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1. Giris

Biyofizik fiziksel ilke ve yontemlerin biyolojik sistemlere
uygulandigr bir bilim dalidir. Bu tanmima goére, daha ondokuzuncu
ylizyillda biyolojik olaylara egilirken klasik fizige yaptiklar1 biiyiik
katkilarla Oliimsiizlesen Fick, Poiseuille ve Helmholz biyofizigin
kurucular olarak gosterilebilir. Boyle bir genel tanima uyan faaliyetler
ginimuzde daha ¢ok sistem biyofizigi kapsaminda yer almaktadir.
Sistem biyofizigini (ya da genel biyofizigi) biyolojik islevleri ve iliskileri
betimleyen klasik fizyoloji ile bu tiir islev ve iliskilerin teknolojik
Oykiisiinli ve benzetimi (simiilasyonu) ile ugrasan biyomuhendislikten
ayirmak gerekir. Diger yandan, klasik nitelikli yasam bilimleri arasinda
bile, arastirmalarin molekiilsel diizeye kaymasina kosut olarak, gdzlenen
biitiinlesme, biyofizigin ayr1 bir kolunun molekiler biyofizik adi altinda
gelisimine zemin hazirlamistir.

[k kez, Weaver tarafindan 1938 yilinda ayr1 bir bilim dal1 (ya da
bir ¢ok bilim dalinin ortligtiigii bir bilimsel alan) olarak tanimlanan
molekuler biyoloji canlilarin temel birimi olan hiicrenin gizemlerine
molekiiler diizeyde agiklik getirme gorevini iistlenmistir. Bu alanda son
elli yilda gerceklesen atilimlar yasama iligkin goriis ve anlayislar
derinden etkilemistir. Molekiiler biyolojinin kazanimlar1 geleneksel
nitelikli yasam bilimlerinde de yeni yapilanmalara ve anlayis
degisikliklerine yol agmistir. Molekiiler biyofizik, molekiiler genetigin
yanisira, molekiiler biyolojinin farklilagsmasiyla ortaya ¢ikan ve onu geri
besleyen iki Onemli bilim dalindan biridir. Molekiiler biyoloji

kapsaminda yapilan Onemli buluslarin  biiyiikk bir  boliimiiniin
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biyofizikg¢ilerden kaynaklanmasi ve molekiiler biyoloji kavraminin bilim
diinyasinca benimsenmesinde belirleyici olan aragtiricinin gene de
biyofizik¢i olmalart iki dal arasindaki karsilikli iliskiye isaret etmektedir.

Molekiiler biyofizik biyomolekiilleri ve yasamsal siirre¢ ile
islevleri molekiil diizeyinde ve fiziksel yontemlerle inceleyen ve fizik
dilinde yorumlayan bir bilim dali olarak tanimlanmaktadir. Bu agidan
biyomolekiillerin yapist ve kimyasal doniisiimlerine iliskin bilgiler
hareket noktasini olusturmaktadir. Ancak, molekiiler biyofizik, molekiiler
biyoloji (ve de biyokimyanin) olaylarin1 molekiil diizeye indirgeyerek
aciklama ¢abalarima kuantum mekanigi, termodinamik ve informatik
yontemleri ve kavramlar aracilifiyla ayri bir boyut getirir. Bunun
Otesinde, biyofizik canlilara iliskin molekiill diizeydeki bulum ve
gbzlemlerle, organizma diizeyindeki yapilanma ve davraniglar arasinda
su anda heniiz aydinlanmamis iliski ve baglantilar1 tanimlama ve
aciklamaya, farkli diizeylerde kazanilmis bilgileri biitiinlestirerek
yorumlayabilme potansiyeline sahip baslica bilim dali olarak
belirmektedir. Gelecek onyillarda yasam bilimleri arasinda gittik¢e 6ne
cikarak yasamla ilgili sorulara en kesin yanitlar1 vermeye aday
gOzukmektedir.

Son yirmi yildan beri 1.U.Istanbul Tip Fakiiltesi dgrencilerine
yaklasik 60 saatlik bir ders programi kapsaminda Molekiiler Biyofizik
agirlikli olarak Biyofizik dersleri verilmektedir. Ogrencilere verilen
derslerin notlart 1994 yilinda “Biyofizik Ders Notlar1” adi altinda
toplanmig, kisa silirede tilkenen bu basimdan sonra, “Ders Notlar1”

giincellestirilip, genisletilerek ikinci basima hazirlanmistir.
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“Ders Notlar1”’nda, 6grencilere verilen derslerde oldugu gibi,
biyolojik olaylara yapi, bilgi ve enerjetik gibi fiziksel kavramlar
acisindan yorum getirilmeye c¢alisilmaktadir. Ders programiyla uyumlu
olarak, dnce atom ve molekiil yapis1 ve kimyasal baglara iliskin bilgiler
verilmis, biyomolekiiller ve hiicre yapitaslar1 yapisal ve islevsel acidan
irdelenmistir. Bu konular1 sirasiyla biyoenerjetik ve onunla yakin
baglantili konular olan bilgi kuram, Kibernetik ve kinetik (enzim)
bilim izlemektedir. Genel nitelikli bu konulardan sonra kalitimsal bilgi,
bu bilginin iletimi ve anlatimi(ekspresyonu) ayrintili olarak ele
almmaktadir. Ikinci ana boliim hiicreden, ¢ok hicrelilere (yuksek
canhlara) gecis, embriyonal gelisme, hiicre c¢ogalmas1 ve
farkhlasmas1 (somut bir 6rnek olarak lenfosit farklilagmasi), hiicre
cogalmasimin yiiksek canlilarda tabi oldugu diizenleme ve denetim
mekanizmalar1 (ve denetimin ortadan kalkmasiyla gelisen kanser)
konularini isleyerek son bulmaktadir.

“Ders Notlar1” yukarida da belirtildigi gibi, yeniden derlenerek,
onemli ol¢iide gelistirilmistir. Bu nedenle, ikinci baski hazirlayanlarca
“Ders Notlar1’nin standart bir ders kitabina doniisme siirecinin 6nemli bir
asamasi olarak goriilmektedir. Hazirlayanlar bu siirece dgrencilerinin ve
meslekdaslarinin yapacaklar1 elestiriler ve getirecekleri oOneriler ile
Onemli katkilarda bulunacaklarina inanmakta, “Ders Notlar1”nin
ogrenciler ve geng arastiricilar i¢in yararli bir kaynak hizmetini gorecegi

umudunu tagimaktadir.
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2. Canli sistemlerin molekiil yapisi

2.1. Madde yapisi
2.1.1. Atom yapisi

Atomlar, Bohr tarafindan oOnerilen bir modele gore giines
sistemlerini andiran bir diizene sahiptir (Sekil 2-1). Bu modelde negatif
elektrik yiiklii elektronlar pozitif yiiklii proton(lar)in ve bunlarin yani sira
elektrik yiikkii tagimayan ndétron(lar)in  olusturduklart  ¢ekirdegin
cevresindeki belirli yoriingelerde dolanir. Elektron yoriingesinin ¢ekirdege
uzaklhiginin degismedigi ve bu uzakligin yoriingede dolanan elektronun
enerji diizeyini yansittig1r varsayilmistir. Elektronun dolanabilecegi en
kiigiik capli yoriinge (ya da bulunabilecegi en diisiik enerji diizeyi) n = 1
olarak gosterilir. Diger yoriingeler n = 1 yoOriingesinin tam katlarina
karsilik gelir. Ornegin n = 2, n = 3, vb. Disardan sisteme iletilen enerji
sonucu bir elektron uyartilarak bir tist yoriingeye (bir tist enerji diizeyine)
gecebilir. Uyartilmis elektron, baslangi¢ yoriingesine dondiiglinde aciga
cikan enerji bir elektromagnetik dalga seklinde yayinlanir. Bohr atom
modeli buna goére elementlerin uyarana yanit olarak verdigi 151k

spektrumunu agiklayabilmektedir.

Sekil 2-1. Bohr Atom Modeli.
Bohr atom modeli, 1930’larda yerini Schrodinger ve Heisenberg’ in

gelistirdikleri, kuantum mekanigi kapsamindaki daha ayrintili bir modele
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birakmistir. De Broglie’nin madde dalgalar1 kuramina dayanan bu
modelde devinen elektron, elektromanyetik bir dalga olarak diisliniilmiis,
cekirdekten belirli uzakliklarda bulunan elektron yoriingelerinin yerini ise
elektronun ¢ekirdegin c¢evresinde bulunabilme olasiliklar1 g6zoniine
alimarak gelistirilen, ticboyutlu bir elektron bulutu almistir. Bu bulutun
Ozellikle yogunlastig1 diizeyler Bohr modelinin n = 1, n = 2, n = 3
diizeylerine karsilik gelir (Sekil 2-2). Bu modelde, elektronun ¢ekirdegin
cevresinde bulundugu yer orbital (yoriingeg) terimiyle anlatilmistir.
Orbitallerdeki elektronlarin 6zellikleri kuantum sayilari ile belirlenmistir.

Ana kuantum sayisi (n): Elektronun cekirdek cevresinde bulunma

olasiligiin en yiiksek oldugu diizeyin ¢ekirdekten olan uzakligini gosterir.
Bu, Bohr modelinin n = 1, n = 2, n = 3 ydringelerinin (kabuklarinin)
karsig1 olup, elektronun enerji diizeyini yansitir.

Acisal kuantum sayisi (1): Elektronun agisal momentini dolayisiyla

sahip oldugu kinetik enerjiyi belirler. Elektronun enerjisi ile sinirlidir.

Magnet kuantum sayisi (m): Cekirdek gevresinde dolanan yikli bir

pargacik olarak elektron, manyetik bir alan olusturur. Magnet kuantum
sayist da bu alanin boyutlarini tanimlar.

Spin (dénme impulsu) kuantum sayist (s): YoOringecinde kendi

eksenin- de donerek dolanan elektronun ¢evresinde olusan magnetik alani
anlatir. Elektron i¢in buna gore yalniz iki doniis yonii (spin kuantum
sayis1) bulunur. Bunlar birbirine karsit iki deger (+1/2) ile gosterilir.
Modele gore elektronlarin yoriingeclerine dagilimi asagidaki kurallara
baghidir:

- Biitiin elektronlar erisebilecekleri en diislik enerji diizeyinde bulunur.
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- Bir yorilingecte, spin kuantum degerleri ters olmak kosuluyla, yalniz
iki elektron bulunur (Pauli Kurali).
- Ayni enerji diizeyindeki biitiin yoriingeclere ilk olarak paralel spine

sahip birer elektron dagilir (Hunt Kuraly).

Sekil 2-2. Kuanta kuramina gore atom modeli.
Bu kurallara 6rnek olarak periyodik sistemin ilk iki sirasindaki
elementlerin atomlariin elektron dagilimi verilebilir. Bilindigi gibi,

periyodik sistemin ilk sirasi iki elementten olusur. Bu elementlerin
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elektron kabuklari (n = 1) Hidrojende bir, Helyumda ise ters spinli iki
elektron igerir (Sekil 2-3).

Periyodik sistemin ikinci sirasinda dis kabuk (n = 2) en ¢ok 8
elektrondan olusur. Dis kabukta bulunan elektronlarin dolandiklari
yoriingegler enerji diizeylerine gore iki sinifa ayrilir:

- alcak enerji diizeyindeki s yoriingeci (bir adet), ve

- daha yiiksek enerji dlizeyindeki p yoriingeci (¢ adet).

Elektronlarin bu yoriingeclere dagilmalar1 yukaridaki kurallara
uygun olarak gergeklesir. Once algak enerji diizeyindeki s yoriingeci iKi
ters spinli elektron ile dolar. Ust enerji diizeyindeki p yoriingeglerine daha
sonra sirastyla paralel spinli birer elektron dagilir ve ters spinli birer

elektronun da eklenmesiyle yoriingecler dolar.
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Sekil 2-3. Periyodik sistemde degerlik semasi.

Istanbul Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

2.1.2. Kimyasal baglar ve molekiillerin olusumu

2.1.2.1. Kimyvasal degerlilik

Iki ve daha ¢ok sayida atomun aralarinda kurduklar1 kimyasal baglar
sonucu molekiiller olusur. Kimyasal bag iki atomu (molekiilii) birlikte
tutan ¢ekici gii¢ olarak tanimlanabilir.

Molekiillerin olusumunu saglayan kovalent baglarin kurulmasinda
ozellikle dis kabuk elektronlart belirleyici rol oynar. 1916 yilinda Lewis
tarafindan ortaya atilan bir diislinceye gore, iki atom arasinda kurulan
kovalent bag, He ya da Ne gibi soy (asal) gazlarda goriilen, 2 ya da 8
elektron igerikli kararli bir dis kabuk diizeni (konfigiirasyonu) olusturur.
Ancak, Lewis’in bu diislincesi kimyasal bag gergekleri ve elementlerin
degerliligini smirli olarak aciklayabilmektedir. Kuantum mekaniginin
Oongordiigii  modelde ise, kimyasal bag, atomlarimn dis kabuk
yoriingeclerindeki spin degerlerinin tamamlanma ilkesine dayanmir. iki
komsu atomun ters spin degerli elektrona sahip yoriingeglerinin kesigsmesi
sonucu olusan elektromagnetik ¢ekim burada atomlar: birlikte tutan giicii
olusturur. Buna gore, kimyasal degerlilik bir elementin atomunun dis
kabugundaki tamamlanabilecek spin degerlerinin toplam sayisina esittir.
Bu diisiinceden hareketle Sekil 2-3’de gosterilen elementlerin 6rneginde
kimyasal degerlilik (valenz) kavrami agiklanabilir:

[lk siradaki Hidrojen atomunun tek degerliligi ve Helyum atomunun
eylemsizligi (inertligi) yukarida belirtilen ilkelerle kolayca anlagilir.

Ayni nedenlerden periyodik sistemin birinci gubunun ikinci {iyesi

olan Li atomundan tek degerlilik beklenir (LiCl).
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Buna karsilik, Be’un temsil ettigi ve degerliliginin 2 oldugu bilinen
ikinci grubunun elementlerinin eylemsiz olmasi beklenirdi. Fakat ¢cok az
enerji gerektiren bir uyarma sonucu s yorungecindeki bir elektron bir p
yoriingecine aktarildiginda beklenen 2 degerlilik ortaya cikar (BeO).

Periyodik sistemin {i¢iincii grubunun iiyelerinin ii¢ degerliligi gene
bir uyarma sonucu ortaya c¢ikmaktadir (B,Os). Ancak, bu grubun
elementlerinin zaman zaman tek degerlilik de gosterdigi bilinmektedir
(B4C).

Karbonun temsilcisi oldugu grup genellikle bir uyarma sonucu
olusan dort degerliligi ( 6rnegin: CO>) ile taninir.Ancak, 6zellikle grubun
yiiksek atom agirhikli iiyelerinde iki degerlilik de goriiliir. 1ki degerlilik,
CO orneginden de bilindigi gibi, karbonda da gozlenir.

Azotun bulundugu besinci grupta, ti¢ degerlilik ve, bir uyarma
lizerine olusan yeni bir dis kabuk (n = 3) sonucu, bes degerlilik olanaklidir
( NH3z ve N20s ). Bes degerlilik i¢in gerekli uyarma enerjisi oldukga
yiikksek olmakla birlikte bu, tepkime ile aciga ¢ikan enerji ile
karsilanabilmektedir.

Oksijenin bulundugu altinci grupta, ozellikle oksijen i¢in gegerli iki
degerliligin yanisira, siilfiir ve grubun daha alt siralarindaki elementlerde
(yine uyarma sonucu) dort ve alt1 degerlilik de bilinir (6rnegin stlfiirtin
olusturdugu bilesikler: H,S, SO, ve SO3).

Yedinci grubun yani halojen elementlerin iiyeleri ise, bir degerlilik
ve ayrica lig, bes, yedi degerlilik gosterirler (6rnegin HC1, HC1O,, HCIO;
ve HCIO,).
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Sekizinci grubun Gyeleri eylemsizdir; tim yoriingeclerin dolu
olmasindan kaynaklanan kalimli dis kabuk diizeni nedeniyle kimyasal bir
tepkimeye girmezler.

2.1.2.2. Kimyasal bag cesitleri

Yukarida anlatilan fiziksel ilkeler, elementlerin bag kurmalarinda
gecerli  kurallar1  belirler. Baglar ise, atomdan molekiillerin ve
molekiillerden ise canli sistemlerin olusmasinda en belirleyici rolii oynar.

Kovalent baglar: Yukarida belirtildigi gibi, bu baglarin olusmasinda

atomlarin dig kabuklarindaki spin degerleri tamamlanmamis degerlik
elektronlar rol oynar. Iki atomun birbirine yaklasmas ile iki yoriingecin
kesigsmesi olanak kazanir. Eger elektron spinleri ters degerli ise, bu
yoriingeclerin kaynasmasi ile meydana gelen elektromagnetik ¢ekim, iki
atomun bir arada tutulmasim1 ve dolayisiyla kovalent bagin olugmasini
saglar (Sekil 2-4). Bu baglarda degerlik elektronlar1 atomlar arasinda esit
oranda paylasilir. Kovalent baglar, iki atom arasinda olusan en giicll

baglardir.

kovalent bag  polar kovalent bag iyonik bag

Sekil 2-4. Kovalent ve iyonik baglarda elektronlarin
dagilimindaki degisme.
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Iyonik baglar: Kovalent baglarin 6zel bir seklini olusturur. Kovalent
bagi olusturan atomlardan birinin elektronegatif nitelikte olmasi
durumunda goriiliir. Bu tip baglarda degerliligi belirleyen elektron cifti
elektronegatif atoma kaydig1 i¢in asimetrik bir elektron paylagimi ortaya
cikar. Ornegin, NaCl gibi bir tuz molekiiliinde bdyle bir elektron ifti
elektronegatif klor atomunun U(zerinde bulunur. Bunun sonucu ortaya
cikan bag elektronegatif klor iyonuyla, elektropozitif sodyum iyonunun
arasindaki elektrostatik ¢ekim olarak diisiiniilebilir. Iyonik bagmn kuvveti
buna gore Coulomb yasasina tabidir:

Qi.02
F=k——M (2-1)
r2

F= Vakum altinda iyonik bagin kuvveti (Newton)
k= Elektrostatik ¢ekim dursayisi (kcal . Cc?. m)
01 Ve go= Etkilesen yiikler (C Coulomb)

r = Etkilesen yiikler aras1 uzaklik (m)

Tuzun suda ¢6ziinmesi sonucu dipolar su molekiilleriyle etkileserek
ayrisan bu iyonlar arasindaki elektrostatik g¢ekim kristal yapidakine
kiyasla ¢ok daha diisiiktiir. Suyun yiikler arasindaki etkilesimi perdeleme
etkisi dielektrik dursayisi (g) ile ifade edilir. Bu islevin denkleme (2-1)
katilmasiyla Coulomb esitliginin ¢ozeltilerde gegerli tiirevi elde edilir:

g1.02
F=k—m—— (2-2)
e r’

Iyonik baglar gibi salt yiik esasl etkilesimler, 6zel bir ydnelim gdstermez.

Koordinasyon baglari: Bu tip baglarda elektron ¢ifti, bagi kuran

atomlar tarafindan verilir. Elektron vericisi olarak davranan F, O, N, vb.

atomlarin dis kabuklarindaki serbest elektron ¢iftleriyle, alict atomlarin
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bos yoriingegleri doldurulur. Koordinasyon baglarinin 6zgiin 6rneklerini,
metal atomlarinin (6zellikle gegis metallerinin iyonlarinin) olusturdugu
kompleks yapilarda gérmek olanaklidir. Ornegin, demirin iki degerlikli
iyonu (Fe*") bu tiir kompleks yapilar olusturur (Sekil 2-5). Sekilde
goriildiigii gibi H,O zayif bir ligant olarak Fe’”’nin elektron
konfiglrasyonunu etkilemez. CN" ise sahip oldugu gii¢lii bir elektrik alani
nedeniyle Fe?* elektronlarini 3d yériingeclerinde ¢ift olusturacak bigimde
yeniden diizenlenmesine yol agar. Hemoglobin 6rneginde goriilecegi gibi
metal iyonlarmin olusturdugu kompleksler onemli biyolojik islevlere
sahiptir.

London-van der Waals (ya da Dipol-Dipol) bagi: Yukarida iyonik

bag cesidinde degisik elektrik yiikli iki iyonu elektrostatik ¢ekimin bir
arada tutarak bir tuz molekiiliinii olusturdugunu gordiik. Buna benzer bir
elektrostatik g¢ekim, gegici olarak karsit elektrik yiiklerine biiriinen iki
molekiil arasinda da goriiliir. Bu tip bir etkilesim icin iyonik baglarda
oldugu gibi Coulomb yasas1 gecerlidir:
01.02
U=k——— (2-3)

e. r

U = Etkilesim kuvveti (kcal/m"™)
r = Etkilesen yiikler aras1 uzaklik (m).
(Etkilesime katilan gruplarin niteliklerine gore, n 1 ile 6 arasinda bir deger
tasiyabilir.)
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Sekil 2-5. Demir iyonunun olusturdugu kompleks yap1 6rnekleri.

London-van der Waals (ya da Dipol-Dipol) Bagi olarak adlandirilan
bu bagin olusabilmesi i¢in, bu molekiillerin dipolar bir nitelige yani bir
bolgelerinde sinirlt bir elektropozitif (q1) ve diger bir bolgelerinde ise
siirh bir elektronegatif (qz) yiikke sahip olmalari gerekir. Bu elektriksel
kutuplasma gegici nitelikli olup, komsu molekiiller arasindaki

etkilesmelerden dogar. Bu etkilesimlere katilan gruplarin niteligine gore
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etkilesimlerin  tiirii, yonelimi, giliciin uzaklikla olan ters orantili

baglantisinin boyutu belirlenir (Sekil 2-6).

Sekil 2-6. Iki yakin molekiil ya da atom arasindaki kovalent
olmayan etkilesim enerjisi.

Dipol-dipol etkilesimlerine dayanan van der Waals baglari, iyonik
baga oranla yakin uzaklhiklarda (r* - re degerleriyle orantili olarak) ¢ok
etkili olabilmektedir. Dolayisiyla bu tip baglar, 6zellikle hiicre iginin
yogun ortaminda, makromolekiillerin hiicre altyapilariyla
etkilesmelerinde, Ornegin ribozom tizerinde gerceklesen protein
biyosentezinde, DNA {izerinde RNA molekiillerinin olusumunda ya da

enzimatik kataliz sirasinda biiylik onem kazanir. Diizlemsel (aromatik)
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molekiillerin arasinda olusan ve etkileri r° ile orantili olarak degisen
dispersiyon giicleri ise bu molekiillerin iistiiste tabakalandig1 yapilari,
ornegin DNA c¢ift sarmal yapisini, kalimli kilmada buyuk rol oynar.
Ancak, etkilesim giicii i¢cin 6nemli bir altsinir bulunmaktadir. Molekiil ya
da atomlarin etkilesimlerinin en kalimli oldugu bir uzakligin (r,) 6tesinde
cekim giicli azalir. Dis elektron yoriingegleri kesismeye baglayacak olgiide
yakinlastiklarinda karsilikli olarak bir itim giicii olusur. Daha ileri bir
yakinlasmaya kosut olarak itim giici r*? ile orantili artar. Bu tiir
etkilesimlerde erisilebilecek en kiiclik uzaklik, etkilesen molekiil ya da
atomlarin van der Waals yar1 ¢aplarinin (R) toplamina esittir. (Sekil 2-6).
Atom ve molekiillerin van der Waals yar1 gaplart 0,1-0,2 nm arasinda
degisir (Tablo 2-1).

Hidrojen baglari: Hidrojen bagi, dipol-dipol baginin 6zel bir seklini

olusturur. Hidrojen atomu, kovalent olarak elektronegatif bir atoma
(6rnegin oksijen, siilfiir ya da nitrojene) baglandiginda, ortaya ¢ikan A-H
yapisinin elektriksel olarak kalici bicimde kutuplastigi goriiliir. Hidrojen
atomu (H) smirh bir pozitif yiilk kazanarak, ¢evresini de kutuplastirict
bigimde etkiler. Eger ¢evrede sinirl bir elektronegatif yiike sahip bir atom

(B) bulunuyorsa, o zaman H ve B arasinda bir etkilesme olanak kazanir.
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Atom ve Gruplar R (nm)
H 0,12
@) 0,14
N 0,15
C 0,17
S 0,18
P 0,19
—-OH 0,14
—NH; 0,15
—CH; 0,20
—CHs 0,20
Aromatik halkalar 0,17

Tablo 2-1. Bazi atom ve atom gruplarinin van der Waals yar1

caplari.
Bu etkilesim iyonik bagdakinin aksine 6zgiin bir yonelim gosterir. Ortaya
cikan ve hidrojen bagi olarak taninan bu bagin kalimliligi B molekiiliiniin

tasidigr elektronegatif yiikle orantilidir. Hidrojen bagi genellikle noktali
bir ¢izgiyle  gosterilir:

Sekil 2-7°de hidrojen baglarinin gesitli 6rnekleri gériilmektedir.
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Bir karbonil grubu ile bir imino grubu arasinda (iki peptit grubu

arasinda)

H
|
— N*—H - 9]
y \
H C —
I
@)

Yiiklii amino ve karboksil gruplari arasinda

Sekil 2-7. Hidrojen baglarina cesitli drnekler.

Hidrojen baglarimin enerjisi (3-7 kcal.mol™), van der Waals

baglarinin ortalama enerjisine (1 kcal.mol™) oranla daha yuksektir.
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Hidrojen baglarini olusturan atomlarin 6zgiin bigimde birbirine yonelik
olmasi, bu oldukga yiiksek bag enerjisinin bir nedenidir. Buna karsilik
kovalent bag enerjisine (genellikle 50-100 kcal.mol™) oranla hidrojen
baginin oldukca zayif oldugu goriiliir.

Hidrofobik etkilesimler: Metan (CH,) gibi hidrokarbon molekdilleri,

bag olusumuna katilan elektronlarinin esit olarak hidrojen ve karbon
atomlar1 arasinda paylasilmalar1 nedeniyle, elektriksel bir kutuplagsma
gostermez. Boyle molekiiller, polar su molekiilleriyle hidrojen baglar
kuramadiklarindan, su i¢inde ¢oOziinme yeteneginden yoksundur. Su
evresinden kacip aralarinda kiimelenme egilimi gosterir (O6rnegin
misellerin i¢ boliimiinde) (Sekil 2-8). BOyle sudan kagan (hidrofobik)
gruplar arasindaki cekici glice hidrofobik bag adi verilir. Hidrofobik
baglarin esasini apolar gruplar arasinda da olusabilen van der Waals
giigleri olusturur. Hidrofobik baglarin giicii (3-4 kcal.mol™), van der
Waals baglarinin yanisira bu gruplarin, su evresinden polar su molekiilleri
tarafindan diglanmasindan kaynaklanir.

Tim deginilen kimyasal bag ¢esitleri, Tablo 2-2’de topluca, giigleri
(olusum enerjileri) acisindan, karsilastirmali olarak gosterilmistir. Ayrica,
Sekil 2-9°da kovalent olmayan etkilesim oOzellikleri toplu olarak
verilmistir.

Kovalent baglarin aksine, olusumlar1 diisiik miktarda enerji

salinimiyla gergeklesen, kolayca yeniden kirilabilen ve dolayisiyla ¢ok
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Sekil 2-8. Misel olusumu.

kisa 6miirli  (10%s) olan iyonik baglar, van der Waals ve hidrojen
baglar1 ile hidrofobik iligkiler zayif baglar olarak gosterilir. Bu baglar,
biyomolekiillerin suyun polar ortaminda 6zgiin tigboyutlu yapilarini
kazanmalarinda 6nemli rol oynar. Ayrica, biyolojik tepkimelerin 6n
asamalari, Ornegin  enzimlerin  tepkimeye ugrattiklar1  substrat
molekiilleriyle etkilesimleri, bu tip zayif baglarla gergeklesir. Boylece,
biyoloji tepkimelerin 6zgilinliiglinlin yanisira, yiiksek hizi da giivenceye

alinir.

Cesitleri Bag giicii*
(kcal.mol ™)

Kovalent Bag 50-100

Iyonik Bag 5 (su ortaminda)
> 100 (kristal
yapida)

van der Waals Bagi 1-2

Hidrojen Bagi 3-7

Hidrofobik Iliskiler 3-4

*) Olusumlari sirasinda agiga ¢ikan enerji (olusum enerjisi)
Tablo 2-2. Kimyasal baglarin bag giigleri.
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Sekil 2-9. Kovalent olmayan etkilesim tipleri.
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3. Radvoaktiflik ve 1s1n bivofizigi
3.1. Atom cekirdegi

Atom ¢ekirdeginin i¢inde iki cesit ana pargacik bulunur: Arti
yuklu olan protonlar ve yukstiz nétronlar. Protonlar, elektron kitlesinin
(=1,672648x10" kg) 1840 katina esit bir kiitleye (=1.6724x10%* g)
sahiptir. Notronlarin kiitlesi ise proton kiitlesinden biraz daha fazladir
(=1.6747x10 g). Buna gdre, atom kiitlesi cok biiyiik oranda (neredeyse
biitiiniiyle) ¢ekirdekte toplanmistir. Cekirdegin kiitlesi, i¢erdigi proton ve
noétronlarin kiitlelerinin toplamina esittir. Proton ve nétronlar, nikleon
olarak da adlandirilir. Bir atomun protonlarinin sayisi, yoriingeglerde
bulunan elektronlarin sayisina esit olup, ayni zamanda atom sayisini
belirler. Noétronlarla protonlarin toplam sayisi ise atom kiitle sayisini
belirler. Geleneksel olarak atom sayisi (Z) bir elementin simgesinin sol

alt, kiitle sayis1 (A) ise sol iist kdsesine yazilir.

Proton ve ndétronlarin sayilart her zaman esit degildir. Ayrica, bir
elementin atomlarinin kiitle sayisi, ¢ekirdeklerin icerdigi degisik sayida
notron nedeniyle degisebilir. Proton sayilari (ya da atom sayilart) ayni,
ancak kiitle sayilar1 farkli atomlar izotop olarak adlandirilir. Ornegin, en
basit element olan hidrojenin farkli ndtron sayilarindan kaynaklanan {i¢

degisik c¢ekirdek yapisi (izotopu) bulunur (Tablo 3-1).
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Icerdigi farkli nétron sayisina baglh olarak ¢ekirdegin enerji igerigi de
degisir. Protonlara oranla daha az ya da fazla sayida nétron igeren
cekirdekler kalimsizdir. Kendiliklerinden pargalanarak baska cekirdek
tiirlerine doniisme olasilig1 ¢cok yiiksektir. Par¢alama sirasinda 151n olarak
salinan enerji nedeniyle bu tiir izotoplar radyoizotop, kalimsiz durumlari

ise radyoaktiflik olarak adlandirilir.

1
H Hidrojen : 1 proton, 0 nétron, kiitle sayisi 1,

1

2
H Déteryum : 1 proton, 1 nétron, kiitle sayisi 2,
1

3

H Trisyum: : 1 proton, 2 ndtron, kiitle sayisi 3.
1

Tablo 3-1. Hidrojenin izotoplari.

3.2. Radyoaktifligin bulunusu

Radyoaktifligin bulunusu 1896 yilinda Fransiz bilgini Henry
Becquerel (1852-1908)’in, Rontgen’in birkag ay Oncesinde kesfettigi
X-1smlar1 lizerinde yaptigi deneyler sirasinda olmustur. X-iginlari,
camdan yapilmis elektronik lambalardan c¢iktiklar1 igin, Becquerel,

onlarin belki camin kiigiik miktarda gosterdigi fosforesansla ilgili
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olabilecegini diisiinmiistiir (Sekil 3-1). Bazi maddelerin 151k sogurup
yavas yavas yeniden yayinlama 6zelliklerine dayanan fosforesansin, o
donemde  X-iginlari gibi anlagilmayan bir olgu olmasi, Becquerel’in bu
diisiincesinde etkili olmustur.

Becquerel, fosforesans etkisi ¢ok gicli olan potasyum-uranyum
stlfat (KUSQO,) kristallerini 151k gegirmeyen kagida sarili bir fotograf
plag1 lizerine yerlestirmistir. Giines 15181 etkisiyle kristallerden plagi
karartabilen 1sinlarin ¢ikip ¢ikmadigini 6grenmeyi amaclayan Becquerel,
havanin bir iki giin kapali kalmasi {izerine, laboratuvariin isiklarinin da
yeterli olabilecegi diislincesiyle filmi banyo edince, kristalin seklinde
kararmis bir goriintii bulmustur. Deney, tam karanlikta yinelendiginde,
ayni sonucu verince Becquerel, yeni bir 15in ¢esidini bulmus oldugunu

anlamustir.

Sekil 3-1. X 1sminin olusumu:
A) Rontgen’e gore,
B) Becquerel’in sinamak istedigi varsayimina gore.

Sarili filmin karartilmasinin sicakliktan bagimsiz ve uranyum
miktartyla dogru orantili oldugu, kisa zamanda anlasilmistir. Ayrica,

1898 yilinda, yine Paris’te calisan Polonyali arastirict Marie Curie
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(1867-1934), uranyum cevherinden daha giiclii 151 yayinlayan, radyum

ve polonyum elementlerini kimyasal yontemlerle saflastirmistir.

3.3. Cekirdek kurami

Izotoplarin kalimli, radyoizotoplarin ise kalimsiz ¢ekirdeklerinin
proton ve notron sayilar1 gozden gecirildiginde, birkag kural ortaya ¢ikar.

Periyodik cetveldeki atom kutle sayilarindan proton (atom)
sayilart ¢ikarildiginda, dogada bulunan, ¢ogu kalimli izotoplarin ndtron
sayilar1 elde edilir.

Ornek olarak hafif elementlerden bazilari ele alindiginda, kaliml
cekirdeklerde notron sayilarinin proton sayisina ya esit ya da bir oldugu
goraldr (Tablo 3-2).

Ornek agir elementlerden segilirse, kalimli izotoplardaki notron
sayillarinin proton sayilarindan ¢ok daha fazla olduklar1 goriliir
(Tablo 3-3).

Cekirdek kalimliliginin incelenmesi igin periyodik cetvelden daha
elverigli bir gosterge olarak nuklitler cetveli kullanilir. NUKIit, esit
proton ve esit ndtron sayilarina sahip atomlarin (ayni tiir izotoplarin)
olusturdugu kimedir. Niiklitler cetvelinde kalimli elementlerde notron

sayisindaki degisiklikler atom sayilarinin bir islevi olarak gosterildiginde,
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Hesaplanan
Element Atom agirhgi Proton sayisi Notron sayisi
H 1.0 1 1
He 4.0 2 2
Li 6.9 3 3yada4
Be 9.0 4 5
B 10.0 5 5yada6
C 12.0 6 6
N 14.0 7 7
@) 16.0 8 8
F 19.0 9 10
Ne 20.2 10 10 yada 1l

Tablo 3-2. Bazi hafif elementlerin proton ve nétron sayilari.

proton ve ndtron sayilart tek ve birbirlerine esit olan hafif niiklitlerin
disindaki kalimli niiklitlerin genelde niikleon sayilarimin ¢ift oldugu
goriiliir. Ayrica, proton ya da nétron sayilarinin belirli ¢ift sayilara esit
olmalari, niiklide 6zel bir kalimlilik saglar. Bu sihirli sayilar 2,8,50,82 ve
126’dir. Bunun o6tesinde, kalimli ¢ekirdeklerde nétron sayilart proton
sayllarinin islevi olarak gosterildiginde, bu niikleonlar arasinda 6zel
oranlarin korundugu bir egri ortaya ¢ikar (Sekil 3-2). Bu egriye gore, agir
elementlerin kalimli izotoplarinda nétron/proton oranlart agamali olarak

1/1 oraninin iizerindeki belirli kesir degerlerden geger.
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Hesaplanan
Element Atom agirhgi Proton sayisi Notron sayisi
Au 197.0 79 118
Hg 200.6 80 120 ya da 121
T1 204.4 81 123 yada 124
Pb 207.2 82 125 ya da 126
Bi 209.0 83 126

Tablo 3-3. Baz1 agir elementlerin proton ve notron sayilari.

Sekil 3-2. Nuklitler cetveli.
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3.4. Radyoaktif parcalanma ve 1sinlar

Kalimlilik egrisinin degerlerinden sapan ve ¢ok sayida (ya da ¢ok
az sayida) notron igeren niiklitler, kalimsiz ve radyoaktif nitelik
gOsterir.

Eger ¢ekirdekte ¢ok sayida ndtron bulunursa, bir nétronun

protona doniisiimii sonucu eksi bir yiik (bir elektron) salinir:

no>p +e+v
Eger cekirdekte ¢ok az sayida noétron bulunuyorsa, tersine, bir

proton, art1 yliklii bir positronun salinimiyla, bir ndtrona doniisir:

pP>n+e +v

v(antinbtrino), v(notrino) bu tip tepkimelerde agiga cikan ¢ok
kiigiik kiitleli pargaciklardir. Atom ¢ekirdeginin bdyle bir elektron ya da
positronun salinimiyla gegirdigi dontisim B-parcalanma, agiga ¢ikan
1sin da B-isim olarak adlandirilir. Ayrica ¢ok biiylik atomlarin
parcalanmasi sirasinda helyum cekirdekleri (iki proton ve iki nétron) o.-
151m1 olarak aci8a cikar.

Cekirdek parcalanmasi sirasinda agiga ¢ikabilecek iicilincii tip
1sin, cok kisa dalga boylu, (10™%-10%A), cok yiksek enerjili bir
elektromanyetik dalga olan y-1simdir.

Yukaridaki tanimlardan anlagilacag: gibi, oo ve f3 isinlari, y-151n-
larindan farkli olarak, elektrik yiikli parcacik akimlardir. o-
isinlarindaki yiik arti iki (2+), B 1sinlarindaki ise eksi ya da art1 bir (1%)
dir.
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o 1sinlart (ya da helyum gekirdekleri) biiyiik kiitleleriyle atom
duzeyinde top mermisi etkisi gosterebilirler. o 1sinlarinin bu etkilerine
dayali olarak hafif elementlerin ¢ekirdeklerinden proton isinlarini agiga
cikarmalari ilk kez 1919 yilinda gozlenmistir. 1932 yilinda a 1s1nlarinin
baska elementlerden ise ndtron parcaciklarini1 kopartabildigi goriilmistiir.
Tablo 3-4’de dogal ve yapay niikleer 1sinlar topluca gosterilmektedir.

Radyoaktif parcalanma reaksiyonlarina Ornekler ise Tablo 3-5°te

verilmistir.
Niteligi Tard Simgesi Bilesimi Elektrik | Kutlesi
ylki )
Dogal Helyum
1sinlar Alfa a iyonlari +2 7,2x10°
(2n+2p) 24
Dogal Elektronla
1sinlar Beta B r +1 9x102®
ya da
pozitronlar
Dogal Elektro-
1sinlar Gama Y manyetik 0 0
1s1n
(fotonlar)
Dogal
isinlar Notrino v Notrinolar 0 102
Yapay
1sinlar Notron n Notronlar 0 1,82>§110'
Yapay
1sinlar Proton p Protonlar +1 1,82>§110'
Yapay Déteryum
1sinlar Doteron d iyonlart +1 3,6x10
(n+p) “

Tablo 3-4. Niikleer 1sinlarin 6zellikleri.
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a-Parcalanma

238 4 234
Uo He + Th*
92 2 90
B Parcalanma
3 3
H— He'+p +v (anti-ndtrino)
1 2
14 14
C— N+ + v (anti-n6trino)
6 7

yukaridaki {i¢ 6rnege esas olan reaksiyon:

1 1
n— p’+e +v (anti-nétrino)
0 1

1 1
P— n+e’+ v (nbtrino)
1 0

y Parcalanma

234 234
Th—>y+ Th
90 90

Tablo 3-5. Radyoaktif pargalanma reaksiyonlarina bazi 6rnekler.
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Notron ve proton yaklasik esit kiitleye sahip olduklarindan,  1smninin
salinmasiyla gerceklesen bir pargcalanma sonunda element kiitlesinde (ve
kiitle sayisinda) 6nemli bir degisiklik ortaya ¢ikmaz. y 1s1ninin salinmasi
sonucu ise kiitle sayis1 ve atom sayisinda bir degisiklik ortaya ¢ikmadigi
gibi elementin bir digerine doniisiimii de s6zkonusu degildir. Burada
yalnizca g¢ekirdek diizenindeki olasi bir degisiklikten s6z edilebilir.
Cikan 1smlarm enerjisi reaksiyondaki nuklitlerin enerji farkina esittir.
Alfa 1sinlari, belirli  bir izotoptan belirli bir iki enerji ile
yayinlanir. Uranyum-238, Toryum-234 cekirdegine doniisiirken, 4,18
MeV olan fazla enerjisinin timini % 78 olasiligiyla, ya da fazla
enerjisinin 4,13 MeV’luk boliimiinii % 22 olasiligiyla o 1sinima verir
(Sekil 3-3). o partikiilii ikinci duruma gore daha yavas firlatilirsa, yeni
olusmus ***Th cekirdegi , en kararli haline ge¢mek lizere ayrica 0,05

MeV’luk bir y 15101 da yayinlar.

Sekil 3-3. Uranyum 238’den ¢ikan 1s1n.
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Beta radyasyonuna gelince, bazen benzer bir durum sézkonusu
olabilir. Sekil 3-4’de 131iyot’in oldukca kompleks radyasyon semasi
gosterilmektedir. Zaten gama 1511 yaymadan bile her beta
yayimlayicisinin -~ radyasyonu  karigiktir.  Beta  yaymlayicilari,
elektronlardan baska antinotrinolar da ¢ikarirlar. Bu tanecikler, kiitleleri
kiiciik oldugu halde, parcalanan ¢ekirdegin fazla enerjisinden biiyiik bir
miktar tagiyabilirler.

Yayinlanan enerjinin toplami sabit, her parcalanan g¢ekirdek igin
ayni  olan bir miktardir. Ancak, ¢ikan beta elektronu ile antindtrino
arasindaki enerji dagilimi sansa baglidir. Enerjinin tiimii bazen yalniz

biriyle, bazen de ikisi arasinda paylasilmis olarak ¢ikar.

Sekil 3-4. Iyot-131°den ¢ikan 1s1n.
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Beta 1smninin enerjisi, boylece sifirdan baslayip Emax denen
maksimum 1s1n enerjisine degin uzanir. Bu dagilim egrisinin sekli basit
olan her B~ yayinlayicisi i¢in aymidir (Sekil 3-5). Uygulamada saptanan

ortalama B 1s1n1 enerjisi (Eqy) istatistik hesaplarda,

1

Ea =

Ermax (3-1)
3

esitligi ile gosterilebilir.

Gama 1sinlar1 goriildiigli gibi, alfa ya da beta 1sinindan geri kalmis
enerjinin agiga ¢ikmasi sonucu olusur. Enerjileri ve enerjilerine dogrudan
dogruya bagli olan dalga boylari, bu nedenle belirli bir izotop icin belirli
bir ka¢ deger gosterir.

Sekil 3-5. Ortalama enerji degerinin saptanmasi.
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3.5. Radyoizotoplarin 6zellikleri

3.5.1. Yarilanma siiresi (Yar1 6miir)

Parcalanma sikhi@ kavrami, fizikte bir devrim olarak ortaya
cikmigtir. Kvanta kuramina gore agiklanan pargalanma reaksiyonlarinin
eski fizik kuramlarina uymayan en agik 06zelligi, meydana gelip
gelmeyeceklerinin  belirsizligidir. Radyoaktif bir atomun ne zaman
parcalanacagini 6nceden kestirmek miimkiin degildir. Par¢galanma sonucu
atomun hangi yolu izleyecegi de ayrica belirsizdir. Fizik¢iler, kesin bilgi
yerine, yalnizca olasiliklardan sdzedebilirler. Ornegin, trityum igin bir yil
stiresindeki pargalanma olasilig1 % 7 olarak hesaplanir.

Olasiliktan sozedildigine gore, bir tek atomu degil, bir
popiilasyonu gozlemek gerekir. Gozlenen popiilasyondaki birey sayisi
istatistigin kurallarina goére yeterliyse, popiilasyondaki olay yiizdesi bir
tek bireyin olay olasiligi olarak yorumlanabilir (Sekil 3-6).

