin
ve hem de dkaryotlarm stoplazmasinda bulunur. Okaryotlarda bazi ribozomlar endoplazmik
retikulumun dis membranlarma bagli bulunur. Prokaryotik ribozomlar sedimentasyon
katsayilar1 50S ve 30S olan iki temel alt birime sahiptir ve genellikle 50S alt birimi 23S
rRNA, 5S rRNA ve 32 farkli polipeptitten olusur. 30S altbirimi ise 16S rRNA ve 21 farkli
polipeptit zincirinden olusur. Okaryotik ribozomlar (80S) prokaryotiklere gdre biraz daha
biiytiktiir ve bir1 60S ve digeri 40S olan iki alt birimden olusur (Sekil 7.47).

16S RNA
/'
—
- ~ 308 altbirimi 21 polipeptit
/ ]
\ 23S ve 5S RNA
708 altbirimi D 7
\ 32 poli_peptit

508 altbirimi

Sekil 7.47. Prokaryotik ribozomun yapis1 ve bilesenleri.

Prokaryotik protein sentezinin baglama agamasi sirasinda mRNA'ya 6nce ribozomun
kii¢iik alt birimi daha sonra da biiyiik alt birimi baglanir ve bdylece 70S baslama kompleksini
olusturur. Bir polipeptid sentezi gergeklesirken yeni ribozomlar aynt mRNA zincirine
baglanip ayni anda bu proteinin bir¢cok kopyasi iiretilebilir. Boylece, tek bir mRNA zinciri
iizerinde her bir protein sentezini gerceklestirebilen ¢cok sayida ribozomun bulundugu bir yap1

ortaya c¢ikar. Bu yap1 poliribozom veya polizom olarak tanimlanir (Sekil 7.48).

Biiyiiven polipeptit zinciri

) veeer 37-UCU
5"-ucu

Ribozomlar

Sekil 7.48. Bir polizom
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7.7.4. Protein Sentezinin Asamalarn

Protein sentezi, bir biyopolimerin sentezinde oldugu gibi baslama, zincir uzama ve
sonlanma olarak adlandirilan islemler yaninda cesitli ilave basamaklar1 da icerir. Bunlar
aminoagil-tRNA'larin olusumu veya aminoasitlerin etkinlestirilmesi, polipeptit zincir
sentezinin baglamasi, polipeptit zincir sentezi ve zincirin uzamasi, polipeptit zincir sentezinin

sonlanmasi ve proteinlerin translasyon sonras1 modifikasyonu seklinde siralanabilir.

7.7.4.1. Aminoacil-tRNA'larin Olusumu

Bu basamak aminoasitlerin aktiflenmesi seklinde de tanimlanir. Herhangi bir
aminoasit, protein sentezinde kullanilmadan once bir tRNA molekiiline baglanmak
durumundadir (Sekil 7.49). Bir aminoasidin belirli bir tRNA molekiiliiniin 3'-ucu hidroksil
grubu ile kondenzasyonunun gerceklestigi boyle bir aktivasyon islemi aminoacil-tRNA
sentetaz tarafindan katalizlenir. Bir ATP molekiilii ile Mg”" iyonu da gerektiren bu reaksiyon

bir aminoagcil-adenilat ara iiriinii izerinden gergeklesir.

NH.Y O ATP+Mg+2 PP; NH:" O 0 Aminoagil-adenilat
Ll o arirung

R—CH—C—O" ;—4 R—CH—C—0—P—0—CH,

Serbest amino asit Ami;;fﬁéz;‘tRNA Bagli amino asit (') O
tRNA
AMP
NH;" O . s
R—~(LH—<'£—-—0£LY§H2 —
HO;S.Z A

Aminoagil-tRNA molekiifii

Sekil 7.49. Aminoasitlerin polipeptit sentezinde kullanilmak tizere aktiflendirilmesi.

Sentetaz, bagli bulunan aminoasidi aminoagil-tRNA olusturmak tizere tRNA
molekiiliiniin 3'-OH grubuna transfer eder. Boylece aminoasit karboksil grubu iizerinden
bir ester kopriisii ile 3'-OH grubuna baglanir. Bir dnceki basamakta olusan pirofosfatin
hidrolizi ile aciga ¢ikan enerji reaksiyonun tamamlanmasinda kullanilir. Herbir
aminoaside ve tRNA molekiiline 6zel bir tRNA’ya katilmasini saglar. Boylece,

aminoasit tRNA molekiilleri olusturur (Sekil 7.50).
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O—C—CH,—NH;
N

Ester bagi

C

O

Sekil 7.50. Glisil-tRNA

7.7.4.2. Polipeptid Zincir Sentezinin Baslamasi

Prokaryotlarda polipeptit sentezi Okaryotlardakinden farkliliklar gosterir. Boyle
sistemlerde polipeptid sentezi i¢in iiretilen bagslama kompleksi asagidaki bilesenleri icerir;

i) Ribozomun 30S (kii¢iik) alt birimi,

ii) mRNA molekiili,

iii) Baslangic tRNA molekiilii (tRNAfMCt) ve N-formil-metiyonin,
iv) Baslama faktorii proteinleri (BF1, BF2, BF3).