Bir radyoizotop 6rneginin igerdigi atom ¢ekirdeklerinin yarisinin
radyoaktif pargalanimi i¢in gegen siire yart dmiir olarak tanimlanir. Bu
siire radyoizotopa gore saniyenin kesiri ile binlerce yil arasinda
degisebilir. Radyoaktif parcalanma sikligina bagimli olarak gerceklesen
bu donisiim, radyoaktif niiklidin atomlarmin baslica bir 6zelligini
olusturur. Radyoaktif niiklidin herhangi bir atomu i¢in bu parcalanmanin
ne zaman olacagimi kestirmek sdzkonusu olmadigindan (bu bir saniye
icinde ya da bin yil sonra cereyan edebilir) doniisiim ya da parcalanma
hiz1 radyoaktif atomlar icin gegerli bir ortalama parcalanma olasiligi ya
da katsayist (A) ile anlatilir: Belirli bir zaman kesiti i¢inde (t), A
degerine bagimli olarak bir radyoaktif elementin baslangigtaki

atomlarinin sayisindaki (N,) azalma sonucu (N) sayida atom kalacaktir:
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N

1n——=1nN-1nN, = -A.t, (3-2)
No

ya da,

N = No.e™ (3-3)

Yarilanma siiresi ile baglangictaki atom sayisinin yar1 degere

indigi siire tanimlandiginda bu esitlik,

Sekil 3-6. Bir tek radyoaktif atomun 6nceden ancak
parcalanma olasilig1 bilinebilir .
(A) Deney: Istatistik bakimindan yeterli biiyiik
bir populasyon gozlenir.
(B) Yorum: Tek bir atomun pargalanm olasiligi.

No
N = = No.e™y (3-4)
2
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olacaktir. iki yanindan Ng’larin ¢ikarilmasi ve logaritmasinin alinmast ile

esitlik A ile ty, arasindaki bagintiy1 anlatan yalin bir sekle indirgenebilir:

1

In——=-Atyp (3-5)
2

1In2 = Aty (3-6)

0,693 = M.ty (3-7)
0,693

A= (3-8)

tue

Yukaridaki esitliklere gore, radyoaktif bir 6rnek i¢inde bulunan
radyoizotopun sayisi azaldikga, aktifligi (bkz.asagida) orantili olarak
azalacaktir. Sekil 3-7’-de | mikromol karbon-14’iin azalis egrisi, hem
normal, hem de yari-logaritmik- olarak gosterilmektedir. Egrinin sekli,
radyoizotoplarin  aktifliginin azalmas1 agisindan genel gecerlilige

sahiptir.
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Sekil 3-7. Bir mikromol (6x10*") Karbon-14 (**C) atomunda ve
aktifliginde zamana bagli azalma.
Bozunum egrisi denen bu ¢esit grafige degisik fen bilim dallarini

ilgilendiren bir¢ok konuda ayrica rastlanir.
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Sekil 3-7°de isaretlenen ty, Karbon-14’tin yarilanma siiresi yani
YC atomlarinin sayisinin yari yaritya inmesi i¢in gerekli olan siiredir.

Pargalanma olasilig1 (A) ne kadar biyukse, ti, o kadar kisa olur:
t12 = 0,693/A (3-9)
Karbon-14 (**C) icin A= 1,2x10*y11™  olduguna gore,

0,693
typ =—— y1l = 5800 y1l.
1,2x10™

Fiziksel yar1 6mriin yaninda biyolojik yar1 6émiir de tanimlanir.
Biyolojik yar1 omiir, organizmaya  verilen bir radyoaktif
maddenin yarisinin digar1 atilmasi i¢in gegen siiredir. Bu iki tanimin

birlestirilmesi ile etkin (efektif) yari 6miir (te;) tanimlanir.

et
ter=

(3-10)
e+t

Burada tr . fiziksel yar1 Oomiir, tg : biyolojik yar1 Omiir olarak

tanimlanmaktadir.
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3.5.2. Radyoaktiflik
Radyonuklitlerin tanimi i¢in radyoaktiflik terimi, zaman kesitinde

(dt) gerceklesen parcalanma sayisi (dN), kullanilir.

dN
A= . (3-11)
dt

Radyoaktiflik birimi olarak kabul edilen Curie (Ci), 1 ¢

Radyum’da bir saniyede pargalanan ¢ekirdek sayisi olarak tanimlanir:

Ci=3,7x 10" (saniyede 3,7x10' parcalanma).

Glinlimiizde uluslararas1 kabul edilen birim sisteminde SI
(Systeme International d’Unites) Curie (Ci) yerine Becquerel (Bq)
kullanim1 da yayginlagmaktadir.

1Ci = 3,7x10" Bg= 37 GBq

Radyoizotoplarla calismada radyoaktiflik olduk¢a sik olarak
dakikada parcalanma (“desintegration per minute”, kisaca “dpm”) terimi

ile anlatilir.
1 Ci = 3,7x10*x60 dak™

=2,22x10" dak™
= 2,22x10* dpm
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Ozgun aktiflik (spesifik aktiflik) ile ise kiitle birimi, drnegin mol,
basina diisen radyoaktiflik (Ci) anlasilir:

A Ci
Ozgiin aktiflik =—— (——) (3-12)
m  (mol)

Ozgiin aktiflik degeri, bir radyoizotopun ya da bir radyoizotopla
isaretli molekiliin, uygulandigi denek i¢inde katildigi olusumlara,
yikimlara ya da iletisini etkileyen mekanizmalari sayisallagtirma
olanagin1 verir.

3.5.3. Radyoaktif 1sinlarin madde ile etkilesimi (girginligi

ve ivonlastirici etkinligi)

Radyoaktif 1sinlar, karsilastiklar1 molekiillerin elektronlarini
yoriingeclerinden firlatacak enerjiye sahiptir. Elektronu firlatilmig
molekiil, pozitif yiiklii iyona doniistiigii icin bu olaya iyonlasma, onu
olusturan 1ginlara da iyonlayicl 1isilar denir. Radyoaktif 1sinlarin enerji
diizeyleri ve ayrica nitelikleri (parcacik ya da elektromagnetik dalga
niteliginde olup olmamalar1) onlarin maddeyle etkilesim bigimini,
girginlik ve iyonlastiric etkinligini belirler.

Elektromagnetik  dalga niteligindeki  y-1isinlart  maddenin
atomlartyla etkilesiminde ii¢ degisik yol izleyebilir. Diisiik enerjili
(< 0,5MeV) y-1sminin tiim enerjisinin bir elektron tarafindan emilmesi
ve bunun sonucu uyarilan elektronun yoriingecinden firlatilmasi
fotoelektrik olaya yol acar. Daha yuksek (0,5 MeV-10 MeV) enerjili y-

isinlarinin  elektronlarla ¢arpismasi elektronlarin  yoriingeglerinden
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sOkiilerek firlatilmasina ve enerjisinin bir boliimiini yitirmis 1smnin da
dalga boyu artarak yolundan sapmasina neden olur (“Compton olay1™).
Cift olusum olayinda ise, atom ¢ekirdegine giren yiiksek enerjili y-
1s1ninin emilimi, ¢ekirdekten bir elektron ve bir positronunun sagilmasina
yol acar. Elektron, cevrede B-isinlarina 6zgii degisikliklere neden olur.
Positronun bir elektronla ¢arpigmasi sonucu ise bu iki zit yiiklii partikdil
yok olur ve buna kosut olarak iki y-1s1n1 salinir (Sekil 3-8).

Bu olaylarin higbirisinin ger¢eklesmemesi ve y-1sininin enerjisini
yitirmeden maddenin ic¢inden gecip c¢ikmasi  sdzkonusu diger bir
olasiliktir.

Kiitlesel ve art1 yiikli o-i1ginlart atomlarin iginden gegerken
dogrusal bir yol izler. Yollar1 iizerinde carpistiklart elektronlar
yorlinge¢lerinden koparak iyonlagsmaya yol acan a-pargaciklari
her carpisma sonucu enerjilerinden bir boliimiinii yitirir. Bir pargacigin
iyonlastirict etkinligi parcacigin yiikiine, kiitlesine ve baslangigtaki
enerjisine dogru ve hizina ters orantilidir. Kiitlelerine bagimli olarak
madde icinde alcak bir hizla gegen ve yollarindan saptirilamayan o.-
parcaciklarinin elektronlarla c¢arpigma (ve buna bagimli olarak ta
enerjilerini yitirerek, durma) olasilig1 ¢ok yiiksektir. Buna gore, a-1sinlart
girginlikleri diisiik, iyonlastiric1 giicli yiiksek radyoaktif 1sinlar olarak
tanimlanabilir.

B-parcaciklarinin atomlarla etkilesimi sirasinda da, a-1sinlarinda
oldugu gibi, madde icinde iyonlagsmalar meydana gelir. Enerjisini
carpisimlar sonucu gittikce tiiketen B-isinlar1 sonunda madde tarafindan

sogurulur. Bir elektronla ayni kiitleye sahip olan B-parcaciginin merkezi
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Sekil 3-8. y-1sinlarinin madde ile etkilesimi.

bir ¢arpisma sonucu tiim kinetik enerjisini carptig1 elektrona aktarip
onu yoriingecinden koparabilir, ya da dokundugu elektronu
yoriingecinden ¢ikarmasinin yanisira yoluna, yoniinii degistirerek, devam
edebilir. Bunun sonucu, pB-parcacigmin madde icindeki yolu, o-

1sinlarinin dogrusal yolunun tersine, sapmalar ve yon degistirmeler ile
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g0ze carpar. a-pargaciklarinda oldugu gibi, B-parcaciklarinda da, enerji
ve hizdaki azalmaya kosut olarak iyonlastirici etkinlik artar.

Radyoaktif 1simnlarin girginligi, 1sinlarin kendi niteliklerinin
yanisira girdikleri maddenin yogunluguna da bagimlidir. Atomlarin ve
atom elektronlarinin yogunlugunun yiiksek oldugu bir maddede, 1sinlarin
girginligi (P) ya da erisebilecekleri uzaklik yogunlugu diisiik bir
maddeden daha kiigiiktiir. Ornegin 32P-radyoizotopundan yayinlanan
B-pargaciklarinin su igindeki erisim uzaklhigi E.U. H,O = 0,8 cm iken,

alliminyum i¢indeki erisim uzakligi,

H.0 1

EU. = EU =0,8

Al H.O P 2,7
Al

cm=0,3cm

olur. Radyoaktif 1smlarin erisim uzaklhi§i radyoaktifligin sayimi ve
biyolojik madde i¢indeki yerleri ve miktarlarinin saptanmasinda gegerli
kural ve yontemleri belirleyen dnemli bir faktordr.

Radyoaktifligin belirtiminde radyoaktif 1sinlarin iyonlastiric
etkisine dayanan Geiger-Miiller tipi sayaclar ya da, ginimuzde kesinlik
gerektiren ¢aligmalarda on plana ge¢mis olan pariltt (sintilasyon)

sayaclar1 kullanilir.
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3.6. Radyoaktif 1sinlarin yol actig: kimyasal degisiklikler

Radyoaktif 1sinlarin hiicre i¢inde yol actiklar1 olaylar, fiziksel,
(fiziko-)kimyasal ve biyolojik olmak iizere baslica ii¢ evreden gecer
(Sekil 3-9). Fiziksel evrede 1simn enerjisinin  sogurulmasina kosut
olarak, yukarida anlatildig1 bi¢imde, iyonlagmalar gerceklesir. Bu evre
1083 gibi ¢ok kisa bir siire i¢cinde tamamlanir.

Fiziko-kimyasal evrede uyarilmig ya da iyonlasmis molekiiller
birbirleriyle ve (ya da) cevrelerindeki molekiillerle tepkilesir. Yaklasik
10® s siiren bu  ikinci  evrenin sonunda iyonlagsmis molekiiller
yerlerini goreli olarak daha kalimli, ancak c¢ok reaktif olan ve serbest
radikaller olarak adlandirilan molekiiler birimlere birakir. Gerek
Iyonlagsma ve gerekse radikal olusumu oncelikle hiicre kiitlesinin yaklagik
yiizde 70’ine karsilik gelen su i¢inde gerceklesir. Buna karsilik, hiicrenin
makromolekiillerinin 1sinlardan dogrudan etkilenme olasiligi hiicre
kiitlesindeki paylariyla orantili olarak daha diisiiktiir. Ancak, radyoaktif
isinlarin suyla etkilesimi sonucu olusan iyonlar dolayli olarak bu
molekiillerin de etkilenmesine yol agabilir. Normalde 15in etkisiyle

meydana gelen baglica birincil pargalanma tiriinleri,

H,0 — H + HO'
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Sekil 3-9. Radyoaktif 1sinlarin hiicredeki etkilerinin
asamalari.

hidrojen (H) ve hidroksil (OH’) radikalleridir. Hidroksil radikalleri

genelde radyoaktif 1s1nin bir elektronu agiga ¢ikarmasiyla iyonlastirdigi

su molekdllerinden tirer:
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B,y

iyonlagma
H,0 —— H,0™+e ™,

H,0" > HO + H" .

Aciga cikan elektronun ¢evredeki su molekiilleri ya da hidrojen

iyonuyla birlesmesi ise hidrojen radikallerinin olusumuna yol agar:

H,O +e —» H,0

H,0"— HO + H- .

Ac¢iga cikan ve hidratlanmis elektron, bir hidrojen iyonuyla

dogrudan birleserek te hidrojen radikallerinin olusumuna yol acabilir:_

(hidratlanmis) ¢ + H" > H' .

Hidrojen ve hidroksil radikalleri ile serbest hidratlanmis elektron
cok reaktif yapilar olarak bir sonraki evrede (kimyasal evrede) ¢evreye
difiizlenip, ¢oziinmiis baska yapilarla tepkimeye girer. Bu reaksiyonlar
sogurulmus 1s1n enerjisinin ¢evreye dagiliminda araci olur. Bu siirecte
yeni, ikincil radikaller olusabilir ve makromolekiiller (ve diger
biyomolekiiller) ikincil radikaller iizerinden degisiklige ugrayabilir.
Olusabilen ikincil radikallerden biri ¢Oziinmiis oksijenden tlireyen

hidroperoksit radikali (H,O")dir:
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O, +H — HOy ,yada,
(hidratlasmis) ¢ + O, — Oy,
O, +H" > HO, .

Iki hidroperoksit radikalinin birlesmesi ile goreli bir kalimliga
sahip, ancak oksitleyici etkisiyle biyolojik maddeye zarar verebilen
hidrojen peroksit olusur:

HO, + HO, > H,0, + O, .

Radikallerin makromolekiillerle (6rnegin protein ya da niikleik
asit (= RH)lerle) tepkimeleri sonunda makromolekil radikallerinin
olusumu gerceklesir:

RH+H—>R +H; ,

RH+0H - R+ HO ,

RH+H — RHH

RH + OH — RHOH'

Makromolekiil radikallerinin birbirleri ile ya da baska yapilarla
tepkimeleri genelde bunlarin biyolojik islevlerinin yitimiyle sonuglanan

yapisal degisikliklerle sonuglanir.

R — A+ B (parcalanma)
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R+ 0, > ROO
(oksitlenme)
RHH" + O, > RHHO,

R+ R — R-R (¢apraz baglanma)
R+H — RH
(eski duruma doniis)

R+ XH—>RH+ X"

3.7. Sogurulan i1sin enerjisi ile ilgili kavramlar

Madde icinden gecen 1simnin enerjisinin sogurulmasi yukarida
belirtildigi gibi iyonlagsmaya, ayrica bunun G&tesinde fotografik ve
biyolojik etkilere ve 1s1 olusumuna yol acabilir. Madde tarafindan
sogurulan enerji miktar1 gram basia erg (erg/g) ile anlatilir. Sogurulan
151n enerjisine iliskin olarak zamanla 151n dozu kavrami gelistirilmistir.
Glniimiizde 1s1n  dozunun taniminda genelde 1¢ g¢esit birim
kullanilmaktadir. Bunlardan; rontgen (R) isinlama dozunu, rad
(“radiation absorbed dose”) sogurulan enerji dozunu ve rem (rad X
“relative biological effectiveness (RBE) = “roentgen equivalent man
(rem)”) canli sistemler tarafindan sogurulan 1s1n dozunun anlatiminda
kullanilir.

Réntgen (R), X- ya da y-isilarmm 0,001293 gram (= 1 cm®)

havada 1 esu miktarinda (artt ya da eksi simgeli) elektrik yiikiiniin
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olusumuna yol acan miktar1 olarak tanimlanir. Bu ayni zamanda gram
hava basina 86,9 erg (sulu ortamda ise 98 erg) sogurulmus enerjiye
karsilik gelir.

Rad (D), havadaki X- ya da y-isinlarinin miktarmin anlatimina
yarayan rontgen biriminin aksine, 1sin ¢esidinden bagimsiz olarak,
1sinlanan maddenin birim kiitlesi basina sogurulan enerji miktarini ya da
kisaca sogurulan dozu anlatir. Bir rad, bir gram madde basina sogurulan
100 erg’e karsilik gelir (1 rad= 100 erg/g).

Buna gore, sivi ortamda, 6rnegin yaklasik yiizde yetmis oraninda
su igeren hiicrede (ya da bdyle hiicrelerden olusan “yumusak”™ dokularda)
1 rontgen karsiligi isinlama yaklasik 1 rad karsiligt sogurulan 1sin
enerjisine esit olmaktadir. Ancak, 6rnegin kemik dokusunda rontgen ile
rad arasindaki bu oran rontgen 1sinlariin foton enerjisine baglidir. Tani
icin kullanimda 1 rdéntgen doza maruz kalmak 4 rad sogurulmasina
karsilik gelir. Bugiin kullanilan yiiksek enerjili radyoterapide gerek
kemik, gerekse yumusak dokuda (veya su iginde) rontgen ve rad
arasindaki oran 1 olur. 1975’te Uluslararas1 Radyolojik Birimler
Komisyonu (ICRU) MKS birim sistemine uyarak Gray (gy) birimini
kabul etmistir. 1 Gy, bir kg dokuda bir joule enerji absorplanmasina
neden olan 1sin olarak tammlanir. Buna gore, 1 joule= 10’ erg
oldugundan, 1 Gy= 100 rad’dur.

Ancak, belirtildigi gibi, rad yalmzca X- ya da y-igmlarmin
sogurulan enerjisi ile smrlt bir doz birimi degildir, kapsammna o-
parcaciklari, B-pargaciklari, ndtron ya da protonlarin sogurulan enerjisini

de alir.
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Degisik c¢esit 1silarin yol actifi biyolojik etkilerin farkli olmasi
nedeniyle, bunlarin etkilerini karsilastirilabilir bir 6l¢iitte anlatabilmek
amaciyla rem birimi kullanilmaktadir. Bir rem, bir rad X- ya da y-1sininin
karsiligit dozun biyolojik esdegeridir. RBE degisik 1sinlarin etki

Olgiilerini karsilagtirmaya yonelik bir terim olup,

250 kV X-151n1 dozunun yol a¢tig1 belirli bir biyolojik etki
RBE=

Ayni biyolojik etkiye yol agmak i¢in gerekli baska bir 1511 dozu

olarak tanimlanir.

Isinin sogurulmus enerji dozunun hizinin (rad) hesaplanmasinda
belirli bir alana (cm?) birim zamanda diisen 151 miktar: (foton ya da
pargacik sayisi (N)), 1sinlanma siiresi (birim zaman (s)) ve 1§inin enerjisi
(eV) ve 1sin enerjisinin suda bir cm 151n yolu boyunca sogurulma
oranindan (AE, MeV/ecm) hareket edilir (Tablo 3-6). (N)in
hesaplanabilmesi i¢in ayrica 1sin kaynagimin aktifligi (Ci ya da Bq) ve
hedefe uzakliginin bilinmesi gerekir. Bir elektron voltu (eV) 1 voltluk bir

elektrik alaninda bir elektronun kazandig1 kinetik enerjiye karsilik gelir:
1eV=16x10"erg ,

1MeV=16x10"erg .

Sogurulan enerji dozu hizi,

= NAE MeV/cm?.s, ya da su icinde,
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NAE
= MeV/g.s ( p su(yogunluk)=1 g/em®);
p

1sa=3600s,

1 rad = 100 erg/g,

NAE = 0,031 MeV/cm (Tablo 3-6)
olduguna gore, 1 fotonun (y-ismn1, 1 Mev) 1 saatte yol acacagi
sogurulmus enerji,

0,031 x 1,6x10° x 3600

= rad.sa’
100

=1,78x10° rad.sa*.= 1,78 x 10°® rem.sa*.

3.8. Radyoizotoplarin arastirmalarda kullanimi

Biyofiziksel ve biyokimyasal arastirmalarda kullanilan baslica
radyoizotoplar Tablo 3-7 ‘de verilmistir. Cogunlugu p-tirt ve goreli
olarak diislik enerjili 151n salan bu radyoizotoplar 6zellikle metabolik ve
kaliimsal olaylarin molekiil diizeyde arastirilmasinda genis uygulama
bulur. Radyoaktif isaretleme biyolojik etkinligini degistirmediginden,

radyoizotop isaretli bir molekil tipki normal, isaretsiz benzerlerinin
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E(MeV) AE(MeV/cm)
0,2 0,006
0,5 0,016
1,0 0,031
1,5 0,042
2,0 0,052
3,9 0,060

Tablo 3-6. y-1sinlarinin her cm 1s1n yolu boyunca
sogurulan enerji oranlar1 (AE).

gectigi doniisiimleri izler. Onciil bir madde yapisindaki atomlardan biri
radyoaktif olacak bicimde sentezlenebilir. Bu tir radyoaktif maddenin
varliginda tutulan hiicrelerde doniisiim sonrasi ortaya ¢ikan radyoaktif
triinler belirlenebilir. Bdylece, bu donlistimlere esas olusturan
reaksiyonlara 11k tutmak olasidir.

Ayrica, kullanilacak radyoizotop ve onciil maddeye bagli olarak
(makro)molekiiller 6zgiin bicimde isaretlenebilir.

Radyoaktif maddelerin kullaniminda deneyin hiicre diizeyinde ya
da hiicreden yoksun bir sistemde yapilmasia bagli olarak farkli yollar
izleme zorunlugu olabilir. Bunda 6zellikle fosforillenmis (yiikl()
molekiillerin hiicre zarindan gecememeleri belirleyici olur. 32p jle isaretli
ATP (= 32P-ATP) bu nedenle hiicre deneylerinde kullanilamaz. Ancak,
hiicre zarindan kolayca gec¢ip, doniisim sonucu ATP molekiiliine

girebilen (3PO,*) hiicre deneylerinde yaygin bigimde kullanilir.
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Isin Suda
Radyonudklit | Yarilanma | Isin tiiri enerjisi erisme
suresi (MeV) uzakhg
(cm)
H-3 12,1 yil B 0,018 8x10™
C-14 5568 yil B 0,155 3x10°
Na-24 15 saat B(vey) 1,39 0,21
P-32 14,2 giin B 1,71 0,80
S-35 87 guin B 0,167 3x10”
Ca-45 164 giin B 0,254 7x10*
Fe-59 45 giin B(vey) 0,46(0,27) 0,18
1-131 8,1 giin B(vey) 0,34(0,61) 0,25

Tablo 3-7. Biyofiziksel ve biyokimyasal arastirmalarda
kullanilan bazi radyoniiklitlerin 6zellikleri.

Hiicre diizeyinde yapilan deneyler sonuglarin goriintiilenmesi ya
da sayisallagtirllmasina yonelik olarak diizenlenebilir. Sonuglari
goriintliilemeyi hedefleyen deneylerde otoradyografi yontemi kullanilir.
Bu yontemde isaretleme sonrasi Ornekler (doku kesitleri ya da
elektroforez sonrast kurutulmus gel 6rnekleri) siki temasta olacak sekilde
fotograf filminin iistiine yerlestirilir ve karanlikta (radyoaktiflik icerigiyle
ve kullanilan radyoizotopun enerjisiyle) uygun bir siire bekletilir. Banyo
sonrast filmin tizerinde kararmis bolgeler radyoizotopun yerlestigi hiicre
(doku) kesimlerini ya da (elektroforez gellerinde) radyoaktif isaretlenmis

proteinleri (ya da niikleik asitleri) gosterir (Sekil 3-10).
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Sekil 3-10. Radyoaktif (*P) isaretlenmis E.coli
hiicre proteinlerinin 2 boyutlu PAGE
elektroforez sonucu otoradyogrami.

Sayisallastirmaya yonelik deneylerde ise radyoaktif olarak
isaretlenen hiicre kesimi (ya da makromolekiil) bir saflastirma isleminden
sonra 0zel sayaglarda (bkz.asagida) sayima tabi tutulur. Bu tiir deneylerin
sonuglarinin yorumunda radyoaktif isaretli maddenin hiicre igerisinde
benzeri soguk, isaretlenmemis molekiille karismasi sonucu 6zgiin
aktifliginde meydana gelecek azalma g6zoniine alinir. Hiicreler ortama
eklenen radyoaktif madde ile dengeye ulasincaya dek uzun bir sire
tutulabilecegi gibi (“equilibrium labelling”), kisa siireli bir isaretlemeye
de tabi tutulabilir (“pulse labelling”). Kisa siireler i¢in ortama eklenen
onciil nitelikli radyoaktif maddelerin varliginda 6zellikle doniistim hizi

(“turnover-rate”) yiiksek olan molekiilleri isaretlemek olanaklidir.
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Radyoaktif maddenin tekrar ortamdan uzaklastirilmasindan sonra isaretli
molekiillerin radyoaktiflik i¢eriginin zaman i¢indeki azalmasini izleyerek
onlarin dontisim/yikim  hizlar1 da belirlenebilir ~ (“pulse chase”)
(Sekil 3-11).

Sekil 3-11. “Pulse chase” yontemi.

Radyoizotoplarla isaretli maddeler hiicreden yoksun sistemlerde
(6rnegin deney tiipiinde) de ¢ok yaygin bigimde kullanilir. *P-ATP ya
da *S-dATP’nin kullanimi ile deney tiipiinde protein ya da niikleik
asitlerin enzimatik yollarla fosforillenmesini izlemek ya da onlar
radyoaktif  isaretlemek  olanaklidir. Bu  sekilde isaretlenen
makromolekiiller saflastirilarak  ikincil reaksiyonlar1 izlemek igin
kullanilabilir (Sekil 3-12 ve Sekil 3-13).

Radyoaktif isaretli onciil molekiillerin kullanimi ile pek c¢ok
biyosentez olay1r molekiil diizeyde incelenebilir. Ornegin H, C ya da

g (metyonin) isaretli amino asitlerle protein sentezi, 3H, ¥C ya
da
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Sekil 3-12. Southern emdirim (“blot”) yontemi.

2p  jsaretli niikleotitlerle  niikleik asitlerin biyosentezi incelenir.

Gilinlimiizde  klinikte ¢ok  yaygmm  olarak  kullanilan  RIA
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(“radioimmunoassay”/radyobagisiklik testi) de, 1251 isaretli maddelerin
kullanimiyla, bu maddelerin 6rneklerdeki miktarlar1 ¢ok duyarli bigimde

(6rnegin ng diizeyinde) belirlenebilmektedir.

Sekil 3-13. a-®S-dATP ile isaretleme sonrast DNA dizileme
sonuclarinin otoradyografik degerlendirilmesi. 1 ve 2
numarali bulgular ayni 6rnekten iki farkli uygulamayla elde
edilmistir.

3.9. Radyoizotoplarin belirtiminde kullanilan yontem ve araclar

Isinlarin film karartmasi 6zelligi, bugiin de radyoizotoplarin tam
yerini saptamak icin uygulanan ve yukarida 6rneklenen otoradyografi
tekniginde Onemlidir. Calismalarda radyoizotop 1smlarinin varhigini
derhal belirten bir alet gerekebilir. Modern radyoizotop laboratuvarindaki
genel kontrol isini, 1ginlarin iyonlastirici etkilerine dayanan Geiger-
Muller sayaci1 goriir. Radyoizotoplarin sayisal belirtimi i¢in en uygun
arag ise, y-iginlarini 1g13a ¢eviren sintilasyon sayaglaridir.

Otoradyografi yonteminde 151k gecirmeyen kagida sarili fotograf

filmi kontrol etmek istedigimiz 6rnege dogrudan uygulanir. Uygun bir
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poz siiresi gectikten sonra film banyo edilir. Ornegin radyoizotop igeren
bolgesi karsisindaki film bolgesinin kararmis oldugu goriintir.

Ornek olarak filmle temas ettirilmesi kolay yassi organlar olan
yapraklara sahip bir bitki alalim. Fosfat iyonu bitki kokinden yapraklara
gecebilir mi? Bu soruyu yanitlamak i¢in %2p izotopu ile isaretlenmis
fosfat1 bitkinin suyuna ekleriz. Sulandiktan birkag saat sonra bitkinin bir
yapragint koparip sarili filmin {stline koyariz. Yapragin kenarlar
kivrilmasin diye de istiine agir bir kitap birakip (Sekil 3-14 ), filmi
birka¢ giin sonra banyo edince yanitimizi kesin olarak aliriz. Filmde

yapragin tam bir goriintiisii

Sekil 3-14. Otoradyografi.
olustugundan, *P’yi igeren fosfat iyonlarimin yapragin her tarafina
dagildigini anlariz. Kontrol olarak 32p vermedigimiz bir bitkinin yapragi
altinda kalmis film ise bekledigimiz gibi saydam cikar.

Ikinci o6rnek olarak, mikroskopik bir kesitin otoradyografisini
distinelim. Yanitini istedigimiz soru su olsun: Kromozomlardaki DNA,
mitoz sirasinda mi, yoksa mitoz bdliinmelerinin arasinda mi1 ¢ogalir?
Hiicreleri sik mitoz yapan bir dokuya isaretli DNA yapitaslar1 verirsek
sorumuzun yanitin1 belki alabiliriz. Isaretli yapitasi olarak DNA’da
bulunan, fakat RNA’da bulunmayan timidini seceriz. Timidin, degisik

kalintilar1 radyoizotoplarla isaretlenmis olarak saglanabilir.
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Mikroskopik otoradyografiye uygun olarak 1smlarnt az enerji ile
yayinlayan *H (trityum) izotopuyla isaretli timidini yeglenir.

Kromozomlar, en yogun hale geldikleri metafazda incelenmeye
elverigli olur. Bu nedenle, radyoaktif *H-timidinden baska dokunun
ortamma kolgisini de ekleriz (Sekil 3-15a). Bu maddenin ig
iplikciklerinin olusmasin1 Onleyerek, mitozu tam metafaz asamasinda
durdurma yetenegi vardir.

[saretli timidin ile kolgisini koyduktan 12 saat sonra dokuyu
isaretsiz ortamla yikayip lama koymaya hazirlariz (Sekil 3-15b). Aslinda
renksiz olan kromozomlar1 gorebilmek i¢in preparati standart histolojik
teknikler kullanarak boyariz (Sekil 3-15c). Mutlak karanlik bir odada
preparatin iistiinii, piyasada “stripping film” olarak taninan kivrilabilen
Ozel bir filmle kapatiriz. Boylece elde edilen “sandvi¢”, bir hafta kadar
sitki kapali bir kutu i¢inde bekletilir. Bu poz siirecinde radyoaktif

cekirdeklerden ¢ikan 1sinlar, filmde kararmis noktalar olusturur.
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Sekil 3-15. Kromozom DNA’sinin otoradyografisi.

a) Hucreleri ylksek mitotik etkinlik gdsteren
dokunun bulundugu ortama kolgisin ve
radyoaktif isaretli timin eklenir,

b) 6 saat sonra radyoaktif ortam uzaklastirilir,
doku temiz ortamla yikanir;

¢) Histolojik tekniklerle hazirlanmig doku lama
konur, Preparat 6zgil bir kromozom boya-
styla boyanir;

d) Ornegin iistiine film konur;

e) Preparat, 151k gecirmeyen bir kutuya konur;

f) Preparat, film banyolarindan gegirilir;

g) Preparat, mikroskop altinda incelenir.

Preparat, film lamdan ¢ikarilmadan, karanlikta normal fotograf
banyolarindan gegcirilir (Sekil 3-15f). Bu banyolar, preparattaki boyanmis
kromozomlar1 etkilemez. Preparat mikroskop altinda incelenirken
(Sekil 3-15g) kromozomlar ya da lizerlerindeki kararmis noktalar odak
ayar1 degistirilerek tam net hale getirilebilir. Derste gosterilen slaytlar
orta bir ayarla cekildiginden, hem kromozomlar, hem de kararmis
noktalar gorulebilmektedir.

Uzerinde kararmis noktalar goriilen hiicrelerin kromozomlari, bu
12 saat siire icinde DNA’larm1 ¢ogaltmiglardir. Diyelim ki,
inceledigimiz, mitozlar1 metafazda durdurulmus birka¢ hiicreden asagi
yukar1 yarisi, boylece isaretli goriinlir. Diger yarisinda kromozomlari

goriirliz, fakat tizerlerindeki film noktasizdir. Bu sonucu orantili daire
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grafigi ile gosterebiliriz (Sekil 3-16). Kolgisinin ortamda 12 saat
bulunmasini dairenin mitozdan onceki 12 saatlik kismini tarayarak
gosteriniz. Deney basladiginda, bulunan tiim hiicreler, mitoz evresine
gelip metafazda kalirlar. Bunlardan ancak yarisi isaretli ¢iktigina gore, bu
kismin ilk yarisini ayrica soldan saga tarariz. Deney basladiginda, tek
taramalt asamada bulunan hiicreler isaretsiz kaldigima gore,
kromozomlardaki DNA’nin mitozdan asagi yukart 6 saat Once
cogaldigini anlariz.

Bu yontem, ¢ocuk kliniklerinde, insan genetigi (sitogenetik)
servislerine bir¢ok kromozomal hastaligin tanisinda kolaylik getirmistir.

Iyonlasma olaymna dayanan radyoaktiflik belirtim araclarindan sis
kameralarinda meydana gelen iyon, yogunlagsma c¢ekirdegi gorevini
yapar. Iyon toplama araclarinda ise, bir gazda meydana gelen iyonlar, iki
elektrodun desarj olmasina sebep olur. Geiger-Miiller sayaclari, bir cesit
iyon toplama aracidir.

Iyon toplama araclarinda gelen isinlarm olusturdugu pozitif
iyonlar, silindir seklindeki kabin negatif yiikli kenarmma g¢ekilir.
Yoriingelerinden firlatilmis elektronlar ise, tel seklindeki anoda dogru
devinir. Silindirik katodu ile tel anodu arasindaki potansiyel farki, 100-
500 V olursa araca orantih sayag¢, 1000-2000 V olursa Geiger-Mduller

sayaci denir.
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Sekil 3-16. DNA ¢ogalmasi ve mitozun orantili grafigi.
Baslangigta taranmis kisimda bulunan her hicre,
deneyin 12 saat siiresinde mitoza baglayip

mikroskop altinda kromozom toplulugu olarak
gorulecektir. Onlardan ancak ¢ift taranmig
kisimdakiler ayrica isaretli olacaktir.

Alet orantili saya¢ olarak kullanildig1 takdirde, firlatilan
elektronlara birka¢ 100 elektron voltluk kinetik enerji kazandirilir (bir
elektron volt, bir elektronun bir voltluk potansiyel farkindan gegmesiyle
kazandig1 enerji miktaridir).

Devinen bir elektronun 34 eV’luk enerjisi bile, karsilastigi bir
atomu  iyonlastirmaya yetmedigine gore,  ikinci iyonlasma
olaymin
birkag kez meydana gelmesi beklenecektir. Isinin enerjisi de binlerce
elektron volt diizeyinde olduguna gore, ikinci iyonlagma her 1sindan
sonra 1smin enerjisiyle orantili olarak ylizlerce kez yinelenebilir.
Devreden gelen akim ise, radyoaktif ornekten gelen 1smn enerjisiyle
orantilt olur (Sekil 3-17).

Bu tip alet Geiger-Miiller sayaci olarak calistiginda, tel ile kap

arasindaki voltaj o kadar yiiksektir ki, birinci iyonlagsmaya neden olan
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151n enerjisi artik dnemsiz kalir. Enerjisi az olsun, fazla olsun, Geiger
tUplne giren her 151n, devrede esasen ayni akimi meydana getirir (Sekil
3-17). Bu o6zellik bazi isler icin bir sakinca sayilabilir, ancak yiiksek
voltajin kazandirdig1 duyarlik yiiksek oldugu i¢in Geiger sayaci, kontrol
ve kaba belirtim isleri ig¢in en yaygin kullanilan bir alettir. Portatif
“kontrol metresi” halinde Geiger sayaci, radyoizotoplarin kullanildigi her
klinik ve laboratuvarda bulunur.

Ucgiincii  bir ¢esit iyon toplama araci olan iyonlasma
kamerasinda, anot, ¢ubuk seklinde bulunur, uygulanan potansiyel farki
da 100 volt’tan az olur. Bu araglar, en ¢ok dolmakalem seklinde yapilip,
radyoaktif maddeler ya da X 1sinlariyla ¢alisanlarin ceplerinde bulunarak,

radyasyonun bir 6n Slgtimiinde kullanilir.
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Sekil 3-17. a) Geiger-Miiller tiipleri 1sinlar tarafindan iyon-
lagabilen bir gazla doludur.
b) Bir y 15 tipe girdiginde, iyonlasmaya
yol agar. 1000 V civarinda pozitif potansiyel-
de tutulan merkez elektrod bitiin gaz iyon-
lasana kadar elektronlar1 ¢eker.
¢) Bu sirada merkez elektrottaki voltaj diismesi
grafikteki gibi olur ve devreden akim geger. Bu
sirada daha agir iyonlar dis duvara gider.
d) 400 ps sonra tip icindeki gaz ilk durumuna
(notr) doner.
Geiger sayacinin oblir diisiik voltajli akrabasi olan orantili sayacin

yerini, son 30 yilda bundan sonraki kisimda tanitilacak olan sintilasyon
sayaclar1 almistir.

Sintilasyon (parilti) sayaclari, bugiin izleme tekniginde kesinlik
isteyen her belirtim isi i¢in kullanilir. Bu tip aletler sintilatér denen
bilesiklerin iyonlayici 15181 emdikten sonra, onun enerjisinden bir kismini
yeniden 151k olarak yayinlama 6zelliklerine (fluoresans olayina) dayanir.
Yaymlanan 15181in siddeti de, orijinal 1sinin enerjisiyle orantilidir. Isig1
kaydederek “elektrik gbz” gorevini, esasi foto-elektrik etkisi olan bir
fotosel (fotohiicre) goriir (Sekil 3-18). Sintilasyon sayaglari, aslinda
ancak fotogogaltic1 diye adlandirilan ~ daha duyarli bir fotohucre

tipi bulunduktan sonar yayginlasmaya baslamislardir. Fotocogalticilarin
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Sekil 3-18. Fotogogaltici tiibiiniin kesiti.

katotlarinin biinyesinden yalanci pulslar (akim atiglar) ¢iktigindan
dolay1, bu hiicreler ¢ift olarak kullanilir (Sekil 3-19). Cift olay devresi,
ancak her iki fotogogalticidan birden aldigi gergek pulslart puls
yiiksekligi inceleme devresine gecirir. Bu inceleme devresi ise, aleti
kullananin ayarlanmasima gore yiikseklikleri belirli smirlar arasinda
bulunan pulslart sayilmaya gonderir. Sayag aletinin asil sayict kismi, bir
say1 ol¢egidir. Bunun 6zel 10 pozisyonlu “magnetron” tiipleri, inceleme
devresinden gelen pulslar1 sayar. Onceden ayarlanmis bir zaman siiresi
sonunda elde edilen sayi, elektronik beyinlerdekine benzer bir bolme
devresinde zamana bolunir. Veri, zaman diliminde sayim cinsinden

rakam ya da grafik olarak kaydedilir.
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Sekil 3-19. Bir sintilasyon dedektor sistemi. PMT,
fotocogaltict tiip.
Sintilatorler, tayin edilecek olan 1sin cinsine gore, likit ya da kati

halde secilir. Likit sintilator olarak toluenin diger bazi organik
bilesiklerle karmasi kullanilir. Bu likit karmast dogrudan dogruya 6rnek
tiipiine eklendigi i¢in, *H ve **C gibi yaymladiklar1 beta 1sinlari ok zayif
olan izotoplar, likit sintilasyon sayaclarinda tayin edilebilir. Bu arac,
biyokimya ve molekiiler biyoloji arastirma laboratuvarlarinda artik
demirbas haline gelmistir.

Kat1 sintilator olarak, talyum (atom numarasi 81 olan element) ile
bulagsmis sodyum iyodiir kristalleri en ¢ok kullanilir. Bu Nal (T1)
kristalleri U seklinde yapilarak ornek tiipii dogrudan dogruya kristalin
icine yerlestirilen kuyu tipi alet meydana gelir. Kullanilmalar1 likit
sintilasyon sayaglarindan kolay oldugu halde, bunlar ancak y enerjileri
fazla B 1sinlart i¢in kullanilabilirler.

3-10. Radyoaktif 1sinlarin tani ve sagaltimda kullanimi

Radyoaktif 1smlarin sagaltimda kullanimi iki sekilde yapilir.
Cobalt-60’mn yayinladig1 giiglii 1sinlar timor bulunan organa odaklanir.

Bu bolge belli bir siire 1smlanarak kanserli hiicrelerin oldiirtilmesi
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saglanir. Sagliklt dokunun zarar gérmemesi i¢in viicudun diger bolgeleri
kursun maskelerle korunur. Tiimoriin biitiinliniin  yok edilmesi i¢in
hesaplanan doz, boliinmiis dozlar halinde gilinlere yayilarak verilir.
Ornegin bir tiimérii yok etmek igin hesaplanan doz 4000 rad ise, bu doz
giinde 400 rad olmak iizere 10 giine yayilarak uygulanir.
Radyoizotoplarin  sagaltimda ikinci uygulama sekli belirli

elementlerin kritik organlarda toplanmasi esasina dayanir. Iyot ya da
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Tablo 3-8. Tanida kullanilan baslica radyoizotoplar ve dozlari.

teknezyumun  radyoizotoplar1  tiroit bezinde toplanir. Tablo 3-
8‘de goriilecek dozlarda verilen bu radyoizotoplar, tutuklandiklar1 organ
icindeki tiimor dokusunu 1sinlayarak kanser hiicrelerini 6ldiiriirler.

Tanida radyoizotoplarin kullannominda ayni diislinceden yola
cikarak, bir radyoizotopun yayinladigi y 1smlar1  viicut yiizeyinden
kaydedilerek, radyoizotopun hedef organ i¢indeki degisik yogunluktaki
toplanma bolgeleri yapilan kayitlarla belirlenebilir.

Klinik calismalarinda bu esasa dayali olarak sintigrafi aleti
kullanilir (Sekil 3-20 ve 3-21). Bunun yazicisi ve sintilasyon
kristali ~ birlikte  gezdirilebildigi i¢in, meydana gelen grafik,
hastanin viicudunun tam bir radyoaktiflik haritasidir (Sekil 3-22).
Sintigrafi, viicut yiizeyine yakin organlardaki tiimorlerin yerlerini
belirlemeye 6zellikle uygundur. Sekil 3-20°de goriildiigii gibi, radyoaktif
isaretli bir izleme maddesi normal olarak dokuya baglanirsa tiimor,
radyoaktifligi  olmayan bir “soguk bolge” olarak gozlenir. Eger
timor bolgesinde, izleme maddesi Oncelikli olarak toplanirsa

“sicak bolge” dikkati ¢eker.
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Sekil 3-20 Cizgisel tarayici.
Sintilasyon dedektoru bir ampule mekanik bir
baglant1 ile paralel c¢alisacak sekilde baglanir.
Dedektor hedef organ uUzerinde paralel gizgiler
tizerinde belirli hizlarla hareket ederken, lambada
bir film kagidi ilizerinde ayni hareketleri yapar.
Dedektoriin iizerine diisen y 1sinlarinin olusturdugu
elektrik pulslart film {izerinde lambanin siddetine
gore karartilmis noktalar seklinde islenerek hedef
organin isaretli elementi (**'1 gibi) yakalama
yogunluklari belirlenir. Isaretli elementi az
yakalayan bolgeler az noktali ve ¢ok yakalayan
noktalar daha karanlik olarak film {izerinde
belirlenir. A¢ik renkli bdlgeler “soguk”, koyu
renkli cok noktali bolgeler “sicak™ olarak
isimlendirilir. Bu bolgelerin timor olma olasiligi
degerlendirilir.
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Sekil 3-21. Gama kamera ve elemanlari.

Nal(T1) kristalinin tstiine konumlandirilmis
20 adet fotogogaltici tiipler bir kursun
muhafaza igine konmustur. Gama i1sininin
kristale gelmesi ile olusan pirilti kendine en
yakin fotogogaltict tiipte ¢ok biiyiik,
uzaktakinde ise ¢ok zayif bir akim olusturur.
Olusan bu akimlarin yeri x, y diizleminde
sinyal isleyicide belirlenerek osiloskoba
gonderilir ve bu kamera ile film (Qzerine
kaydedilir.
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Sekil 3-22 . Bobrek taramasinda yer alan devreler.
Yukaridaki {i¢ devre genellikle tek bir
module monte edilir. Genellikle, ayni
zamanda farkli bir {initede diger bdbregin

islevi olgulir
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3.11. Isin Bivofizigi

Radyoizotoplarin bozunumu sirasinda salinan y-isinlari, tipki
X-1gmlari, morétesi, goriiniir ve kizilalti 151k, mikrodalgalar ve
radyodalgalar1 gibi elektromagnetik dalgalardan olusur. Elektromagnetik
1sinlar dalga o6zelliklerinin yani sira tanecik Ozellikleri de gosterir. Bu
baglamda, 1s1min (boslukta) yayilmasi, atomlar tarafindan sogurulmasi ya
da salinimi belirli enerji paketleri (=151n enerjisi kvantlar1 ya da fotonlar)
izerinden gerceklesir.

Foton enerjisi, elektromagnetik 1s1nin dalga siklig1 (frekans) ya da
dalga sikliginin ters (resiprok) degeri olan dalga boyu (A) tarafindan
belirlenir. Logaritmik Olgiitte verilen siralamada goriilebilecegi gibi,
elektromagnetik spektrum dalga boylart 102 (10*")em (=kozmik 1sinlar
ve y-isinlarn) ile 10 cm (=radyo dalgalar1) arasinda degisen ¢ok farkli
enerji igerikli 1sinlar1 kapsar (Sekil 3-23).

Glinimiizde 151n  enerjisinin  Ol¢litii  olarak dalga sikliginin
yanisira, artan Olclide, dalga sayist (v)da kullanim bulmaktadir. Dalga

sayist cm ile verilen dalga boyunun ters degerine karsilik gelir:

v= .em™ (3-13)
A

Ornegin, 100 nm (=10"m = 10°cm ) dalga boyundaki bir

mordtesi 151n1n dalga sayisi,
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1
Vigonm = ——= 10°.cm™.
10°cm

Sekil 3-23. Elektromagnetik spektrum.
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Dalga siklig1 (v) ise 151k hiz1 (c) ile dalga sayist (v)nin ¢arpimui ile elde
edilir:
1

v=c.v=c——=2998x 10" cm.st.v (cm™) (3-14)
A

Dalga sikligi birimi, hertz, s* ile ifade edilir: 1 hertz = saniyede
bir cevrim (siklus) = 1 cevrim.s™). Yukaridaki 6rnegin dalga sikligi buna
gore,

v =2,998 x 10°°cm.stx 10°cm™ = 2,998 x 10%° Hertz

Dalga sikligindan hareketle, 15in enerjisi (151n kvant ya da foton

enerjisi) (E) hesaplanir:
E=hv. (3-15)
(h = Planck 1s1n kvant dursayisi= 6,627 x 1073 J.s).
Gene ayni1 6rnege gore, 100 nm boyundaki 1s1in foton enerjisi:

E=6,627 x 10 J.s x 2,998x10% s!
=1,986 x 108

Foton enerjisi, siklikla elektron volt (eV) olarak verilir:
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1eV=1,602x 10"

Buna gore,

E=1,986x10"°J/1,602x 10°) =124 eV
Foton enerjisi genelde Einstein basina enerji (Einstein = 1 mol 1s1n kvanti
(foton)) = 6,023x10% 131 kuvanti) (N) olarak verilir:

E=Nhv=Nhcv

= 6,023 x 10” Einstein'x6,627 x 10 J.:s. x 2,998 x 10"°s™

= 1,196 x 10%).Einstein™ = 1,196 x 10° kJ.Einstein™.

Tablo 3-9°da, 1s1n1n belirtilen 6zelliklerinin 6l¢iimiinde kullanilan

birimleri topluca vermektedir.

Boslukta 151k hiz1 c=2,998x10° ms™

Ortamda 151k hiz1 ¢’=¢/n n= kirma indisi

Dalga sayisi v=1/x; v (cm™)= 107/A (nm)
1 cm™ = 1 kayser

Frekans v=Cc/L =cv
v= (hertz) = 2,998x10*v
(cm™) boslukta

Kuantum enerjisi E=hv=hcv

E (joule)= 1,986x10%%v (cm™)
E (eV)=1,240x10™v (cm™)

Einstein enerjisi E= Nhv= Nhcv

= 6,023x10%hcv
E (joule)= 11,961 v (cm™)
E (kcal)= 2,859x10°v(cm™)

Tablo 3-9. Isi1gin baz1 6zellikleri.
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Isin, foton enerjisini icinden gectigi maddede carpistigi atomlara
aktarir. Aktarilan foton enerjisinin miktarina gore elektron uyarilabilir
ya da atomundan sokulebilir. Sokim icin gerekli olan enerjinin
Otesindeki enerji miktart aciga ¢ikan elektronun kinetik enerjisine
doniistir:

E=el+eK (3-16)
(el = sokiim ya da iyonlastirma enerjisi; eK= sokiilen elektronun kinetik
enerjisi). Fotoelektrik olay olarak tanimlanan bu olay, 3.5.3’te
aciklandigr gibi, goreli diisiik enerjili radyoaktif 1sinlarin iyonlastirici
etkilerinin esasini olusturur. Tablo 3-10 bazi atomik gazlarin iyonlagsma
enerjilerini gostermektedir.  Enerji dizeyleri (>1 keV), radyoaktif
isinlarin (ve de X-ismlarinin) iyonlastirict etkilerinin nedenini agik

bigimde ortaya koymaktadir (Tablo 3-11).

Gazin Tiirii Iyonlasma enerjisi (eV)

Xenon 12,1
Oksijen 13,6
Kripton 14,0

Azot 14,5

Argon 15,8

Neon 21,6
Helyum 24,6

Tablo 3-10. Baz1 atomik gazlarin iyonlagma enerjileri.
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Foton trd Dalga boyu simirlar1 | Foton enerjileri

(m)
Gama 15101 4,7x10™ (en kisa) -0,300 MeV 2,6x10°
X-18101 1,6x10™ - 6,6x10° -3,000 keV 19-7,4x10*
UV-1s1n1 1,4x10° - 3,8x10” 3,2-88eV
Goriiniir bolge 151 3,8x10”"- 7,6x10” -2,000 eV 6,6-3,2 eV

Tablo 3-11. Isinlarin foton enerjilerine gére iyonlastirma
ozellikleri.

Isinin etkidigi maddeye aktardigi enerji iyonlagtirma enerjisinin
altinda olabilir. Bu durumda 15in enerjisinin madde tarafindan
sogurulmasi s6zkonusu olabilir. Ancak, enerjinin sogurulmasi atomlarin
enerji diizeyleri ile 151 dalga sikligina (1s1n enerjisine) bagli olacaktir.
Maddenin dalga mekanigine dayali 6zelliklerine bagli olarak atomlar (ve
elektronlar) basamakli ya da kesikli enerji degerleri igerir. Atomlar,
yalnizca bu belirli enerji diizeylerinde bulunabildiklerinden, 1s1nin
sogurulabilmesi basamaklar arasindaki enerji farklarina karsilik gelen
dalga sikliklarinda olanakli olabilir. Uyarilma sonucu elektron iist
basamaklardan birisine gegebilir, ancak basamaklar disindaki bir ara
enerji diizeyine gecis olanakli degildir. Uyarilmaya kosut olarak, uyaran
ve uygun dalga sikligindaki 1s1n sogurulur. Ozet olarak, 1511 sogurmadan
onceki enerji dizeyi (E;), sogurma sonrasi enerji diizeyi (E;) olarak

gosterildiginde,

E,-Ei=hv=hcAt (3-17)
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Belirtilen enerji basamaklar1 elektronun bulunabilecegi farkhi
enerji durumlarina karsilik gelmektedir. Daha somut bir aciklama ile, bir
molekiiliin enerji diizeyi atomlar (¢ekirdekler) arasi uzakliga (r) bagh
olarak degisir. iki atomlu basit bir sistem drnek alinacak olursa, enerjinin
belirli bir cekirdekler arasi uzaklikta en diisiik diizeyde oldugu goriiliir.
Bu uzaklik ayn1 zamanda iki atom arasindaki etkilesimin ya da bagin en
kalimli oldugu noktaya karsilik gelir (B6lim 2.1.2.2. ile karsilastiriniz).
Bu taban enerji degeri molekiiliin elektron konfigiirasyonu ve yoriingeg
diizeni tarafindan belirlenir ve molekiiliin elektronik durumu olarak
tanimlanir. Uyarilma sonucu elektron bir iist kabuktaki yoriingege gecis
yapabilir (elektronik gecis). Molekiil elektronik enerji diizeyinin otesinde
titresim (vibrasyon) ve daha kiicik donme (rotasyon) enerjisi ara
degerlerine de sahiptir (Sekil 3-24). Elektronik enerji degeri gibi titresim

ve donme enerji degerleri de kvantlasmis durumdadir.

Sekil 3-24. Basit bir diatomik molekiilde enerji duzeyleri.
(Kalin ¢izgiler, elektronik enerji dlizeyleri; ince
diiz cizgiler, titresim enerji diizeyleri; ince kisa
cizgiler, donme enerji diizeyleri).
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Dolayisiyla gecis uyarma enerjisinin karsiligi olan donme, titresim ve/ya

da elektronik gegisler bigiminde gergeklesebilir (Sekil 3-25).

Sekil 3-25. Elektromagnetik spektruma gore bakir
icerikli protein hemosiyaninin goriiniir 151k
ve mor Otesi sogurum spektrumu.

3.11.1. Sogurum (absorpsivon) spektrometresi

Molekiillerin 15181 sogurma Ozellikleri, sogurum (absorpsiyon)
spektrometresinin esasint olusturur. Yukarida da belirtildigi gibi,
molekiillerin  yapilar1 (ve de i¢inde bulunduklar1 ortamlara) gore
sogurma Ozellikleri degismektedir. Dolayisiyla sogurum spektrometresi

molekdllerin yapilar1 ve gevrelerine iliskin 6nemli bilgiler saglar.
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Goriintir 151810 6rneginde oldugu gibi, farkli dalga boylarinda,
diizlemlerde ve evrelerde (fazlarda) yayilan 1sinlar topluca 1s1n demetleri
olusturur. Ozel islemlerle (&rnegin kristal yapilardan gecirilme sonucu)
bu tiir 151n demetlerinden tek dalga boylu (monokromatik) 1s1k tiirleri
elde edilebilir (Sekil 3-26). Ayrica aym1  diizlemde yayilabilen
(polarlanmis) 151n tiirleri, 151n kaynaginin 6zelliklerine gére de aym faz
faktorlii (koherent) 1s1n tiirleri benzer tekniklerle elde edilebilmektedir.
Sogurum spektrometresinde bu tiir islemlerden gegirilerek elde edilen ve
fiziksel Ozellikleri tanimlanmais 1sinlar kullanilir.

Bir maddenin ¢ozeltisinin farkli dalga boylarindaki 1sin sogurma
ozelliklerine gore sogurum (absorpsiyon) spektrumu belirlenir. Belirli bir
dalga boyundaki 151gin icinden gectigi ¢ozeltide sogurulan miktari
maddenin ¢ozeltideki derisimiyle orantilidir. Bu 06zellik, sdzkonusu
maddenin ¢6zeltideki igeriginin belirlenmesini olanakli kilar. Isik igin bir
cozeltideki gecirgenlik (transmitans (T)) ya da onun ters degeri olan

sogurum (A) Bouguer-Lambeert-Beer yasasiyla ortaya konmustur:

T= =107 (3-18)

1 lo
A=——=-log T =log
T I

=g.cl (3-19)
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Sekil 3-26. Tek dalga boylu 151k tiirlerinin eldesi ve
spektroskopide kullanimi.
(lo, ¢cozeltiye giren 1s18in siddeti; I, ¢ozeltiden ¢ikan 1s18in siddeti;
& = molar sogurum (ekstinksiyon) katsayisi (litre.mol™cm™); ¢ = derisim
(mol.litre™); 1 = 11310 ¢ozeltide gectigi yol (cm)). Esitlik boylece bir
maddenin bilinen & ve ¢ozeltisinin Olgiilen A degerinden derisiminin
hesaplanmasini saglar.

Kizilalt1 (infrared) spektrometresi ~ Sekil 3-27°de goriildiigi gibi,
titresim enerji degerlerindeki gegislere iliskin bilgi verir. —C=0 ya da
—N—H gibi belirli gruplarin ézgiin dalga boylarmda (1700 cm™ ve 3400
Cm'l) gosterdigi titresim enerji gegisleri nedeniyle bu teknik 6zellikle
makromolekullerin ikincil yapilarinin incelenmesinde genis kullanim
bulur. Goriiniir ve mor 6tesi 151k bolgelerinde elektronik gegisler izlenir.
Metal iyonlar igeren bilesikler ve aromatik, heterosiklik ve ¢ift bagh
sistemler bu yontemle incelenir. Bu tiir yapilar igeren makromolekiller
(6zellikle triptofan, tirosin, fenilalanin gibi amino asitler Uzerinden

proteinler, baz igerikleri Uzerinden nukleik asitler) ile yir{tilen
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aragtirmalarda gorliniir ve morotesi spektroskopisi (daha ilerideki
boliimlerde de goriilecegi gibi) 6nemli bir rol oynar.

3.11.2. Isilt1 (floresans) spektrometresi

Sogurulan 1s1n tarafindan uyarilan molekiil kazanilan enerjiyi
genelde 1s1 bigiminde ¢evreye aktarir. Ancak, bazi kosullarda, sogurulan
enerji sonucu uyarilan bilesik fazla enerjiyi 1s1lt1 (floresans) bigiminde
salar. Sogurulan enerjinin bir bdliimii gene de 1s1 enerjisi bigiminde
yitirildiginden, daha diisiik enerji diizeyindeki 1s1lt1 daha uzun dalga
boylarinda yansir  (Sekil 3-28a). Elektron uyarimi sonucu bir
ust
elektronik diizeye ve oradan da daha st derecede bir titresim
diizeyine gecebilir. Titresim enerjisi fazlasinin sonme siiresi (~10%)
elektronik enerji degerinin s6nme siiresinden (~10%) ¢ok daha kisa
oldugundan  yalnizca elektronik geri doniisiin 1s1ltiya  donmesi
olanaklidir. Titresim enerjisinden yitirilen miktar ise bu durumda 1s1ltinin
daha diisiik enerji degerini belirler (Sekil 3-28b).

3.11.3. Sirkdler dikroizm
Absorpsiyon ve floresans spektroskopisi, biyomolekdllerin

ikinci yapilart hakkinda bilgi verme agisindan yeterli degildir. Bu amagla
teknik olarak polarlanmis 151k kullanan sirkiiler dikroizm gelistirilmistir.
Isig1 polarlagtirmak icin ¢esitli yollar vardir. En bilineni diizlem
polarlastirma yontemidir. Isik elektromagnetik dalga olarak birbirine dik
elektrik (E) ve magnetik (H) alan bilesenlerinden olusmustur (Sekil 3-
29). Eger 151k bir polarlayicidan gegerse E vektorii tek yone yonelebilir.
Bu sekilde E vektor diizlemi ile polarizasyon diizlemi belirlenmis 151k,

diizlem polarlanmis 151k olarak adlandirilir (Tek diizlemde polarlanma).
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Sekil 3-27. Kizilalt1 spektrumu. Biyolojik molekiillere 6zgu kizilalti
(infrared) sogurum bantlar1. Sol 6l¢ekte gruplarin kendi
baslarina, sag 6l¢ekte ise hidrojen bagi kurmus
durumlarinda sogurduklar1 dalga boylar1 goriilmektedir.

Iki diizlem polarlanmis dalga bir ¢eyrek (ya da yarim) dalga
boyunda farkli fazlarda ise st iiste gelebilirler (Sekil 3-30). Bunun

sonucu E vektorii bir sarmal ¢izerek doner. Iste 15131 frekansina bagl
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olarak elektrik alanin bu rotasyonu sirkiler polarlanma olarak

adlandirilir.

Sekil 3-28. a. Isilt1 (floresans)nin olusumu.
b. Tirosine 6zgli floresansta uyarim
ve yayim (emisyon) spektrumu.
Olusan bu sirkiiler polarlanmis 1s1kta elektrik alan ya saat yoniinde ya da
tersi yonde donebilir. Birincisi sag sirkiiler, ikincisi sol sirkiiler
polarlanmis 151k olarak adlandirilir.
Bir¢ok biyomolekiil asimetrik yapidadir. L- ve D-amino asitler,
sag ve sol protein sarmallar, sag ve sol niikleik asitler ¢ift sarmallar1 gibi.

Bu molekiiller 15181 sogurduklarinda sag ya da sol sirkiiler polarlanmis
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Sekil 3-29. Diizlem polarlanmis 151k.

Isik olustururlar. Sag sirkiiler polarlanmis 11k sag o sarmal ile, sol
sirkiiler polarlanmis 1siktan farkli bi¢imde etkilesime girer ve
sogurumdaki  sirkdler dikroizm (CD) olarak adlandirilan farklilig

dogurur. Sogurumdaki bu farklilik,.

Ac-Ar
AM=— (3-20)

esitligi ile belirlenir. Esitlikte Ac, sol sirkiiler polarlanmis 15181n
sogurumuna, Ag, sag sirkiiler polarlanmis 15181in sogurumuna, A,

polarlanmamis 15181n sogurumuna karsilik gelmektedir.

Sekil 3-30. Sirkiiler polarlanmais 1s1k.

AA pozitif ya da negatif degerde olabilir. Bu nedenle sirkiiler
dikroizm spektrumu (CD spektrum), normal absorpsiyon spektrumundan

farklidir. Sirkiiler dikroizm spektrumu bir polipeptit i¢in degisik yapilar
gosterebilir (Sekil 3-31).
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3.11.4. Nukleer magnetik rezonans

Elektronlarin ¢evresinde olusan magnetik moment gibi atomun
¢ekirdegindeki niikleonlarin da kendi ¢evrelerinde donme (spin)
hareketinden dolay1 bir magnetik moment olusur. N6tron ve protonlarin
magnetik moment degerleri (nétron icin -9,66x10% Joule/Tesla, proton
icin 1,41x10® Joule/Tesla)  spinlerinin de  birbirinden  farkh

olmasindan dolayr birbirinin etkisini ortadan kaldiracak sekildedir.

Sekil 3-31. Bir polipeptidin degisik konformasyonlarinin
CD spektrumlari.

Ancak tek sayida niikleonu olan atomlarin spinleri ek bir magnetik
dipol olusturur. Bu tip atomlar kiiciik bir miknatis olarak diisiiniilebilir.
Canli sistemler H-1, Na-23, P-31, C-13, O-17, Fe-19 gibi tek sayida
nikleon iceren atomlardan meydana gelmistir. Bu atomlarin herbiri igin

bir magnetik moment degeri vardir. Dolayisiyla bu ¢ekirdeklerin herbiri
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bir miknatis olarak kabul edilebilir (Sekil 3-32). Bu cekirdeklerin spin
eksenleri ¢esitli dogrultularda bulunur. (Bu magnetik momentlerin
bilesenleri sifir kabul edilebilir). Boyle c¢ekirdeklerin bulundugu
sistemlere digardan gii¢lii bir magnetik alan uygulandiginda ¢ekirdeklerin
spin eksenleri ayn1 dogrultuya gelirler. Ancak bu arada magnetik alan
dogrultusunda topacin yalpalanarak dénmesi gibi presesyon hareketi

yaparlar (Larmour frekansi ile titresme).

Sekil 3-32. Bir magnetik alanda magnetik
moment degerleri.

Bu protonlara ayni frekansta bir radyo frekans (RF) dalgas: yeterli
siirede gonderildiginde cekirdekler bir enerji alir ve titresimlerinin
genlikleri artar. Donme eksenleri 90 ya da 180 derece sapar ve aldiklari
enerji ile tim ¢ekirdekler ayni eksende presesyon hareketi yaparlar

(Sekil 3-33). Bu olay magnetik rezonanstir. Burada rezonans magnetik
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sistemin dogal frekansi ile dis etkenin frekansinin uyum iginde oldugunu
ifade etmektedir. RF dalgasi kesildiginde dnceki duruma dénmeye baslar
ve ¢evreye elektromagnetik dalga yayarlar. Bu dalgalar alict bobinler ile

olgiilerek olusan degerler bilgisayarlarla degerlendirilir.

Sekil 3-33. a) RF dalgast ile +2 ekseninden 90°C sapmis
protonlar. b) RF dalgasi ile +2 ekseninden
180°C saptirilip -2 ekseninde salinim yapan
protonlar.

Iste, bir magnetik sistem iizerine uygulanan bir magnetik alanla,
bu sistemin sifirdan farkli magnetik momentinin etkilesiminden dogan
fiziksel olaylarin incelenmesi niikleer magnetik rezonans (NMR)
spektroskopi teknigini olusturur. Yukarida belirdildigi gibi, magnetik
alan i¢indeki bazi atom ¢ekirdekleri belirli frekanstaki radyo dalgalari ile
uyarilirsa, sogurduklar1 enerjinin bir kismini radyo sinyalleri seklinde
yayarlar. Dogal frekans, magnetik alan i¢indeki sistemin magnetik
momentlerin frekans1 olarak tanimlanir. Dis etkenin frekans: radyo
frekansi ya da mikrodalga enerjisi olabilir. Elektromagnetik spektrumun
radyo frekans enerji bolgesine diisen dogal frekansli magnetik rezonansa

NMR, mikrodalga enerji bolgesine diisen dogal frekansli magnetik
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rezonansa da elektron spin rezonans (ESR) ya da elektron
paramagnetik rezonans (EPR) denir.

NMR goriintiileme yontemi olarak da kullanilir. Bu amag i¢in
durgun magnetik alana ek olarak bir alan gradyenti de gerekir. Boylece
magnetik sistemin (6rnegin) farkli kistmlar1 farkli siddette magnetik alan
etkisinde kaldiklar1 i¢in farkli rezonansa ulasir. Sonucta elde edilen
NMR sinyalleri 6rnek igindeki farkli dogrultularda uygulanmasiyla,

ornegin iki ve ii¢ boyutlu goriintiileri elde edilir.
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4., Hiicre vapitaslari

4.1. Giris

Kimyasal baglarin olusumuyla ortaya ¢ikan molekiillerin énemli
bir bolimii canlilara 6zgiidiir. Biyomolekiiller olarak adlandirilan bu tiir
molekiiller, temel maddeler olarak, diinyadaki 109 dogal elementin
27’sini, bunlar arasinda da, 16’sim1 yaygin olarak igerir (Tablo 4-1). Bu
elementlerden biyomolekillerde 0zellikle yiiksek oranlarda bulunan
karbon, hidrojen, nitrojen ve oksijen ayni zamanda canli sistemlerin
Ozgiin yap1 diizenlerini belirler. Birbirleriyle kolaylikla reaksiyona
girerek kalimli, yeni bilesikler olusturan bu eclementlerden karbon,
nitrojen ve oksijen arasinda ¢ift kovalent baglar da kurulabilir.

Biyomolekiillerin olusumunda n= 2 kabugunda doldurulmasi
gerekli dort yoriinge¢ tasiyan karbon atomu, ¢ok 6zel bir konuma
sahiptir. Karbon atomlar1 birleserek polimerlesebilir ya da halkasal
molekiiller olusturabilir. Canli sistemlerin iskeletini olusturan bu tiir
karbon bilesiklerinde, bos yoriingeclerin kolonlarmin hidrojen, nitrojen,
oksijen ya da siilfiir atomlar1 tarafindan doldurulmasiyla ortaya ¢ok farkl
cesitte molekiil ¢ikar. Boyle molekdllerin merkezinde yer alan karbon
atomunun uzayda li¢gen prizma seklinde dagilim gosteren elektron
konfigiirasyonu, biyomolekiillerin karmasik ticboyutlu yap1 diizenlerinin
olusumunda belirleyici rol oynar.

Yiiksek oranda hidrojen igerigi, biyomolekiillerin diger énemli bir
ozelligini olusturur. Bu tiir indirgenmis, yiliksek enerji icerikli molekiiller,
canli sistemlerde CO; , H,O ve N, gibi kii¢iik yalin molekiillerden enerji

kullanimi ile olusur.
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Organik elementler

Eser elementler

@) Mn
C Fe
N Co
H Cu
P Zn

S B
Monoatomik iyonlar Al
Na* \Y
K* Mo

Mg** |
Ca” Si
Cr Sn
Ni
Cr

F
Se

Tablo 4-1. Biyoelementler.

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali




Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

Karbon atomlarindan tiireyen biyopolimerler, canli sistemlerin
(hiicrenin) ana yapitaslar1 olan biiyiik molekiillere (makromolekillere)
karsiik gelir. Molekiil agirhiklari 10%-10° dalton arasinda degisen
makromolekiiller canlilarin 6zyapilart olup, hiicrede, yukarida belirtildigi
gibi, c¢evreden alman kiigiik molekiillerden bir biyosentez siireci so-
nunda olusur (Tablo 4-2). Makromolekiller, lipitler, karbonhidratlar
(polisakkaritler), niikleik asitler ve proteinler olmak tizere dort sinif
molekilu kapsar.

Makromolekiillerin hiicrenin altyapilarinin olusumunda oynadiklari
yapitast rollerinin yaninda kendilerine 0zgii gorevleri vardir. Bu
baglamda, niikleik asitler, kalitsal bilgiyi sifrelenmis bigimde saklama ve
iletme gorevlerini iistlenmistir. Proteinlerin 6zel bir smifini olusturan
enzimler, hiicre metabolizmasini yiiriiten ve yonlendiren katalitik nitelikli
molekdllerdir. Karbonhidratlarla lipitler ise, canlilar i¢in gerekli enerjiyi
saklamakla gorevlidir. Makromolekiillere boyle bir islevsel agidan
bakildiginda, niikleik asit ve 6zellikle proteinlere karbonhidrat ve lipitlere
oranla daha aktif gorevlerin diistiigli goriiliir. Bu islevsel farklilik,
niikleik asitler ve proteinlerin birden fazla cesitte yap1 tasindan olusmast
ve yapt taslarmin bu makromolekiillerde 06zgiin bi¢imde dizilmis
olmasindan kaynaklanir. Ornegin, niikleik asitler dort degisik ¢esit
niikleotidin, proteinler ise 20 farkli amino asidin 6zgiin siralara gore
dizilmeleriyle olusur. Farkli ¢esit yapr taslarmin farkli dizilimleriyle
olusan bu tiir molekiiller, icerdikleri bilgi nedeniyle, informatif
makromolekiiller olarak tanimlanir. Karbonhidrat ve lipitlerin yap1
taglarinin siralanmasinda bu tiir bir 6zellik goriilmez. Karbonhidratlar

genelde tek tip bir yapitasinin (6rnegin glikozun) ardasik ya da iki farkli
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¢esit yapitasinin doniisiimli dizilimiyle olusur. Lipitlerin ana 6gesi yag

asitleri ise, yinelenen ve iki karbon atomlu birimlerden meydana gelir.
Makromolekiillerin iyonik baglar, van der Waals baglar1 ya da

hidrojen kopriileri gibi zayif bag ¢esitleri araciligiyla birlesmeleriyle
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Ortamdan alinan

Makromolekdil

maddeler Ara maddeler | yapitaslari Makromolekiller | Supramolekuller Organeller

Molekiil agirlik: Molekiil agirlik: | Molekiil agirlik: | Molekiil agirlik: Molekiil agirlik:

18-44 dalton 50-250 dalton | 100-350 dalton | 10°-10° dalton 10°-10° dalton

CO0, riboz, karbamil- | mononikleotidler | nikleik asitler enzim kompleksleri, | ¢ekirdek
fosfat (DNA, RNA) ribozomlar, mitokondri

membran, kromatin

H,0 o-ketoasitler amino asitler proteinler

N, fosfopiruvat, basit seker polisakkaritler
kalat molekdilleri (karbonhidratlar)

asetat, malonat.

yag asitleri

lipitler

Tablo 4-2. Hicrenin molekiiler altyapilarinin hiyerarsik diizeni.
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frekansta bir radyo frekans (RF) dalgas1 supramolekuller adi verilen ve
molekiil agirliklari 10°-10° dalton arasinda degisen hiicre altyapilar
¢ikar. Protein ve lipitlerin birlesmesiyle olusan membranlar, DNA ve
protein etkilesimleriyle olusan kromatin , RNA ve proteinlerden olusan
ribozomlar supramolekiillerin baslica temsilcileri arasinda sayilabilir.
Supramolekiiller arasindaki birlesmeler sonucu ise, en gelismis ve
karmagik hiicre altyapilar1 olan (¢ekirdek, mitokondri ve lizozom gibi)
organeller meydana gelir.

Makromolekiiller hiicre kiitlesinin yaklasik 1/3’{inii meydana getirir
ve hiicre kiitlesindeki oranlar1 agisindan sudan sonra ikinci sirada yer
alirlar. Gilinimiize degin bulunmus 5000’in {stiinde biyomolekiiliin
yaklagik ylizde doksani makromolekiillere karsilik gelir, bunlarin
arasinda proteinler 3000’in iistiinde degisik c¢esit molekiil ile en
On sirada yer alirlar (Tablo 4-3).

4.2.Su

Hiicre yapitaslar1 arasinda su, hiicre kiitlesindeki pay1
bakimindan en 6n sirada bulunur ve hiicre kiitlesinin yaklasik yiizde
yetmisini olusturur. Su, hiicrenin hemen tiim metabolik olaylarinin
gerceklestigi bir ortam olup, ¢esitli tepkimelere dogrudan katilir ve yine
bazi tepkimelerin iiriinii olarak ortaya cikar. Suyun hiicre altyapilar1 ve
hiicre yapitaglariyla etkilesmesi ise, bu molekiillerin dogal iicboyutlu
yapilarini ve hiicrenin molekiilsel diizenini belirler. Fiziksel ve kimyasal
ozellikleri acisindan suyun sivilar arasinda ayricalikli bir yeri bulunur.

Su, diger sivilara oranla daha yiiksek bir 6zgiil 1s1ya, daha yiiksek bir
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Toplam Ortalama | Hucre-
. hicre molekil deki Cesit
Molekdl kutlesine agirhk yaklasik | sayis1
orami (%) | (dalton) sayilari
H,O 70 18 4x10™ 1
Inorganik iyonlar 1 40 2,5x10° 20
Karbonhidratlar 3 150 2x10° 200
ve dnclleri
Amino asitler 0,4 120 3x10’ 100
ve dnclleri
Niikleotitler ve éncileri 0,4 300 1,2x10° 200
Lipitler ve énculeri 2 750 2,5x10’ 200
Diger kiigiik molekiiller 0,2 150 1,5x10’ 250
(hem, besin molekiil-
lerinin kirilma tiriinleri,
vb.)
Proteinler 15 40,000 10° 2000-
3000
Nukleik asitler
DNA 1 2,5x10° 4 1
RNA 6
16S rRNA 500,000 3x10* 1
23S rRNA 1,000,000 3x10* 1
tRNA 25,000 4x10° 60
MRNA 1,000,000 10° 1000

Tablo 4-3. E.coli hiicresinin yaklagik kimyasal igerigi.
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erime, kaynama ve bu- harlasma 1sisina , daha yiiksek bir yiizey gerilim
enerjisine ve dielektrik dursayisina sahiptir. Biitiin bu nitelikleri su
molekiillerinin arasindaki kohezyon (tiirdes yapigsma) giiclerinin diger
stvilara oranla daha yliksek olmasindan kaynaklanir. Su molekiiller
arasinda goriilen giiglii 1lginligin nedenini bu molekiillerin dipolar
yapisinda aramak gerekir.

Oksijen atomunun dis elektron kabugundaki iki degerlik (valenz)
elektronu, hidrojen atomlarinin elektronlariyla kovalent baglar kurarken,
oksijenin diger dig yoriingeclerinde bulunan elektronlar ¢ekirdege
yaklasarak su molekiiliiniin oksijen boliimiinii simirli  elektronegatif
duruma getirir. Buna kosut olarak, hidrojen atomlar1 sinirlt elektropozitif
yiikke biiriiniir. Su molekiiliinii temsil eden bir modele bakildiginda,
elektrostatik yiikiin bir liggen prizmanin dort kosesine dagilmis oldugu
goralur (Sekil 4-1). Hidrojen atomlar1 iiggen prizmanin iki ucunda,
oksijen yoriingegleri tarafindan olusturulan iki elektronegatif yiik
merkezi de {iggen prizmanin diger iki ucunda yer alir. Oksijen atomunun
cekirdegi ise, liggen prizmanin merkezinde bulunur. Su molekiiliiniin
elektrik yiikiinliin bu dort yonlii dagilimi sonucu, her bir su molekiilii
etrafinda dort komsu su molekiilii gruplasir. Elektrostatik kutuplasma, su
molekiilleri arasindaki (dipol-dipol etkilesimine dayali) hidrojen
kopriilerinin kurulmasina yol agar. Sivi fazinda su molekiilleri arasinda
bu gruplasma dinamik niteliklidir. Su molekiilleri zaman zaman birlesip,
yeniden ayrisir. Gruplasma egilimi, suyun donmasi durumunda iistiinliik
kazanir ve suyun kristal yapis1 olan buz parcaciklar1 ortaya ¢ikar. Kati
hale gecmesiyle suyun biyolojik sistemler igin biiyiik 6nem tasiyan diger

ayricaliklt bir 6zelligi ortaya ¢ikar. Su, biitliin sivilar arasinda kat1 (yani
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buz) haline gectiginde yogunlugu azalan tek sividir. “Su yiizeyden
donar” deyimiyle anlatilan bu mekanizma okyanuslardaki yasamin,

evrim slirecinde, baglica glivencesini olusturmustur.

Sekil 4-1. Suyun molekiil yapisi.

4.2.1. Suyun fiziksel ve kimyasal dzellikleri

4.2.1.1. Suyun 6zgil 18181

Ozgiil 1s1 ile, maddenin 1s1 igeriginin kiitlesine ve sicaklik

degisikligine olan orani anlagilir.

Q
c (0zgiil 1s1) =——— (4-1)
m.AT

csw = 10%alkg?°K? ( ya da 1 kcal.kg®.°K™ olarak

yazilabilir)

Q =1s1(cal)
m = kutle (g)
T = sicaklik (°K)
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Suyun 6zgiil 1s1s1 bir gramda ve bir derece Kelvin basina bir
kaloriye esit olup, bu deger genelde diger sivilarin 06zgiil 1silarinin
yaklagik iki katina karsilik gelir (Tablo 4-4). Buna gore su, biyolojik
kosullara uygun bir 1s1 deposu (“termoregiilator”) niteligi gostermekte ve
1sisin1 dis sicaklik degisikliklerine karsin koruyabilmektedir. Varliklari

dar bir sicaklik aralifina gore ayarlanmis olan canlilar i¢in bu 6zellik

cok biiyiik bir 6nem tasir.
Ozgiil Is1 (¢)
Sivilar kcal.kgt.°K™
Su(14,5-15,5°C’ta) 1,0
Etilalkol(10-30°C ta) 0,58
Etileter(10-30°C’ta) 0,52
Benzol 0,41
Petrol 0,57
Gliserin 0,24

Tablo 4-4. Bazi sivilarin 6zgiil 1silari.

4.2.1.2. Suyun buharlasma isisi1

Buharlagma 1si1s1, bir s1viy1 buharlastirmak i¢in sivi kiitlesi bagina

gereken 1s1 miktaridir.

Q

Qv (buharlasma 1s1s1) =

(4-2)
m
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Suya 0Ozgii buharlasma 1s1s1 100°C’ta 539 cal/g’dir. Bir
karsilastirma suyun buharlagsma 1sisinin da diger sivilarinkine oranla

birkac kat daha yuksek oldugunu gosterir (Tablo 4-5).

Sivilar cal.g™

Su 539
Metanol 263
Etanol 204
N-propanol 164
Aseton 125
Benzin 94

Kloroform 59

Tablo 4-5. Bazi sivilarin buharlagma 1silari.

Suyun yiliksek 0Ozgiin buharlagsma 1s1s1, kendisini kaynama
noktasmin yiiksekliginde (=100°C ya da 373°K) gostermektedir.
Buharlagma 1s1s1 da bir sivinin molekdillerini birbirlerinden ayirmak icin
gerekli enerji miktariin ve dolayisiyla molekiiller arasi baglarin giiciiniin

bir 6l¢iisii olarak diisiiniilebilir.

4.2.1.3. Suyun erime 1s1s1

Suyun yiiksek erime 1sis1 da biyolojik ¢evrenin kararliligl i¢in

Onem tasir. Ayrica hiicresel suyun ¢ok miktarda erimis tuz ve degisik
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polar nitelikli madde icermesi nedeniyle donma olasiligl
diistiktiir.

COzUnmiis maddelerin  derisimlerine bagli  olarak suyun donma
noktast  0°C’1n altina inebilir. Ancak, cevre sicakligi ¢ok fazla
alcaldiginda, donma sirasinda sudan serbestlenen 1s1 canlinin
viicut sicakligindaki diisiisii yavaslatir. Cilinkii, suyun donmasi 1s1 salan
bir olay olup, 1 g su 0°C’ta donarken, 1°C’tan 0°C’a diismesi i¢in
gerekenden 80 kat daha fazla 1s1 verir. Bagska bir deyimle, 1 g buzu
0°C’ta su yapmak igin verilecek 1s1 80 cal/g’dur.

4.2.1.4. Suyun dielektrik dursayisi

Suyun ¢oziici 6zelligi, onun yiiksek dielektrik dursayisindan (&)
kaynaklanir. Suyun elektriksel gecirgenliginin bir oOlgiisi de olan
dielektrik dursayisi ile birbirinden belirli bir uzaklikta (r) bulunan iki
karsit yiikli partikiil (qi, ¢2) arasindaki elektrostatik ¢ekime (F) karsi
koyan ortam giicli anlasilir (bkz.esitlik 2-2).

g1.0Q2

F= (&vakum= 1 iken, g5,= 80) (4-3)

g. 1

Dielektrik dursayist yiiksek olan bir ortamda iki ters yiikiin
aralarindaki ¢ekme giici zayiflar. Su icinde, vakum ya da havaya gore,
bu ¢ekim 1/80’¢ iner. Dolayisiyla, tuz  su igine kondugunda, Na" ile
CI” iyonlarina ayrisir. Cesitli sivilarin dielektrik dursayilart Tablo 4-6’da

verilmektedir.
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4.2.1.5. Suyun coziicii 6zelligi

Dipolar niteligiyle su, hicrede bulunan polar molekillere ve
tuzlara ozgii en etkili bir ¢oziicii olarak islev goriir. Dipolar su

molekullert,

Istanbul Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

Kaynama Erime Ozgiil 151 Dielektrik Ylzey | yogunluk
noktasi noktas1 | kcal/kg°K sabiti gerilim g/ml

°C °C (20°C) dyn/cm
H,O 100 0 1,000 78,55 69,56 1,000
H,0, 152 - 0,89 0,578 86 71,7. 1,4649
Aseton 56,5 - 95 0,506 21,4 21,16 0,8186
Etil alkol 78,5 -114,6 0,581 25,7 20,60 0,7893
Karbon 76,0 - 22,8 0,198 2,24 24,33 1,5954

tetraklorir

Benzen 80,0 5,51 0,406 2,28 26,26 0,879

Tablo 4-6. Bazi sivilarin fiziksel 6zellikleri.
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tuzun ters elektrik yiiklerine sahip ve dolayisiyla elektrostatik ¢cekim
ilebirbirine  bagli  boliimleri  (iyonlar) arasmma girerek bunlar
birbirlerinden ayirir. Suyun simirli elektronegatif oksijen atomu (arti
yiiklii) katyonlar {lizerinde, suyun siirl elektropozitif hidrojen atomlari
ise (eksi yukli) anyonlar (zerinde birer 6rti meydana getirerek bu
ayristmi  gerceklestirirler (Sekil 4-2). Hidratlasma adi verilen bu
mekanizma hiicre membranlarindan iyonlarin transportunda da Onemli
bir rol oynar. Suda cozilmeyen bir biyolojik madde grubunu ise
hidrokarbon molekiilleri olusturur. Ancak, bir hidrokarbon molekiiliiniin
tek bir hidrojen grubu yerini bir karboksil, hidroksil, amino ya da
karbonil grubuna biraktiginda, bu polar grupla su molekiilleri arasinda
kurulu hidrojen kopruleri, bu maddelerin de suda ¢éziinmesine yol acar.

Hidratlagsma, suyun yiiksek dielektrik dursayisindan (¢) kaynaklanir.

Sekil 4-2. Suyun hidratlasma 6zelligi.

4.2.1.6. Suyun ivonlasmasi

Iyonlasma suyun diger bir 6zelligini olusturur. Cok seyrek olarak
su molekiiliiniin hidrojen atomlarindan biri elektronunu kovalent baglh
oldugu oksijen atomuna birakarak komsu bir su molekiiliine geger.

Boyle bir olay sonucu bir HsO" (hidronyum) ve bir OH" (hidroksil) iyonu
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olusur. Hidratlasma mekanizmas1 tipki diger iyonlar gibi bu iyonlarin da
iyonlagmamis H,O molekiilleri tarafindan ayrik tutulmasini saglar. Bir ar1
suicinde ve 25°C’ta bu iyonlarm herbirinin derisimi 107 M’dir.
Sudaki hidronyum derisimi genellikle H* yani proton derisimi olarak
anlatilir. Genelde, sudaki protonlarin (1 M’a dek) derisimlerinin

anlatiminda derisimin negatif logaritmas1 (pH) kullanilir:

1
pH = log = -log[H"] (4-4)
[H]

Buna gore, ar1 suyun normalde pH’smin 7,0’ye esit olmasi gerekir.
Kuramsal agidan bu husus gecerli olmakla birlikte, laboratuvarda uzunca
bir slire durmus ar1 suyun pH’sinin genellikle 5 civarinda oldugu goriiliir.
Bunun nedeni havadaki CO;’in su i¢inde zamanla ¢6ziinerek H,COg3’e
doniismesi ve pH degerini disiirmesidir. pH’nin negatif logaritmik
niteliginin 15181inda CO’in ¢dziinmesi sonucu suyun pH’sinin 7°’den 5’e
diismesi, sudaki proton derisiminin 100 kat arttigini anlatmaktadir. Ari
suyun kendiliginden ayrismasiyla ortaya ¢ikan pH degeri, yani pH= 7, bu

olayin ayrisim dursayisindan (K) hareketle de hesaplanabilir.

Suyun ayrigiminda,
H,O = H +OH,
denge sola kaymustir.

Ayrisim denge dursayist;

[H'][OH]
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Ke— (4-5)
[H20]

esitligi ile saptanir. Bu esitlik,

[H20] K = [H'] [OHT, (4-6)

olarak yazilabilir.

Suyun ayrisim denge dursayisi,

K=1,8x10"° M ve

1000

1 litre sudaki H,O molekiillerinin derisimi = [H,O] = =555 M,

18

olduguna gore,

Ksu= [H20] K = suyun iyonlasma iiriindi,

Ke = 55,5 x 1,8 x 10™° = [H*] [OHT],

10™= [H'] [OHT,
hesaplanir. Suyun iyonlasmasi esit derisimlerde H® ve OH iyonlar
verecegine gore,
[H']=[OH].
Bu nedenle,

10 = [HP,
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olarak yazilir ve
10'M =[H"]yadapH =7,

bulunur.

Suyun iyonlagmasi konusu ¢ercevesinde, asit ve baz kavramlarinin
tanimlanmasi uygun olacaktir. Bronsted-Lowry tanimina gore, asit ile bir
proton vericisi, baz ile ise bir proton alicisi anlasilir. Lewis tarafindan
Onerilen ve daha genis bir uygulama sahasi bulan bir tanima gore ise, asit
ile bir elektron ¢ifti alicisi, baz ile de bir elektron ¢ifti vericisi anlasilir.
Her iki tanima gore de asit-baz reaksiyonu her zaman igin bir asit-baz
ciftinin varligin1 gerektirir, 6rnegin CH;COOH ve CH3COOQO'. Bronsted-
Lowry kavramina gore asitlerin protonlarina ilginlikleri asitlik gliglerine
ters orantilidir. Asitlerin ayrisimi, yani protonlarini bir aliciya aktarmalari

da bir denge reaksiyonu olup,

HA== H' +A,

(K) ile asidin ayrisim dursayist anlatilir:

[H] [A]
K —— . (4-7)
[HA]
Asidin protonlarina ayrigma egilimini yansitan bu dursayinin
negatif logaritmas1 (pH’da oldugu gibi) pK degeri olarak gosterilir. Bu
esitligin yeniden diizenlenerek iki yaninin logaritmasinin alinmasi sonucu

Henderson-Hasselbalch esitligi elde edilir.
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[HA]
[H=K , (4-8)
[A]
[ HA]
-log [H*]= -logK-log , (4-9)
[A]
[HA]
pH= pK-log——, (4-10)
[A]

[A] (= proton alic1 = baz(tuz))
pH=pK + log : (4-11)
[ HA] (= proton verici = asit)

Bu denkleme gore asit ve baz derisim oranlarinin esit oldugu, yani
iyonlasmis asidin derisiminin iyonlagmamis asidin derisimine esit

oldugu

[A]

=1 yada log 1= 0 durumunda, pH = pK olmaktadir.
[HA]

Buna gore, bir asidin pK degeri, asidin yar1 yariya iyonlastigi pH
degerine karsilik gelir. Henderson-Hasselbalch esitligi belirli bir pH

degerindeki  baz/asit derisim oranindan pK degerinin ve belirlenen
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baz/asit derisim oranindan ve asidin bilinen pK degerinden pH degerinin
hesaplanmasini saglar. Bu esitlik zayif asitler ve onlarn tuzlar igin
gecerlidir. Zayif bir asit bir baz ile titre edildiginde, eklenen kiigiik miktar
OH" iyonlarinin belirli bir pH bolgesinde pH degerlerini ¢ok az etkiledigi
gortliir. pH nin ¢ok az etkilendigi bu bolge asidin pK’sina karsilik gelir.
Boyle bir asit ve onun tuzunu igeren eriyigin, asit ve baz eklenmelerine
karsin, pK degerine karsilik gelen bolgede pH degerini degistirmeme

ozelligi tampon etkisi olarak tanimlanir.