E. coli lizerinde yapilan calismalar baslangic aminoasit biriminin formilmetiyonin
(fMet) oldugunu gostermistir. Dolayisiyla, translasyon baslamadan 6nce bu aminoasit
birimini tasiyan 6zel bir tRNA (tRNAfMCt) molekiiliiniin mRNA ile etkilesmesi gereklidir.
Formil-metiyonil tRNA sentetazin etkisiyle baglangic tRNA molekiilii olan tRNA™® ve N-

formil metiyoninden formil-metiyonil-tRN A™M olusturulur (Sekil 7.51).
?HO

NH
AMet . 1,C—S—(CHy)y—CH—C—O0—RNADMet

RN ATMet metiyonin-tRN |
; \
| 0

metiyonin
N-formil- metiyonil- RN ATMet

Sekil 7.51. N-formil metiyonil-tRNA™' olusumu

Translasyonun baslamasi karmasik bir islemdir. Bu islemde, ribozomun 30S altbirimi,

fMet

baslama faktorii proteinleri, fMet-tRNA™ ve bir GTP molekiilii ile beraber birleserek bir

kompleks olusturur. Bu kompleks mRNA nin 5'-ucuna yakin bir yere baglanir ve fMet-
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tRNA™¢ antikodonu (UAC) mRNA iizerinde metiyonine karsilik gelen AUG (baslama)
kodonu ile hidrojen bagi yapar. Bdylece, ribozomun 50S altbirimi baglanarak 70S ribozom
mRNA ye bagh bir sekilde tamamlanmis olur. GTP molekiili GDP ve inorganik fosfata
hidrolizlenerek baslama faktorleri kompleksten ayrilir. Boylece, 70S baslama kompleksi

protein sentezini ger¢eklestirmek tizere hazir duruma gelmis olur (Sekil 7.52).

fMet
30S ribozomal 5’
altbirim
fMet-tRNA
U{\C
AUG S
5 L 3" mRNA
BF1, BF2, BF3
GTP
/ 508 ribozomal
altbirim
fMet
508 ribozomal
altbirim
E okuma yoni
GDP + P, ;
BF1, BF2, BF3
30S ribozomal
3 5 altbirim 3
30S Baglama Kompleksi 70S Baglama Kompleksi

Sekil 7.52. 70S baslama kompleksinin olusmasi.

7.7.4.3. Polipeptit Zincir Sentezi ve Zincirin Uzamasi

Polipeptid zincir sentezi ve zincir uzamasi ile ilgili olaylar cok sayida asamayi
gerektirir ve birgok islem ardisik olarak ve tekrarlanarak gerceklesir (Sekil 7.53). Bu
asamada 3 temel olay vardir:

i) Aminoagil-tRNA ribozoma baglanmasi ve kodonun taninmasi,

ii) Bir peptid bagi olugmasi,

iii) Translokasyon yani peptid zincirine bagli tRNA'nin ve ribozomun hareketi ve

boylece bir sonraki kodonun okunabilmesi.