En yiiksek tampon etkisi pK degerine karsilik gelen pH bolgesinde,
ya da Henderson-Hasselbalch esitliginin incelenmesiyle de anlasilacagi
gibi, proton alicisinin (baz) ve proton vericisinin (asidin) molar
derigimlerinin esit oldugu kosullarda elde edilmektedir. Tampon
sistemlerini olusturan zayif asit-baz (tuz) sistemlerinde, giiclii bir bazin
eklenmesiyle, zayif asidin ayrigmis protonlart OH™ iyonlariyla reaksiyon
gostererek, pH’nin degismesini dnlemektedir. H' iyonlarmin eklenmesi
durumunda ise, sistemdeki tuzun anyonlar1 H' ile reaksiyona gorerek

zay1f bir asidin olugsmasina yol agmaktadir.

Organizmada pH’y1 sabit tutmakla gorevli ¢esitli tampon sistemleri
bilinmektedir. Bunlarin arasinda baslica hiicre i¢i tampon sistemleri
olarak, H,PO4 - HPO,” sistemi (pK= 7,2) ve H,CO3-HCO3 (pK= 3,8)
sistemi sayilabilir. pH’nin belirli bir degerde (7,4’te) tutulmas: pH
degismelerine biiylik duyarlik gosteren enzimlerin (ve diger proteinlerin)
islerligi ag¢isindan yasamsal bir 6nem tagir. Nitekim, patolojik durumlarda
gorillen pH kaymalar1 onarimi olanaksiz bozukluklar ~ meydana

getirebilmektedir. Insanda, akciger ve bobrekler araciligiyla gerceklesen
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diizenlenme mekanizmalariyla yakin baglantili isleyisi ac¢isindan
(H2CO3/HCO3") tampon sisteminin 6zgiin bir konumu vardir. Bu sistemin
pK degeri, goriildiigii gibi, asidik bir bélgede bulunmakta ve fizyolojik
pH’da (pH 7,4) bu sistemin tampon etkisi olanak dis1 gibi
goziikkmektedir. Ancak, burada bikarbonat sisteminin tamponlar arasinda
Ozel bir yeri oldugu ve H,COgs’iin suda ¢oziinmiis CO, ile dengede
oldugu go6zoniinde bulundurulmalidir. Coziinmiis CO; derisimi, H,CO3
derisiminden yaklasik 1000 kat daha yiiksek olduguna goére ayrisim

reaksiyonu,

CO, == H™ + HCO;3 ,
ve denge dursayisi,

[H'] [HCOs]]
Kem (4-12)
[CO2]

seklinde yazilabilir. Bikarbonat sisteminin bu ikinci pK degerinin
karsiligt olan pH 6,1°dir. Bikarbonat sisteminin en gii¢clii tampon
etkisini gosterecegi, yani CO;’in HCOs’a esit olacagi, pH bolgesi
buna gore de

notral pH’nin altinda kalmaktadir. pH 7,4’te Henderson-Hasselbalch

esitligine gore,
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[HCOs7]
74=6,1+log ———,
[COz2]
[HCOs]
1,3=log
[CO]

Her iki tarafin antilogaritmasi alinirsa,

[HCO541]
20=—
[CO.]

bikarbonat iyonlarinin derisimi ¢oziilii CO; derisiminden 20 kat yiiksek
olacak demektir. CO,/HCOj3" sisteminin, buna karsin, yeterince tampon
etkisi gosterebilmesi akcigerlerdeki CO, varligiyla aciklanabilir.
Metabolik kosullarda ortaya g¢ikacak bir baz fazlalig: ilk anda H,COj3 ve
¢cozili CO; miktarmin tiikenmesine yol agsa bile, ¢ozili CO,
derisimindeki azalma, akciger CO; deposu sayesinde en kisa siirede
duzeltilir. Boylece, HCO3/CO;, oraninin 20/1 olarak sabit kalabilmesi
saglanir. Ortaya ¢ikacak bir asit fazlaliginda ise, H,COj3 ve ¢6ziulu CO,

miktarindaki artis CO7’in akcigerlerden solutulmasiyla dengelenir.
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4.3. Makromolekller

4.3.1. Giris

Yukarida agiklandigr gibi, makromolekiiller hiicre altyapilarinin
olusmasinda yapitagt rolii oynar, bunun Otesinde Ozgiin islevler de
istlenirler. Bu baglamda, niikleik asitler kalitsal bilgiyi saklayip,
iletmekle gorevlidir. Proteinlerin 6zel bir sinifin1 olusturan enzimler
hiicre metabolizmasini yliriiten ve hiicre yapitaslarini olusturan katalitik
nitelikte molekillerdir. Karbonhidratlar ve lipitler ise organizma igin
gerekli enerjiyi saklama gorevini tstlenmislerdir. Makromolekiillere
islevsel acidan bakildiginda hiicre iginde Ozellikle niikleik asit ve
proteinlere aktif bir roliin diistiigii, karbonhidrat ve lipidlerin ise enerjinin
depolandigi goreli pasif molekiil niteligini tasidiklar1 goriiliir. Niikleik
asit ve proteinler ile karbonhidrat ve lipitler arasindaki bu farkliliklar
ozelliklerinden kaynaklanir. Niikleik asit ve proteinler birden c¢ok gesitte
yapitagindan O6zgilin bir bilgi tasiyan sirayla (sifreli olarak) dizilimleri
sonucu olusur. Buna karsin, karbonhidrat ve lipitler genellikle ayni
yapitaginin, ya da iki cesit yapitasinin doniisiimlii olarak, ardasik
dizilmesiyle olusur. Bu boliimde makromolekiiller daha ayrintili olarak
ele alinacak, bu molekiillerin yapi-islev iliskilerine 151k tutulmaya

calisilacaktir.

4.3.2. Proteinler
Gegen ylizyilin sonunda Berzellius tarafindan belirlenmis olan
adlarinin  (tpw3og (=birinci)) da vurguladigr gibi, proteinler,

makromolekiiller (ve tiim hiicre yapitaslari) arasinda ¢ok Oncelikli bir
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konuma sahiptir. Proteinlerin bazilar1 (6rne§in suda ¢oziinme
yeteneginden yoksun kollagen, elastin ve keratin gibi proteinler) hiicrenin
olusumunda salt bir yapitas1 olarak iglev goriir (yapisal proteinler). Diger
baz1 proteinler ise, 0Ozgiin li¢cboyutlu yapilar1 sayesinde molekiilleri
tanima, onlarla etkileserek, hiicredeki olaylara yon verme etkinligine
sahiptir. Bu ikinci sinifa giren (etkin ya da aktif) proteinlerin ortak
ozelligi ligant adi verilen, kendilerine 6zgii maddeleri baglama
yetenekleridir. Bagladiklar1 ligandin 6zelliklerine, onu tabi tuttuklari
isleme ve liganda baglanmalar1 sonunda meydana gelen tepkimelere
gore, bu proteinler de ¢esitli gruplara ayrilabilirler.

Enzimler (katalitik proteinler): Bu proteinler substrat adi verilen

ligantlarin1 baglayarak kimyasal bir degisime ugratir.

Immunproteinler:  Bu  proteinler  antijen  adi  verilen

makromolekdler nitelikli ligant yapilar1 geri doniisiimsiiz bir
etkilesim ile baglayarak sabitlestirirler.

Protein hormonlar: Etkilerini gosterdikleri hiicrelerin membran-

larindaki kendilerine 0zgii proteinlere (reseptorlere) geridonii-
stimlii olarak baglanirlar.

Dizenleyici proteinler: Ligantlarina baglanmalar1 geridoniistimlii

olup, ligandin biyolojik etkinliginin degismesiyle sonuglanir.

Tasiyici proteinler: Kendilerine 6zgii ligand1 geridoniisiimlii olarak
baglayip, canli sistemin bir boliimiinden diger boliimiine tasimakla
gorevlidirler.

Kontraktil proteinler: Liganda  baglanmalar1  mekanik  isin

gerceklesmesiyle sonuglanir.
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4.3.2.1. Proteinlerin vapisal 6zellikleri

Proteinler, 20 ¢esit amino asidin peptit baglar1 olarak adlandirilan
kovalent baglarla birlesmesi sonucu olusur. Amino asitler bir metan
molekiiliiniin hidrojen atomlarmin {igiiniin yerlerini sirasiyla bir karboksil
grubu, bir amino grubu ve bir kalintiya (R grubuna) birakmasi sonucu
olusmus olarak diisiiniilebilir.

Amino asitlerin merkezinde yer alan (a-)karbon atomu Uzerindeki
dort grubun asimetrik dagilimi ayna goriintiisii izomerisine Yol acar
(Sekil 4-3). Sterik agidan amino asitler D- ve L- tiplerine ayrilir.

Proteinlerde yalniz L- tipi amino asitler bulunur.

Sekil 4-3. L-Amino asidin atomlarinin uzaysal gosterimi.

Amino asitler arasindaki farkliligt R-grubunun degisen yapist
belirler. R-grubunun elektro-kimyasal Ozelliklerine gére amino asitleri
dort sinifa ayirmak olanaklidir (Sekil 4-4).

1. Apolar ya da hidrofobik R-gruplari i¢eren amino asitler:

Bu amino asitlerin R-gruplari alifatik bir zincir ya da aromatik bir
halkadan olusur. Temsilcileri arasinda alanin, valin, 10sin, izoldsin,

prolin, fenilalanin ve triptofan bulunur.
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Sekil 4-4a. Apolar R-gruplar iceren amino asitler.
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Sekil 4-4b. Asidik ve bazik nitelikte R-gruplar
iceren amino asitler.
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Sekil 4-4c. Polar R-gruplari igeren amino asitler.

2. Acik bir elektrik vikii tasimayan, ancak polar nitelikte R-gruplari

iceren amino asitler:

Bu amino asitlerin R-gruplarinin igerdigi hidroksil (-OH), sulfidril
(-SH) ya da amit (CONH,) gruplar1 gibi polar gruplar H,O ile hidrojen
baglar1 kurabilirler. Bdylece bu amino asitler ilk grup amino asitlerine
oranla suda kolaylikla ¢oziiliirler. Bu grubun temsilcileri arasinda
hidroksil grubu iceren serin, treonin ve tirosin, silfhidril grubu iceren
sistein ve amit grubu iceren asparagin ve glutamin bulunur.

3- R-grubu neqatif elektrik yiklii (yani asidik) amino asitler:
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Bu sinifin temsilcileri olan aspartik asit ya da glutamik asit, ikinci
bir karboksil grubu igermeleri nedeniyle nétral pH’da acik negatif yiike
sahiptir.

4- R-grubu pozitif elektrik yiklt (yani bazik gruplar) amino asitler:

Bu amino asit smifi ikinci bir amino grubu tasiyan lisini,
guanidyum grubu igeren arginini ya da zayif bazik nitelikte imidazol
grubunu igeren histidini kapsar.

4.3.2.2. Amino asitlerin asit-baz dzellikleri

Amino asitler nétral (pH 7,4) bir su eriyiginde, gerek karboksil ve
gerekse amino gruplarinin iyonlasmis olmasi nedeniyle dipolar bir iyon
seklinde bulunur (Sekil 4-5).

Amino asitlerin dipolar iyon o6zelligi, onlarin goreli yiiksek
(~200°C) erime noktalarinda yansir. Amino asit molekiilleri arasindaki
etkilesim (Na'Cl 6rneginde goriildiigii gibi) karsit elektrik yiikiine sahip

gruplar arasindaki elektrostatik etkilesmeyle kalimlilasir.

n
NH, NH3
R—‘C—COOH R—(ll—COO'
H' 'H
iyonlagmamis dipolar iyon

amino asit

Sekil 4-5. Iyonlasmamis ya da dipolar iyon seklindeki amino
asitler.
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Bronsted-Lowry’ye gore alanin gibi tek bir karboksil ve tek bir
amino grubu tasiyan basit bir amino asit dibazik (yani iki pK degerine
sahip) bir asit olarak tanimlanabilir. Zira alanin, karboksil ve amino
gruplarinin proton yiiklii oldugu asidik bir ortamda (pH=1) bazla, 6rnegin
NaOH ile, titre edilebilen iki gruba (baska bir deyimle verebilecegi iki
protona) sahiptir:

Nitekim, alanin eriyigi, eklenen OH" iyonlarinin etkisiyle karboksil
grubunun pK’smin karsiligi olan pH 2,3’te ve amino grubunun pK’sinin
karsilig1 olan pH 9,7°de, tamponlama 6zelligi gosterir (Sekil 4-6).

Alaninin titrasyon egrisinin simetrik iki kolunun birlestigi
orta (déniim) noktas1 (pH = 6,0), COO™ - ve NH"3- gruplarmin tasidiklart
art1 ve eksi yiiklerin esit oldugu ve amino asidin net bir elektrik yiikii
tasimadigr izoelektrik pH’ya (ya da izoelektrik noktaya (pl)) karsilik
gelir. Genellikle pI'min pK degerlerinin ortalamasina esit oldugu

soylenebilir.

+ +
NH; NH;
| NaOH |
CH3—C‘3—COOH - CH3—C—(‘TOO' +H*

H H
+

NH3 NH2
| NaOH |
CH; —C—COO0 —> CH3—|C—COO' +H*
|

H H
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Sekil 4-6 . Alaninin NaOH ile titrasyonu.

pK1 + pKy
pl= . (4-13)
2

Buna gore alaninin izoelektrik noktasini aritmetiksel olarak

hesaplamak olanaklidir.

23+9,7
plajanin=——=16,0
2

R-gruplar1 net bir elektrik yiikii tasiyan amino asitlerde, bu

gruplara 6zgu, Gglincu bir pK (pKr) degeri bulunur. Asidik R-gruplari
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tasiyan amino asitler (glutamik asit ya da aspartik asit)de pKgr degeri pH

4,0 civarinda bulunur. Bazik R-gruplarina sahip amino asitlerin pKg

degeri ise gruba gore pH 6,0 ile pH 12,0 arasinda degisir (Tablo 4-7).
4.3.2.3. Peptit bag

Belirtildigi gibi, proteinler amino asitlerin birbirleriyle peptit
baglar1 ad1 verilen kovalent baglarla birlesmeleri sonucu olusurlar. Peptit
bag1 bir amino asidin karboksil grubu ile ikinci bir amino asidin amino
grubu arasindan bir HoO molekiiliiniin aciga ¢ikmasi sonunda meydana
gelir.

Peptit bagi, ¢ift kovalent bag 6zelliklerini tasir (Sekil 4-7). Bu
Ozellikler C-N bagmin ekseni boyunca doniis yetenegini biiyiik olgiide
kisitlar ve bagi olusturan ogelerin bir diizlem {izerinde yer almasi ile
sonuglanir (Sekil 4-8). Karbonil (-C=0) ve imino (-N-H) gruplar1 bu

duzlem Gzerinde genelde paralel bir konumda bulunur.

Sekil 4-7. Peptit baginda elektron Sekil 4-8. Peptit baglarinin
bulutu. Cift kovalent bag yapist. Bag uzak-
niteligi veren  yoringecleri. liklar1 nm olarak

verilmistir.
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H o H O
o |
H—I\|I—C|:—C— O—H H-— |‘\| —T:—C—O— H
H R H R
- H,0
H o H O
] o
H—T—?—C—W—C—C—O—H
|
H R H R
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a-Karboksil a-Amino Tyonlasms Kahntilarin Proteindeki
Ad1 grubunun grubunun yan zincirlerin | kutlesi miktari
PK, degeri pK, degeri K. degeri (Dalton) (mol %)
Alanin 2,3 9,7 - 71,08 9,0
Arginin 2,2 9,0 12,5 156,20 4.7
Asparagin 2,0 8,8 - 114,11 4.4
As_partik 2,1 9,8 3,9 115,09 55
asit
Sistein 1,8 10,8 8,3 103,14 2,8
Glutamin 2,2 91 - 128,14 3,9
Gl_utamik 2,2 9,7 4,2 129,12 6,2
asit
Glisin 2,3 9,6 - 57,06 7.5
Histidin 1,8 9,2 6,0 137,15 2,1
Izolbsin 2,4 9,7 - 113,17 4,6
Ldsin 2,4 9,6 - 113,17 75
Lisin 2,2 9,0 10,0 128,18 7,0
Metyonin 2,3 9,2 - 131,21 1,7
Fenilalanin 1.8 9,1 - 147,18 3,5
Prolin 2,0 10,6 - 97,12 4,6
Serin 2,2 9,2 - 87,08 7,1
Tireonin 2,6 10,4 - 101,11 6,0
Triptofan 2,4 9,4 - 186,21 1,1
Tirosin 2,2 91 10,1 163,18 3,5
Valin 2,3 9,6 - 99,14 6,9

Tablo 4-7. Protein yapisinda bulunan amino asitlerin 6zellikleri.
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Boyle peptit baglar ile ardasik siralanmis bir amino asit dizisinin
olusturdugu polipeptit zincirinin bir ucunda serbest bir amino grubu (-
NH;) ve diger ucunda serbest bir karboksil grubu (-COOH) bulunur.
Serbest amino grubunun bulundugu uca proteinin amino (N-terminal) ve
serbest karboksil grubunun bulundugu uca da karboksil (C-terminal) ucu
adi verilir. Bir proteini meydana getiren boyle bir amino asit dizisine yani
polipeptit zinciri , o proteinin birincil (primer) yapisi olarak gosterilir..
Her proteinin birincil yapisini olusturan amino asitlerin ¢esidi, sayist ve
sirast o proteine Ozgiidiir. Bir polipeptit zincirindeki ¢esitli gruplar
aralarinda, peptit bagindan baska tiirde baglar da kurarlar. Bu baglar
sonucu  polipeptit zinciri kendi icine katlanarak 6zgun bir c¢boyutlu
yap1 ya da baska bir deyimle konformasyon kazanir. Ikincil (sekonder)
yapt bir polipeptit zincirinin, komsu amino asitlerin aralarinda
kurduklar1 hidrojen kopriileri sonucu, kazandigi yapt diizenine karsilik
gelir.

1930’larda Astbury Rontgen 1sinlar1 kirtlma analizi yontemiyle sa¢
ve ylinde bulunan (keratin gibi) proteinlerin yapilarinin yinelenen; 5,0-
55 A uzunlugunda bir yap1 diizenini i¢erdigini saptamistir. Bu bulgu
Pauling ve Corey’in proteinlerin ikincil yapisin1  aydinlatan
calismalarinin zeminini hazirlamistir”,

Ikincil yapmin (ve baglica bir &rnegi olan o-sarmal yapismin)
olusumunda belirleyici olan kurallar soyle 6zetlenebilir (Sekil 4-9).

1- Yukarida da belirtildigi gibi, peptit bagini olusturan atomlarin
karsilikli doniis (rotasyon) yetenegi yoktur. Bu atomlar bir diizlem
Uzerinde bulunur. Karbonil grubunun oksijen ve -NH; grubunun

hidrojen atomu trans konumundadir.
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2- Polipeptit zincirinde yalniz o-karbon atomu rotasyon yetenegine
sahiptir.

3- Polipeptit zincirindeki atomlarin birbirlerine yaklagmalar1 ancak van
der Waals ¢aplarinin izin verdigi ol¢iide olanaklidir.

4- X-1ginlarinin kirilma analiziyle saptanan 5,0-5,5 A’luk birim 3,6 amino
asit iceren bir doniise karsilik gelir.

5- a-sarmal yapisi, her bir peptit bagmin imino grubunun
kendisinden dort dnceki peptit baginin karbonil grubuyla olusturdugu
hidrojen baglariyla kalimlilik kazanir. Pauling-Corey modeline gore,
polipeptit zincirlerinin kendiliklerinden a-sarmal yapisi olusturmalari
beklenir. Zira, bu yap1t belirtilen kosullar1 yerine getirmekte,
polipeptit  zincirlerinin  olusturabilecegi en kalimli yapiya ve
erigebilecekleri en diisik enerji diizeyine karsilik gelmektedir.
Ancak, polipeptidi olusturan amino asitlerin R-gruplarinin niteligi ile

polipeptidin bulundugu eriyigin pH’s1 da o-sarmalin olugmasini

*Réntgen 1sinlari, kirilma analizi belirli bir dalga boyuna sahip X ya da
Rontgen 1sinlarinin  atomlarmin  ¢evrelerindeki elektron bulutlar
tarafindan kirilma ya da dagilma ilkesine dayanir. En yogun elektron
bulutlarina sahip atomlar Rontgen 1sinlarini en zayif bir sekilde kirarlar.
Bir kristalin tekrarlanan atom ya da molekiilsel bireyleri Rontgen 1sinlari
kirilma analizi yontemi tarafindan incelenebilir. Boyle ¢aligmalar
yardimiyla molekiillerin ticboyutlu yapilar1 hakkinda ¢ok degerli bilgiler
edinmek miimkiin olur. NaCl gibi tuzlarin olusturdugu kristallerdeki
calismalara oranla , protein gibi makromolekiillerin Rontgen 1sinlarini
kirma sekillerini incelemek ve bulgular1 degerlendirerek bunlarin
ticboyutlu yapilar1 hakkinda sonuglara varmak ancak kompleks
matematiksel analizler sayesinde olur. Bilgisayarlar bu tir analizleri
giiniimiizde biiytik 6lctide kolaylastirmistir.
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belirleyici etkenlerdir. Ornegin, kiigiikk ve elektrik yiikii tasimayan R-
gruplar1 iceren polialanin kendiliginden pH 7,0’de  o-sarmal yap1
olustururken, polilisinin pH 7,0’de benzer bir yapi olusturamadigi
gozlenir. Polilisin 6rneginde, pH 7,0’de R-gruplariin tasidiklari pozitif
yiikler arasindaki itim, a-sarmal yapt olusturan hidrojen kopriilerinin
kurulmasini engeller. Diger yandan, pH 12’de R-grubunun elektrik
yukund yitirmesi sonucu, polilisin a-sarmal yap1 olusturabilir. Prolinde
N- ve o-karbon atomlarinin esneksiz bir halka i¢inde bulunmalar1 ve
bunlarin arasindaki bagin doniis olanagmin bulunmamasi ise, prolin
iceren polipeptit bolumlerinde o-sarmal diizeninin bozulmasina neden
olur.

a-sarmal yapisinda yinelenen ana birim 18 amino asit igeren bes
sarmal doniisliine karsilik gelir. Buna gore, sarmalin her doniisii 3,6
amino asit icerir. Bu yapida iki amino asit arasinda 0,15 nm’lik bir
uzaklik (ya da yiikseklik farki (P= "Pitch’) bulundugundan, her doniis
sarmalda 0,54 nm’lik bir yiikselme ile sonuglanir. Yinelenen ana birim
ile sarmal doniisiliniin 6zdes olmadigi, sarmal doniisiiniin tam say1 amino
asit (3,6) icermedigi, ana birimin bes sarmal doniisiinden sonra olustugu,
a-sarmal yapisinin vurgulanmasi gerekli 6zellikleridir.

a-sarmal yapisinda doniis basina diisen 3,6 amino asit, her imino
grubunun dort onceki karbonil grubu ile etkilesmesini olanakl
kilmaktadir. Doniis iic ya da daha az sayida (6rnegin iki) amino asit
icerdiginde, o-sarmala 6zgu zincir i¢i hidrojen kopriilerinin olusumu
olanak disidir. Bu kosullarda (P= 0,32-0,34 nm) B-yapist (B-

konfigiirasyon) tiirii yapilar olusur. Is1 denatiirlenmesi sonucu yiin ve sa¢
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proteinlerinde goriilen ya da kiiresel, dogal ticboyutlu proteinlerin belirli
bolimlerinde yer alan B-konfigiirasyon yapisinda paralel ya da
antiparalel bigimde siralanmis iki polipeptit zincirinin imino ve karbonil

gruplar arasindaki hidrojen kopriileri olusur (Sekil 4-10).
|

Polipeptit zincirinde, yalnizca N — C, ve C, — C — baglari
doniis yetenegine sahiptir. Bu baglarin doniis agilart ¢ ve ¥ olarak
tanimlanir. ¢ ve Y a¢1 degerlerine gore polipeptit zincirinin

konformasyonu belirlenir (Sekil 4-11).

Sekil 4-9. a) Paralel ve b) antiparalel p-konfliglirasyonu
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Sekil 4-10. a) o-sarmal ve b) B-konfiigiirasyon yapilari

Sekil 4-11. Peptit baginda y ve ¢ doniis.
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Uclincul (tersiyer) yapi, polipeptit zincitlerinin uzak béliim-
lerindeki gruplarin birbirleriyle kurduklari (S-S, hidrojen, van der Waals
ya da tuz baglart gibi) baglar sonucu olusan Ozgiin, kiiresel yap1
diizenidir. Bir proteinin birincil yapisi, o proteinin dogal ticboyutlu
yapisinin ya da konformasyonunun olusmasi i¢in gerekli bilgiyi de igerir.
Polipeptidin igcerdigi amino asit dizisinin erisebilecegi en diisiik enerji
diizeni proteinin en kalimli ve dzgiin iichoyutlu yapisim da belirler. Ilk
bakista bir polipeptit zincirinin katlanma olasiliklar1 sinirsiz - gibi
gorilebilir. Ancak, katlanma olasiliklarini sinirlayan ve aynmi zamanda
katlanma siirecini kolaylastiran 6nemli kurallar bulunmaktadir. Son
yillarda gosterildigi gibi, proteinlerin tighoyutlu yapilar1 “domain” adi
verilen 6zglin boliimlerden olusur. “Domain” bu baglamda proteinin,
kendi i¢inde katlanarak 6zgiin bir tighoyutlu yap1 kazanmis ve proteinin
belirli bir (alt)islevini iistlenmis boliimiine karsilik gelir. Proteinin
proteazlarla sinirli bigimde kirilmasi sonucu aciga c¢ikan ‘“domain”
karsilig1 pargalarin bu islevlerini siirdiirebilmeleri, “domain”lerin protein
yapisi i¢indeki 6zerk konumunu vurgular. “Domain” yapilarda gozlenen
motiflerin siklikla ¢ok farkli proteinlerde bulunmasi, protein olusumunun
“modiiler” bir mekanizmayi izledigini ortaya koymaktadir (Sekil 4-12).
Buna gore, belirli modillerin farkli kombinasyonlarla biraraya
gelmesiyle ¢ok farkli nitelikli proteinler olusabilir.

Proteinlerin katlanma siirecini ve seklini belirleyen diger bir kural
hidrofobik (polar olmayan ve suyu sevmeyen) gruplarin katlanmis yap1
icinde, hidrofilik (polar ve suyu seven) gruplarin ise yapi yiize-
yinde konumlanmasina dayanir. Ancak, bu kural suyun ¢dziicii olarak

bulundugu ortam i¢in gegerlidir. Normalde, yalin bir yap1 diizenine sahip
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bir polipeptit zincirinin kendi icinde katlanarak 0zgiin bir yapiya
dontismesi olasiligi diisiik bir olaydir (“negatif entropi”). Ancak,
kurulan zayif baglar sonucu agiga ¢ikan enerji ve hidrofobik gruplarin
polar su fazindan uzaklasarak aralarinda kurduklari van der Waals baglar1

(“pozitif entropi”) katlanma siirecini olanakl kilar.

Sekil 4-12. Cesitli “domain” tiirleri.

Dorduncul  (kvarterner) yapi diizeni, birden ¢ok polipeptit

zincirinden meydana gelen proteinlerde (6rnegin hemoglobin ya da
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immunoglobulin) gordlur. Boyle proteinler, altbirim adi verilen
polipeptit zincirlerinin zayif baglarla ya da S-S kopriileriyle birlesmesi
sonucu olusurlar. Dérdiinciil yapinin olusumunda molekiillerin asimetrik
yapilar1 ve altbirimlerin birbirlerini tiimleyen (komplementer) yiizeyleri
belirleyici olur. Bu etkilesimlere bagli olarak ¢ok yiizeyli (6rnegin yirmi
yiizeyli (ikosahedral)ye degin) yap1 diizenleri ortaya ¢ikar (Sekil 4-13).

4.3.2.4. Aktif proteinlerin lisgantlariyla etkilesimi

Aktif proteinlerin ligantlarinin baglandig: yer, proteinlerin baglama
bolgesi ya da aktif bolgesi olarak gosterilir. Bir aktif proteinin bir ya da
birden ¢ok baglama bdlgesi olabilir. Bu bolgeler, islev ve yapilar
yoniinden birbirlerinin benzeri olabilecekleri gibi, degisik 6zelliklere de
sahip olabilirler. Birden ¢ok sayida aktif bolge tasiyan bir proteinin aktif
bolgelerinden birine baglanan bir ligant, o proteinin yapisini ve serbest
baglama boélgelerinin liganda olan ilgisini olumlu ya da olumsuz bir
sekilde etkileyebilir. Cesitli baglama bolgeleri arasindaki karsilikl
etkilesim, baz1 proteinlerin ya da enzimlerin etkinliklerinin
diizenlenmesinde biiyiik bir rol oynar. Aktif proteinlerin bu sekilde
duzenlenmesine alosterik mekanizma adi verilir (bkz.B6lim 4.3.3.4 ve
7.7).

Tek bir baglama bdlgesi olan bir proteinin (P), tek bir ligand1 (A)
bagladig1 yalin bir etkilesim asagidaki sekilde anlatilabilir.

P+A==PA.
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Sekil 4-13. Proteinlerin dordiinciil yapilarinda simetri tiirleri.

Bu etkilesimin denge dursayisi (K),

[PA]
K= ——, (4-14)
[P] [A]
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birlesim (asosiyasyon) denge dursayisi (Kj) olarak ta gosterilir. Birlesim
dursayisi, ayrisim (disosiyasyon) denge dursayisinin (Kg) resiprok

degerine esittir.

ya da (4-15)

Ky=—— (4-16)

Bir ligandin (A) baglanmasinda, denge dursayisini hesaplamak icin
once proteine (P) baglanmis tiim ligant molekiillerinin sayisinin (PA) tim
protein molekiillerinin sayisina olan oranini saptamak gerekir. Bu oran v

simgesiyle gosterilir.

tiim baglanmis A molekiillerinin sayis1 [PA]
V= = . (4-17)
tim P molekdlleri [P] + [PA]

esitlik (4-14) yeniden diizenlendiginde,

[PA]
Pl—, (4-18)
K[A]

ve esitlik (4-17)’de P yerine yukaridaki deger uygulandiginda,
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[PA]
v= , (4-19)
[PA]

+ [PA]
K[A]

1 K[A]

v= = , (4-20)
1 1+K[A]

+1

K [A]

v — (4-21)

esitligi elde edilir. (Sekil 4-14).

Sekil 4-14. Proteinin ligandi ile doyum egrisi.
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Gorildigii gibi, bir protein molekiiliine tek bir ligandin baglandigi
bir sistemde ligant derisiminin yiiksek oldugu kosullarda v’niin
yaklastig1 deger 1 olmaktadir, yani protein molekiiliiniin aktif bolgesi
ligant ile doyurulmaktadir. Bu etkilesim v degerinin ligant (A)
derisiminin bir iglevi olarak bir diyagramda gosterildiginde, hiperbolik
bir egrinin ortaya ¢iktigi ve ¢ok yiiksek ligant derisimlerinde v’niin
degerinin 1’e yaklastigi gozlenir. Baglama yerlerinin yarisinin
doyuruldugu ligant derisimi, esitlik (4-21)’in incelenmesiyle de
anlasilacagi gibi, denge ya da birlesim dursayisinin resiprokuna, yani
ayristm  dursayisina (Kq) esittir. Boliim 7-5’de irdelendigi gibi, Kqg
proteinin ligandina olan ilginligine yansitir ve ilginlikle ters orantili bir

iligki gosterir.

Birden fazla baglama bolgesi olan sistemlerde (4-21) esitligi,

nKI[A]
N — (4-22)
1+K[A]

seklinde yazilir.
Proteinin ligandiyla olan etkilesimini tanimlayan hiperbolik egriyi
dogrusal sekillere doniistiirmek olanaklidir. Boylece, sayisal degerlere

ulagsmak kolaylasir. (4-22) esitliginin her iki yani ters ¢evrildiginde,
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= . + , (4-23)

1 1
Klotz ( Lineweaver-Burk) esitligi elde edilir. ‘niin ‘ya kars1
v [A]
¢izimi yapildiginda, ¢ikan dogrunun
1 1
dikey eksendeki kesim noktasi ve egimi olur (Sekil 4-15a).
n nK

Benzer sekilde (4-23) esitliginin her iki tarafi (A) ile ¢arpildiginda Heins
Scott ve Hildebrand Benessie esitligi elde edilir:

Sekil 4-15. n tane benzer baglama yeri igeren proteine ait ideal
baglanma esitliginin dogrusal doniisiimlerine 6zgii
cizimler.(a): Klotz (Lineweaver Burk); (b): Heins
Scott ve Hildebrand Benessie;(c): Scatchard

(Eadie Hofstee) cizimleri .
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= + : (4-24)
\Y% nK n
[A] 1 1
—— ‘ye karst [A] ¢iziminde — ‘lik bir egimle dikey ekseni ( ) da
\% n nK

kesen dogru ortaya ¢ikar (Sekil 4-15Db).
Bir baska doniigim ise (4-22) esitligindeki paydanin sola
gecirilmesi ile (4-25) elde edilir. Bunun dizenlenmesi ile Scatchard

esitligi ve sonug olarak ise,

\Y
diisey ekseni

ve yatay ekseni v olan dogrusal ¢izimler
[A]

elde edilir (Sekil 4-15¢):

v (1 + K[A]) = nK[A] , (4-25)

v=nK[A] - vK[A] , (4-26)
A%

— = nK-Kv. (4-27)

[A]
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4.3.2.5. Denge divalizi ve baglanmanin savisal belirtimi

Sekil 4-16°da goriilen Ozel hiicreler, denge diyaliz islemi igin
kullanilir. Ortadan yalniz kiiglik molekiillere gecirgen bir diyaliz
membrani ile ikiye ayrilmis hiicrenin bir bdlmesine tampon eriyigi i¢inde
radyoaktif isaretli ligant konur. Ikinci bdlmede ise salt tampon eriyigi
bulunur. Ligandin difiizlenerek denge olusturmasi i¢in (hiicrenin her
iki bolmesinde de ligant derisiminin esit olmasi igin) gerekli sire
saptanir. Daha sonra hiicrelerin ikinci boliimiine sabit miktarda protein
(enzim), diger boliimiine ise artan derisimlerde radyoaktif ligant konur.
Denge olusumu i¢in saptanan siire sonunda her iki bolmeden alinan
orneklerin  radyoaktiflik icerikleri belirlenir. Iki bolme arasindaki
radyoaktiflik farkindan enzime bagli ve birinci bolmedeki radyoaktiflik
degerinden de serbest (yani baglanmamis) ligant miktar1 saptanir. B6lim
4.3.2.4’teki formiillerden biri kullanilarak deneysel olarak elde edilen bu

degerlerden ayrisim dursayisi hesaplanir.

Sekil 4-16. a) Denge diyaliz hiicresinin sematik gosterilisi.
b) Verilerin Klotz’a gore ¢izimi.
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4.3.3. Aktif protein orneginde yapi-islev iliskileri

4.3.3.1. Miyoglobin ve hemoglobin-oksijen tasiyan

roteinler

Giliniimiizde canlilarin biiyiik bir boliimii, yasamak i¢in oksijen

icerikli bir havayi gereksinir. Yiiksek canlilarin tiimiinii kapsayan ve
acrob olarak tanimlanan bu biiyiikk canli smifi, evrim sdrecinin ileri
asamalarinda (giiniimiizden yaklasik 400 milyon yi1l 6nce) yeryiiziinde
ortaya ¢ikmistir. Yerytiziindeki ilk canlilarin anaerob, ilkel atmosferin ise
Oz’den yoksun oldugu sanmilmaktadir. Yeryiiziinde basta yogun
miktarlarda bulunan, zengin enerji igerikli (indirgenmis) organik
molekiilleri tliketerek ¢ogalan bu (heterotrof) canlilar zamanla bu
maddelerin azalmasina yol agmistir. Bunu kendi kendisini besleyebilen
(ototrof) organizmalarin evrimi izlemistir. Bunlarin CO,, H2O ve giines
enerjisinden kendi enerji kaynaklarini olusturmalarina kosut olarak,
atmosferin O, igerigi artmistir. Aerob organizmalar ise, glinimiiz
atmosferinde % 21 oraninda bulunan oksijeni kullanarak besin
maddelerinden gereksindikleri enerjiyi (ileride goriilecegi gibi) en etkin
bicimde kazanmalarin1 saglayan gii¢clii oksitlenme mekanizmalarini
gelistirmistir. Yiiksek canlilarda atmosferden alinan O,’nin kullanilacagi
yere (yani doku ve hiicrelere) tasinmasi dolagim sistemi araciligiyla
gerceklesmekte, Oy’ni tasiyan molekiil sistemini ise hemoglobin

olusturmaktadir.
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4.3.3.2. Mivoglobin ve hemoglobinin vapisal ve islevsel

ozellikleri

Etkili bir tasiyict sistem, tasinacak maddeyi yiiksek derisimde
bulundugu yerde siki bicimde baglar, diisilk derisimdeki yerde ise
saliverir. Hemoglobin, oksijenle etkilesimlerinde bu kurali 6rnek bigimde
yerine getiren bir proteindir. Alyuvarlarin igerdigi kilcal damarinda
yiiklendigi O,’i dokulara tasir. Kasta bulunan miyoglobin ise, dnplanda
07’1 depolama gorevini istlenmistir. O;’le etkilesen bu iki proteinin
islevleri arasindaki farklilik (tasima ve depolama) ile yapisal 6zellikleri
arasindaki baglant1 asagida anlatilacaktir.

Gerek miyoglobin  ve gerekse hemoglobin hem-igerikli
proteinlerdir. Polipeptit kismina ek olarak bu proteinlerin yapisinda
bulunan ve dolayisiyla prostetik (ek) grup olarak adlandirilan hem grubu
diizlemsel bir protoporfirin halkasindan ve bu halkanin orta konumunda
bulunan bir Fe** -atomundan olusur (Sekil 4-17). Protoporfirin metan

kopriileriyle birlegsmis dort pirol grubundan meydana gelmistir.

Sekil 4-17. Hem i¢inde bulunan demir atomunun yaptigi
alt1 bag.
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bu diizlem iginde pirol gruplarmin  N-atomlartyla dort koordinasyon
bag1 ile, ayrica protoporfirin halkasiin bir yamindaki imidazol Fe®*
grubunun  N-atomuyla koordinasyon bagiyla birlesmistir. Fe®*, diizlemin
diger yanindaki O, molekiilii ile altinci koordinasyon kolu {izerinden
etkilesir.

Miyoglobin, yaklasik 18.000 dalton molekiil agirlikli olup, 153
amino asit icerir, tek bir polipeptit zincirinden ve bir hem grubundan
olusmustur. Polipeptit zincirinin uzayda katlanmasiyla ortaya ¢ikan
ticboyutlu (iigiinciil) yapist kiiresel proteinlerin yukarida agiklanan tiim
Ozelliklerini gosterir (Sekil 4-18). Polar ve iyonlagmis gruplarin suya
yonelik konumuna karsilik polar olmayan amino asitler, miyoglobin
molekiiliiniin i¢ boliimiinde toplanmistir. Kiiresel yapinin dis yiizeyindeki
polar olmayan amino asitlerin gevreledigi bir hidrofobik oyuk iginde ise
hem grubu yer alir. Hem grubunun Fe** -iyonunun besinci koordinasyon
kolu (yukarida belirtildigi gibi) bu oyuk i¢inde bir histidinin imidazol
grubu ile birlesmistir. Miyoglobinin hidrofobik hem oyugunun H,0
molekiillerinden yoksun olmasi Fe?"i O, tarafindan oksitlenmekten
korur. Ayrica histidinin, demirle (besinci koordinasyon kolu iizerinden)
birlesen, N-atomunun getirdigi elektronegatif yilikte demir ile O3
arasindaki bagm gevsek ve geridoniislimlii kalmasmi saglar. Oo-
yoklugunda altinct (O2’ye 0zgii) koordinasyon kolu bos kalan Fe*"’in
capinin genisligi ve ayrica protoporfirinin pirol gruplari arasindaki itim,
Fe?**unun protoporfirin diizleminden histidine dogru yaklasitk 1 A

Olcislinde kaymasima neden olur. Ancak, altinc1 koordinasyon kolu
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Sekil 4-18. Miyoglobin yapisi.

lizerinden O, ile birlestiginde, Fe?*  protoporfirin dizleminin
merkezine yerlesir. Fe’*unun O, baglayip baglamama durumuna
gore yaptigi bu 1 A mesafelik kaymalar diger yandan bagl oldugu
histidin grubunun ileri geri devinimlerine yol acar. Bu devinimler
histidin iizerinden tiim protein molekiiliiniin ticboyutlu yapisinmi etkiler.
Bu yapisal degisiklikler ise, Ozellikle daha sonra goriilecegi gibi,
hemoglobinin O, ile etkilesiminde biiyilk Onem tasir (Sekil 4-19).

O7’in miyoglobine (ve hemoglobine) baglanmasi sonucu, bu
proteinlerin sogurdugu 151gin dalga boyunda da degisiklikler meydana
gelir. O,  yoklugunda bu proteinler en etkin sekilde 550 nm
dalga boyundaki 15181 sogurur. Buna karsin, O,-yUKIi miyoglobin ya da
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Sekil 4-19. Hem diizleminde Fe®" iyonun histidin gruplari
ve O, ile etkilesimleri.

hemoglobin 530 ve 570 nm’lerde iki absorpsiyon (sogurum) tepesi
gosterir. Secilen dalga boyuna gore, bu tepelerin yiksekliklerindeki
degisikliklere gore proteinin Oj-baglama oranlarinin belirlenmesine
olanak saglar (Sekil 4-20).

Bu tiir bir spektroskopik Ol¢iim islemiyle degisik O, -igerikli
(yani sinirlt Oz-basincina -PO;’ye sahip) gaz karisimlarinda O,-baglamis
miyoglobin oranlar (v) saptandiginda, ortaya hiperbolik bir O, doyum
(ya da O-ayrisim) egrisi ¢ikar. Yaklasik 10 mmHg PO,’de miyoglobin
molekilleri O, ile doyuma ulasir. Boyle bir egriden, daha 6nce
de belirtildigi gibi, proteinin ligandina 6zgili ayristm dursayisini (Kq’yi)
belirlemek olanaklidir. Ayrisim dursayist proteinin ligandiyla yar1
doyumunu veren ligant derisimine karsilik geldigine gore, gaz
niteligindeki  ligantlar icin Ky Yyerine, genelde, Psy yani yari

doyumunu saglayan PO, degeri verilir. Miyoglobine baglanmada O,
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Sekil 4-20. Goriiniir 151k bolgesinde oksijen yiiklii ve
oksijenden yoksun hemoglobinin (oksi- ve
deoksihemoglobinin) sogurum spektrumlari.
Miyoglobin ve hemoglobinin sogurum
spektrumlar1 benzesiktir.

icin Psp 1 mmHg olarak bulunmustur (Sekil 4-21). Atmosferik havada,
akcigerin hava keseciklerinde ve kas kilcal damarlarinda gecerli PO,
degerlerinin 1s18inda (Tablo 4-8), miyoglobin niteliginde bir proteinin
02’1 kan yoluyla akcigerlerden dokuya tasimasi sézkonusu olmayacaktir.
Zira, Oy’e olan yiiksek ilginligi nedeniyle, miyoglobin tagidigit O;’i PO; |
mmHg’nin altina diismedikge ¢evreye vermesi olanakli degildir. PO,
degeri ise, kasta ancak fiziksel etkinlik sirasinda 1 mmHg’nin altina
diisebilir. Buna goére, miyoglobin goreli yiiksek ilginligi nedeniyle kasta
07’1 tutuklayip saklama gorevi i¢in uygun bir proteindir. Ancak, O;’i
akcigerlerden dokulara tasimak i¢cin gerekli ozellikleri tagimamaktadir.
O2’i kanda fizyolojik agidan anlamli bir bigimde tagimak igin gerekli

kosullar1 ise hemoglobin yerine getirmektedir.
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Sekil 4-21. Miyoglobinin O,-doyum egrisi.

PO, (mmHQ)
Atmosferik hava 160
Akciger (alveoller) 105
Kas (kilcal damarlarr) 20

Tablo 4-8. Atmosferik hava ve degisik viicut bélmelerin-
deki PO, degerleri.
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Hemoglobin 66,000 dalton molekiil agirliginda olup, her biri
yaklasik 16,500 dalton molekiil agirlikli dort altbirimden olusmustur. Bu
altbirimler iki ayr1 tipte olup, bir hemoglobin molekiiliinde her tip
altbirimden iki adet bulunur (Sekil 4-22). Altbirim igeriklerine ve yasam
siirecinde ortaya ciktiklar1 evreye gore degisik hemoglobin tipleri

bulunur.

Sekil 4-22. Hemoglobin.

Eriskinlerde gorilen tum hemoglobin tipleri a-globin zincirli
altbirim yapisina sahiptir.  o-globin zincirinin 146 amino asit
icermelerine karsin, eriskinlerde goriilen hemoglobinlerin icerdigi ikinci
tip globin, B, & ya da vy zincirleri 141 amino asit igerir. Hemoglobinin
altbirimlerinin ticboyutlu yapilar1 aralarinda ve ayrica miyoglobinin
ticboyutlu yapisiyla biiyiik benzesiklik gosterir. Birincil yapilarindaki
farkliliklara karsin, ticboyutlu yapilarindaki benzerlik bu proteinlerin
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hepsinin bir atagenin c¢ogalisimi ve degisiminden tiiremis oldugunu
sezindirmektedir.

Tipki miyoglobinde oldugu gibi, hemoglobinde de prostetik
grubu O, baglayan ve hidrofobik bir oyuga gomiilii hem grubu olusturur.
Her altbirimde bir hem grubu dolayisiyla bir Oj-baglama bdlgesi
bulunur. Hemoglobin molekdliniin dért O,- baglama bdlgesi molekiiliin
yiizeyinde birbirlerinden erisebilecek en ayrik konumda bulunur.
Altbirimlerin komsu altbirimlerle olusturduklari ¢ok sayida hidrojen
kopriisii hemoglobin molekiiliiniin dordiinciil yapisinin  kalimliliginm
belirler. Hemoglobin molekilinin O, baglamasi sirasinda altbirimler
aralarindaki igbirligini belirleyen 0zglin kaymalar meydana gelir.
Altbirimlerin temas noktalarini olusturan ve bu isbirligi i¢in biiyiik 6nem
tagilyan amino asitlerin evrim boyunca degismemis olduklar1 goriiliir.
Ayrica Oy tasimayan hemoglobinin altbirimleri arasinda tuz baglar
bulunur.

Hemoglobin, miyoglobine oranla O, baglamada gosterdigi ¢esitli
ayricaliklarla goze carpar.

1- hemoglobinin O,-baglama egrisi sigmoit ya da S-bicimlidir,

2- hemoglobinin O, ile yar1 doyumu igin gerekli PO,

(Ps0)= 26 mmHg,

3- hemoglobinin  Oj’¢ olan ilginligi ve buna bagimli olarak
O,-doyum egrisinin dikligi H"- iyonlarmin derisimine, CO, ya da
2,3-difosfogliserat (2,3-DPG) molekiillerinin hemoglobinle etkilesimine
bagimli olarak degisir.

S-bigimindeki O, - doyum egrisi, hemoglobinin disiik PO--

degerlerinde Oj’e¢ olan ilginliginin diisiik oldugunu, artan PO,-
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degerlerinde, baska bir deyimle O, baglandikca, ilginliginin arttigim
goOsterir. Allosterik diizenleme mekanizmasimma 06zgli bu davranis,
hemoglobinin altbirimlerinin O,-baglamada gergeklestirdikleri isbirligini
(kooperatif etkilesimi) yansitmaktadir. Bu 6zelligi sayesinde hemoglobin,
akciger alveollerinde % 98 (v= 0,98) oraninda yiikledigi O;’in yaklasik
% 65’ini periferik dokudaki kilcal damarlara geldiginde (O, ile doyum
oraninin burada % 36 (v= 0,36)ya diismesine kosut olarak) birakir.
Normal hemoglobin A molekilinin O,’i akcigerden dokuya tasimada
gosterdigi % 65’lik verime karsin, altbirimleri arasinda allosterik bir
isbirligi olmayan, ancak Psp= 26 mmHg olan bir hemoglobin tipinde bu
verim % 36’y1, miyoglobinin O6zelliklerine sahip bir proteinde ise %

41 geemez (Sekil 4-23).

Sekil 4-23. Hemoglobinin O,-doyum egrisi.
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Miyoglobin ile hemoglobinin O, ile etkilesimlerinde gosterdikleri
farkli davranig Hill tarafindan gelistirilen bazi denklemlerle matematiksel
bir anlatim bulmustur: Oksijenin miyoglobine (Mb) baglanmasi protein

ligant etkilesimlerine bir 6rnek olusturur.

MbO, == Mb + O,

Etkilesimin ayrisim denge dursayisi (Kg)

[Mb] [O]
Kg= ————— (4-29)
[MbO2]

ile tanimlanir.

Burada [MbO,], O, yikli miyoglobinin, [Mb] , O,’den yoksun
miyoglobinin ve baglanmamis oksijenin (O2) derisimlerini (litrede mol)
anlatmaktadir.

Miyoglobinin O; ile doyum orani (v) esitlik 4-12’dekine benzer

bicimde gdsterilebilir.

[MbO]

(4-30)

V=

(4-29) ve (4-30) sayili esitliklerin Dbirlestirilmesiyle, doyum

oranini tanimlayan esitlik (4-31) elde edilir:

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

[O2]
v_— (4-31)
[O2]+ Ky

Derisim yerine sinirli oksijen basinct PO,  kullandiginda

esitlik (4-31),

V= — (4-32)

seklinde yazilir.

Hiperbolik bir egri veren esitlik 4-32, oksijen ayrisiminda v, PO,
ve Psg baglantilarini tanimlar.

Ancak, bu esitlik hemoglobinin (isbirlikli (kooperatif) bir
etkilesimin ag¢ilimi  olan) sigmoidal oksijen ayrisim  egrisini
tanimlamaktan uzaktir. Archibald Hill, kooperatiflik karsilig1 tistel bir
islevi katarak yukaridaki esitligi hemoglobin gibi proteinler icin gegerli
etkilesimlere uyarlamistir. (4-32)nin yeniden diizenlenmesiyle elde edilen
esitlik (4-33)te, n bu istel islevi (Hill katsayisini) simgeler. n ideal
kosullarda etkilesime giren baglanma bdlgelerinin toplam sayisina

karsilik gelir.
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A% (POz)n
= (4-33)
1-V (Pso)n
Esitligin iki yaninin logaritmasi alindiginda,
(v)
log =n logPO; - n logPs (4-34)
1-v

log (v/(1-v) degerlerinin, nlogPO,’nin bir islevi olarak verildigi
bir diyagramda, ortaya ¢ikan dogrunun egimi Hill katsayisini verir
(Sekil 4-24). isbirliginin bulunmadig1 durumlarda, 6rnegin miyoglobinin
O, ile etkilesiminde n= 1. Hill katsayist isbirligine giren baglanma
bolgelerinin sayistyla orantili olarak artar. Ancak, uygulamada
hesaplanan Hill katsayis1 degerleri normalde, ideal kosullarda beklenen
degerlerden, daha diisiik bulunur. Hemoglobin oksijen etkilesimlerinde
n=2,8’dir.

1937 yilinda F.Haurowitz’in Oz’den yoksun ve O,-yiKIU
hemoglobin 6rneklerinin olusturduklar kristallerin degisik goriintiisiinde
de gozledigi gibi, O,’in baglanmasi hemoglobinin iighoyutlu yapisinda
onemli degisikliklere yol agar. Oj-baglamamis hemoglobin, gergin bir
yap1, Oz-bagli ve Oz’ne yiiksek ilginlik kazanmis hemoglobin gevsek bir
yap1 Ozelligi gosterir. Bu farkliliklar, altbirimler arasinda bulunan
tuz baglarindan kaynaklanir. Gergin yapi, Oz-baglama bdlgelerinin
(hem oyuklarinin) {#g¢boyutlu yapisini etkileyerek O2’in hem grubuyla

etkilesimini zorlastirir.
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Sekil 4-24. O,’nin hemoglobin ve miyoglobine baglan-
masinin Hill denklemine gore ¢izimi.

O, molekiillerinin baglanmasina bagimli olarak altbirimlerin iicboyutlu
yapilarinda meydana gelen degisiklikler ve bu altbirimlerle komsu
altbirimleri arasindaki tuz baglarinin pargalanmasi gevsek, O,-baglamaya
daha uygun konformasyonun ortaya ¢ikmasini saglar (Sekil 4-25).

pH degerindeki bir diisme sonucu hemoglobinin O;’i daha
zorlukla bagladig gortiliir. Bohr etkisi olarak taninan bu davranis O, ve
H*-iyonlarmin hemoglobine baglanmak icin girdikleri yaris1 yansitir. Bu
mekanizma canlilarda O, ve CO;’in tasinmasinda Gnem tasir. Besin
maddelerinin O,’e¢ bagimli (aerob) oksitlenmesi sonucu olusan CO»,

H,CO3’e doniiserek dokuda pH’nin diismesine yol agar. Ayrica, aerob
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Sekil 4-25. Hemoglobin altbirimlerinde oksijen
baglamaya kosut olacak kooperatif
konformasyon (ilginlik) degisimi.

Oksijen baglanmasi altbirimler arasindaki

tuz baglarini (kavisli ¢izgiler) ortadan kaldirir.
oksitlenme igin O, (6rnegin  fiziksel etkinlik sirasinda) yetersiz
kaldiginda,besin maddelerinin bir boliimii oksijen yoklugunda (anaerob
olarak) oksitlenir. Bunun sonucu dokuda  (H2CO;  gibi pH’nin
diismesine neden olan) laktik asit olusur. pH’nin diigmesi ise aerob

oksitlenme icin gereksinilen O;’nin dokuda hemoglobinden daha kolay

ayrigmasini saglar:

aerob+anaerob oksitlenme— CO, + (CH;CHOHCOOH) —» H,CO4
(+CH3;CHOHCOOH)—

HCO3+H"(+CH3CHOHCOO +H")+HbO,— HCO3 (+CH;CHOHCOO)+Hb-H*+0,
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Hemoglobinin  serbest H'-iyonlari  bu  mekanizmayla
kapabilmesi dokuda olusan CO,’in HCO3’e doniismesini ve boylelikle

COy’in kandan akcigere iletilmesine olanak saglar.
COx(gaz) == COx(giiinmis) == Ho,CO3 == H" + HCOs5,

(Aksi durumda, reaksiyonlar dizisinde sag yandaki serbest H' iyonlarmin
derisimlerindeki yiikselme sonucu iletilebilecek HCO3™ miktarinin ¢ok

kisitl kalmasi gerekirdi).

Akcigerlerde ise, ylksek PO, degerlerinde O;’in hemoglobine
baglanmasiyla agiga ¢ikan H'-iyonlari, dokudakinin tersine, CO;’in

solunmasini olanakli kilar:
0,+Hb-H*+HCO5™ == Hb-0,+H*+HCO; == H,CO;3 == COysimmig* Ho0
=== COZ(gaZ) + Hzo

Hemoglobinin O, ile etkilesimini belirleyen diger onemli bir
etmen, 2,3-difosfogliserat, kisaca 2,3-DPG’dir. Bu madde hiicre i¢inde
glikozun yikimi (glikoliz) sirasinda olusan onemli bir araurin olan
1,3-difosfogliserattan bir yan reaksiyon sonucu olusur.

Coziinmiis hemoglobinin Oz’¢ olan ilginliginin  eritrosit
icindeki hemoglobininkine oranla ¢ok daha yiiksek oldugu bulunmus,
eritrosit digindaki hemoglobin i¢in Psp 1 mmHg olarak saptanmistir. Bu
bulgunun altinda yatan mekanizma 1967 yilinda Reinhold Benesch ve
Ruth Benesch’in 2,3-DPG’nin hemoglobine baglanarak onun O;’e olan
ilginliginin azalmasina yol a¢tigin1 gdstermesiyle agikliga kavusmustur.
2,3-DPG’nin hemoglobine baglanmasiyla Psy degeri  bilinen 26
mmHg’a ulagmaktadir (Sekil 4-26).
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Sekil 4-26. 2,3-DPG’nin O, nin hemoglobine
baglanmasina etkisi.

2,3-DPG  yoklugunda hemoglobinin akcigerde yiikledigi O2’i
dokuya iletme yetenegini  biiyiik oOl¢iide yitirmesi, 2,3-DPG’nin
fizyolojik Onemini vurgular. Hemoglobin basina tek bir 2,3-DPG
molekiilii, hemoglobinin ortasindaki, dort altbirimin histidin gibi
elektropozitif gruplarinin gevreledigi, oyuga baglanir. Fetal hemoglobin
(HbF) ise normal erigkin hemoglobini (HbA)ne oranla O,’e daha yiiksek
bir ilginlik gosterir. Fetal hemoglobinin y-zincirlerinin, hemoglobin
A’nin B-zincirinin aksine, 2,3-DPG ile etkilesen histidin gruplarinin
yerine serin gruplari tagimasi, 2,3-DPG baglama bdlgesinin elektropozitif
niteligini  degistirir. Fetal hemoglobinin elektronegatif 2,3-DPG
molekilini HbA kadar siki baglayamamasi, g0zlenen yiksek O,
ilginligine yol acar. Diger yandan, Oj’e olan yiiksek ilginligi, O-
derisiminin akcigerlere oranla ¢ok daha diisiik oldugu plasenta

dokusunda, HbF’in HbA’dan O;’i devralmasini kolaylastirir.
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2,3-DPG’nin  eritrosit igindeki  derisimindeki degismeler klinik
uygulamada &nem kazanabilir. Ornegin uzun siire durmus kan
konservelerinde 2,3-DPG derisiminin 4,5 mM’dan 0,5 mM’a kadar
diismesi, Oy iletim islevi biiyiik dl¢lide bozulmus bir kanin (dolayisiyla
ameliyatlarda 6nemli sorun yaratabilecek bir durumun) ortaya ¢ikmasina
neden olabilir.

4.3.4. Nukleik asitler

Niikleik asitler, informatif makromolekiillerin ikinci ana simifini
olusturur. Hiicrede kalitsal bilginin taginma ve iletilmesi islevini
iistlenmis olan bu molekiiller, tipki proteinler gibi birden ¢ok yapitaginin
0zglin bir sirada ardagik dizilmeleriyle olusur.

Niikleik asitlerin temsilcileri DNA ve RNA molekiilleri, dort ¢esit
nukleotit adi verilen yapitagindan kurulur. Bir niikleotit molekiilii ise bir
ya da birden ¢ok sayida fosfat grubundan, bes karbon atomlu bir seker
(pentoz) molekiiliinden ve nitrojen icerikli heterosiklik (¢ok tiirel halkalr)
bir bazdan olusur (Sekil 4-27). DNA’da seker boliimiine, ikinci karbon
atomu Uzerindeki hidroksil grubundan yoksun, deoksiriboz, RNA’daki
seker boliimiine ise bir riboz molekiilii karsilik gelir. Nikleotitler, adenin
ve guanin gibi purin, ya da sitozin ve timin gibi pirimidin  bazlarini
icerir. RNA molekiiliinde timinin yerini diger bir pirimidin tiirii olan
(ve halkanin 5.konumundaki -CH3 grubundan yoksun) urasil almistir.

Seker molekiiliiniin  birinci karbon atomu ile bazlarin
(pirimidinlerde  Uglncl  konumdaki, purinlerde ise  dokuzuncu
konumdaki) nitrojen atomu arasinda kurulan (C-N) bag(1) sonucu
nukleositler olusur. Bir niikleosidin seker molekiiliiniin {tiglincii ya da

besinci karbon atomunun tasidigi hidroksil grubuna bir fosfat grubunun
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ester bagi ile baglanmasi sonucu ise niikleotitler meydana gelir. Fosfat
grubuna, diger yandan, anhidrit baglar ile bir ya da iki fosfat grubu daha
baglanabilir. Buna gore, niikleosit mono-, di- ya da trifosfattan s6z edilir.

Niikleotitlerin fosfodiester baglar ile birlesmeleriyle poliniikleotit
zincirleri meydana gelir. Icerdikleri yapitaslarina gore poliniikleotitler,
poliribonikleotitler (RNA zincirleri) ya da polideoksiribontkleotitler
(DNA zincirleri) olarak tanimlanir. Poliniikleotitleri meydana getiren
fosfodiester baglari, genelde bir niikleotidin seker molekiiliiniin 5°-OH
grubu ile diger bir niikleotidin seker molekiiliiniin 3’-OH grubu arasinda
olusur (5’—3’ fosfodiester baglari).

Niikleositler, agik kimyasal formiil yerine, sematik olarak, bazin
bliylik bas harfi ve bu harften asagiya dikey c¢ekilmis ve seker
molekdlunt simgeleyen bir gizgiyle gosterilebilir.
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Sekil 4-27. Nikleotitler.
Cizginin st ucu seker molekiiliiniin 1., alt ucu ise 5.karbon atomunu
temsil eder. Alt uctan dikey ¢izgiyle bir dar ag1 olusturacak bigimde
cekilen ikinci bir ¢izgi ise, niikleotidin fosfat grubu ya da gruplarini
gosterir. Ayni yaklasimla polintikleotitleri de sematik olarak gdstermek

olanaklidir (Sekil 4-28).
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Sekil 4-28. Niikleotit ve poliniikleotitlerin basitlestirilmis
gosterilis bigimi.

Bir poliniikleotit zincirinin degisken 6gelerini, purin ve pirimidin
bazlar1 olusturur. Seker ve fosfat gruplari ise zincirlerin yinelenen
degismez nitelikli yapitaglaridir. Buna gore, bir poliniikleotit zincirinin
tagidigr bilgi dort cesit bazin dizilme sirasina gore belirlenir. 5°— 3’
fosfodiester baglari, poliniikleotit zincirlerine farkli nitelikli iki ug
(serbest bir 5’-fosfat ucu ve serbest bir 3°-OH ucu) kazandirir. Boylece
poliniikleotit zincirleri tipki polipeptit zincirleri gibi tasidiklart degisik

nitelikli uglar1 nedeniyle birincil yapilarinda 6zgiin bir yonelim gosterir:

poliniikleotit 5’-P ucu — 3°-OH ucu

polipeptit  NH; ucu— -COOH ucu
Informatif makromolekiillerin yapitaglarinin dizilisindeki yénelim

benzerligi ile kalitsal bilginin iletilmesi arasinda daha sonra da goriilecegi

gibi 6nemli bir bagint1 vardir.
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4.3.4.1.. DNA molekali

Kirkli yillarda yiiriitiilen ve DNA’nin kalitsal bilginin tagiyicisi
oldugunu gosteren deneyler lizerine yogunlasan ¢alismalar, ellili yillarda
DNA molekiiliiniin tigchoyutlu yapisinin aydinlanmasi ve kalitsal bilginin
saklanma ve iletilmesini belirleyen mekanizmalarin agiklanmasiyla
sonuglanmistir. Kirkli yillarda 6nce Chargaff, DNA’nin baz igerigini
inceleyerek adenin ile timin ve guanin ile sitozin miktarlarinin yaklagik

esit oldugunu gostermistir:

DNA
AT
G~C

Chargaff’in ¢ok sayida degisik canlidan elde edilen DNA
orneklerinin baz igerigini inceleyerek yaptigit bu gozlemi Wilkins’in
DNA kristallerinde X-1sinlar1 sagilma yontemiyle yiiriittiigi ¢alismalari
izlemistir. Bu caligmalar, DNA’nin yapisinin doniisiimsel olarak
kendisini yineleyen bir 6zellik gosterdigini ortaya koymustur. Ayrica,
DNA molekiiliiniin iki DNA zincirinden olustugu, bazlarin diizlemsel
yapilartyla molekiilin i¢  boliimiinde eksene dikey konumda
tabakalandigini, seker ve fosfat gruplarinin ise molekiiliin dig boliimiinde
ve molekiil boyunca dizili oldugu saptanmustir.

Watson ve Crick’in, 1953 yilinda bu bulgulart degerlendirerek,

onerdikleri DNA modeline gore ise, DNA’y1 olusturan ve ters yonelimli
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(antiparalel) iki zincir ortak bir eksen etrafinda kivrilarak bir ¢ift sarmal
meydana getirir. Bu sarmalin her bir dontimii 34 A uzunlugunda olup, 10
nikleotit cifti icerir. Her zinciri olusturan niikleotitlerin deoksiriboz ve
fosfat gibi hidrofilik gruplar1 disa yani su fazina doniik, hidrofobik
nitelikte diizlemsel bazlar ise zincirler arasindaki i¢ bosluga doniik
konumdadir. Model ayrica Chargaff’in bulusundan hareketle her
zincirdeki adeninin karsisinda diger zincirde bir timinin ve her guaninin
karsisinda da bir sitozin molekiiliiniin yer aldigini, karsilikli siralanan bu
purin-pirimidin ¢iftlerinin aralarinda hidrojen kopriileri kurduklarini
varsayar. BOyle hidrojen kopriileri araciligiyla ¢iftler meydana getiren
bazlarin birbirlerini tiimleyici davranist  komplementerlik olarak
adlandirilir. DNA dizilerinin tiimleyici bazlar1 arasindaki hidrojen
kopruleri, TUstiiste tabakalanmig (“stacked”) bazlar1 arasindaki
dispersiyon gucleri (bkz. Bolim 2.1.2.2 ), disa yonelik polar nitelikli
fosfat ve seker gruplarinin su evresiyle kurduklari hidrojen kopriileri,
cift sarmal yapisinin kalimliligini belirler (Sekil 4-29).

Watson ve Crick modelindeki yapi, DNA B yapisi olarak ta
taninmaktadir. Sag yonelimli bir ¢ift sarmal olan B yapisinda, seker ve
fosfat iskeletinin kivrimlarmin  uzayda esit aralikli siralanmamast,
DNA zincirleri arasindaki oyuklarin esitsizligini belirler. Buna bagh
olarak, yapida sirasiyla degisen kiigiik ve biiyiik oyuklardan s6z edilir.

DNA zincirlerinin karsilikli olusturduklar1 baz ¢iftleri ve bunlarin
tagidiklar1 nitrojen ve oksijen atomlar1 biiyliik ve kiiciik oyuklarin
tabanini,  olusturur (Sekil 4-30). Bazlara 6zgl ve hidrojen koprdleri

kurma ozelligine sahip gruplart igermeleri nedeniyle, DNA ile 6zgin
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bi¢cimde, baz dizilerini taniyarak, etkilesen diizenleyici nitelikli proteinler
oncelikle bu oyuklara baglanir.

Baz ciftleri arasinda kurulan hidrojen baglari, DNA ¢ift sarmal
yapisinin kalimliligini belirleyen en 6nemli bir etken olduguna gore,
icerdikleri hidrojen bag1 sayisindaki farkliliga bagh olarak G = C ve A =
T baz ciftlerinin kalimliga katkis1 farkli olur. Buna gore, G = C igerigiyle
orantili olarak DNA molekiiliiniin denatiirlendigi, yani tek ipliklerine
ayristigi sicaklik yiiksek olacaktir (Sekil 4-31).

Glinimiizde DNA B yapisinin yan1 sira, DNA A ve DNA Z
yapilart da bilinmektedir (Sekil 4-32). DNA’nin bu ii¢ degisik yapisinin
oOzellikleri Tablo 4-9¢da karsilastirmali olarak gosterilmektedir.

Dogada DNA uglar serbest, diiz ve acik ya da kovalent bigimde
kapanmis (halkasal) bi¢imlerde bulunabilir (Sekil 4-33). akteri, viris

Sekil 4-29. DNA ¢ift sarmal yapusi. Iskelet modeli.
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Sekil 4-30. Baz ¢iftleri arasinda olusan hidrojen baglar1 ve
baz ciftlerinin kicuk ve buylk oyuklara
yonelik konumu.
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Sekil 4-31. DNA’nin denatlirlenmesinin G+C
icerigine bagimlilig.

ya da mitokondrilerde bulunan DNA, genelde halkasal niteliklidir. Bunun
Otesinde, bu kapalt DNA molekiiller cogu zaman kendi iistiine sarilmis
bir bobin (“supercoiled”) durumda bulunur. Genelde, sag yonelimli
olarak bulunan ustsarmal pozitif, sol yonelimli Ustsarmal negatif olarak

tanimlanir.
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DNA’nin  bodyle bir listsarmal yapisina doniismesi enerjetik

nedenlere dayanir. Cift sarmal yap1 ayni sekilde DNA’nin en kalimli,

Sekil 4-32. A, B ve Z DNA
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en gevsek ve en diisiik enerji diizeyli yapisina karsilik gelir. Bu yapinin
duzenindeki bir degisiklik, O6rnegin  sarmal yapiin  belirli bir
birimindeki doniim sayilarinin azaltilmasi (sarmal yapinin agilmasi) ya
da ¢ogaltilmasi (sarmal yapinin daha sikistk duruma getirilmesi),
sistemin enerjetik konumunu  bozar ve yapiyr gerilimli bir duruma

getirir. DNA’nin gerilimden arindirilmasi, {iste sarilma (“supercoiling”)

A B Z
-Bicim yayvan orta kalinlikta ince uzun
-Baz cifti basina 2.3 A 34 A 3.8A
yukselme
-Sarmal ¢ap1 255 A 23.7T A 18.4 A
-Sarmal donis sag sag sol
yonu
-Glikosidik bag anti anti anti C,T,syn G
-Sarmal doniisii 11 104 12
basina baz ¢ifti
-Sarmal doniisi 24.6 A 33.2A 45.6 A
yiiksekligi
-Baz ciftleri 33° 36° -60°
arasi
doniis agis1
-Buyuk oyuk dar/derin genig/derin diz
-Kicuk oyuk genis/s1g dar/derin cok dar/cok

derin

Tablo 4-9 A, B ve Z DNA yapilarinin 6zellikleri.
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yoluyla olanakli olur. DNA’nin ¢ift sarmalinin bir dontimliik agilima,
genelde sag yondeki bir iistsarmal, DNA ¢ift sarmalina bir doniimliik

kivrilmanin eklenmesi ise sol yondeki bir iistsarmal ile dengelenir (Sekil
4-34).

Sekil 4-33. Ustsarmalli DNA (“supercoiled DNA™).

Yukarida belirtilmis oldugu gibi, 1s1 yoluyla DNA ¢iftsarmal
yapisini olusturan DNA zincirlerini birbirlerinden ayrigtirmak, yani
DNA’y1 denatiirlemek miimkiindiir. Denatlirlenme “kooperatif” bir olay
olup, belirli bir sicaklikta hizla gergeklesir (Sekil 4-35). DNA’nin erime
sicakligi (“temperature of melting” ya da kisaca Tm) olarak gosterilen

bu sicaklikta DNA yar1 yariya ipliklerine ayrigir. Tm, DNA’nin
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Sekil 4-34. Ustsarmal olusumu.

baz igerigine bagimh olup, G + C igerigiyle orantili olarak yiikselir
(bkz.Sekil 4-31).

DNA’nin denatiirlenmesi, spektrofotometrik olarak araciligiyla
izlenebilir. DNA’y1 olusturan niikleotitler (somut olarak bunlarin
icerdigi bazlar) 260 nm’de 15181 etkin bicimde sogurma yetenegine

sahiptir ~ (Sekil 4-36). Buna bagli olarak niikleik asitler de 260 nm’de
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Sekil 4-35. DNA’nin denatiirlenmesi.

Sekil 4-36. Denatiirlenmenin DNA’nin sogurum
Ozelliklerine etkisi.
yiiksek bir sogurum (absorpsiyon Ajeo) degeri gosterir. Bu 6zellikleri

niikleik asitlerin ¢ozeltilerdeki varligin1 ve miktariin belirtimi i¢in ¢ok

yaygin bicimde kullanilir. Ancak, DNA cift sarmal yapisinda istiiste

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

tabakalanmis baz c¢iftleri ¢oziinmiis bazlara ya da ¢ozeltideki serbest
DNA zincirlerin icerdigi bazlara oranla 15181 260 nm’de (yaklasik % 34
oraninda) daha az sogurur. “Hipokromi” olarak adlandirilan bu
davranisi, DNA’nin ipliklerinin birlesmesinin bir gostergesi olarak
kullanilir. Yiiksek 1silarda ayrisan DNA iplikleri, iginde bulunduklari
¢Ozeltinin yeniden sogumasiyla (6rnegin Tm degerinin birkag¢ derece
altinda) yeniden birleserek cift sarmal yapiy1 olusturur. Ajg degerindeki
azalma ile izlenen bu yeniden birlesme reaksiyonunun hizi (ikincil
derecede bir tepkime olarak (bkz.Boliim 7.2)) ayrik zincirlerdeki birbirini
tiimleyici (komplementer) baz dizilerinin derisimine bagimlidir. DNA
derigimi (ipliklerin toplam niikleotit igerigi) sabit tutuldugunda, yeniden
birlesme oranit yinelenen dizilerin bulundugu bir DNA o6rneginde,
dizilerin tekil (yinelenmeyen) nitelikli oldugu bir DNA 6rneginden daha
yiiksek olacaktir. Tekil nitelikli diziler olarak haploit kromozomda tek
kopya olarak bulunan kalitsal bilgi birimleri (6rnegin klasik anlamiyla
genler) tanimlanir.

Yukaridaki diisiincelerden hareketle gelistirilen bir deney
diizeneginde yeniden birlesim hizi, Cot (Cot = C, (niikleotit derigimi
(M) X t (zaman)) terimi ile anlatilir. Denatiirlenmis DNA derisiminin
(Co), t siireli bir yeni birlesme siireci sonunda denatiirlenmis olarak kalan

DNA derisimine (C) oranin1 tanimlayan bir esitlikte,
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C 1
= (4 - 35)
Co 1 + kCot

CIC, orani, k (birlesim hiz dursayist ve Cot degerine baglidir.
Cot olgtimleri, yaklasik 400 baz ¢iftlik pargalara indirgenmis bir DNA
Oorneginin bulundugu bir tepkime ortaminda gergeklestirilir.  Tm
degerinin yaklasik 30°C altinda yiiriitiilen bir yeniden birlesim deneyinde
CIC, degerleri, Cot degerlerinin islevi olarak gosterilir (Sekil 4-37).
Ortaya ¢ikan egrilerin bi¢imi ve konumu DNA 6rneklerinin baz igerigine
151k tutmasi agisinda dnem tasir. incelenen DNA nin biiyiikliigiine (sabit
kalan DNA derisimde goreli olarak seyreden tumleyici dizilerin
birbirlerini bulurak birlesmeleri i¢in gereksindikleri siirenin (t)
uzamasina)  baghh olarak birlesim i¢in gerekli Cot degeri de
biiyiiyecektir. Yinelenen dizilerden olusan bir 6rnek ise (en basiti poli U
+ poli A) kugik bir Cot degerine sahip olacaktir. Baska bir deyimle,
yinelenen yakin dizilerin birlesmesi, bir 6lgiit olarak E.coli DNA’sina
oranla yaklasik 10° kat daha hizhi gerceklesir. Diger yandan, insan
DNA’sinin yinelenmeyen dizileri E.coli DNA’sma oranla 10° kat daha
yavas birlesecektir.

Okaryot DNA’s1, yeni birlesim hizi agisindan incelendiginde,
ortaya karmasik ti¢ 6geli (¢ok hizli, hizli ve yavas bileskenlerden olusan)
bir egri ¢itkmigtir. Egrinin analizi 6karyot DNA’sinin % 10-15’inin ¢ok
kez yinelenen dizilere % 25-40’lik boliimiiniin ise tek kopyali dizilere

karsilik geldigini gostermistir (Sekil 4-38).
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Sekil 4-37. DNA birlesim egrisi. Sekil idealles-
tirilmis kosullarda gergeklesecek ikincil
derecede bir tepkime sonucunu
betimlemektedir.

Sekil 4-38. Farkli kaynakli DNA 6rneklerinin Cot
egrileri. Sirasiyla poli U+poli A
sentetipolinlkleotitleri a) fare uydu ("mouse
satellite™) DNA kesimi;
MS-2, faj DNA's1; T4, faj DNA's1; b) dana

DNA's1 yinelenmeyen diziler kesimi.
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4.3.5. Karbonhidratlar (Polisakkaritler)
Makromolekullerin diger bir ana grubudur. Polihidroksialdehit ya

da keton niteligindeki monosakkaritler, karbonhidratlarin yapitaslarini
olusturur. Monosakkaritler, (CH,0), kapali formiiliine sahiptir.
Monosakkaritlerin igerdigi karbon atomlari 2-8 arasinda degisebilir.
Buna bagli olarak ta monosakkaritler dioz, triyoz, tetroz, pentoz ve
heksoz adlar1 altinda siniflandirilir. Monosakkaritler tasidiklar1 hidroksil
gruplarinin simetrik olmayan dagilimlarina bagl olarak gliseraldehidin

orneginde oldugu gibi ayna goriintiisii izomerisi gosterir (Sekil 4-39).

Sekil 4-39. Gliseraldehit 6rneginde ayna goriintiisii
izomerisi.

Bu simetrik olmayan dagilima bagli olarak monosakkaritler optik
acidan etkindir. Polarlasmis 15181 saga ya da sola ¢evirme Ozelliklerine
gore monosakkaritler D- ve L-tiplerine ayrilir. Canlilarda 6n planda D-

tipi monosakkaritler bulunur. Monosakkaritler tasidiklart ¢ok sayida
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hidroksil grubu nedeniyle suda 6zellikle kolay ¢6zunur, suyu sever
(hidrofilik) bilesiklerdir. Suda aldehit ya da keto grubunun hidroksil
gruplarinin biriyle (6rnegin pentozlarda 4.karbon atomu, heksozlarda ise
5.karbon atomu Uzerindeki hidroksil grubuyla) tepkime sonucu
olusturdugu yariasetal {izerinden halkasal (piranoz) yapilar olusur (Sekil
4-40).Halkasal yapisi1 hidroksil grubunun diizlemden asag1 ya da yukari
bakmasina bagli olarak halka yapisinin o- ve  -izomerleri meydana gelir
(Sekil 4-41).

Sekil 4-40. Seker molekiillerinin yariasetal olusumu
iizerinden halkasallagsmasi. Piranoz yapi-
larmin olusumu.
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Monosakkaritler, hidroksil gruplar1 iizerinden fosfat grubuyla
ester baglar1 olusturur. Monosakkaritlerin hiicre metabolizmasina katilimi

bu tiir fosfat bilesikleri tizerinden gercgeklesir.

Sekil 4-41. Glikozun optik etkinlige sahip o- ve [3-Stereo-
izomerleri (Haworth izdiistim formdiller1).

Iki monosakkaritin birlesmesiyle disakkaritler tiirer. Mono-
sakkaritlerin birlesmesine yol acan bu baglar glikesit baglar: olarak ta

adlandirilir. Glikosit baglar1 genellikle bir yariasetal hidroksil grubu ile
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ikinci monosakkaritin 4. ya da 6. hidroksil grubu arasinda olusur

(6rnegin o(1—4) glikosit bagi) (Sekil 4-42).

Sekil 4-42. Baz1 disakkarit tiirleri.
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Boyle glikosit baglariyla tiireyen 2-10 monosakkarit icerikli
bilesikler oligosakkarit, 10’un iizerinde monomer igeren bilesikler ise,
polisakkaritler olarak tanimlanmir. Ozellikle heksozlardan tiiremis
polisakkaritler, canlilar i¢in biiyilkk onem tagir. Molekiil agirliklar
>milyon daltona ulasabilen polisakkaritler, canlilarda yapitasi ve enerji
depolar1 islevlerini iistlenir. Ornegin PB-glikosit baglariyla olusmus
seliiloz, canlilarda karsilasilan en yaygin yapisal molekiildiir ve bitkisel
dokunun iskeletini olusturur. Bitkilerde bulunan ikinci ana polisakkarit
tipini temsil eden nisasta ise, a-glikoz molekullerinin o(1—4) ve
o(1—6) glikosit baglariyla birlesmesiyle tiireyen dallanmis bir

polisakkarittir. Hayvan hiicrelerinde ise benzer baglarla glikojen olusur.

4.3.6. Lipitler

Makromolekiillerin dordiincii ana sinifin1 lipitler olusturur.
Lipitler, apolar ve polar boélumlere sahip (yani amfipatik nitelikte)
molekiillerdir. Bu 6zellikleriyle suda 6zel yonelim gosterir. Polar gruplari
su evresine yoneliktir. Polar olmayan gruplar ise su icinde 6zgin (misel
ya da cift lipit tabakalar1 gibi) yapilar olusturur. Lipitler, yag asitleri, yag
asidi bilesikleri ve izopren tiirevleri olarak {i¢c ana smifi kapsar. Yag
asitleri bir uclarinda karboksil grubu tasiyan degisik uzunlukta
hidrokarbon zincirlerinden olusur:

o-
/
CH; — (CHy),— C .

OH

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

Dogada bulunan yag asitlerinin igerdigi karbon atomlari ¢ift sayil
olup, sentezleri eklenen iki karbon atomlu birimler (asetik asit gruplar)
tizerinden gerceklesir. Hidrokarbon zincirlerinin hidrojenle doyma
derecesine gore doymus ve doymamis yag asitlerinden soz edilir.
Doymamis yag asitleri, bir ya da daha ¢ok sayida ¢ift kovalent
icerir. Hiicre membranlarinin yapitasi olarak fosfolipit, glikolipit gibi yag
asidi bilesikleri ve kolesterol gibi izopren tiirevlerine Onemli gorev
distigi goriiliir.

Fosfolipitler, gliserol gibi ya da sifongosin gibi bir alkol igerir.
Gliseroldan tireyen fosfolipitler, fosfogliseritler olarak tanimlanir.
Gliserolun iki hidroksil grubu yag asitleriyle, {igiincii hidroksil grubu ise
bir fosfat grubuyla esterlesmistir. Fosfat ayrica kolin, serin, etanolamin,
gliserol ya da inositol gibi ikinci bir alkol grubuyla da) esterlesebilir
(Sekil 4-43):

@)

I
CH;— O —C—(CHy)—CHs
| )
CH —O—ﬂ:—(CHz)n—CH3
| )

||

CH,—0O—P — 0O — CH,CH,N*(CHs);

)

Sekil 4-43. Fosfotidil kolin.
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Fosfotidil kolinin 6rneginde goriilen amfipatik yap1 diizeni, bu
grubun diger temsilcileri i¢in de gegerlidir. Bu ortak yap1 sematik olarak

Sekil 4-44’te gosterilmektedir..

— fosfat — kolin

G
Yag asidi— |
|
S
Yagasidil_{ e
r
o
|

Sekil 4-44. Fosfogliseritlerin ortak yapisi.

Sfingosinden tiireyen fosfolipitlerin en yaygmn temsilcisi,
sfingomiyelindir. Karmasik yapili ve amino grubu igerikli sfingosin
amino grubu lizerinden peptit bagi ile bir yag asidi ile birlesmistir.

Sfingosinin (¢ hidroksil grubu bir fosfat grubu, fosfat grubu ise

ayrica bir kolin ile esterlesmistir (Sekil 4-45).
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H H

CHs(CH,)1»—C=CH—C— CH—CH,—O—P—0O—CH,CH,-N*(CHs)3

OH NH o

CH; —(CHy), — C=0

Sfingomiyelin

sifingosin fosfat——kolin

Yag asidi

Sekil 4-45. Sfingomiyelin ve sematik gosterilisi.

Lipitlerin ikinci ana grubunu olusturan glikolipitler de bir
sifingosin ve onunla peptit bagiyla birlesmis bir yag asidinden tliremistir.
Ug hidroksil grubu, bir seker molekiilii (mono ya da oligosakkarit) ile
birlesiktir (Sekil 4-46).

[sfingosin b——seker|

Sekil 4-46. Glikolipitlerin ortak yapisi.

Buna gore, fosfolipit ve glikolipitlerin yapilar1 biyik benzerlik

gostermektedir. Bu molekiiller basitlestirilmis ve amfipatik ozellikleri
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daha da vurgulanarak polar bir bas ile birlikte karsi yonde uzanan iki

hidrokarbon kuyruktan olusmus yapilar olarak gosterilir (Sekil 4-47).
polar bas
hidrokarbon zincirleri
(hidrofobik 6zelliktedir)
Sekil 4-47. Fosfolipit ve glikolipitlerin ortak yapilari.
Fosfolipitler, yukarida da belirtildigi gibi, suda amfipatik

ozelliklerine bagli olarak misel ya da ¢ift tabaka gibi yapilar olusturur

(Sekil 4-48).

misel cift lipit tabakasi

Sekil 4-48. Fosfolipitlerin olusturdugu 6zgiin yap1
bicimleri.

Ozellikle ¢ift tabaka olusmasi sonucu biiyiik boyutlara ulasan

diizlemsel yapilar meydana gelir. Ortamdaki siddetli bir ¢alkanti sonucu
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bu yapilarin  lipozom adi verilen kiiresel bigimler aldiklar1 goriliir
(Sekil 4-49).

Sekil 4-49. Lipozomun sematik sekli.

Lipozomlari, ¢evresinden bir membranla ayrilmis hiicrenin 6ncii
bir modeli olarak diisiinmek miimkiindiir. Gergekten de, ¢ift lipit yaprakl
hiicre membranlarinin ana yapisini olusturur. Kolestrol ise isoprenoit
tirevi lipitlerin altgrubu olan steroitlerin énemli bir temsilcisidir
(Sekil 4-50). Yiiksek canlilarin hiicre membranlarinda bulunur. 2-OH
grubu nedeniyle amfipatik niteliktedir.
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Sekil 4-50. Kolesterol (acik formiilii ve uzay dolduran
modeli).

4.3.7. Makromolekiil vapitaslar: ve ara molekiiller

Hiicre yapitaslari arasinda, su ve makromolekiillerin yani sira,
makromolekiil yapitaslart ve ara molekiillerin baz1 temsilcilerine kisa
deginilmesinde yarar olacaktir. Bu molekiiller ile daha ilerideki konularin

kapsaminda da karsilagilacaktir. Bu baglamda, niikleosit trifosfatlar ve,
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Ozellikle, ATP niikleik asit yapitaslari olarak (Ustlendikleri goérevin
Otesinde hiicrenin enerji metabolizmasinda ve enerji aktariminda
yasamsal bir islevi yerine getirir. Aynm1 sekilde NAD, NADP, ve FAD
hiicrede elektron tastyicilar1 olarak pek ¢ok metabolik siirecte rol oynar
ve indirgenme-yikseltgenme (redoks) olaylarinin gergeklesmesini saglar
(Sekil 4-51).

Sekil 4-51. Elektron tasiyicilari.
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5. Biyoenerjetik
5.1. Giris

Enerji, bir olaym gerceklesebilirligini ve yoniinii belirleyen gii¢
ya da, gilinliik gozlem ve deneyimlerin adim basinda animsattig1 gibi, bir
i1 gergeklestirme yetenegi olarak tanimlanir. Dogada kendiliginden
gerceklesen bir olay ile bir is arasinda énemli bir fark bulunur. Ornegin,
ele alinarak yiiksege kaldirilan bir tasin, birakildiginda, yere diismesi,
kendiliginden gerceklesmesi beklenen bir olaydir. Bu olay enerji
gerektirmedigi gibi, bir is olarak ta tanimlanamaz. Ayrica diisme olayi,
tasin yiiksege kaldirilmasi sirasinda kazanilan gizil (potansiyel) enerjinin
de yitimiyle sonuglanir. Tagin yiikksege kaldirilmasi ise (enerji gerektiren)
bir is olarak tanimlanir. Bu is sirasinda madde daha iistiin bir enerji
diizeyine ve olasilig1 daha diisiik bir konuma getirilir.