260



Ribozomun biiyiik olan 50S altbirimi iki farkli tRNA baglanma bolgesine sahiptir ve
bu bolgeler, P (peptidil) ve A (aminoagil) bdlgeleri olarak tanimlanir. Polipeptid zincirinin
olusumunun baglangicinda, fMet-tRNA bu altbirimin P bolgesine mRNA {iizerindeki AUG
kodonuna baglidir. Bir aminoacil-tRNA molekiilii dolayisiyla A bodlgesine baglanir. Bu
baglanma islemi i¢in bir GTP molekiiliiniin hidrolizi ve ayrica ¢esitli zincir uzama faktori
(UF-Tu ve UF-Ts) olarak tanimlanan proteinler gereklidir. ilave edilecek ilk aminoasidin Gly
oldugu kabul edilirse, bir Gly-tRNA®Y ribozomal 50S altbirimin A bdlgesine baglanip
mRNA {izerindeki alanin1 veren kodon (GGU) ile hidrojen bag1 yapar. Bu sirada, 50S alt
birimine bagli bulunan peptidil transferaz adli enzim fMet' in karboksil grubu ile Gly'in
amino grubu arasinda bir peptid bagi olusumunu katalizler ve fMet-tRNA'daki fMet
grubunun Gly' e transferini saglar. Boylece, ribozomal 50S altbiriminin P bdlgesi fMet i¢in
0zgilin olan bir tRNA molekiiliinii iceriyorken A bdlgesi de bir dipeptitin bagl oldugu bir
tRNA molekiiliinii (fMet-Gly-tRNA) igerecektir. Bir sonraki asama, fMet-Gly-tRNA’nin A
bolgesinden P bdlgesine hareketidir. Once, aminoasit igermeyen tRNA™M p bolgesinden
ayrilir ve 70S ribozom kompleksinden uzaklasir. Boylece, fMet-Ala-tRNA dipeptidi P
bolgesine baglanip A bdlgesi yeni bir aminoagil-tRNA baglanmasi i¢in bosalmis olur ve
uygun hale gelir. Bagh dipeptidin A bolgesinden P bolgesine hareketi diger bir zincir uzama
faktoriine (UF-G, translokaz) ve GTP'nin hidrolizine gerek duyar. Bu translokasyon sirasinda
70S ribozom lizerinde ve A bdlgesi bir kodona karsilik gelinceye kadar hareket eder ve
boylece uygun antikodona sahip yeni bir aminoagil-tRNA' nin kabul edilmesi saglanir. Yeni
kodon alanine karsilik gelen GCU ise bdylece Ala-tRNA* nm antikodonu bu GCU
kodonuna 50S ribozomal altbirimin A bdlgesinde baglanir. Yukaridaki zincir uzama
islemlerinin bir tekrar1 ile 6nce yeni aminoacil-tRNA nin baglanmasi, peptidil transferaz ile
ribozomal P bélgesinde bulunan fMet-Ala-tRNASY dipeptidinin karboksil ucu ile Ala' nin
amino ucu arasinda bir peptid bagi olusumu ve A bdlgesindeki bagl tripeptidin P bolgesine
hareketi gerceklesir. Boyle bir islemle, mRNA molekiilii ribozom tarafindan sirayla her
defasinda bir kodon olmak tizere okunur. Polipeptid zinciri de her defasinda bir aminoasit

kadar uzadikg¢a ti¢ boyutlu bir yap1 almak tizere katlanmaya baslar.
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P bolgesi A bolgesi P bolgesi A bolgesi

1. Aminoacil-tRNA'nin
A btlgesine baglanmasi

( -

: . Gly-RNA Mt
r s T 37 59 ) -..V 4.; ” 3,
AUG GGU GCA AGU AUG GGU GCA AGU
(fMet) (Gly) (Ala) (Ser) (fMet) (Gly) (Ala) (Ser)
708 baglama
kompleksi 2. Peptidil transferaz
tarafindan peptit baginin
olugumu
Bir amino asit birimi kadar
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Sekil 7.53. Polipeptit zincir sentezi ve uzatilmasi islemlerinde temel basamaklar.

7.7.4.4. Polipeptid Zincir Sentezinin Sonlanmasi

mRNA molekiilleri iizerinde polipeptid zincir sentezinin sonlanma sinyali olarak rol
oynayan li¢ dur kodonu (U4AA4, UAG ve UGA) vardir. Bu kodonlar genetik mesaji sonunu ve
dolayisiyla polipeptid zincirin bittigini bildirir. Ayrica ayrilma faktérleri (AF-1, AF2 ve AF3)
olarak tanimlanan proteinler ribozomun A bdlgesine baglanir ve dur kodonunu tanimlar. AF-
1 faktorii UAA ve UAG'yi tanirken AF-2 UAA ve UGA’y1 tanir. AF-3 ise bu faktérlerin
ribozoma baglanabilmesini indiikler. Ayrilma faktdrlerinin baglanmasi ile ribozomal peptidil

transferaz indiiklenir, P bolgesine bagli en son tRNA molekiiliinden polipeptid zincirin
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hidrolizini katalizleyerek polipeptit zincirin ribozom/mRNA kompleksinden ayrilmasini
saglar (Sekil 7.54).

tRITIA tRlTlA
i i
_ o
O=P-—~0—CH, . 0=P-—0~—CH o
] 0. Adenin | 2. Ademin N
0 . — > O + I
Rn—(I:H
CO OH OHOH TH
O==C H (RNA I
Rn—(liH \H Rp-1—CH
TH NH
O== i
Rp.1—CH Polipeptit
NH
Peptidil-tRN A

Sekil 7.54. Ribozomal peptidil transferaz ile peptidil-tRNA'nin hidrolizi.