Termodinamik, enerji ve madde arasindaki iliskileri inceleyen
fizik dalhidir. Termodinamik ilke ve yontemlerin araciligiyla biyolojik
olaylari inceleyen bilim dalina ise Biyoenerjetik ad1 verilir..

5.2. Termodinamik kurallari

Klasik termodinamik, maddenin basing, hacim, 1s1 ve kimyasal
bilesimi gibi fiziksel ve kimyasal 6zellikleriyle ugrasan bir bilim dalidir.
Zaman kavrami, ayrica, bir olaymn ya da kimyasal tepkimenin hangi
mekanizma ya da hangi yoldan olustugu termodinamik kapsamina
girmez. Termodinamik, bir kimyasal ya da fiziksel olay sirasinda, belirli
bir madde grubunu kapsayan bir sistemde meydana gelen enerji
degisikliklerini 6lger. (Sekil 5-1). Sistemin disindaki maddenin timii bu

baglamda ¢evre olarak
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Cevre
(Diizensizlik) Entropi artar, eksilir ya da sabit kalir.

Sistem
Serbest enerji daima artar.
Entropi artar, azalir ya da
sabit kalir. | a

Vi

Sistem ve gevre
arasinda 1s1 alisverisi
olur.

Evren= Sistem+cevre
Evrenin toplam enerjisi sabit kalir.
Evrenin entropisi artar.

Sekil 5-1. Sistemin gevre ile olan etkilesiminde entropi
ve serbest enerji degisikligi (Sabit basing ve
sicaklikta).

tanimlanir. Cevresiyle enerji ve madde aligverisinin olup olmamasina
gore sistemler ii¢ ana gruba ayrilir:

1. yahtilmus sistemde hacim, kiitle ve enerji degismez, zira boyle
bir sistem cevre ile ne enerji, ne de madde aligverisinde bulunur.

2. kapali sistemde cevre ile yalnizca enerji alisverisi olanaklidir.

3. acik sistemde ise, cevreyle gerek enerji ve gerekse madde
aligverisi gergeklesir. Canlilar termodinamik acidan acik sistem

kapsamina girer.
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5.2.1. Termodinamigin birinci kurah

Bu kural evrende enerji miktarinin degismedigini, ancak enerjinin
bir sekilden digerine (6rnegin 1s1 enerjisinden mekanik enerjiye ya da

tersine) dontisebilecegini soyler. Kinetik enerji formiiliine,

Exin = 1/2 mv?, (5-1)

gore, molekiillerin enerji diizeyi hizlarinin karesine orantilidir. Bir gaz
karisimi (ya da bir sivi ve hatta kat1 evre) icinde, molekiiller degisik
devinim durumlarinda bulunabilir. Bunlar, aralarindaki etkilesmeler ve
carpigmalar sonucu, degisik yon ve hizlarda devinebilir, gegici olarak ta
durabilir. Dolayisiyla, esitlik 5-1’e gore, molekiilleri degisik enerji
diizeylerinde bulmak olanaklidir.

Molekiillerin ortalama hiz degeri (kinetik enerji diizeyi) sicaklikla
orantili olarak artarak bir esik degere yaklasir. Bu esik deger bir olayin
(tepkimenin) gerceklesmesi icin gerekli enerji diizeyi olup, aktiflesme

enerjisi olarak adlandirilir (Sekil 5-2).
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Sekil 5-2. Sicakliga bagli olarak sistemin aktiflesme
enerji dizeyinin belirlenmesi.

Sicaklik artisiyla  birlikte  aktiflesme  enerjisine  ulasan
molekiillerin oraninin artmasi tepkime olasiliginin artmasina da neden
olur. BoOyle bir sisteme disaridan iletilen 1s1, molekiillerin termik
devinimini, dolayisiyla kinetiksel enerjisini (=sistemin i¢ enerjisini)

artirir:

AE = AQ, (5-2)
AE = i¢ enerjide degisme;

AQ = sisteme iletilen 1s1.

Ancak bu arada sisteme iletilen enerji ise de doniistiiriilebilir:

(Sekil 5-3).
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Sekil 5-3. Bir sistemde verilen enerjinin (AQ)
ise (Al) doniistiirtilmesi.

Al =pAV (5-3)

Al = yapilan is;

p = basing;

AV = hacimde degisme

Bu durumda, sistemin i¢ enerjisindeki degisme sisteme iletilen

enerji ile yapilan isin farkina esit olur.

AE = AQ - pAV (5-4)

Buna gore, cevreden iletilen enerji (AQ) Olclsunde sistemin ic
enerjisinde artis olur (AE), ya da enerjinin bir bolumi mekanik enerjiye
(pAV), yani ise doniistliriiliir. Ancak, sonugta sistem ve gevresinin toplam
enerjisinde birinci kuralin 6ngdrdiigii gibi bir degisme olmaz. Canli
sistemlerde olaylar degismeyen sicaklik ve hacimlerde gergeklestiginden,
PAV, ihmal edilebilir bir degerde kalir. Cevreden saglanan enerji ise
ATP’nin aract oldugu ozgilin kimyasal tepkimelerde biyolojik ise

doniistir.
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5.2.2. Termodinamigin ikinci kural

Bu kural, bir olayin kendiliginden gerceklesebilirliginin
kosullarin1 tanimlar. Dogada kendiliginden olusan olaylar genelde enerji
yitimiyle sonuglanir. Bir gaz karigimini igeren bir kabin ayni biiyiikliikte
ici bos bir ikinci kaba baglanmasi bunun i¢in 6rnek alinabilir. Birinci
kaptaki gaz molekiillerinin bazilar tagidiklar1 kinetik enerji sonucu ikinci
kaba geger ve bir siire sonra her iki kaptaki molekiil sayist esitlenir. Gaz
molekiillerinin (ve dolayisiyla sistemin) enerjisi bu dagilmayla orantili
olarak azalir  (Sekil 5-4).

Bu tiir gbézlemlerden dogada kendiliginden olusan ve geriye
dontisgimii  olmayan olaylarda sistemin i¢ enerjisindeki azalmanin
tek belirleyici oldugu sonucu cikarilabilir. Ancak, dogadaki olaylarin

hepsi i¢in bu ilke gecerli degildir.

Sekil 5-4. Bir sistemde i¢ enerjide azalma.
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Ornegin buzun erimesi,

HZObuz d HZOswn

O°C ve iizerindeki sicakliklarda sistemin i¢ enerjisinin artmasina karsin
kendiliginden gergeklesir. Buna gore, bir olayin kendiliginden
gerceklesebilirligini  yalmizca sistemin i¢ enerjisinin  degisimiyle
aciklamak olanakli degildir. Gergeklesebilirligi belirleyen baska bir etken
daha bulunmaktadir. Ele alinan 6rnekte sistemin i¢ enerjisinin artmasinin
yanisira diizenin azalmasi (ya da diizensizlikte artma) sozkonusudur.
Zira, su molekiillerinin buzun kristal yap1 diizenini birakarak daha diisiik
diizeyli bir diizene, yani siv1 evresine gegmektedir. Maddenin diizensizlik
durumu, istatistiksel agidan molekiillerin rastlantisal dagilis1 ya da
olusma olasihigmin daha yiiksek oldugu durum, entropi (S) olarak
adlandirilir.

Kendiliginden ve geridoniisiimsiiz bi¢imde gerceklesen olaylarda sistem

ve cevrede entropi artar:

ASsistem + AS(;evre >0 (5-5)

Bu olgu, termodinamigin ikinci ana kurali olarak tanimlanir. Entropi

degisikligi enerji boyutuna sahiptir:

Q
= - (cal.mol™°K™) (5-6)

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

Cevredeki entropi degisimi,

cevre tarafindan sogurulan enerji
Asgevre = ) (5-7)
T

olarak anlatilir. Cevredeki entropi degisimi, Ornegin artisi, sistemin i¢

enerjisindeki azalmaya kosut olarak gergeklesir:

AEsistem
AS(,:evre - (5-8)
T

Buna gore, geri doniisiimsiiz olaylar, esitlik 5-8'in 5-5'e yerlestirilmesi,

AEsistem
ASsistem - ———> 0, (5-9)
T

ve yeniden duzenleme ile,

AEsistem = TASsistem< 0 (5-10)
baglantisi ile anlatilir. Bu bagint1 olaylarin yoniiniin sistemin i¢ enerji ve
entropi degisiminin ortak islevi olarak belirlendigini ortaya koymaktadir.

Bu ortak islev igin serbest enerji (Gibbs enerjisi ya da kisaca G) ifadesi

kullanilir:
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AE-TAS=AG<0 (5-11)
Serbest enerji, tepkimenin yoniinii ya da gergeklesebilirligini belirleyen
ve is icin degerlendirilebilen enerji seklidir. Serbest enerji degisiminin
sifir olmasi1 denge durumunu, eksi deger tasimasi olayin serbest enerjide
azalmayla, yani kendiliginden, gerceklesecegini, arti deger ise olaymn
olugmasinin sayisal deger ol¢iisiinde serbest enerji gereksinimi oldugunu
gosterir. Serbest enerjinin simgesinin belirlenmesinde i¢ enerji ve entropi
degisikliklerinin sayisal katkilarinin 6nemi yeniden,

H20s1vi = HaObuz,
dontigiimii 6rneginde goriilebilir (Tablo 5-1). Bu doniisiim siirecinde i¢
enerji ii¢ farkli sicaklikta (-10°C, 0°C ve 10°C)da azalmakta, Ustelik bu
azalma 10°C’ta diger sicakliklara oranla daha da fazla olmaktadir. Ancak,
doniisiim i¢ enerjideki azalma miktarinin negatif entropi yani diizendeki
artts miktarin1 agamamasi sonucu ger¢eklesememektedir (pozitif AG).
Serbest enerjide azalmayla yiiriiyen ters yondeki donilisiim (supyz —> SUsyyy)

ise bu sicaklikta kendiliginden gergeklesecektedir (AG = -54 cal.mol™).

Sicakhk AE AS AG
°K °C (cal.mol™) (cal.mol™°K™) (cal.mol™)
283 +10 -1529 -5,6 +54
273 0 -1436 -5,2 0
263 -10 -1343 -4,9 -51

Tablo 5-1. Buzun erimesine iligkin termodinamik degerler.
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5.3. Serbest enerji ve denge dursayvisi

Bir tepkimede, Ornegin A maddesinin B maddesine
dontigiimiinde, ilkonce A molekiilleri B molekiillerine doniisiir ve bir
stire sonra tepkime dengeye ulasir. Denge durumunda A’dan B’ye donis,
B’den A’ya doniise esit oldugundan net bir kimyasal degisim goriilmez.

Bu durum denge dursayisi ile anlatilir:

A— 5B A===
tepkime denge

[B]
K= (5-12)
[A]

Denge durumunda B maddesinin  derisiminin A
maddesininkinden yiiksek olmasi, (K > 1), B maddesinin tepkime truni
olarak olugmasinin beklenecegini gosterir. Buna karsin, B maddesinin
derisiminin A maddesininkinden diisiik olmasi, (K < 1), yeterince A - B
doniisiimiiniin s6zkonusu olmadigini anlatir. Tepkime sonucu [A] = [B],
denge durumunu (K = 1), A maddesinin yar1 yariya B maddesine
doniistiigiinii gosterir. Buna gore, denge dursayisi tipki serbest enerji
degisimi gibi tepkimenin gergeklesebilirliginin bir gdstergesidir.
Nitekim, bir tepkimenin serbest enerji degisimi (AG), ile denge dursayisi,

(K), arasindaki iliski bir esitlik ile anlatilabilir:

AG =AG°+RT.InK, (5-13)
AG® = -RT.InK , (5-14)
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AG® = -2,3 RT.logkK (5-15)

Bu esitlikte, R Gaz dursayisi (1.987 cal.mol™.derece™), T mutlak
sicaklik (= Kelvin), InK denge dursayisiin dogal logaritmasi, AG® ise
standart kosullarda, yani biitiin tepkenlerin derisiminin 1 M oldugu
durumdaki, serbest enerji degisiminin degeridir. Buna gore, beklenildigi
gibi, denge dursayisi (K) > 1 oldugunda, standart serbest enerji
degisimi
eksi deger tasir, K < 1 oldugunda, art1 deger kazanir, K = 1 oldugunda ise
AG° =0 olur.

5.4. Canlilarda enerji akimi

Canlilar, varliklarin1 besin maddeleri seklinde alinan kimyasal
enerjiyle siirdiiriir. Enerji gereksinimlerini karsilamada izledikleri yola
gore canlilar1 Ozbeslenimli (ototrof) ve disbeslenimli (heterotrof)
olarak iki ana smifa ayrilir. Ozbeslenimli (ototrof) canlilar, giines
enerjisini  -klorofil varliginda gergeklesen- fotosentez sirecinde
degerlendirerek CO, ve H,O’dan glikoz gibi yalin, ancak yiiksek enerji

icerikli seker molekiilleri olusturur.
klorofil
6CO;, + 6H,0+ giines enerjisi—— > CgH1206 + 60,
AG= +686 kcal.mol™

Buna gore, fotosentez siirecinde olusan 1 mol glikoz basina 686
kcal glines enerjisi tiiketilir. Bagkalarindan beslenen (heterotrof) canlilar

ise, enerji gereksinimlerini karsilayacak maddeleri giines enerjisi gibi bir
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dis enerji kaynagini degerlendirerek olusturmak yeteneginden yoksundur.
Besin maddelerinin hiicrede yikimlar1 (biyolojik oksitlenme ya da
hicresel solunum) sonucu bu maddelerin icerdikleri enerjinin yeniden

aciga ciktig1 goriliir:

CeH1206 + 60, —— 6COg + 6H,0

AG = -686 kcal.mol ™

Biyolojik oksitlenmeyle agiga c¢ikan enerji, canlilarin deger-
lendirebilecegi baglica enerji bi¢imini olusturan ATP molekiillerinin

sentezi i¢in kullanilir:

ADP + P; (inorganik fosfat) —— ATP + H,0O
AG = +7,3 kcal.mol™?

Gortildiigii gibi bir glikoz molekiiliiniin yikim1 ile agiga ¢ikan
enerji ¢cok sayida ATP molekiiliiniin olusumu i¢in yeterli olabilmektedir.
Bununla birlikte biyolojik oksitlenmenin sagladigi enerjinin ancak belirli
bir oran1 ATP molekiillerine doniisiir. Enerjinin geri kalan kismi 1s1
olarak yitirilir.

ATP’nin hiicre i¢cinde ADP ve P;j’a doniisiimii siirecinde serbest

kalan enerji ise,

ATP + H,0 —> ADP + P,

AG = -7,3 kcal.mol ™
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yasam i¢in gerekli iglerin gerceklestirilmesinde kullanilir.

Canlilarin ATP hidrolizine bagimli olarak gergeklestirdikleri isler,

- biyosentez -kiigiik molekiillerden biiyiik, karmasik diizenli,
hiicreye 6zgli molekiillerin (6rnegin makromolekiillerin) olusumu (bkz.
Bolim 8),

- etkin (aktif) ileti -molekiillerin hiicre membraninda bir derisim
gradyentine karsi tasinmasi (bkz. Boliim 5-18),

- mekanik is -kontraktil hiicre 6gelerinin kasilmasi (bkz. B6lim 5-26),
olmak tizere ii¢ ana smifa ayrilir.

Buna gore Sekil 5-5’de goriildiigii gibi biyolojik enerji akimi
baslica li¢ asama gecirmektedir.

1. Giines enerjisinin ototrof  organizmalarda fotosentezle
organik maddelerde saklanmasi,

2. Bu organik maddelerin solunum yoluyla yikimi sonucu
enerjinin yeniden agiga c¢ikarilarak ATP molekiillerinin olusumunda
kullanima,

3. ATP’nin igerdigi enerjinin ¢esitli  biyolojik islerin

gergeklestirilmesi i¢in degerlendirilmesi.

Sekil 5-5. Biyolojik enerji akiminin agsamalari.
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5.5. ATP ve kimyasal enerji iletimi

Biyolojik bir tepkimenin serbest enerjide artigla gerceklestigi, yani
biyolojik bir igin yiiriitiilmesinin gerektigi durumlarda, gerekli enerji
yukarida belirtildigi gibi, ATP yoluyla saglanir. ATP’nin ADP ve
inorganik fosfata hidrolizi sonucu agiga ¢ikan enerji (AG = -7,3
kcal.mol™) ve hidroliz denge dursayist K (= [ADP] / [ATP] ) > 10°, bu
tepkimenin biiyiik 6l¢iide saga kaymis oldugunu gosterir. Bunun nedeni,
ATP, ADP ve P; molekiillerinin yapisal 6zelliklerinden kaynaklanir
(Sekil 5-6).

Sekil 5-6. ATP’nin kimyasal yapisi.

ATP’nin ii¢ fosfat grubu ardasik olarak anhidrit baglariyla

siralanmig olup, en igteki o-konumlu fosfat grubu riboza bir ester bagi
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ile baglanmistir. Hiicrede suyun noétral, ancak polar ortaminda
ATP molekdlinin g fosfat grubu protonlarin ayrismasiyla dort eksi yiik
tagir. ATP’nin bu elektronegatif niteligi ve elektronegatif fosfat gruplari
arasindaki itim, ATP hidrolizinin enerjetigini belirler. ATP’nin
par¢alanmasi sonucu olusan iiriinler, ADP* ve H,PO4~ iyonlar1 da,
elektronegatif yiikleri nedeniyle yeniden bir birlesme ve tepkimeyi geri
cevirme egilimi gostermezler. Buna karsin, alkol-fosforik asit esterlerinin
hidrolitik par¢alanmalar1 sonucu olusan tiriinlerde boyle bir elektrostatik
itim -alkollerin acik bir elektrik yiikii tasimamalar1 nedeniyle- gorilmez.
ATP hidrolizinin serbest enerjisinin yliksek negatif degerinin diger bir
nedeni ise tepkime {irlinlerinin (ADP ve fosfatin) elektron bulutlariin
olanakli olan en diisiik enerji diizeyinde diizenlenmeleridir. ATP’nin
yani- sira, bazi baska fosfat bilesiklerinin hidrolizi de serbest enerjide
biiyiik 6lglide azalmaya yol acar. Boyle bilesiklere yiiksek enerjili fosfat
bilesikleri ve fosfat gruplarinin bu bilesiklerde olusturdugu baglara da
yiiksek enerjili fosfat baglar1 adi verilir. Burada anlatilmak istenen
kovalent bagin kendisi degildir. Daha 6nce de goriildiigii gibi, kovalent
bir bagin kirilmas1 80-100 kcal.mol™ gibi biiyiik bir enerji miktari
gerektirir. Bu deyim ile tepkimeye giren fosfat turevinin hidrolizi sonucu
kimyasal isgiiclindeki degigsme anlatilmaktadir. Bu tiir tepkimeler fosfat
gruplarinin aktarimiyla gerceklestiginden, serbest enerji degisimi fosfat
gruplariin vericisi ve alicist molekiillerin dogasina bagimlidir. ATP
hidrolizine iliskin AG = -7,3 kcal.mol™ ifadesiyle, ticlincii (y-konumlu)
fosfat grubunun alict H O molekiiliine aktarimi sirasinda serbest

enerjide meydana gelen
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degisme degeri anlatilmaktadir. Standart kosullar altinda cesitli fosfat

bilesiklerinin hidroliziyle agiga ¢ikan standart serbest enerji miktarlar

Tablo 5-2’de goriilmektedir:

AG° Fosfat
kcal.mol™ gruplarinin
transfer yonu
Fosfoenol piruvat -14,8
1,3-difosfogliserat -11,8
Kreatinfosfat -10,3
ATP - 73
Glikoz-1-fosfat - 50
Fruktoz-6-fosfat - 38
Gliserin-3-fosfat - 22 v

Tablo 5-2. Cesitli fosfat bilesiklerinin hidroliziyle agiga ¢ikan
standart serbest enerji miktarlari.

Gortldiigi gibi ATP, hidrolizinde meydana gelen serbest enerji
degisimi agisindan, daha c¢ok Ol¢egin ortasinda bir yer almaktadir.
Fosfoenol piruvat, 1,3-difosfogliserat ve kreatinfosfat gibi bilesiklerin
fosfat aktarim potansiyeli ATP’ninkinden daha yiiksek glikoz-1-fosfat,

fruktoz-6-fosfat ve gliserin-3-fosfatinki ise daha disiiktiir.
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5.6. Hiicre metabolizmasinda ATP-ADP sisteminin 6nemi

ATP’nin hiicre enerjetigindeki 6neminin bir nedenini fosfat
bilesiklerinin termodinamik 6l¢egindeki konumu olusturmaktadir. ADP-
ATP sistemi yliksek ve diislik fosfat aktarim potansiyeline sahip fosfat
bilesikleri arasinda bir koprii islevi gormekte, fosfat gruplarinin yiiksek
enerjili bilesiklerden glikoz ve gliserin gibi molekiillere aktarilmasinda
araci rolii oynamaktadir. ATP ya da ADP’nin hiicrede fosfat gruplarinin
iletimi ile sonuglanan tepkimelerin vazgecilmez bir 6gesi olmasi, ATP-
ADP sisteminin hicre i¢indeki 6neminin diger bir nedenini olusturur.
Hiicrede bir grup enzimler yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin fosfat
gruplarint ADP’ye aktarirken, diger bir grup enzimler de ATP’nin {i¢
fosfat grubunu ¢esitli diistik enerjili fosfat grup alicilarina aktarir. Hlcre
icinde ATP-ADP sisteminin yoklugunda fosfat gruplarmni iletebilecek
enzimler ise bilinmemektedir. Anlatilan ozellikleri ATP’yi fosfat
gruplarmin ve dolayisiyla enerji akiminin hiicre igindeki kilit bilesigi

olarak belirler.

5.7. Eneriji iletimi ve ortak triini ilkesi

ATP’nin enerjiyi iletme yetenegi, onun enerji saglayan ve enerji
gereksinen ardasik siralanmis iki tepkimede ortak {iriin ve substrat olarak

rol oynamasi ilkesine dayanir:

X - P+ ADP— x + ATP
ATP+y— > ADP +y-P
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Ortak driin ilkesi bu yolla enerji gereksinen bir biyosentez
olaymnin, enerji salan bir tepkimeyle baglasik nitelige doniiserek,
gerceklesmesini saglar. Bir besin maddesinin oksitlenmesiyle agiga ¢ikan
enerjinin yiiksek enerjili  bir  fosfat bilesiginde saklanip, ikinci
asamada fosfat grubuyla
birlikte ADP molekiiliine aktarildigi bilinmektedir. Bir aldehidin
oksitlenme sonucu karbonik aside doniismesi serbest enerjinin biiyiik
Olciide azalmasiyla sonuglanan bir olaydir. Normalde, bir deney tiibiinde
bdyle bir tepkime 1sinin agiga ¢ikmasiyla sonuglanir. Ancak, hiicre i¢inde
bu enerji, oksitlenme {iriiniiniin bir fosfat tiirevinde, saklanir. Ornegin
3-fosfogliseraldehidin 3-fosfogliserata doniistiigii tepkimede agiga ¢ikan
enerji 1,3-difosfogliseratin olusumunda degerlendirilir. ATP’ye oranla
daha yuksek bir serbest enerji diizeyine (fosfat grubu aktarma giiciine)
sahip olan 1,3-difosfogliserat molekilinin (AG® = -11,8 kcal.mol™)
karboksil grubuna anhidrit bagiyla bagl fosfat grubu ikinci asamada
ADP’ye aktarilir. Boylelikle oksitlenme enerjisi ATP’nin kazaniminda

degerlendirilmis olur:
3-fosfogliseraldehit+O,+NAD*+P; ——1,3-difosfogliserat+NADH+H"
1,3-difosfogliserat+ ADP ——3-fosfogliserat+ATP

ATP seklinde kazanilan enerji hiicrede bir biyosentez olayinda

degerlendirilebilir: Ornegin glutamik asidin glutamine doniismesi enerji

gerektirir (AG® = +3,4 kcal.mol™). Bu tepkimenin hiicre icinde gercek-
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lesmesi silirecinde, ilk asamada, ATP’nin ve fosfat grubunun
aktarilmasiyla glutamat aktiflesmis bir ara molekiile, y-glutamilfosfata
doniisiir. ikinci asamada fosfat grubunun amonyak ile yer degistirmesiyle
de glutamin olusur:

ATP + glutamat — ADP + y-glutamilfosfat

v-glutamilfosfat + NH3; — glutamin + P;
Bu reaksiyonlarm toplu bilangosu (AG® = -8,4 kcal.mol™), glutamin
sentezinin ortak Urin ilkesi sonucu  serbest enerjide azalmayla

gerceklesen bir tepkimeye doniistiigiinii ortaya koymaktadir:

1,3-difosfogliserat+glutamat+NH3; — 3-fosfogliserat+glutamin+P;
AG® = -8,4 kcal.mol™

5.8. ATP’nin hiicre icinde olusmasi

ATP hiicrede besin maddelerinin oksitlenmesi sonucu olusur.
Oksitlenme a) oksijenin varliginda (aerobik bigimde), b) oksijenin
yoklugunda (anaerobik bigimde) gergeklesebilir. Yiiksek canlilar
genellikle besin maddelerinin enerjiye doniismesinde her iki oksitlenme
mekanizmasindan da yararlanir. Ortam kosullarina gore enerjilerini
aerobik ya da anaerobik bicimde olusturma yetenegine sahip canlilara
fakultatif aerob ya da anaerob canlilar adi verilir. Biyolojik evrimin
basinda yalniz basit anaerob canlilarin  bulundugu sanilmaktadir.
Fotosentez sonucu oksijenin atmosferdeki oran1 evrim boyunca arttik¢a,
oksijeni besin maddelerinin oksitlenmesi i¢in kullanan (aerob) canlilarda

yerylizlinde ortaya ¢ikmistir. Pek ¢cogu fakiiltatif aerob olan bu canlilarin
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metabolizmasinda anaerob mekanizma enerjinin glikozdan elde
edilmesinde hazirlayici asama rolii oynar. Anaerob kosullarda her glikoz
molekiili 2 laktat molekiiliine pargalanir. Oksijenin varliginda ise, hiicre
icinde glikoz, laktat yerine, CO, ve H,Omolekillerine donisiir.
Anaerobik kosullarda glikozun laktat molekiillerine doniismesi glikoliz

(fermentasyon) adi altinda taninir.

H

CeH1206 — 2H3C - C - COOH (2C3Hg03)
on
AG® = -47 kcal. mol™
Glikoliz sonucu agiga ¢ikan enerjiyle iki ATP molekiili olusur:
Glikoz + 2P; + 2ADP — 2 Laktat + 2ATP + 2H,0
AG® = -32,4 kcal.mol ™

Buna gore, glikoliz sirasinda agiga cikan enerjinin (AG® = -47
kcal.mol™) yalnizca % 31°i ATP olusmasinda (AG® = +14,6 kcal.mol™)
kullanilmaktadir. Glikoliz herbiri 6zel bir enzim tarafindan katalizlenen
11 asamadan olusur (Sekil 5-7). Yukarida ortak iirlin mekanizmasina

iliskin olarak deginilen,

3-fosfogliseraldehit — 1,3-difosfogliserat,
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dontistimii  glikoliz sirasinda karsilasilan tek oksitlenme olayidir.
Oksitlenmeyle aldehit molekiiliinden iki hidrojen atomu ve bunlarin
karsilig1 iki elektron ayrilarak, glikolizin sondan ikinci iirlinii olan piruvat

molekiiliine aktarilir. Bunun sonucu piruvat laktat molekiiliine doniisiir:

Sekil 5-7. Glikoliz (Emden-Meyerhof yolu).
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3-fosfogliseraldehit + P; + piruvatﬂ 1,3-difosfogliserat + laktat

Bu iki tepkime arasindaki koprii islevini ise -bir elektron tasiyicisi

ve (hidrojen aktarici) dehidrogenaz enzimlerinin bir koenzimi olarak

bilinen NAD™ molekiilii iistlenmistir (bkz.Béliim 4.3.6). NAD" 3-fosfo-

gliserinaldehitten ayrilan 2 hidrojen atomunu (bir H ya da H: olarak

gosterilebilecek hibrit iyonunu) alarak NADH molekiiliine doniistir ve

ikinci bir agsamada ise laktat dehidrogenaz bu iki elektronu ya da hidrojen
atomunu piruvat molekiiliine aktarir.

Hiicre agisindan glikolizdeki en 6nemli bir asama hi¢ kuskusuz

ATP’nin olusumudur. ATP olusmasi ile sonuglanan tepkime dizilerinden

biri,

3-fosfogliserinaldehit+P;+NAD" — 1,3-difosfogliserat+NADH,
1,3-difosfogliserat+ ADP — 3-fosfogliserat+ATP,

gosterilmistir. Bu tepkime dizisi kimyasal enerjinin enzimatik oksitlenme
sonucu ATP molekiiliinde saklanabildigini gosteren ilk 6rnektir.

Bu ornekte gegerli ilkeye gore,

- ilk asamada, oksitlenme sonucu, yiiksek enerjili bir fosfat
tlrevi,

- ikinci asamada da, fosfat grubunun ve dolayisiyla kimyasal
enerjinin, ADP molekiiliine aktarilmasiyla ATP molekiilii olusur.

1,3-difosfogliserat bu iki tepkimenin ortak triinidur. Hidrolizine
kosut olarak serbest enerjide meydana gelen azalma, tipki ATP

molekiiliiniin 6rneginde de goriildiigii gibi, bu molekiiliin yapisindan ve

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

elektronegatif niteliginden kaynaklanir. 1,3-difosfogliserat iki fosfat
grubu, dolayisiyla 4 elektronegatif yiik tagir. Ayrica, molekiiliin karboksil
ve fosfat gruplar arasindaki anhidrit bagi olaganiistii bir elektron
yogunlugu igerir. Elektronlar arasindaki itim, bu bagin kalimliligin1 bozar
ve hidrolize yonelik egilimini belirler. Diger yandan, elektronegatif
nitelikleri hidroliz sonucu olusan tepkime iiriinleri (3-fosfogliserat ve
ATP)nin yeniden birleserek tepkimeyi geri dondiirmelerine olanak

tanimaz. Sonugcta, hidroliz enerjisi ATP sentezinde degerlendirilir:

1,3-difosfogliseratin hidrolizi: AG® = -11,8 kcal.mol™
ATP sentezi: AG® = + 7,3 kcal.mol ™
Bilanco: AG® = - 4,5 kcal.mol?

Glikolizde ATP olusmasini saglayan ikinci tepkime ise fosfoenol-
piruvatin  piruvata  doniismesiyle  sonuglanir.  Fosfoenolpiruvat
molekiiliinde elektronegatif fosfat ve karboksil gruplari ayni karbon

atomuna baglidir.

CH,OH O~ CH; O~
H—C|:—O—I|=>—O‘ =|£:—O—|P—O‘+HZO
C|ZOO‘ |(|) |COO‘ ||O
2 fosfogliserat fosfoenolpiruvat
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Ayrica komsu 3. karbon atomuyla olusturdugu ¢ift kovalent bag
nedeniyle elektronlar 2. karbon atomu c¢evresinde yogunlasmistir. Bu
Ozellikler hidrolizle agiga ¢ikan biiyiik enerji miktarinin baslica nedenini
olusturur. (AG® = -14,8 kcal.mol™). Fosfoenolpiruvat molekiiliinden
hidroliz-lenen fosfat grubu baglasik bir tepkimeyle ATP molekiiliine
aktarilir:

Fosfoenolpiruvat+ADP — piruvat+ATP

5.9. Glikolizin bilancosu

Glikoliz, bir glikoz molekiili ile baslar ve oOnce iki ATP
molekiiliiniin tiikketimini gerektirir. Bir ATP molekiilii (heksokinazin
katalitik etkisi altinda) glikozun glikoz-6-fosfata, ikinci ATP molekdli
ise (fosfofruktokinaz enziminin Kkatalitik etkisiyle) fruktoz-6-fosfatin
fruktoz-1,6-difosfata gevrilmesinde kullanilir. Basta ATP tiiketilmesi bir
Olgiide glikolizin tetiklenmesini saglar. Glikolizin baslangicinda
kullanilan bu iki ATP molekiiliine karsin, iki 1,3-difosfogliserat, iki de
fosfoenolpiruvat molekdlindn hidrolizi sonucu toplam 4 ATP molekili
elde edilir. Buna gore, hiicrenin net kazanci iki ATP molekiiliidiir.

Glikolizin bilangosunu ise agagidaki sekilde yazmak olanaklidir:

Glikoz+2ATP+2P;+4ADP+2NAD+2NADH+H,0—
2Laktat+2 ADP+4ATP+ 2NADH+2NAD*+4H,0,

ya da
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Glikoz+2P;+2ADP — 2Laktat+2ATP+2H,0.

Glikolizin baglangic maddesi olan glikoz ile son iirlinleri olan
piruvat ve laktat disinda tiim araiirinleri fosforillenmis bilesiklerdir.
Glikoz ve laktatin hiicre membranindan gegmesine higbir engel
bulunmaz. Glikoz kolaylikla dis ortamdan alinabilir ve yine kolaylikla
dis ortama verilebilir. Buna karsin fosforillenmis araiiriinler ve ayni
sekilde ATP ve ADP, hiicre membranindan gecemez. Bdylece, enerji
donligimii  i¢cin O6nem tastyan bu maddelerin  hiicre icinde
tutuklanabilmeleri giivenceye alinir.

5.10. Glikolizin diizenlenmesi

Glikolizi olusturan asamalarin ¢ogunda serbest enerjide yalnizca
kiigiik oranlarda azalmalar meydana gelir. Dolayisiyla, bu asamalar
geridonistimlii niteliktedir. Ancak, heksokinaz, fosfofruktokinaz ve
piruvatkinaz tarafindan katalizlenen {ii¢ tepkime geridoniisiimsiizdiir.
Yukarida belirtildigi gibi, heksokinaz ve fosfofruktokinaz enzimlerinin
katalizledigi asamalarda tiiketilen ~ATP  molekiilleri  glikolizi
geridoniistimsiiz kilmaktadir. Glikolizin hizi yani ATP olusum hiz1 ayrica
fosfofruktokinaz enzimi {izerinden gerceklesen bir allosterik diizenleme
mekanizmasinca ayarlanir. Bu tiir bir diizenleme glikoliz gibi ardagik
siralanmis enzimatik asamalardan olusan tepkime dizilerinin genellikle
basinda bulunur (bkz.Bolim 7.7). Fosfofruktokinazin katalizledigi
tepkimede,

fosfofruktokinaz
ATP+fruktoz-6-fosfat > ADP+fruktoz,1,6-difosfat,
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doniisim hizi ATP (ve ADP) derisimlerine bagli olarak degisir.
Tepkimenin substrat ve iiriinleri arasinda bulunan bu maddeler, ayrica
allosterik bir etki de gosterir. Tepkimenin hiz1 yiikselen ADP
derisimlerinde artar, yiikselen ATP derisimlerinde ise yavaslar.
Glikolizin son drGni olan ATP bir “feed-back” (basa besleme)
mekanizmasiyla kendi olusumunu baskilar.

5.11. Glikolizin ve solunumun enerjetiginin karsilastirilmasi

Glikozun igerdigi enerjinin (AG® = -686 kcal.mol™) yalmzca %
7’si (AG® = — 47 kcal.mol™) (oksijenden yoksun olarak)
degerlendirilebil-mektedir.  Enerjinin  geriye kalan ve piruvat
molekiilinde sakli kismi ise oksijene bagimli solunum siirecinde

degerlendirilir.

Glikoz T

Glikoliz > AG® = - 47 kcal.mol™? =

2 Laktat = > AG° = -686 kcal.mol™

Solunum | 60, > AG°=-639 kcal.mol™-

6CO, + 6H,0 |
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Buna gore, aerobik oksitlenme glikolize oranla ¢ok daha etkindir.
Anaerobik sistemde enerjinin ancak kiiclik bir oran1 degerlen-
dirilebildiginden, anaerob organizmalarin, aerob organizmalarin ger¢ek-
lestirdigi ise esdeger is yapabilmeleri igin, ¢ok (yaklasik 20 kat) daha
fazla besin maddesini tiketmeleri gerekir.

Bu husus, Pasteur etkisi olarak tanimlanan bir diizenleme meka-
nizmasinin  da  esasmni  olusturur:  aerobik  hiicrenin,  bir
(mikro)organizmanin oksijenden yoksun bir ortamda tutulmasina kosut
olarak glikolizin hizinin ve laktat olusumunun arttig1 gozlenir. Glikolizin
hizinin oksijen yoklugunda artis1 yukarida anlatilan fosfofruktokinaz
enzimi tizerinden etkin allosterik mekanizma ile ac¢iklanabilmektedir.
Oksijen yoklugunda ATP gereksinimini ¢ok daha diisiik verimli glikoliz
ile karsilama zorunlugunda kalan hiicre enerji agigini glikoliz hizin
artirarak kapatma yoluna gider. Diger yandan, tipki enzimler gibi
enzimlerin koenzimleri de hiicre i¢inde yalnizca ¢ok siirli miktarlarda
bulunur. Bu husus dehidrogenazlarin koenzimini olusturan NAD*-NADH
sistemi icin de gecerlidir. Aerobik organizmada mitokondri enzim
sistemlerinin  1,3-difosfogliseratin olusumu sirasinda meydana gelen
NADH’1n tiimii mitokondri i¢ine “mekik sistemi” araciligiyla iletilir.

Mitokondri sisteminin,

piruvat + NADH — Laktat + NAD,

doniistimiinii katalizleyen laktat dehidrogenaza oranla oksijen varliginda

NADH’a daha yiiksek bir ilgi gdstermesi burada belirleyicidir.
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5.12. Hiicre solunumu

Hiicresel solunumu gerceklestiren enzimler glikoliz yolunun
enzimlerinin aksine sitoplazma yerine mitokondride bulunur. Besin
maddelerinin igerdigi enerjinin solunum yoluyla degerlendirilmesi
sirastyla, 1.Asetil-CoA’nin olusumu, 2. Krebs ya da sitrik asit dongiisii,
3. Elektron iletisi, 4. Oksidatif fosforillenme, lzerinden gerceklesir.

5.12.1. Asetil-CoA’nin olusmasi

Hiicrenin ii¢ ana besin maddesi, yani karbonhidratlar, yaglar ve
proteinler, hiicre iginde sitrik asit ya da Krebs-trikarbonik asit-déngusu
ad1 verilen halkasal bir tepkime dizisinin sonunda oksitlenir. Besin
maddeleri Krebs dongusine girebilmek lzere 6nce uygun bir substrat
sekline, iki karbon atomundan olusan ve asetik asidin aktiflesmis bir sekli
olan asetil-Coenzim A molekiiliine ¢evrilir. Bu tepkime sirasinda, piruvat
molekdlunden bir molekil CO, agiga ¢ikar, ayrica bir elektron ¢iftinin

NAD" molekiiliine aktarilmas: sonucu NADH olusur:

@)

I
CH3COCOOH+NAD*+C0A-SH — CoA-S-C-CH3+CO,+NADH+H"

Piruvat Asetil-Coenzim A
Asetil-CoA molekuliinde asetik asidin karboksil grubu CoA’nin -

SH grubuna bir tiyoester bag iizerinden baglanir. Bu bagin hidroliziyle

aciga ¢ikan yiiksek enerji,
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CH3CO-S-CoA+H,0 — CH;COOH+CoA-SH,
AG® = -7,5 kcal.mol ™,

asetil grubunun aktiflesmis ve cesitli alicilara aktarilmaya uygun
durumunu gosterir. Nitekim, Asetil-CoA’nin igerdigi asetil grubu, Krebs
dongiisiiniin gergek substratint olusturur ve enzimatik bir transfer sonucu
sozkonusu dongiiye sokulur. Glikoz molekiiliiniin pargalanmasinda
oldugu gibi, yaglarin ve amino asitlerin par¢alanmalari da 6nce Asetil-
CoA’nin olusmasiyla sonuglanir. Yukarida da belirtildigi gibi, tiim besin
maddelerinin oksitlenme {iriinlerinin Krebs dongiisiine girisleri Asetil-
CoA yoluyla olmaktadir.
5.12.2. Krebs déngusu

Krebs dongiisii ardasik sirali sekiz enzimatik asamadan olusur.

Dongii bir 6nceki donilisiimiin son iirlinii olan oksalasetat ile asetil-CoOA
molekiiliinden asetil grubunun birleserek bir sitrat molekiiliine

dontismesiyle baglar:

Asetil-CoA+oksalasetat — sitrat+CoA-SH.

Doéngiiniin sonucu asetik asidi olusturan iki karbon atomu iki CO,
molekiiliine ¢evrilir ve dort tepkimede ikiser hidrojen atomu (ya da
onlarin karsilig1 olan ikiser (elektron) agiga cikar. Piruvatin asetil-
CoA’ya donlismesinde ortaya ¢ikan iki hidrojen atomu da eklendiginde
her piruvat molekilinin Krebs dongiisii kapsaminda oksitlenmesi

sonucu topluca 2x5 elektron ¢ifti ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 5-8).
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5.12.3. Elektron transportu ve solunum zinciri

Krebs dongiisii sirasinda iic asamada dehidrogenazlarin etkisiyle
elektron ciftleri serbest kalarak NAD™ molekiiliine aktarilir. Dérdiincii bir
oksitlenme reaksiyonu sonucu ise, suksinattan bir elektron cifti bu
tepkimeyi katalizleyen enzimin yapisindaki FAD molekiiliine aktarilir.
NADH molekiillerinin ve indirgenmis FAD (FADrg) molekillndn
elektronlar1 bundan sonra bir enzim dizisine -solunum zincirine- aktarilir.
Solunum zinciri ¢esitli besin maddelerinden agiga ¢ikan tiim
elektronlarin oksijene aktarilmak iizere izledikleri yoldur. Aerob hiicrede,
oksijen en sonuncu elektron alicisini temsil eder. Elektronlarin igerdikleri
yiiksek enerjinin degerlendirilmesiyle besin maddelerinin
oksitlenmesinden en biiyiik kazan¢ solunum zincirinde saglanir. Solunum
zincirinde NADH ve indirgenmis FAD’1n elektronlar1 ilk olarak ortak
bir elektron alicisi olan coenzim Q’ya ve daha sonra sitokromlardan
olusan bir diziye aktarilir. Elektron ileten enzimler olarak tanimlanan
sitokromlar prostetik grup olarak (miyeglobin ya da hemoglobinde
oldugu gibi) hem grubunu tasir. Sitokromlarin hem grubundaki demir iki
ya da ti¢ degerlikli olabilir. Sitokrom molekiiliiniin ii¢ degerlikli demiri
bir elektron almakla indirgenerek iki degerlikli demire doniisiir. Boyle bir
sitokrom molekiili, ikinci bir asamada, elektronu bir sonraki oksitlenmis
(tic degerlikli demir tasiyan) sitokrom molekiiline aktararak onu
indirger. Solunum zincirinin ~ en sonuncu 6gesi olan sitokrom a’nin
elektronunu oksijen molekiliine  vermesiyle H,O molekiili olusur.

Sitokromlar NAD" ve flavoproteinlerin (FAD igeren elektron
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Sekil 5-8. Solunum yolu.
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tasiyicist proteinler) aksine tek bir elektron tasiyabilirler. Solunum
yolunun NADH’dan oksijene kadar olan reaksiyon dizisi Sekil 5-9’da

gosterilmistir.

Sekil 5-9. Solunum siirecinde elektronlarin NADH’dan
O7’e aktarimina dek izledikleri agsamalar.
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5.12.4. Elektron iletiminin enerjetigi

Elektronlarin bir bilesikten digerine aktarilmalari oksitlenme-
indirgenme olaylarinin esasii olusturur. Asit-baz tepkimelerindeki H'-
iletimine benzer bigcimde, oksitlenme-indirgenme olaylarinda da
elektronlarmn iletiminden soz edilir. Asit-baz ciftleri gibi, elektron verici
ve alicilar1 da birlikte oksitlenme-indirgenme (redoks) ¢iftleri olusturur.
Her elektron vericisinin belirli bir elektron verme giicii ya da egilimi, her
elektron alicisinin da elektronlara yonelik bir ilginligi vardir. Bir elektron
vericisinin elektron verme giict elektromotif gli¢ ya da potansiyel (ya da
redoks potansiyeli (E°) olarak gosterilir. Elektronlarin (bir elektron
vericisinden elektron alicisina) iletimi enerji salan bir olaydir.Bu siiregte
serbest enerjideki degisme redoks potansiyeliyle dogrudan orantilidir:

AG® = -n.F.AE® (5-16)

Esitlikte, n= aktarilan elektron sayisi, F= Faraday dursayisi
(23400 cal.volt™), E°= elektron tastyicilar: arasindaki redoks potansiyel
farki, karsilig1 olarak yazihidir.

Elektron wvericilerini redoks potansiyeli degerlerine gore
termodinamik bir Olgiitte siralamak olanaklidir (Sekil 5-10). Bu 6lglte
gore, elektron iletisi, daha yiksek (ya da daha negatif) redoks potansiyeli
degerine sahip bilesikten daha diisiik redoks potansiyeli degerine sahip
bilesige dogru olacaktir.

Bu tasiyicilarin redoks potansiyelleri karsilastirildiginda bir
elektron ¢iftinin aktarilmasi sirasinda serbest enerjide {i¢ asamada énemli
azalmalar beklenecektir.

NADH + CoQqks — NAD" + CoQijng
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Sitokrom bjng + Sitokrom cors — Sitokrom bgys + Sitokrom Cing

Sitokrom ajng + Oo — Sitokrom ags + H20
Diger yandan, bir elektron ¢iftinin solunum zincirinin en yiiksek

redoks potansiyeline sahip bilesigi olan NADH’dan oksijene dek izledigi

yol sonucu toplamda biiyiik bir enerji miktar1 agiga ¢ikmaktadir:

Sekil 5-10. Solunum yolunda goérev yapan elektron
vericilerinin redoks potansiyel degerleri.
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NADH + 1/2 0, — NAD™ + H,O
AG® = -52 kcal.mol™

Bir glikoz molekdlinin timundn oksitlenmesi sonucu 12 elektron
¢ifti solunum zinciri yoluyla oksijen aktarildigina gore, elektron iletim
mekanizmasi 624 kcal.mol™ karsilig1 enerji miktarini ortaya ¢ikarir. Buna
gore, glikoz molekiiliiniin i¢erdigi enerjinin  biiyiikk oranda elektron
iletimi stirecinde agiga ¢ikmaktadir.

5.12.5. Oksidatif fosforillenme

Mitokondrilerle yapilan ¢aligmalar, elektron iletiminin maksimum
hiz1 i¢in inorganik fosfat ve ADP’nin gerekli oldugunu ve elektron
iletimine kosut olarak ATP’nin olustugunu ortaya koymustur. Her
elektron ¢iftinin solunum zinciri tzerindeki iletimi g ATP molekulinun
olugmasiyla sonuglanmaktadir. Solunum zincirinde elektron iletimine
bagli olarak gergeklesen bu fosforillenme (=ATP sentezi) oksidatif
fosforillenme adi altinda taninir. Buna gore bir elektron g¢iftinin

mitokondri i¢indeki iletiminin bilangosu su sekilde belirtilebilir:

NADH + 1/2 O, + 3 ADP + 3 P; + H" — NAD"+ 4 H,O + 3ATP

Her mol ATP’nin olusmast 7,3 kcal gerektirdigine gore,
NADH’nin oksitlenmesi ile agiga ¢ikan enerjinin (-52 kcal.mol') % 42’si
ATP seklinde kazanilmaktadir. Solunum zincirinin, yukarida belirtildigi
gibi, lic agamasinda serbest enerji miktarinda biiyiik azalmalar meydana
gelmektedir. Boylelikle, NADH’dan bu asamalarda agiga ¢ikarilan enerji

birer ATP molekiiliiniin olusumu icin (7,3 kcal’lik enerji paketleri
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seklinde) degerlendirilmektedir. Oksidatif fosforillenme kimyasal-
ozmotik bir esasa dayanir. Kisaca elektron iletisi sirasinda agiga cikan
enerji Once mitokondri membraninda bir proton gradyentinin
olusturulmas: i¢in kullanilir. Bu gradyent boyunca sitoplazmadan
mitokondri i¢ine akan protonlarin sagladigi enerji (=proton motif gii¢) ise

ATP molekiillerinin olusturulmasinda degerlendirilir.

5.13. Glikozun oksitlenmesinin enerji bilancosu

Glikoliz sirasinda 2 ATP molekiiliiniin yani1 sira, olusan 2 NADH
molekdlinun solunum zincirindeki oksitlenmesi sonucu her NADH
basma yalnizca ikiser ATP molekiilii olusur. Sitoplazmada olusan bu
NADH molekiillerinin mitokondrideki solunum zincirine ulasmalari
stirecinde tiiketilen enerji ATP olusum veriminin diismesine neden olur.
Iki piruvat molekiiliiniin iki Asetil-CoA molekiiliine cevrilmesi ikKi
NADH molekiilii tizerinden altt ATP molekiiliiniin olugsmasina yol acar.
Krebs dongiisii sirasinda iki asetik asidin oksitlenmesi ve sekiz elektron
¢iftinin solunum zinciri lizerinden oksijene aktarilmasina kosut olarak ise
24 ATP molekiilii olusur. Buna gore, bir glikoz molekiiliinlin tiimiiyle
oksitlenmesi sonucu 36 ATP molekili (26x7,3 kcal= 262,8 kcal) ya da
glikoz molekiiliiniin i¢erdigi enerjinin % 38’1 hiicrenin kullanilabilecegi
bir kimyasal enerji sekline doniisiir.

5.14. Solunum hizinin diizenlenmesi

Glikolizde oldugu gibi Krebs dongiisiinde de reaksiyon dizisinin
hizin1 diizenleyen allosterik bir enzimin varligi goriiliir. Izositrat

molekdluni o-ketoglutarata g¢eviren izositratdehidrogenazin etkinligi
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tipk1  fosfofruktokinaz enziminde goriildigi gibi yiikselen ADP
varliginda artar, ylikselen ATP derisiminde ise azalir.

5.15. Redoks potansiyeli ve dlciilmesi

Bir maddenin O, ile birlesmesi, ya da hidrojen (elektron)
yitirmesi oksitlenme (ytkseltgenme) bunun tersi ise indirgenme
(rediklenme) olarak tanimlanir. O, oksitleyici bir madde olarak hiicre
solunumu ile  H,O’ye indirgenir. Cok zayif bir oksitleyici olan H" ise
cok guiclii bir indirgeyici olan H,’ne doniisebilir. O,-H,0 ve H*-H, ki
onemli biyolojik redoks ¢ifti olusturmaktadir. Molekiiler hidrojenin (Hj)
oksitlenmesi,

H, —2H"+ 2e7,
ile agiga cikan elektronlar oksitleyici bir madde tarafindan alinir.
Ornegin, Demir(3) tuzu kullanildiginda bdyle bir redoks reaksiyonu,

Hy —2H" +2e”

2Fe* + 2™ — 2Fe**

H, +2Fe* — 2H" + 2Fe"
seklinde yazilir.

Genelde, bir maddenin oksitlenmis (X) ya da indirgenmis (X7)
bigcimleri, (X) ve (X7) ¢ifti, redoks cifti olarak tanimlanir. Hiicre i¢inde
metabolik 6nemi olan bir¢ok redoks cifti (sistemi) vardir (Tablo 5-3).
Redoks sistemlerinde redoks potansiyeli olarak tanimlanan, elektron
vericisinin elektron verme gicii ilee alicisinin  elektron  ilginliginden

kaynaklanan elektromotor potansiyelin (E) 0Olctlmesi gerekir.
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Boylece,
AG = -nFAE,

(Bkz. 5-16) formiiliine gére bir redoks sisteminde elektron iletisine kosut
olarak gerceklesen serbest enerji degisimi (AG) hesaplanir. (Redoks
potansiyeli negatif (-0,421 V) olan H,-H" ¢iftinde H, iyi bir indirgeyici,
redoks potansiyeli pozitif (0,385 V) olan Fe**-Fe*® ciftinde ise Fe*?
zay1f bir indirgeyici olarak tanimlanir). Bir ¢iftin redoks potansiyelinin,
ornek hiicresi ile standart referans hiicresi arasinda meydana gelen
elektromotor  giiciin, Ol¢ililmesi i¢in Sekil 5-11°de goriilen devre
kullanilabilir. Ornek hiicre 1 M oksitleyici (X) ve 1 M indirgeyici (X°)
eriyigi igine daldirilmis bir elektrottan, standart referans hucre ise, 1
atmosferlik H, gazi ile dengelenmis 1 M H” eriyigi icine daldirilmus bir

elektrottan olusur.
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Yari-Reaksiyon E° (V)
1/2 0,+2H"+2¢ == H,0 0,815
S0,Z+2H +2e == SO, +H,0 0,48
NO; +2H+2¢e == NO, +H,0 0,42
Sitokrom ag(Fe**)+e == sitokrom ay(Fe*") 0,385
0,(g)+2H +2¢ == H,0, 0,295
Sitokrom a(Fe*")+e” == sitokrom a(Fe®") 0,29
Sitokrom c(Fe*")+e” == sitokrom c(Fe®") 0,254
Sitokrom c,(Fe*")+e” ==sitokrom c,(Fe®") 0,22
Sitokrom b(Fe**)+e” == sitokrom b(Fe®") 0,077
(mitokondride)
Ubiquin+2H"+2¢" == ubiquinol 0,045
Fumarat™+2H+2e™ == suksinat’ 0,031
FAD+2H"+2e” == FADH,(flavoproteinde) ~0,
Oksalasetat +2H"+2e” == malat’ -0,166
Piruvat +2H"+2e" == laktat’ -0,185
Asetaldehit+2H+2e” == etanol -0,197
FAD+2H"+2e” == FADH,(serbest koenzim) -0,219
S+2H"+2e == H,S -0,23
Lipoik asit+2H"+2e” == dihidrolipoik asit -0,29
NAD+H"+2e == NADH -0,315
NADP*+H*+2¢" == NADPH -0,320
Sistin+2H*2e” == 2 sistein -0,340
Asetoasetat +2H*+2e” == B-hidroksibutirat -0,346
H'+e == 1/2H, -0,421
Asetat+3H*+2e” ==asetaldehit+H,0 -0,581

Tablo 5-3. Hiicrede bulunan bazi redoks sistemleri ve dlgiilen
standart redoks potansiyeli (E°) degerleri.
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Iki hiicre agar kopriisii ile, elektrotlar ise bir voltmetre ile baglandiginda,

olusan devrede elektronlar bir hiicreden digerine akarlar.

X"+ H" > X + 1/2 Hy,

denklemine gore, elektronlarin akis1  6rnek hiicreden standart referans
hicreye yonelik olup, 06rnek elektrodu standart referans elektroduna
gore negatiftir. Hicrelerdeki reaksiyonlar

Ornek hilicrede X~ > X +¢e7,

Referans hiicrede H® + e~ — 1/2 H,.

Ornek maddenin elektronlara ilginliginin H,’den daha az yani
redoks potansiyelinin negatif oldugunu ortaya koymaktadir. Redoks
potansiyelinin  pozitif olmasit ise, Ornek maddenin elektronlara
ilginliginin H,’den fazla oldugunu gosterir. Ornegin giiclii bir indirgeyici
olan NADH, negatif redoks potansiyeline, glcli bir oksitleyici olan O,

ise pozitif redoks potansiyeline sahiptir.
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Sekil 5-11. Bir redoks ciftinin redoks potansiyelini
Ol¢mek i¢in kullanilan devre.

Tablo 5-3’de verilen hiicrede bulunan biyolojik agidan 6nemli

olan bir redoks cifti asagida gosterilmektedir.

Piruvat + NADH + H" === Laktat + NAD"

O O~ O~
/ /
C 0=C
| |
C=0+NADH +H"===H—-C—0H + NAD"
| |
CHs CHs

Bu reaksiyonu katalizleyen laktat dehidrogenaz NADH’yi,
NAD" ye oksitlerken, piruvat: indirgeyerek laktata cevirir. indirgenme
NADH’nin transfer potansiyeli yiiksek olan bir ¢ift elektronunun

piruvata aktarimi ile gergeklesir.
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Piruvat + 2H" + 2e~ — Laktat

Boliim 4.3.6.da belirtildigi gibi, NAD" hiicrede elektron alicis
olarak gorev yapar.

H
| H H
— CONH; — CONH;
+H"+2e ==
N* N
| |
R R
NAD* NADH
oksitlenmis ve indirgenmis durumlar

Substratin oksitlenmesine kosut olarak, NAD®yi bir hidrojen
iyonu (H") ile iki elektron (2¢7) (hidrit iyonu) aktarilir.

H

|
NAD*+R—-C—-R'==NADH+R—-C—-R’+H"

| |
OH @)

Substrat Oksitlenmis Substrat
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Bu hidrojen aktarimi reaksiyonunda bir hidrojen atomu
substrattan NAD"ye digeri ise siv1 igine verilir. Substratin yitirdigi iki

elektron ise NAD" halkasina girer.
Yukarida da belirtildigi gibi bazi elementler kolaylikla elektron

vererek eriyik i¢inde iyonlar olusturabilirler.
indirgenme
oksitlenme

indirgenme

oksitlenme

Indirgeyici Oksitleyici
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5.16. Bivolojik isler

Besin maddelerinin oksitlenmesi sonucu ortaya c¢ikan enerji
hiicrede ATP molekiillerinin olusmasi i¢in degerlendirilmektedir. Hiicre
elde ettigi bu enerjiyi baslica ii¢ tiir biyolojik isin -kimyasal ig, aktif
iletim, mekanik is (bkz: 5-24)- yiiriitiilmesinde kullanir.

5.16.1. Kimyvasal is (bivosentez)

Kimyasal ig, hiicrelerde tiim yasam boyunca siirdiiriiliir. Bu
siirecte, canlilar, kiigiik yapitaglarindan kendilerine 6zgii makromole-
kiilleri, 6rnegin niikleik asit ve proteinleri, olustur, yenilerler. Biiyiik,
karmagik ve diizenli  bu molekiillerin basit yapitaslarindan olusmasi
enerji gerektirir (negatif entropi) (bkz: 8. bolim).

5.16.2. Aktif iletim (transport) va da ozmotik islem

Hicre iginde reaksiyonlar belirli, sabit bir ortamda gergeklesir.
Hiicre, yasami i¢in gerekli maddeleri, ornegin glikozu, tuzlari, dis
ortamdan alir ve i¢ ortaminda yogunlagtirir. Bu nedenle, bu maddelerin
hiicre i¢indeki derisimleri genelde dis ortama oranla daha yiiksektir.
Hiicre tarafindan derisim gradyentine kars1 yliriitiilen ve enerji gerektiren
bu etkinliklere aktif iletim (transport) adi verilir. Sinir ve kas
hiicrelerindeki impuls olusmasi ve iletimi de yine boyle enerji gerektiren
iletim sistemleri araciligiyla olur.

Aktif iletimin nasil gerceklestigini anlamak icin  membran

yapisini tanimak gerekir.

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

5.17. Membran vapisi

Yiiksek canlilarin hiicrelerindeki kimyasal aktiflesme hiicre
membraninin meydana getirdigi yapilara bagimlidir.

Membranlarin esas yapitasi lipitlerdir. Bolim 4.3.5’de anlatildigi
gibi, lipitler sulu ortamda birbirleriyle etkileserek kapali, ancak esnek bir
yap1 olustururlar. Bu lipit yap1 i¢cinde gomiilii olarak protein molekiilleri
de bulunur. Bu proteinlerin farkliligi membranlarin &zelliklerini ve
membranlarin 6zgilin islevlerini belirler. Membranlarin esas islevi, i¢ ve
dis ortami birbirinden ayirmaktir. Bu dogrultuda, hiicre membrani, hiicre
icinde meydana gelen kimyasal reaksiyonlari dis ortamdan yalitir.
Plazma membrani olarak da adlandirilan bu membranin yanisira hiicre
icinde organelleri cevreleyen mitokondri, endoplazmik retikulum,
golgi, plastit, kloroplast ve lizozom membranlart bulunur. Besin
maddelerinin hiicreye girme ya da atik maddelerin hiicreden ¢ikarilma
strecinde ~ plazma membraninin lipit yapisinin olusturdugu engelin
asilmasi zorunludur. Bu engel membranda gomiilii olarak bulunan
kiiresel yapili proteinler tarafindan kolaylastirllir. Bu proteinler,
besinlerin ya da atik maddelerin membrandan iletimini katalizler. Diger
yandan, yiiksek canlilarin hiicreleri makromolekul nitelikli maddeleri
hlcre igcine endositoz olarak adlandirilan bir islem ile alirlar. Endositoz
stirecinde, plazma membraninda bulunan ve kuyruklariyla membrana
tutunmus olan bazi 6zel (reseptdr) proteinler hiicre igine alinacak
makromolekillere baglanarak membranda c¢ukurlar olustururlar. Bu
cukurlarin ice dogru kapanmasiyla, hiicre i¢ine sarkan tomurcuklar,
tomurcuklarin membrandan ayrilmasiyla da hiicre i¢i sivisinda

membranla ¢evrili kabarciklar olusur. Ters yonlii bir siiregte ise hiicre
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icindeki kabarciklar plazma membrani ile kaynasarak iceriklerini hiicre
disina birakirlar. Bu sekilde hiicre i¢i ile dis1 arasinda dolasim saglanir

(Sekil 5-12).

Sekil 5-12. Hiicre membrandan makromoleklerin
taginimi.

Membranlarin esas yapisi, 1925°deki Gortel ve Grendel

tarafindan One siirlilen modelde de Ongorildigi gibi, ¢ift lipit

katmanindan olusmustur. Lipit molekiillerinin ana o6zellikleri Bolim
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4.3.5’te ele alimmugstir. Degisik lipit molekiilleri igerdikleri hidrofilik ve
hidrofobik uglardan kaynaklanan ortak bir amfipatik 6zellige sahiptir
(Sekil 5-13).

Sekil 5-13. Membran lipitlerinin amfipatik 6zelligi.

Lipitler sulu bir ortama konduklarinda kendiliklerinden ¢ift kat
olusturacak sekilde tabakalanir. Cift tabakanin hidrofilik bas gruplari
suya yonelik bicimde dizilir. Yags: hidrofobik kuyruklar ise sudan
doniik olarak ¢ift tabakanin i¢ boliimiinde yer alirlar. Bu yerlesim sekli,
bu molekiillerin su icinde ulasabilecekleri en diisiik serbest enerji
diizeyine karsilik gelir. 1965 yilinda Alec Bangham ve arkadaslari
su iginde cift tabakalarin kapali kiiresel kabarciklar olusturdugunu
gostermistir. Boylece su, kabarcigin iginde ve disinda olmak iizere iki
bolmeye ayrilir. Kiiresel yapi, cift tabakanin ucunda kalan lipit
molekiillerinin hidrofobik boliimlerinin sudan gizlenmelerini saglayan,

enerjetik olarak enuygun diizen seklidir (Sekil 5-14).
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Sekil 5-14. Cift katl lipit yapinin ticboyutlu gosterimi.

Lipitlerin, bu 6zelligi hiicre membran sistemlerinin olusumunda
belirleyici olmaktadir. Biyolojik membranlarda ¢ift tabakanin iki genel
ozelligi onem kazanir:

1- Cift tabaka, i¢ boliimiinlin hidrofobik (apolar) niteliginden
dolayi, amino asit, seker, protein, niikleik asit gibi bircok polar
molekiil tiirline ve iyonlara kars1 gecirgen degildir (Engel 6zelligi).

2- Dogal (fosfo)lipitlerden olusan cift tabaka sivi 6zelligi tasir ve
bu 6zelligi nedeniyle ikiboyutlu gelisi giizel bir devingenlik gdsterir.

(Fosfo)lipitler, bulunduklar1 tabakada serbestge yana dogru
difiizlenir (diizlemsel difiizlenme). Bu nedenle, ayni tabakada bulunan iki
komsu (fosfo)lipit her mikrosaniye karsilikli yer degistirebilir. Ancak,

(fosfo)lipit molekiilleri iki tabaka arasinda hemen hemen higbir zaman
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yer degistiremezler. Bu ¢ok nadir olan bir olaydir. Bu agiklamalar her
tabakanin ikiboyutlu  sivi 6zelligini ortaya koyar. Fosfolipitlerin cift
tabakanin her iki yanindaki dagilimi1 dogada belirli kurallara baglhdir.
Ormnegin, kirmiz1 kan hiicrelerinin plazma membraninin dis tabakasinda
fosfotidilkolin, sitoplazmaya bakan tabakada ise fosfotidil etonolamin
ve fosfotidilinositol bulunur.

Bir membranin matriksini lipitlerin olusturmalarina karsin, 6zgtin
islevleri proteinler tarafindan tistlenilmistir.

Membran proteinleri, membrandaki konumlarina gore iki genel
sinifa ayrilir.

1- Amino asit siras1 olduk¢a diizenli ¢ubuk seklinde a-sarmal
(yapida olan) proteinler.

2- Membranin  hidrofobik bdlgesi iginde gomiilii kiresel
proteinler (Sekil 5-15).

Sekil 5-15. Membran yapist.
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o-Sarmal yapidaki membran proteinlerinin tipik bir Ornegini
glikoforin olusturur. Glikoforin kirmizi kan hiicre membranlarinda
bulunan bir glikoproteindir. Islevinin yeterince tanimlanmamis olmasina
karsin yapist oldukga iyi bilinmektedir. Molekdilin biytk bir bélimu
hiicrenin dis tarafinda konumlanmis olup, glikosillenmis amino asitler
icerir.

1971 yilinda (Mark Bretscher tarafindan) glikoforinin hiicre
membranint boydan boya gectigi gosterilmistir. Daha sonra amino asit
dizisi belirlenmis ve membran i¢inde bulunan bdliimiiniin 26 hidrofobik
amino asitten olustugu bulunmustur. Bu hidrofobik dizi a-sarmal yap1
biciminde ¢ift tabakay1 bir yandan diger yana gegebilecek uzunluktadir.
Kisa hidrofilik kuyruk ise ¢ift tabakadaki proteini sabitlestirmek iizere
sitoplazmada bulunur.

Bugiin hidrofobik a-sarmal bolimu ya da bolumleriyle hicre
membranii enlemesine gegen  ve hidrofilik bir kuyruk ile de
sitoplazmaya sarkan bircok membran proteini bilinmektedir. Bunlar
arasinda reseptor olarak islev istlenmis ya da bagisitk sistem
hiicrelerinin yabanci yapilar ile ya da aralarindaki iletisimlere aracilik
eden (faredeki H2 ya da insandaki HLA transplantasyon antijenleri gibi)
proteinler sayilabilir. Reseptér proteinlerin membranlari enlemesine
gecen o-sarmal yapili bir ya da daha ¢ok sayida bolgesi bulunabilir.
Membran konumlu reseptdr proteinlerinin bir grubu membrani bu sekilde
ice ve disa dogru yedi kez enlemesine gegen 6zelligiyle bilinir (Sekil 5-
16). Bu grubun temsilcileri olan reseptérler gelen haberi hiicre

icindeki hedef molekule (efektore) iletmede G protein adi verilen araci
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Sekil 5-16. Membrani yedi kez enlemesine gegen reseptor.

proteinlere gereksinim duyar. Yedi gegisli motifle evrimin farkli
evrelerinden tiirlerde ve farkli iglevli reseptor proteinlerinde karsilagilir.
(Bakteri rodopsini, mayada ciftlesmeyle ilintili reseptorler ve insanda [3-
adrenerjik, muskarinik asetilkolin ve cesitli néropeptit reseptorleri bu
kapsama girer).

Yedi gecisli motifle ilintili bir yapiyla kanal ve transport
proteinlerinde de karsilasilir (Sekil 5-17). Bu proteinlerde, membran

ici konumlu a-sarmal yapilarinin  bir araya gelmeleriyle, kanallar

olusur.
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Sekil 5-17. Membran1 ¢ok kez gegisli protein motifi.
Glikoz iletim proteinin 6rneginde membran
kanal ve iletim proteinlerin genel yap1 diizeni.
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a-sarmal yapilarin kanala bakan yiizlerinde yer alan polar kalintili amino

asitler bu kanallarin hidrofilik niteligini belirler (Sekil 5-18).

Sekil 5-18. a-sarmal yapilarinin membranda kanal
olusturmasi.

Kiiresel yapili ikinci tiir proteinler ise lipit ¢ift tabakasina islevleri igin
gerekli olan dayanikligr saglar. Genelde membran i¢i konumlu bu
proteinlerin varligin1 elektronmikroskobunda donuk yontu (“freeze
etching”) teknigiyle goriintiilemek olanaklidir (Sekil 5-19).

5.18. Biyoenerjetik ilkeleri ve molekiillerin membrandan iletisi

Hiicre membranlarindan partikiillerin gecisi, diger bir ifadeyle
hiicre membran (zar) gecirgenligi, membranin ve partikiiliin ¢esidine,

membranin i¢i ve digindaki degigsmelere baglhdir.

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

Sekil 5-19. Membran ici proteinlerin elektron-
mikroskobunda donuk yontu
(“freeze etching”) teknigiyle goriin-
tilenmesi.

Bir partikiil mekanizmalar1 farkli birka¢ degisik yoldan membramn

gecebilir.  Enerjetik agidan bu gegis (iletim) iki  farkli bicimde

gerceklesebilir:
1- Pasif iletim,
2- Aktif iletim.

5.18.1. Pasif iletim
Enerji  tliketmeksizin  derisim ve elektriksel potansiyel

gradyentleri boyunca gergeklesen iletimdir iki sekli bulunur:
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a) Basit difuzlenme,
b) Kolaylastirilmis diflizlenme.
5.18.1.1. Basit difuzlenme

Baska bir molekiil araciligi olmadan, molekiillerin (taneciklerin)
membrandan kendi kinetik enerjileri ile gegisidir. Membranlarin lipit ¢ift
tabakasindan dogrudan ya da protein kanallarindan gegisler bu kapsam
icine girer. Lipit cift tabakada ¢ozulebilen oksijen, azot, karbondioksit
gibi gazlarla, alkol, eter gibi maddeler lipit tabakadan dogrudan
diftizlenir.

Su molekadlleri de, lipit cift tabakada ¢ozinemedikleri halde, bu
tabakadan hidrofilik gecitler {izerinden kolaylikla gecebilmektedirler.
Bu  gecitlerden genelde hizlar1 biyiik, molekiil agirliklart kiigiik
molekdller gecebilir.

Yiikli tanecikler ise, ancak proteinlerin meydana getirdigi
kanallardan gecerler. Secici gecirgenlige sahip olan  bu kanallar
gecirgenliklerini belirleyen mekanizmalara gore,

- voltaj kapili kanallar,

- ligant kapili kanallar,

- mekanik kapili kanallar,
seklinde siniflanir.

Sinir ve kas hicrelerinde Na-K kanal kapilari voltaj kapili
kanallara, sinaptik iletimde rol alan ve transmiter adi verilen
molekdllerin denetimde calisan kanallar ligant kapili kanallara, duyusal
sinir u¢larinda gerilim, basing gibi mekanik uyaranlarin etkisiyle agilan

kanallar mekanik kapili kanallara 6rnek olusturur.
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5.18.1.2. Kolavlastirilmis difiizlenme

Membrani dogrudan gegemeyen molekiiller (tanecikler) 6zel
tastyici proteinlere baglanarak membran1 gegebilirler. Glikoz ve amino
asitlerin ¢ogunun dokudaki tasinmasi kolaylastirilmis difiizlenme ile
olur.

Basit difiizlenme ile kolaylastirilmis difiizlenme arasindaki
onemli farki difiizlenme akisi belirler. Difiizlenme akisi, birim Kkesitten
birim zamanda gecen mol sayisi olarak tanimlananir. Difiizlenme akis
hizi basit  diflizlenmede derisim farki ile dogru orantili iken,
kolaylastirilmis difiizlenmede belirli bir derisim farkinin iistiinde sabit bir

(maksimum) degerde kalir (Sekil 5-20).

Sekil 5-20. Basit diflizlenme ile kolaylastirilmis difiizlen-
mede diflizlenme akisi ile derigim arasindaki
iligki.
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5.18.2. Aktifiletim

Hiicre membraninda bazi molekiil ve iyonlar enerji (ATP)
tiiketilerek derisim ya da potansiyel gradyentine karsi taginirlar. Bu
stirecte iglev goren tastyici proteinler ATPaz etkinligi gosterir.

Hiicre membranlarinda Na*, K*, Ca™, H*, CI, I" iyonlar1 aktif
iletim ile tasinir.

5.19. Diflizlenme ve 0zmoz

Bir membran tarafindan ayrilan iki bdlmede membrani gegebilen
bir maddenin farkli derisimli ¢6zeltileri bulundugunda yiiksek derisimli
bolmeden diisiik derisimli bélmeye dogru bir  difizlenme gozlenir
(Sekil 5-21).

Sekil 5-21. Molekillerin membrandan difizlenmesi.

Farkli iki ¢ozeltiyi ayiran yar1 gecirgen bir membrandan su ya da
baska ¢0ziicii molekiillerin gegmesi ise, difiizlenmenin 0zmoz adi verilen
0zel bir durumunu olusturur.

Sekil 5-22°deki gibi bir borunun sol bélmesinde membrani hig
gecemeyen (glikoz) ya da zor gecen (NaCl) bir maddenin ¢ozeltisi
varsa, su molekiilleri daha yogun olduklar1 sag bolmeden sol bdlmeye
gecer. Boylece, sol bdlmede yilikselen sivi  diizeyr ile birlikte

hidrostatik
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Sekil 5-22. Ozmoz ve ozmotik basing olusumu.

basing olusur ve bir denge kurulur. Daha fazla su gecisini engelleyen bu
basinca ozmotik basing denir.
Ozmotik basing=p xhx g (5-17)
g:9,8m/s
p : ¢0zelti yogunlugu,
h : ylkseklik farki,

Molar derisimi c olan seyreltik bir ¢ézeltinin ozmotik basinci ise,

Ozmotik basm¢g=nxcx Rx T (5-18)
R : genel gaz dursayisi (8,31451 K™*mol™),

T : mutlak sicaklik (°K),

n : ¢oziinen bir maddenin ¢ozeltide verdigi molekiil sayisi

¢ birimi mol/m? ise ozmotik basing birimi Paskal olur.
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Molekiillerin yalnizca sayilarmin 6nemli oldugu, cinslerinin
onemli olmadig1 olaylara ozmotik olaylar denir.

Bir ¢o0zeltide iyonlagmadan ¢o6ziinen bir maddenin 1 mol
miktarina 1 ozmol denir.

Bir molekili n sayida tanecige ayristirarak ¢oziinen bir
maddenin 1 mol miktari ise n ozmol kadardir.

Bir ¢ozeltinin 1 litresi ig¢inde ¢Oziinmiis maddenin ozmol
cinsinden miktarina ozmolar derisim ya da ozmolarite denir.

5.20. Bivoenerjetik acidan molekiillerin membrandan iletimi

Suda ¢6zlinmiis bir maddenin molekiillerinin dagilimi daha 6nce
gaz karigimlarinin 6rneginde goriilen termodinamik kurallara baghdir.
Bolim 5.19°de belirtildigi gibi, bir kabin gegirgen bir membran ile
ayrilmis iki bdlmesinden birine maddenin yiliksek derisimli, ikinci
bolmesine ise daha diisiik derisimli ¢ozeltisi konuldugunda ¢oziinmiis
maddenin molekiillerinin ikinci bolmeye gegmeye basladiklar1 gozlenir.
Bu ikinci termodinamik kuralla uyumlu bir olaydir, zira, maddenin
molekdllerinin iki bOlmeye esit sayida dagilimi entropide artis ve ig

enerjide azalma ile gerceklesecek ve

AG =AE-T AS,

esitligine gore serbest enerjide azalmayla sonuglanacaktir (Sekil 5-23)
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Sekil 5-23. Pasif iletimin olusumu.

Maddenin  iki bolme  arasindaki derisim farkin1 ortadan
kaldiracak ve iki bolmedeki derisimler arasinda bir esitlik olusturacak
bicimde gecirgen membrandan diflizlenmesi pasif iletim olarak
tanimlanir. Bu olayin kendiliginden olusmasi beklenir ve enerji
gerektirmedigi gibi serbest enerji de bir azalmayla gerceklesir. Buna
karsin, bolmeler arasinda bir derisim farkinin olusumuna yol acacak
bicimdeki bir iletim, entropide azalma, i¢ enerjide ve de serbest enerjide
artig ile olanakli olabilecektir (Sekil 5-24).

Sekil 5-24. Aktif iletimin olusumu.
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Serbest enerji gerektiren boyle bir iletim aktif iletim olarak tanimlanir.
AG ile K (denge dursayis1) ya da AG ile AE® (redokspotansiyeli)
arasindaki baglantilar1 anlatan esitliklere benzer bir esitlikle, aktif ve

pasif ileti tirleri ile AG arasindaki baglantiyla anlatilabilir:

[C2]

AG =2,3 RTlog (5-19)

[C4]

C; = maddenin 1.bolmedeki derisimi,

C,=maddenin 2.bélmedeki derigimi.

Bu esitlige gore, tipki yukaridaki orneklerde oldugu gibi, C1>C;
oldugunda AG negatif (=pasif iletim), C;<C; oldugunda ise, AG pozitif
deger (=aktif iletim) kazanacaktir.

Omegin C;= 0,1 M, C,= 0,01 M, deney sicakligi 27°C (300°K)
oldugunda,

0,01 M
AG= 2,3 (1,98 cal.mol™.°K™) (300°K)log

0,1M

=-1080 cal.mol?,

olacak, C; ve C; degerleri yer degistirdiginde, AG’nin sayisal degeri

degismeyecek, yalnizca pozitif nitelikte olacaktir.
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5.21. Gibbs-Donnan dengesi

Diisiiniilecegi  gibi, canli  sistemlerde, Ornegin  hiicre

membraninda, gerceklesen iletim olaylar1 yukaridaki orneklerde
goriildiigli ol¢iide basit degildir. Hiicre membraninin segici gegirgenligi
ve hiicre i¢cinde bu membrandan gegemeyen fosfat bilesikleri ve
proteinler gibi anyonlarin bulunmasi nedeniyle, madde ve iyonlar hiicre
icinde ve hiicreler aras1 (interstisyel) sivida degisik derisimlerde bulunur.
Membrandan gecemeyen anyonlarin hiicre iginde bulunmasi Gibbs-
Donnan dengesi adi altinda taninan bir durumun olusumuna yol agar.
Yukaridaki 6rnekteki kabin bir géziine bir protein ¢Ozeltisi (membran
gecemeyen protein” + Na*) diger goziine ise NaCl ¢dzeltisi konuldugunda
(Sekil 5-25), ilk asamada C1” (ve yiik dagilimimni dengelemek icin de Na®)
iyonlar1 daha yiliksek derisimde bulunduklar1 1.bdlmeden 2.bdlmeye
diftizlenir. CI" iyonlarmin aksine, anyonik proteinin membrandan
gecememesi burada olusan dengenin daha degisik nitelikte olmasina

neden olur. Gibbs tarafindan termodi-

Sekil 5-25. Gibbs-Donnan dengesinin olusumu.
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namik diisiincelere dayanilarak ileri stiriilen, daha sonra Donnan
tarafindan varlig1 deneysel olarak kanitlanan bu tip dengede bdlmelerin
birinde bulunan, difiizlenebilen iyonlarin derisimlerinin ¢arpiminin, diger
bdélmedeki ayni nitelikteki iyonlarin derisimlerinin ¢arpimina esit olmasi

gerekir:

[Na'];. [CIT1=[Na'],.[CIT], . (5-20)

Gibbs-Donnan dengesinin termodinamik agiklanmasi ise su
sekilde yapilabilir: Na® iyonlarmin difiizlenmesindeki serbest enerji

degisimi,

[Na']
AGna =2,3 RTlog , (5-21)
[Na'];

Cl-iyonlarimin difiizlenmesindeki serbest enerji degisimi,

[CI']2
AGc =2,3 RTlog

(5-22)
[CI'Ty

Her iki iyonun birbiriyle baglantili diflizlenmesindeki serbest enerji

degisimi ise,
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[Na'], [CIT,
+ 2,3 RTlog
[Na']; [CIy

AGNa+ + AGc| =2,3 RTlOg , (5-23)

olarak gosterilebilir. Denge durumunda ise serbest enerji degisimi sifir

olacagina gore,

AGNa+AGC|: 0
[Na']; [CIT;
0=2,3R T log +2,3 RTlog (5-24)
[Na']; [CITx
olacaktir. Bu esitligin yeniden diizenlenmesiyle,
[Na'], [CIT,
2,3 RTlog =-2,3RTlog , (5-25)
[Na']; [CI'T
[CI']
=2,3RTlog :
[CI']
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[Na']2 [CITy
ya da = : (5-26)
[Na']s [CI].

[Na'], . [CIT.= [Na']:.[CI'Ty (5-27)

esitligi elde edilir.

Difiizlenemeyen proteinlerin varligi nedeniyle, [Na'], > [Na']; ve
de [CI']; > [CIT; olacaktir. Iyonlarin bu sekilde esitsiz dagilimi karsilig
olarak bir denge durumu goriildiigiine gore, yukaridaki 6rneklerin tersine,
Gibbs-Donnan dengesinde iki bolme arasinda gerek Na® ve gerekse CI
gradyentlerinin olugsumu pasif olarak, bir enerji gerektirmeden

gerceklesecektir.

[Na'], > [Na']; ve [CI]y > [CI],, sonucu olusan gradyentler

boyunca,
[Na'];
AG =2,3RTlog ve
[Na'];
[CI'.
AG = 2,3 RTlog ,
[CI'Ty

esitsizliklerine gore Na"’un 2.bélmeden 1.bdlmeye, Cl’un ise 1.bdlmeden

2.bolmeye gegmesi beklenir (Sekil 5-26).
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Sekil 5-26. Gibbs-Donnan dengesi sonucu Na ve ClI
iyonlariin dagilima.

Gibbs-Donnan dengesinden ¢ikarilmasi gereken bazi sonuglara
burada deginmek gerekir:
-Denge durumunda, proteinin bulundugu 2.b6élmenin ozmotik
basincinin 1.bdlmedekinden yiiksek olmasi beklenir. Ornegin,
hiicrenin hipotonik bir ortamda sismesi gibi siv1 yiizeyi 2.bolme-
de yukselecektir. Suyun 1.b6lmeden 2.bolmeye gegmesi
1.bolmedeki iyon derisimlerini yiikseltecegine gore, Cl™ (ve ona
bagimhi olarak Na®)  yeniden 2.bélmeye difiizlenecektir.
Olusacak
boyle bir kisir dongii sonucu, kuramsal olarak, 1.bolmenin tiim
Ogelerinin 2.bdlmeye gegmesi (ya da, hiicre 6rneginde, hiicre-
nin siserek c¢atlamasi) s6zkonusu olacaktir.

5.22. Membran potansiyeli

Yukaridaki durumda Na* ve CI iyonlarindan ¢ok az miktarlarin
diger bolmeye ge¢meleriyle bir membran potansiyeli olusacaktir. Bu
potansiyel iyonlarin difiizlenmesini saglayan derisim gradyentine ters
yonlii olacak ve diger bdlmeye gecen iyonun geri difiizlenmesinde
(cekilmesinde) etkin olacaktir. Membran potansiyelinin ulastigi deger

sonucu iki yonde diflizlenen iyonlarin miktari esit oldugunda (bélmelerin
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iyon derisimlerinde net bir degisim gozlenmediginde) bir denge

potansiyeli olusacaktir (Sekil 5-27).

Sekil 5-27. Derisim ve potansiyel gradyentlerinin  olusumu.
Denge potansiyelinin degeri,
RT Cy

E=23—log , (5-28)
nkF Cz

(Nernst) esitligi ile saptanir. Esitlikle, C1ve C,, 1. ve 2.b6Imelerdeki iyon
derisimlerine; R, gaz dursayisma (1,97 cal.mol™°K™); T, mutlak

sicakliga (°K); F, Faraday dursayisma (2,3x10% cal.v.mol™); n, iyon
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degerligine ve E, volt olarak denge potansiyeline (1. bélme potansiyeli
eksi 2. bélme potansiyeli) karsilik gelir.

Gibbs-Donnan dengesinde gegerli olan hususlarin iyonlarin hiicre
ici ve hiicre dis1 sivilardaki dagiliminda oynadigi olasi rolii belirlemek
icin,

- bu iyonlarm (baslica K*, Na* ve Cl-iyonlarmin) hiicre i¢indeki
ve hiicre disindaki (interstisyel sividaki) derisimlerini saptamak,

- bu derisim degerlerini Nernst esitligine uygulayarak her iyon
icin denge potansiyelini hesaplamak,

- iyonlarin iginde bulunan bu denge potansiyeli degerlerini
Olciilen gercek membran potansiyeliyle karsilagtirmak gerekir.

Tablo 5-4’{in incelenmesi ve hiicre i¢i ve dig1 iyon derisimlerinin

Nernst esitligine,

katyon

RT dis
E=2,3 log

nF katyon

ic

anyon
RT ic

(yadaE=2,3 log )

nF anyon

dis

uyarlanmasiyla, Cl'-iyonlarinin hiicre membranindan difiizlenmesinin
Gibbs-Donnan dengesine uygun olarak gerceklestigi ve membran

potansiyeliyle uyustugu  goriilir. K'-igin  hesaplanan  denge
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potansiyeli ise membran potansiyeline yakin, ancak, daha negatif bir
deger tasimaktadir. (Hiicre icine difiizlenen az miktarda Na*-iyonu,
membran potansiyelinin, K*-denge potansiyelinden beklenenden,
daha negatif olmasima neden olur. Bunun sonucu, K*-iyonlar1 derisim

gradyentine bagl olarak az da olsa disar1 difiizlenme egilimindedir). Na*

Denge potansiyeli | Hiicre ici derisimi | Hiicre dis1 derisimi
(mV) (mEqg/l) (mEqg/l)
K* -97 155 4
Na”* +60 12 145
CI -90 4 120

Tablo 5-4. Kas hiicresinde K*, Na*, CI’ iyonlarinin denge
potansiyel degerleri.

icin bulunan derisim degerlerinden hesaplanan denge potansiyeli ise,
hiicre icine yonelik derisim ve potansiyel gradyentlerine karsin, bu
iyonun hiicre dis1 sivida yogunlagsmis oldugununu ortaya koyar. Bagka
bir deyimle, yukaridaki tanimlamalara gére, Na* iyonunun aktif iletimle

hiicre disina ¢ikarilmis olmasi gerekmektedir (Sekil 5-28).
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Sekil 5-28. Elektrokimyasal ve derisim gradyentleri.

5.23. Diflizlenme potansiyelleri

Membran  potansiyeli, yukarida Gibbs-Donnan dengesinde
goriilen mekanizmayla olusabilecegi gibi, iyonlarin degisik difiizlenme
hizlarindan da kaynaklanabilir. Sivi ortamda bdyle bir diflizlenme
potansiyeli gecici nitelikte olmakla birlikte, hiicre membraninin segici
gecirgenligi, diflizlenme hizlarindaki farklar1 artirarak, potansiyel
farklarini kalimlastirabilir. Nitekim, K* hiicre membraninda Na*a oranla
yaklagik 100 kat daha hizli difiizlenir.

Hiicre membran potansiyelinin olusumunda rol oynayan {igiincii
ve cok 6nemli bir etmen Na*-K*a bagimli ATPaz sistemidir. Na*-iyonlar
bir derisim gradyentine kars1 bu enzime bagli olarak hiicre i¢inden disina,
K*-iyonlar1 ise hiicre disindan igine etkin bicimde pompalanir. Membran
potansiyelinin olusumuna yol acan, “elektrogenik” nitelikteki bu
pompanin hiicre disina pompaladig1 yaklasik 3 Na'-iyonuna karsilik,
hiicre igine 2 K*-iyonu alinr.

5.24. Membran dinlenim potansiyeli

Hiicrelerin membranlarinin i¢ ve dig yanlar1 arasinda bir dinlenim
potansiyeli bulunur. Genellikle i¢ yani negatif olan potansiyelin degeri
hicre ve tir tipine gore -60 mV (6rnegin miirekkep baligi aksonu) ile

-100 mV (6rnegin memelilerin kas hiicresi) arasinda degigir. Membran
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potansiyelinin olusumunda yukarida anlatilanlara gére ©n planda
difuzlenen K*, CI' ve ¢ok az bir oranda da Na'-iyonlar: tarafindan
belirlenir. Iyonlarin membran potansiyelinin olusumundaki katkilart
onlarin membranin iyon “kapilarindan” gecis hizlariyla orantilidir
(diflizlenme potansiyelleri). Bu iyonlarn i¢ ve dis derisimlerinin ve
onlarin difiizlenme (ya da membrandan gecis) hizlarinin (g) géz oniine
alinmasiyla gelistirilmis Goldmann esitligi, bu parametrelerle membran

potansiyelinin olusumu arasindaki baglantiy1 anlatir:

RT k-[K"Ta +gna.[Na Ta+gcr.[CIT];
2,3 1og (5-29)
F Ok -[K'Ti+Ona.[Na"Ti+gcr.[Cl g

Emembran=

Normalde, hiicrelerin membranlarinda (6rnegin 10 pm capinda
bir hiicrenin membraninda) potansiyel olusumu ¢ok az sayida (~10)
iyon fazlaliginin membranin bir yaninda toplanmasiyla miimkiin olabilir.
Membran potansiyelinin olusumu i¢in hiicre i¢i ya da hiicre dist sivilarin
iyon derisimlerinde bir degisiklik s6zkonusu degildir. Yukarida
belirtildigi gibi membran potansiyeli K'-denge potansiyelinden daha
diisiik negatiflige sahiptir. Ayrica, Na'-iyonlar1 da onlar1 hiicre igine
ceken derisim ve elektrokimyasal potansiyel gradyentlerine karsin hiicre
dis1 stvida yogunlasmistir. Normalde, pasif ileti sonucu K*-iyonlarinin
disa ve Na'-iyonlarmin da (¢cok daha diisiik bir hizla bile olsa) hiicre igine
gecmeleri ve bunun sonunda membran potansiyelinin ortadan kalkmasi
gerekir. Ancak, hiicre aktif iletiyle (Na'™-K™a bagimhi ATPaz -Na'-K*-

pompasi- araciligiyla ve ATP tiiketerek) mevcut potansiyeli korur.
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Nitekim, pompanin etkinligini baskilayan ouabain (“strophantin) gibi
maddelerin etkisi ya da hiicrenin enerji gereksiniminin karsilanamamasi

sonucu membran potansiyeli ortadan kalkar.