Sonlanma isleminde, ayrilma faktorleri daha sonra ribozomdan ayrilir ve ribozomun
kendisi de kendini olusturan 30S ve 50S alt birimlerine ayrisir. Boylece, ribozom mRNA
molekiiliinden ayrilarak sitoplazmaya difiizlenir (Sekil 7.55). Bu sekilde ribozomal alt
birimler protein sentezi icin siirekli isleme girer. Etkin bir sekilde biiyliyen bakterilerde
ribozomlarm biliyilk bir cogunlugu protein sentezi ile mesguldiir. Polipeptit zinciri
sentezlendikten sonra serbest alt birimlerine ayrisan 70S ribozomlar protein sentezinde etkin
degildir. Bu, polipeptid sentezi icin baslama faktorleri ile sadece 30S alt biriminin
etkilesebilmesinden kaynaklanir. Prokaryotik polipeptit zincir sonlanmas: i¢in ¢esitli ayrilma
faktorleri gerekli olmasina karsin Okaryotik sonlanmada sadece bir ayrilma faktorii yeterli
olmaktadir. Bu proteinin ribozomal A bolgesine baglanmasit GTP bagimlidir ve bu iki
molekiil arasindaki etkilesimle olusan kompleks, A bolgesi bir sonlanma kodonuna ulasinca

ancak bu bolgeye baglanabilmektedir.
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5 3
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Sekil 7.55. Polipeptit zinciri sentezinin sonlanmasi.

7.7.5. Proteinlerin Translasyon Sonrasi Tiirevlendirilmesi
Yeni sentezlenen polipeptid zincirin biyolojik bir aktivite gosterebilmesi i¢in ilave

enzimatik basamaklar (translasyon sonrasi modifikasyon) gerekebilir. Zincir i¢inde ve
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zincirler aras1 distilfiir baglarmmin olusturulmasi, kovalent tiirevlendirme, prostetik gruplarin
ilave edilmesi ve proteoliz gibi islemler translasyon sonrasi tiirevlendirme islemlerindendir.

Polipeptidlerin proteolitik pargalanmasi en sik rastlanan tiirevlendirme islemlerinden
biridir. Oncelikle sentezlenen her polipeptid zincirin N-ucunda bulunan metiyonin veya N-
formil metiyonin biriminin polipeptit zincirinden enzimatik olarak uzaklastirilmasi bu tiirden
bir proteolitik islemdir. Bu tiir islemlere ugrayan proteinler proprotein (6mprotein) olarak
adlandirilir. Proinsiilin boyle bir proteolitik islemle insiiline doniistiiriiliir.

Baz1 peptidlerin sentezlendikten sonra gorev yapacaklari bdlgelere varmasi veya
membrani sarmallarla gececek sekilde membrana gomiilii olabilmesi i¢in peptid zincirinin N-
ucuna birka¢ hidrofobik aminoasit birimi katilir. Bu kisa peptid zinciri bagli bulundugu
proteinin tanmmasi icin adeta bir etiket veya sinyal gibi gorev yapar ve bu 6zelliginden
dolay1 lider peptid veya sinyal peptid olarak tanimlanir. Sinyal peptidlerle tiirevlendirilmis
proteinler ise preprotein olarak bilinir. Gorevini tamamlayan bu peptid daha sonra ana peptid
zincirinden ¢esitli enzimlerin etkisiyle uzaklastirilir.

Proteinler icerdikleri aminoasitlerin ¢esitli tiirevlendirilebilen gruplardan dolay1
hidroksillenme, metillenme, fosforillenme ve glikozillenme gibi ¢esitli islemlere ugrayabilir.
Fosforillenme hem glikojen ve hem de lipid metabolizmasinda gorev yapan bir¢ok enzim
iizerinde gergeklesen bir tiirevlendirme yoludur. Tiirevlendirme ile enzim faaliyetinin

denetlenmesini saglar.

7.7.6. Protein Katlanmasi

Sentezlenen her bir proteinin kendine 6zel ii¢ boyutlu yapiy1 almasini saglayan bilgi, o
proteinin birincil yapisini olusturan aminoasit dizisinde mevcuttur. Proteinler, ribozomlar
tarafindan sentezlenirken bile katlanmaya baslar. Proteinlerin polipeptit zincirleri
olusturulduktan sonraki ¢ok kisa bir zaman dilimi i¢inde ikincil yapilar1 olugsmaya baslar.
Zincir sentezlenip uzadikca Once birbirine yakin aminoasitler arasinda hidrojen baglariyla
saglanan sarmal yap1 ve takiben de zincirin farkh bolgelerindeki aminoasitlerin katilimiyla da
katlanmis tabaka yapilar1 olusur. Bu sirada, hidrofobik kisimlar su ile ¢evrilip i¢ kisimda bir
hidrofobik ¢ekirdek olusturur. Ayni zamanda disiilfiir kopriileri, iyonik etkilesimler, peptit
baginin izomerlesmesi gibi yliksek enerjili baglar olusur. Bu islemlerde ortaya ¢ikan serbest
enerji, bolgesel ancak yliksek enerjili ve kararsiz protein yapilarmnin olugmasina sebep olur.
Bu kararsiz bolge yapilar1 diger molekiillerle kiimelenerek daha kararli hale gelebilir.

Boylece, bir proteinin dogal yapisini almasi1 engellenir.
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Cesitli in vitro calismalarla, proteinlerin katlanma islemlerinde ¢aperon veya
caperonin adi verilen yardimci proteinlerin katkida bulunduklar1 belirlenmistir. Caperon ve
caperoninler 1s1 sok proteinleridir ve hsp60 (1s1 sok proteini, 60 kDa), hsp70 ve hsp90
bunlardan en bilinen birkagidir. Bu proteinler, uygun olmayan etkilesimleri engelleyerek bir
peptid zincirinin etkin bir protein olusturmak iizere dogru bir sekilde katlanmasimni saglar.
Caperonlar genellikle hidrofobik yiizeyleri taniyarak katlanmakta olan bir peptid zinciri ile
diger molekiillerin kiimelenmesini engelleme yetenegine sahiptir. Bu proteinler ribozomlara
bagl kalir ve proteinin peptit zincirinin tamaminin sentezini beklemeden onun adim adim
ve uygun bir sekilde katlanmasmi saglar (Sekil 7.56). Caperonlar sadece protein
katlanmasinda rol oynamaz ve ayni zamanda yanlis katlanmis peptid zincirlerini de
bozabilir. Ayrica gaperonlar, proteinlere gidecekleri hiicre bdlgelerine ulasmalarinda eslik
eder veya yonlendirir. Ayrica ¢aperonlarin, proteinlerle diger biyomolekiillerin dogru bir

konumda bir araya gelmesinde de etkili olduklar1 bilinmektedir.

ribozom
mRNA ’ >
Sentezlenen
protein

Kendisine 6zel 3-boyutlu
yapida katlanmig protein

el

caperon

Sekil 7.56. Bir proteinin kendisine 6zel ii¢ boyutlu yapiy1 almak iizere, a) Kendi kendine katlanmasi
b) Caperon bagimli katlanmasi.
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7.8. MUTASYON CESITLERI

Mutasyon, DNA baz dizilisinde meydana gelen kalic1 degismelerdir. Baslica ii¢ ¢esit
mutasyon vardir:

1. Bir veya daha fazla sayida baz c¢iftinin baska bazlarla yer degistirmesi
(substitiisyon),

2. Bir veya daha fazla baz ¢iftinin atlanmasi (deletion),

3. Bir veya daha fazla baz ¢iftinin DNA zinciri i¢ine sokulmasi (insertion).

En sik rastlanan mutasyon ¢esidi substitiisyondur. Eger bir mutasyon DNA’nin
onemsiz bir bdlgesini etkilerse veya bir genin islevinde ithmal edilebilir bir etkisi varsa sessiz
mutasyon adin alir. Nadirde olsa, bazen mutasyonun biyolojik bir avantaji olabilir. Bununla
birlikte mutasyonlarm ¢ogu zararhdir.

Memelilerde mutasyonlarin birikmesi ile kanser arasinda giiclii bir iliski vardir. Tipik
bir memeli hiicresi genomu, 24 saatlik bir zaman dilimi i¢inde binlerce hata biriktirir.
Bununla birlikte, DNA onariminin bir sonucu olarak, bu hatalarin binde birinden daha azi
mutasyona neden olmaktadir. DNA oldukca kararli bir molekiildiir. Eger tamir (onarim)
sistemleri olmasaydi, pek cok seyrek fakat tahrip edici reaksiyonun birikmis etkisiyle yasam

imkansiz hale gelirdi.
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