5.25. Aksiyon Potansiyeli

Dinlenim membran (zar) potansiyeli, yukarida belirtildigi gibi,
her hiicre icin belirli bir degerdedir. Sinir ve kas hiicreleri gibi
uyarilabilir hiicrelerde bu deger -60 mV ile -95 mV arasinda degisir.
Sinir ya da kas hiicreleri uygun bir uyaran ile uyarildiklarinda bu
membran dinlenim potansiyeli degerinde gecici bir degisme olur ve bu
degisiklik membran boyunca yayilabilir. Organlar arasindaki iletisim iste
bu potansiyel degisiklikleri araciligi ile saglanir.

Canlilarin i¢ ve dis ortamlarindaki her tiirlii degisiklik 6zellesmis
reseptor hiicreleri yardimiyla elektriksel sinyallere doniistiiriiliir. Bu
sinyaller sinirler yoluyla beyine iletilir. Burada algilanip yorumlanan
hatta saklanabilen bu bilgilere yanit olarakta yine elektriksel sinyaller
olusturulur. Bu olusan potansiyel degisiklikleri yine sinir hucreleri
yardimiyla uygulayici (kas, salgi bezi gibi) organlara gonderilir.

Sinir sistemi yaklasik 10'? adet sinir hiicresi (néron) ile bunun 10-
50 kat1 kadar glial hiicreden olusur. Bilgi iletisinde bunlardan yalniz
noronlar rol oynar. Noronlar, birgok farkli sekil ve biiylikliikte olabilir.
Ancak genel olarak bir noron, hiicre ¢ekirdegi (nukleus), uzanti (dentrit)

ve sinif lifi (akson)nden olusur (Sekil 5-29).
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Sekil 5-29. Miyelinli sinir hiicresinin yapisi.

Iki ndron arasindaki bilgi alisverisi sinaps adi verilen yapilarda
olur. Bir ndron, uzantilar1 ya da govdesindeki sinaptik baglantilar1 ile
diger nérondan aldig1 bilgiyi, akson boyunca potansiyel degisiklikleri
seklinde sinir son ucuna kadar iletir. Bu uctan da bilgi sinaptik yol ile
diger hiicrelere aktarilir.

Sinir ve kas hiicre zarlarinin dinlenim durumu, ortasinda iyi bir
yalitkan bulunan kutuplagmig bir kondansatorii andirir. Uygun bir
uyaran ile bu kondansator bosalabilir, hatta cok kisa bir siire i¢in ters
kutuplanabilir (depolarizasyon). Zarin belirli bolgesinde 1 ms kadar siiren
bu potansiyel degisikliginden sonra, membran bu bodlgede dinlenim
durumuna donerken potansiyel degisikli§i membran boyunca
yayilmasina devam eder. Lif boyunca iletilen uyarmin temel birimi olan
bu potansiyel degisikligine aksiyon potansiyeli denir. Bu potansiyel
degisiklikleri elektriksel Olcii ve gozlem araclari ile gdzlenebilir ve
kaydedilebilir (Sekil 5-30). Aksiyon potansiyelinin pozitif potansiyellere
dogru degisim siireci ters kutuplanma (depolarizasyon), yeniden
dinlenim potansiyeline doniis geri kutuplanma (repolarizasyon),
dinlenimden daha negatif potansiyele dogru gidis ise Ust kutuplanma

(hiperpolarizasyon) olarak adlandirilir.
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Hiicreler, 1s1, kimyasal, mekanik ve elektriksel olarak ¢cok degisik
yollarla uyarilabilirler. Laboratuvarlarda bu yapay uyaranlardan
elektriksel uyaranlar tercih edilir. Clnku, Ozel elektronik devrelerde
(stimiilator) elde edilen bu elektriksel uyaranlari, uygulama siiresi,
siddeti, frekanst baki-mindan kolaylikla ayarlamak, degistirmek ve

yinelemek olanaklidir.

Sekil 5-30. Aksiyon potansiyeli.
Ayrica, mikroelektrot teknigi ile agiz kalinlig1 ¢cok inceltilmis cam

elektrotlar kullanilarak hiicre membranina zarar vermeden igeri girip

membrani uyarmak ve aksiyon potansiyelini gozlemek olanaklidir.
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Fizyolojik olarak,

1) Hormonlar (asetil kolin reseptorleri),

2) Is1 (deride sicaklik reseptorleri),

3) Mekanik (Paccini cisimlerinde, isitme tiiy hiicreleri),

4) Kimyasal faktorler (dilde tat reseptorleri),

5) Elektromagnetik 1sinlar (retinada kon ve ¢omaklar),
gibi uyaranlar ve reseptorleri aksiyon potansiyelinin olusmasina neden
olurlar.

Uyarilabilir hiicrelerde aksiyon potansiyelinin yayilma hizi,
dinlenim membran potansiyeli, aksiyon potansiyelinin tepe degeri ve
stiresi hiicre tilirline gore degisir (Tablo 5-5). Ancak, hiicrede bir kez
aksiyon potansiyeli ortaya ¢ikinca, biiyiikliiglinlin ve zamanla degisim
bicimi uyarinin cinsi ve biiyiikliigiine bagli degildir.

Bir sinir uyartisi, sonmeden ve bi¢imi bozulmadan bir akson
boyunca sabit hizla iletilir. Yani, bir sinir lifi ya iletim durumundadir, ya

da degildir.

Yayilma hizi 1-100 m/s
Dinlenim membran (-60) - (-95) mV
potansiyeli

Tepe degeri (+20) - (+50) mV
Silre 0,5ms-0,5s

Tablo 5-5. Aksiyon potansiyelinin 6zellikleri.
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Iletimde ise, aksiyon potansiyeli bu lif icin karakteristik, sabit bir sekilde
ortaya ¢ikar. Bu ozellikler hep ya da hi¢ davramsi olarak adlandirilir.
Yalitilmig tek hiicrelerde yapilan deneylerde uyaran siddeti esik
uyaran adi verilen bir degere ulasmadik¢a aksiyon potansiyeli olusmaz.
Uyaranlarin aksiyon potansiyelini yaratabilmeleri ancak belirli bir siddet
ve slirede uygulanmalariyla olasidir. Uyaranin etkili olabilen minimum
siddetine esikdeger denir. Esikdegerden daha az siddetli olan uyaranlar
esikalt1 uyaranlar, daha siddetli olanlar esikiistii olarak tanimlanir. Egik-
deger, membran potansiyelini aksiyon potansiyelini doguracak bir degere
kadar ters kutuplayan (depolarizleyen) uyaran siddetidir. Laboratuvar ve
Klinikte uygulanan esikdegerler sabit degildir. Hiicreden hiicreye
degistigi gibi, birbirini izleyen uyarilar ya da metabolik ve hormonal
etkilerle ayni hiicrede degismeler gosterir. Elektriksel uyaran
kullanildiginda, akim uygulama siiresi At kiigtiltiiliince, esik akim siddeti
(lesi) yUkselmektedir. Buna gore bir aksonu elektriksel olarak uyarmak
icin minimum bir elektrik yiikii gerektigi (AQ = leik.At) anlagilmaktadir.
Dikdortgen sekilli akim uyarilart ile calisirken esik akim siddetinin,
uygulama siiresine gore, degisimi hiperbolik bir egridir (Sekil 5-31).

Siddet-stire egrisi olarak adlandirilan bu egri, deneysel olarak

+b (5-30)

Iesik:
At

bagintisina uyar.
Egri, bir minimum akim siddetinin altinda, uygulama siireleri ne

kadar uzun olursa olsun, uyartt olusturulamayacagini ortaya
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koymaktadir. Bu akim siddeti reobaz olarak adlandirilir. Esik akim
siddetinin At — o ig¢in aldig1 smir deger, reobaz akim siddetinin

karsiligidir:

limleik = b
At — o©

Sekil 5-31. Esik akim siddetinin uygulama siiresine
bagliligi, siddet-siire egrisi.

Bagintiya gore, At’nin ¢ok kiiciik olmasi durumunda b terimi
Onemsiz kalir ve

. a
lim lepik = Xt a= Iesik LAt (5-31)

At — o©

yazilir.

Reobazin 2 kat1 degerinde (2b) bir akimin uyart1 olusturabilmesi
icin uygulanmasi gerekli minimum siireye kronaksi denir. Bu kavram
uyarilabilirligin bir 6l¢iisii sayilir.

Bir aksona esikalt1 diizeyde bir elektrik uyaran uygulandiginda,
aksiyon potansiyeli gelismez. Ancak, uygulama noktasi civarinda
membran potansiyeli az da olsa degisir. Yoresel yanit adi verilen bu

potansiyel degisikligi aksiyon potansiyeli gibi yayilmaz. Yoresel olarak
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ortaya ¢ikar ve soner. Yoresel yanitin degeri uyaran siddeti arttikca artar
(Sekil 5-32).

Sekil 5-32. Uyarilabilir hiicrenin, siiresi sabit, siddeti
artan uyaranlara kars1 verdigi yanitlar.
1. Yoresel gecici bir potansiyel
2. Daha yuksek yoresel gecici bir potansiyel
3, 4. Aksiyon potansiyeli

Esikalt1 bir uyaranin neden oldugu ters kutuplanma
(depolarizasyon) heniiz tam sénmeden bir hiicreye ikinci bir esikalti
uyaran daha uygulandiginda,ikinci uyaranin olusturacagi yoresel ters
kutuplanma birinciden arta kalana eklenebilir ve toplamlar1 esik
potansiyele ulasarak bir aksiyon potansiyelini tetikleyebilir. Toplama
(“Summation”) olarak adlandirilan bu olayla sinir sisteminde iki farkl

sekilde karsilasilmaktadir (Sekil 5-33).
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Sekil 5-33. Ardisik esikalti uyaranlarin etkisi.
A: Esik alt1 bir uyaran etkisinde yoresel yanit
B: Esik alt1 iki uyaranin pespese
uygulanmasinda zamansal toplama ile aksiyon
potansiyeli olusur.

Bir sinir hiicresi yukaridaki gibi ¢ok kisa zaman araligi i¢inde
ardisik iki esikalti uyaran etkisinde kalarak  yoresel olarak ters
kutuplanabilir. Bu olaya zamansal toplama (“temporal summation”)
denir. Bu olaya daha ¢ok cevresel sinir sisteminde rastlanir. Diger
taraftan bir noron aynmi anda farkli bolgelerinde esikalti uyaranlar
etkisinde kalabilir. Bu tir iki ya da daha ¢ok odaktan kaynaklanan
esikaltt yanitlar bir diger noktada toplanarak esik degere ulasabilirler.
Uzaysal toplama (“spatial summation”) olarak adlandirilan bu
tiirden toplama islemi merkezi sinir sisteminin integrasyon iglemleri i¢in
Onem tasir,

Uyarilabilir bir hiicre i¢in kritik potansiyel ya da esik potansiyel
(Ekitik) uyaranin, siddeti, siiresi ve artma temposu ile birlikte zarin
gecmisine de baghdir. Kare puls bigimli bir uyaran i¢in esik en diisiiktiir.
Siddeti zamanla dogrusal olarak artan uyaranlar i¢in, esik potansiyel,
uyaran artma hizi ile ters orantilidir (Sekil 5-34). Uyaranin artma hizi bir
minimum degerin altina diiserse, uyaranin son degeri ne olursa olsun

aksiyon potansiyeli olusamaz. Uyarilabilir bir hiicre ya da dokuda siddeti
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yavas yavas artan bir uyaran karsisinda esigin ylikselmesi uyum

(“accomodation”) olarak adlandirilir.

Sekil 5-34. Siddeti yavas olarak artan bir uyaran karsisinda,
kritik depolarizasyon potansiyelinin ve aksiyon
potansiyeli genliginin degisimi.

Kritik depolarizasyon degerleri okla isaretlidir.

Uyarilabilir bir lifin belirli bir bdlgesinde aksiyon potansiyeli
olusurken, ikinci bir uyaran siddeti ne olursa olsun, bu bolgede ayn1 anda

bagka bir aksiyon potansiyeli olusturamaz. Aksiyon potansiyeli
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stiresinden biraz uzun olan, lifin hi¢ uyarilamadigi bu déneme mutlak
refrakter donem denir. Bunu izleyen biraz daha uzun sireli ve bagil
refrakter donem olarak adlandirilan bir dénemde ise ikinci bir uyaran
aksiyon potansiyeli olusturabilir. Ancak esik deger normal dinlenim

durumuna gore yiikselmistir (Sekil 5-35).

Sekil 5-35. Esik {istli bir uyaranin yol actig1 uyarti sonra-
sinda gegen siireye bagli olarak ikinci
uyaran icin esik siddetindeki degisme.

X1 - Mutlak refrakter donem
Xz - Bagil refrakter donem

Bir akson ayni anda iki ayr1 yerinden uyarilabilir. Zit yonlerde
birbirine dogru yaklasan aksiyon potansiyelleri ayni bolgeye ulasinca,
bir digerinin refrakter donemine rastlayacagindan, yok olur. Mutlak
refrakter donem bir yonde ilerleyen aksiyon potansiyelinin kendiliginden
geri donmesini engeller. Mutlak refrakter donem bir aksonun ardisik
aksiyon  potansiyelinin olugturma frekansini da sinirlar.

Aksiyon potansiyeli olusumunu iyon akimlariyla agiklayacak
olursak, 3 dénemde incelenebilir (Sekil 5-36):

1. Dinlenim dénemi,

2. Ters kutuplanma (depolarizasyon) dénemi,

3. Geri kutuplanma (repolarizasyon) dénemi
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Sekil 5-36. Cift fazli aksiyon potansiyelinin olusumu.

Hiicre icinin negatif, hiicre disinin pozitif oldugu dinlenim
durumu (1.D6énem), bir uyart: ile membramn Na® iyonlarina karst
gecirgenliginin birdenbire artmasi sonucu, bozulur. Na* iyonlarmnin hizla
hiicre i¢ine akmasi, dis ile i¢ arasinda potansiyel farkini once kaldirir,
sonra i¢ ylizde dis yiize gore pozitif yiik toplanir. Dinlenim potansiyeli
ortadan kalkar  ve ters yonde bir potansiyel olusur (2.D6nem). Bu
olusumdan hemen sonra zarin tekrar Na® iyonlarma kars1 gegirgenligi
azalir ve hemen hemen durur. Lif i¢indeki pozitif ters potansiyel ortadan
kalkar, normal dinlenim potansiyeli geri gelir (geri kutuplanma)
(3.Dénem). Bu donemleri ayrintili irdelemek igin Na* yaminda K* sizma
kanallarmi (diflizlenme), Na'-K* pompasin1 (aktif ileti) ve voltaj kapili
Na*-K" kanallarim birlikte diisiinmek gerekir.

Bir uyaranla membran dinlenim potansiyeli -90 mV’dan 0’a

dogru yiikseldiginde, -70 ile -50 mV arasinda Na'iyonlarmin gegis
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kapist (aktiflesme kapisi) yapisal degisiklige ugrayarak agilir (Sekil 5-
37).Bu aktif siirede Na" gegirgenligi 500-5000 kat kadar artar ve Na®
iyonlar1 hiicre ic¢ine dogru hizla akar. Voltaj ylikselmesi sonucu,
aktiflesme kapisinin acgilmasindan bir siire sonra kanali inaktiflestiren
ikinci bir kapi (inaktiflesme kapisi) kapanir. Bu kapanma aktiflesme
kapisinin agilmasini izleyen saniyenin onbinde biri kadar bir siire sonra
meydana gelir. Kapinin kapanmasi ile membran dinlenim potansiyeline
doniis (geri kutuplanma) gerceklesir.

Na’ kanalmin ¢ok o6nemli bir 6zelligini inaktiflesme kapisinin
membran potansiyelinin  dinlenim durumuna yakin bir degere
doniisiinceye kadar yeniden agilmamasi olusturur. Béylece, Na* kanallari
sinir lifi geri kutuplanmadan yeniden acilmaz.

K" kanallar1 dinlenim durumunda kapalidir. Bu nedenle, K*
iyonlar1 hiicre disina ¢ikamaz. Membran dinlenim potansiyeli -90 mV
ile 0 mV aras1 bir degere yiikselince kapinin yavasga acilmasiyla K*

iyonlari
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Sekil 5-37. Aktiflesme ve inaktiflesme kapilari.

disar1 difiizlenir. K* iyonlarmin yavasca disar1 difiizlenmeleri Na®
kanallarinin  kapanmasina rastlar. Béylece, Na' iyonlarmin hiicreye
girisinin azalmasma kosut olarak, K* iyonlarmin disar1 ¢ikis1 geri
kutuplanmay1 hizlandirir ve dinlenim durumu gergeklesir.
5.26. Mekanik Is

Kas kasilmasi, kimyasal enerjinin mekanik enerjiye ¢evrildigi bir
biyolojik is tiiriidiir. Kasilma silireci viicudumuzun yaklasik % 40°lik
boliimiinii olusturan iskelet kasi ile, % 5-10‘luk boliimiinii olusturan diiz
kaslar ve kalp kasinda benzer bigimde gergeklesir. Kas kasilmasini
anlayabilmek i¢in kas dokusunun, Ornegin iskelet kasinin, yapisini
tanimak gerekir. Iskelet kaslari, caplar1 10-80 mikron arasinda degisen
kas liflerinin bir araya gelip kas demetlerini olusturmalariyla meydana
gelir. Kas lifinin hiicre membrani sarkolemma olarak adlandirilir. Bunun
yapist daha Once gordiiglimiiz plazma membrani ile, polisakkarit
bilesiminde ince bir tabakadan olusmustur. Bu tabakanin en disinda ise
kollagen iplikgikler bulunur. Kas liflerinin uglarinda sarkolemmanin bu
yiizey tabakasi bir tendon lifiyle kaynasir. Tendon lifleri de demet
halinde toplanarak kemiklere tutunur (Sekil 5-38).

Kas liflerinin her biri birkag¢ yiizden, birka¢ bine kadar degisen
sayida miyofibrili kapsar. Miyofibrillerin herbiri ise, yaklagik 1500
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miyozin ile bunun iki kat1 kadar (~3000) aktin filamenti icerir. Aktin ve
miyozin filamentleri kas kasilmasinin ana iglevsel birimleridir.

Elektron mikroskobu ile yapilan calismalarda miyozin kalin
filamentler, aktin ise ince filamentler olarak goérulur. Bu filamentler
birbirleri i¢ine girdikleri i¢in koyu ve acik seritler halinde gozlenir. Aktin
filamentlerini i¢eren kistm I bandi adini1 alir. Bunun nedeni, bu kismin
polarlanmis 1518a kars1 izotrop olmasidir. Miyozin filamentleriyle birlikte
onlarin arasina giren aktin filamentlerinin de uglarini igeren karanlik,
anizotrop seritlere ise A bandi denir.

Aktin filamentleri Z c¢izgisi adi verilen bir yapiya ve bu yapi
tizerinden birbirlerine baglanmislardir. Z ¢izgisi bir kas lif¢igi iginde
(miyofibril) aktin filamentlerini birbirine bagladig1 gibi, bir lifcikten
digerine devam ederek bir kas lifi icinde yan yana gelmis biitiin lifcikleri
de birbirine baglar. Z cizgileri iskelet ve kalp kaslarina ¢izgili bir

goriiniim kazandirir (Sekil 5-39).
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Sekil 5-38. Kas dokusunun altyapilari.

Bu yapr ile bir kas lifinde aktin  ve miyozin filamentleri yan
yana gelmis olur. Tki komsu Z ¢izgisi arasinda kalan boliim sarkomer
olarak adlandirilir. Kas dinlenim durumunda sarkomerin boyu yaklagik 2
mikrondur. Bu uzunlukta iken aktin filamentleri her iki yandan gelerek
miyozin filamentlerini Ortmiis durumdadir. Bir kas lifi ¢ekilip
gerildiginde, dinlenim durumundaki boyundan daha uzun hale gelir.
Boylece her sarkomerde aktin filamentlerinin uglar1 birbirinden
uzaklagmis olur. Bu durumda A bandinin tam orta yerinde agik bir ¢izgi
meydana gelir. Bu H bandi olarak adlandirilir. Bu band normal gorev
yapan bir kasta cok seyrek goriilir. Normal sarkomerin kasilma
stirecindeki uzunlugunun kontraksiyonu 2-1,6 mikron arasinda olmasi
bunun nedenini olusturur. Bu sinirlar i¢cinde aktin filamentleri birbirlerini

bile kismen Ortecek bir konuma gelirler.

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

Sekil 5-39. Cizgili kasin elektronmikroskop goriintiisii.

Miyofibriller kas lifi icinde ve sarkoplazma adi verilen bir
matrikste asili durumda bulunurlar. Sarkoplazma sivist iginde yliiksek
derisimlerde K*, Mg®, fosfat iyonlar1 ve proteinler, ayrica ¢ok sayida
mitokondri bulunur. Bunlar miyofibriller arasinda ve onlara paralel
konumda yerlesmislerdir. Mitokondrilerin ¢oklugu miyofibrillerin
yiiksek ATP gereksinimlerini yansitir. Kas lifleri i¢cinde sarkoplazmik
retikulum adi verilen gelismis bir endoplazmik ag sistemi bulunur. Bu
yapi, kas kasilmasinin diizenlenmesinde kalsiyum iyonlarinin serbest
birakilmastyla baglantili islevi nedeniyle 6zel 6nem tasir.

Kas kasilmasinin, kayan filamentler —mekanizmasi ile
gerceklestigi bugiin kabul edilmektedir. Bu mekanizmanin 6ngoérdiigii
gibi, kasilma siirecinde filament boylar1 sabit kalir, ancak komsu iki Z
cizgisinin aras1 daralir (Sekil 5-40). Kasilma sirasinda A bandinin
uzunlugu sabit kalmakta, ancak I band1 kisalarak gézden kaybolur. Bu
gozlemlere  gore, ince filamentlerin kalin filamentler boyunca A
bandinin ortasina dogru kaymalari, I bantlarinin dolayisiyla kas liflerinin

kisalmalarina neden olmaktadir.
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5.26.1. Miyozin filamenti

Miyozin, miyofibrillerin elektronmikroskobunda goriilen kalin
filamentlerine karsilik gelir. Miyozin uzun, polar bir protein olup,
yaklasik 480.000 dalton molekiil agirliklidir. Birbiri etrafinda sarmal
yapist ile dolanmis alt1 polipeptit zinciri miyozini olusturur. Bu alti
zincirden ikisi biiyiik (200.000 dalton), diger dordii kiiciik (20.000
dalton) molekiil agirliklidir (Sekil 5-41).

Iki agr zincir birbirine sarilarak bir ¢ift sarmal yapar. Bu
zincirlerden herbirinin bir ucu icine katlanarak miyozin basi adi verilen
kiiresel yapiyr olusturur. Boylece, miyozin molekiilii kuyruk adi verilen
uzun ¢ift sarmal bir yap1 ile bunun ucunda yan yana bulunan iki

bastan

Sekil 5-40. Kas kasilmasinin kayan filamentler
mekanizmasina gore sematik gosterimi.
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olusur. Cift sarmal ile bas arasinda esnek boliime mentese adi verilir.
Miyozinin baglarmin her biri ikiser hafif zincir tasir ve Ca® iyonlar1
varliginda ATPaz etkinligini gosterir.

Miyozin filamenti yaklasik 200 miyozin molekiiliinden olusur.
Molekiillerin kuyruk kisimlar1 toplanarak filamentin gdvdesini olusturur.
Molekiillerin mentese boliimlerindeki biikiilme ise baslar1 gdvdeden
digsar1 yonelik bir konuma getirir. Miyozin molekillerinin orta bir
noktadan baglayarak, iki ters yonde faz farkli dizilmeleri filamentlerin iki

yonlii simetrik yapisini belirler (Sekil 5-42).

Sekil 5-41. Miyozin filamentinin yapisi.
Miyozin filamentinin tiim uzunlugu 1-6 mikron arasinda degisir.

Bu filamentin tam orta béliminde 0,2 mikronluk bir uzunlukta capraz

koprii baglarinin bulunmadigi dikkat ¢eker. Menteseli kollar miyozin
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filamentinin uglarina dogru uzanirlar. Bu nedenle merkezde miyozin
molekiillerinin yalniz kuyruk kisimlar1 bulunur. Bas kisimlar1 bulunmaz.

5.26.2. Aktin filamenti

Aktin filamenti;  aktin, tropomiyozin ve troponin adli iig
ayr1  bilesenden  olusmus bir komplekstir.  Aktin  filamenti

sarmallagmus iki F-aktin molekilinden olusmustur. Fibriler nitelikteki

Sekil 5-42. Miyozin molekiiliiniin yapist.
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F-aktin molekiilleri ise 42.000 dalton agirhgindaki G-aktin
molekiillerinin ATP varliginda polimerlesmesi sonucu olusur (Sekil 5-
43).

Tropomiyozin, aktin filamentlerine gevsek baglanan diger bir
molekiildiir. 70.000 dalton molekiil agirlikliginda, 40 nm uzunlugunda
bir proteindir. Dinlenim durumunda F-aktine baglanip, aktinin aktif

bolgelerini

Sekil 5-43. Aktin filamentinin yapisi.

kapatarak, aktin ile miyozin arasindaki kasilmaya yol agacak bir
etkilesimi ortadan kaldirdig1 diisiintilmektedir.

Troponin, tropomiyozin boyunca yer almis molekiil agirliklari
79.000 dalton olan ii¢ altbirimden olugmustur. Bu kiiresel yapili
altbirimler Troponin I, T, C olarak adlandirilir.

Troponin 1, aktine; Troponin T, tropomiyozine ve Troponin C,
Ca?* iyonlarina yakin ilgi gosterir. Bu kompleksin tropomiyozini aktine
bagladigi diistiniilmektedir.

Saf  aktin  filamenti,  troponin-tropomiyozin  kompleksi
bulunmadigi zaman, Mg** ve ATP varliginda giiglii bicimde miyozine

baglanir. Troponin-tropomiyozin kompleksinin varliginda bu
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baglanmanin olmamasi, gevsek durumdaki kasta bu kompleksin aktin-
miyozin etkilesimini engelledigini diistindliirmektedir. Ancak, kasilimdan
once troponin-tropomiyozin kompleksinin etkisi Ca’* iyonlarinin
varhginda ortadan kalkar. Ayrntilari bilinmemekle birlikte, Ca®*
iyonlarmin troponin C ile birlesmesi aktin filamentindeki miyozin
baglanma boélgelerinin agiga ¢ikmasini saglar. Boylece, kasilmaya yol
acacak aktin-miyozin etkilesimi gerceklesir. Ozetle, kas kasilmasi
mekanizmasini asagidaki gibi siralanabilir (Sekil 5-44).

1- Miyozin molekiiliiniin bas boliimii ATP ile birlesir. Miyozin
basinin igerdigi ATPaz etkinligi ile ATP hidrolizlenir. Olusan ADP ve
Pi’1
tasiyan bas gergin, enerji icerikli bir konformasyonda ve aktin
filamentine dikey konuma gelir.

2- Ca®* iyonlarmmn varlizinda troponin-tropomiyozin
kompleksinin inhibitor etkisi ortadan kalkar. Aktin filamenti Uzerindeki
baglanma bolgeleri agilir ve miyozin baslart bu bolgelere baglanir.

3- Baglanmay1 basin A bandi yoniinde ve cirpma seklindeki
egilme hareketi izler. Aktin ve miyozin filamentinin karsilikli kaymasina
yol agan bu hareket (mekanik is) i¢in gerekli enerji bir 6nceki asamadaki
ATP hidrolizi ile saglanir. A¢iga cikan enerji ise basin baglanma 6ncesi
gergin konformasyonunda korunmaktadir.

4- Basin egilmesiyle serbestlenen ADP ve Pi, basa yeni bir ATP
molekiiliiniin baglanmasina olanak saglar. ATP’nin baglanmasiyla
ayrisan miyozin basi yeni bir dongiiyii baslatir (Sekil 5-45).

ATP kas kasilmasi sirasinda, buna gore, baslica iic goérev

istlenmistir:
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1-Aktif ve miyozin filamentleri arasinda etkilesimin
sonlandirilmasi,
2-Hidrolizi sonucu aktin ve miyozin filamentlerinin kargilikli

kaymasi, dolayisiyla kasilma i¢in gerekli enerjinin saglanmasi,

Sekil 5-44. Kas kasilmasinin mekanizmasi.
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3-Uyar1 iizerine acilan kanallar iizerinden sarkoplazmaya
serbestlenen Ca®* iyonlarinin Ca®*a bagli bir ATPaz enzimi araciligiyla
yeniden sarkoplazmik retikuluma pompalanmasi ile kasilma siirecinin

sonlandirilmasi.

Sekil 5-45. Kas kasilmasinda olusan kompleksler.

5.26.3. Kas kasilmasimin enerji kavnag

Kas kasilmasi ¢ok fazla enerji gerektiren bir biyolojik olaydir. Bu
enerji, normalde solunum yoluyla saglanmakla birlikte kas anaerob
kosullar altinda da kasilabilmektedir. Kas anaerob kosullar altinda gerekli
enerjiyi glikoliz yoluyla saglamaktadir.Nitekim, yeterli oksijenin
saglanamadigr agir is siirecinde, kas kisa bir siire i¢in anaerobik
kosullarda da calisabilmektedir.Ancak, daha once de goriildiigi gibi,
solunuma oranla enerji kazaniminda c¢ok daha az verimli olan glikoliz

glikojen depolarinin hizla azalmasina ve ayrica laktat olusmasina yol
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acar. Kas, gerek solunum ve gerekse glikolizin durduruldugu kosullar
altinda da, kasilma etkinligi gosterebilir Boyle bir durumda, enerjinin
kreatinfosfat adi verilen bir maddeden elde edildigi goriiliir. Kreatinin
fosforillenmis bir tiirevi olan kreatinfosfatin hidrolizi ile agiga ¢ikan
enerji  (AG= -10,3 kcalL.mol™) kasta, ADP’nin ATP’ye ¢evrilmesinde

kullanilir:

Kreatin-
Kreatinfosfat + ATP === Kreatin + ATP
fosfokinaz
Kreatinfosfat deposu yeterli oldugu siirece, solunumun ve
glikolizin inhibisyonuna karsin kasin  ATP igeriginde bir azalma
goriilmez. Buna gore, kas dokusunda ATP’nin gereksinilen miktarda
saglanabilmesini glivenceye alan li¢ mekanizma bulunmaktadir.
1- Solunum,
2- Glikoliz,
3- Kreatinfosfat.
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6. Bilgi Kuram ve Kibernetik

6.1. Canlilar ve entropi

Canli, agik sistem niteligiyle ¢cevreden (fotosentezle kazanilan ya
da hazir alinan glikozla) sagladigi enerjiyi 6zgiin yapilarin sentezinde
ve icortamimin korunmasinda kullanir. Canliya 06zgii diizenin
olusturularak korunmasi entropide azalma (negatif entropi) anlamina
gelir. Bu azalma canli sistemle siirli olup, ¢evredeki entropi artisi
pahasma stirer. Canlinin yasaminin noktalanmasiyla entropiye karst
stirdiiriilen savasim da son bulur.

Canlilarin  gorilintirde duragan (sabit) icortamlar1 gergekte
devingen niteliklidir. Acik sistemin geregi icortamdaki maddeler stirekli
bir doniisiim ve c¢evreyle degisim i¢indedir. Siirekli isleyen degisim ve
onunla baglantili bir doniisiim siirecine karsin, hiicre i¢indeki maddelerin
derigimleri genelde  degismez (Sekil 6-1). Gorlintrdeki bu denge

durumu

Sekil 6-1. Akardenge (homeostaz)
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devingen denge ya da akardenge (homeostaz) olarak adlandirilir.
Enerji akimi1 ve doniistimii sirasinda hiicre ATP/ADP derisimlerinin sabit
kalmas1 akar dengenin tipik bir 6rnegini olusturur. Akardengede entropi
artist en diisiik diizeyde kalir. Bu acidan, akardenge, entropiye karsi savas
veren canlilar i¢in en uygun bir durumdur.

6.2. Bilgi ve entropi

Canlinin entropiye karst olan savasimini miimkiin kilan ve
asagida ana hatlariyla irdelenecek etmen bilgidir. Bilgi ile entropi
arasindaki iliski gegen yiizyilda fizik¢i J.Maxwell ile baslayan ve
ylizyilimizin ortalarina dek siliren bir diislince ve tartisma siirecinin
sonunda aydinlanmustur.

Daha Once verilmis bir 6rnege gore (bkz.Boliim 5.18), biri gazla
dolu, digeri bos iki kabin birlestirilmesiyle, dolu kaptaki gaz
molekiillerinin bir kisminin bos olana gecmesi beklenecektir. Bir siire
sonra ise, her iki kaptaki gaz derisimlerinin (basinglarinin) esitlenmesiyle
sistem dengeye ulasir. Denge, olasiligi en yiiksek olan ve entropide
artisla gerceklesen duruma karsilik gelir.

Dolu kapta iki degisik cesit gazin bulundugu durumda da bu
gazlarin esit oranlarda iki kaba entropideki artisa kosut olarak dagilmasi
beklenir. Diger yandan, bu gazlarin birbirlerinden ayrisarak ayr kaplarda
toplanmalar1 olasilig1 ¢cok diisiik olan ve kendiliginden gerceklesmesi hig
beklenmeyecek bir durumdur. Ancak, entropide azalmaya yol acacak
boyle bir olayin gerceklesmesi enerji gerektirmeyecektir. Kuramsal
olarak, farkli gaz molekiillerini ayirdedebilen bir varligin -bir “Seytan”in-
katkis1 ile bu miimkiin olabilmelidir (Sekil 6-2). Iste, Maxwell, genel

kaniya ters diisen bdyle bir olasilifi ortaya atarak irdelemistir. Bu
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diisiinceye gore, Maxwell Seytanr’’nin gaz molekiillerini taniyip,

siniflandirabilmesi yeterli olacak ve is gerektirmeyecektir.

Sekil 6-2. Maxwell Seytani (Demonu).

Maxwell, Seytaninin yetkinligini belirleyen 6zelligi gerektigince
tanimlayamamustir. 1929 yilinda, Maxwell Seytani’nin islevi i¢in 6zel bir
bilgiye sahip olmasi gerektigine isaret eden, Szilard konuya yeni
bir boyut getirmistir. Seytanin bilgisinin gaz molekiillerinin ayirilmasi
sirasinda entropide goriilen azalmaya enerjetik acidan esit olmas1 gerekir:
yani entropi ile bilgi arasinda ters orantili bir iligki bulunmaktadir.

Maxwell Seytani’ni animsatan bir etken cansiz sistemlerde

bulunmaz. Klasik termodinamigin konusunu olusturan bu alanda
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kendiliginden gergeklesen olaylar her zaman entropide artigla sonuglanir.
Canlilarda gézlenen negatif entropi ise maddenin yukaridaki 6rnektekine
benzer bicimde esitsiz dagilmasi (6rnegin 6zgiin igortamin olugmasi ya
da makromolekiillerin sentezi) ilkesine dayanir. Bu esitsiz dagilimi
gergeklestiren, koruyan, kisaca Maxwell Seytani tanimina uyan etmenler
ise, enzimler ve daha genis kapsamda aktif proteinlerdir. Gergekten,
protein molekiillerinin 6zgiin iicboyutlu yapilar1 ayn1 zamanda biyolojik
islevleri icin gerekli bilgiyi de igerir. Buna gore, normalde olasilig1 ¢ok
az olan bir diizenin ortaya ¢ikmasi ve entropide azalma aktif proteinlerin
(ve onlarin biyolojik islevi i¢in gerekli bilgiyi iceren karmasik tigboyutlu
yapilart ile Ozgilin yiizeyleri) yardimiyla olabilmektedir. Molekiil
dizeyde biyolojik bilginin (informasyonun)  esasini yapisal uyum
olusturur.

Gelismis sistemlerde bir durum degisikligine (doniisiime) neden
olan her tiirlii dis etki ve uyaran, o sistem i¢in bilgi degeri tagur. Sistem
tarafindan alinarak; Olgiilir ve baska bilgilerle karsilastirilarak
degerlendirilir. Bu sekliyle bilgi dl¢iilebilen bir biiytikliiktiir.

6.3. Bilgi kuram

Bilgi kurami, bilginin niceligini belirlemek, bilginin saklanma ve
iletilme olanaklarini arastirmak i¢in gelistirilmis bir disiplindir. Bilgi ile
enerjetik agidan yukarida goriilen iliskinin 1g18inda, bilgi kurami ayni
zamanda termodinamigin 6nemli bir uygulama alanini olusturur.

Bilgi, bu bilgiye sahip ve gonderici olarak tanimlanan bir birey
tarafindan bir haber seklinde aliciya gonderilir. Bilginin haber olarak
iletimi gerek gonderici ve gerekse alici tarafindan bilinen bir sifrenin

kullanilmasmi ve  bilginin bu sifreye gore gonderici tarafindan
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yazimini gerektirir (Sekil 6-3). Cok basit bir 6rnek verilecek olursa, elma
sOzclgii aslinda kendi basina anlam tasimayan seslerden olusmustur.
Ancak, Tirkce bilen bir kisi bu sdzciigli degerlendirebilecek sifreye
sahip oldugundan, bunu bir bilgi olarak algilayacaktir Tiirk¢e bilmeyen

bir kisi i¢in ise, bu sézciik bir anlam tagimayacaktir.

Sekil 6-3. Bilginin iletilmesi.

Ses, 151k, elektromagnetik dalga, vb. degisik aracilarla gonderilen
bilgi sifresinin ¢oziilmesiyle aliciya ulagsmis olur. Canlilarda boyle bir
bilgi iletiminin tipik Ornegi olarak DNA’da bulunan kalitsal bilginin
proteine ¢evrilmesi gosterilebilir. Sifrelenmis bilginin mRNA araciligiyla
ribozomlara  aktarilmasi, sifrenin  ribozom diizeyinde c¢oziilerek
proteine c¢evrilmesiyle sonuglanir. Bir protein hormonun getirdigi
bilginin hedef hiicre membranindaki reseptér araciligiyla hiicre igine
aktarilmasi, biyolojik sifrenin ¢6ziimii ile molekiilsel esleme arasindaki

baglantiya diger bir Ornek olusturur. Hormona 06zgii reseptor
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proteinlerine, dolayisiyla sifrenin ¢oziimii  i¢in  gerekli  anahtara,
sahip olmayan hiicrelerde bilgi hiicre icine iletilemez. Burada biyolojik
sifrenin ¢oziimii molekiil diizeyindeki etkilesme ve uyum ilkesine
dayanmaktadir. Sifreleme ve sifrenin ¢6zliimii, haberlesme icin gerekli
bir kosulu olusturmaktadir. Burada su 6zelligi ayrica vurgulamak gerekir.
Bir simge yalniz basina bir anlam tasimamasina karsin, farkli haberler
icinde farkli bilgiler igerebilir. Buna en giizel 6rnek tinlem (!) isaretidir.
Bu isaretin noktalama isaret sistemi, matematiksel isaret sistemi ve trafik
isaret sistemi i¢inde tasidig1 anlamlar ve igerdigi bilgi miktar1 farklidir.
Benzer sekilde, sinir sisteminde aksiyon potansiyeli farkli duyusal
yollarda 151k, basing, sicaklik gibi bilgiler tasiyabilir. Sifreleme igin
(glinliik yasamda da tanidigimiz) iki yontem bilinmektedir.

a) Kavram benzeri simgelerin kullamldig1 yontem. Ifade
olanaklar1 kisitli bu yontemle ancak basit ve kolay anlasilir haberleri
iletmek olasidir.

b) Daha karmasik kavramlari sifrelemeye uygun yontem. Bu
yontemde, tek baslarmma bir anlam ifade etmeyen simgelerin gruplar
halinde birlestirilmesiyle olusturulan sozciikler kavram karsiligi olur. Bu
sistemde simgelerin olusturdugu alfabeden ‘n’ kerelik segimle (n
sayisinda simge igeren) sozciikler olusturmak olasidir. Bu ikinci
sifreleme sistemine giinlilk yasamdan 6rnek olarak kullandigimiz Latin
alfabesi ya da Arap rakamlarin olusturdugu sayim sistemi gosterilebilir.
B sayisinda simgeden meydana gelen bir alfabede n kerelik se¢imle (ve n
sayida simgeden) olusturulan sdzciik olasiliklar1 B"ye esittir. Rakamlarla
buna bir 6rnek verilecek olursa, 0’dan 9’a kadar toplam 10 rakamdan

olusan iki haneli sayilar i¢in 100 olasilik mevcuttur.
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B" = 10° = 100

Ayni sekilde, dort harften (6rnegin niikleik asitleri olusturan dort
bazi simgeleyen A, G, C, T (U) harflerinden) olusan bir alfabede ii¢ harf
iceren sozctikler (kalitimsal sifre sozciikleri) igin,

4°=64
olasilik (=sozciik) bulunmaktadir. Goriildiigii gibi, bu ikinci yontemle
alfabenin icerdigi simge sayisina ve sozciiklerin biiyiikliigline gore
ayarlanabilen, kuramsal olarak smirsiz anlatim olanaklar1 ortaya
cikmaktadir. Boyle B sayida simgeden olusan alfabede, n sayida simge
iceren sOzciiklerin meydana getirdigi dagarciga ana sozciik dagarcigi
ad1 verilir.

Bilgi iletimi gerek gonderici ve gerekse alicida bir kavram
(sozciik) secim islemi gerektirir. Bilgi kuramia gore, bir dagarciktaki
belirli bir sozciige (bilgiye) ulasabilmek icin en uygun yol, her kez iki
secenek arasinda bir se¢imi gerektiren agamalardan gegen yoldur. Bu ikili
(=biner(“binary”) ya da dual) segenekler genellikle 0 ve 1 simgeleriyle
(=elementer simgeler= ‘binary digits’(bits)) gosterilir. Burada B= 2’dir.
Boyle bir se¢im yolunun izlenmesiyle elde edilen dagarcikta, sézciik
basma diisen elementer simge sayisi, gecilen se¢cim asamalarina, (n)e,
esittir. Uc secim asamasindan sonra elde edilen sekiz sozciiklii dagarcikta
her bir sozciigiin igerdigi simge gereksinmesi 3 elementer simge (=3
‘binary digit’ ya da 3 bit) olmaktadir (Sekil 6-4).

Bu secim yolu sonunda olusan,

elementer (ana) dagarcik (ED) = 2", (6-1)
olmaktadir. Se¢im asamalarinin sayisit olan n, elementer dagarciin

sozciiklerinin se¢im ya da bilgi icerigi olarak ta tanimlanabilir.
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n=logoN=1d N (6-2)
(N= elementer dagarciktaki sdzciiklerin sayisi;

1d= logaritmus dualis= log,’yi taban alan logaritma= 3,32 logp).

Sekil 6-4. Ikili secim sistemi ile ii¢c se¢cim asamasindan
sonra elde edilen dagarciktaki sozciiklerin simge
iceriklerinin belirlenmesi.

Yukarida anlatilanlar 6zetlenecek olursa, N sayida bilgi i¢eren bir
dagarcikta belirli bir bilgiyi (sozciigii) segmek ic¢in IdN sayisinda ikili
secim islemi gerekecektir. Boyle bir dagarciktaki belirli bir sozciigiin
bilgi igerigini, (n), hesaplamak i¢in,

Po
n=ld— | (6-3)
Py

esitligt de kullanilabilir. Her bilginin (s6zciigiin) esit siklikta
karsilagildigr 6rnegimizde P,, bu bilgilerin herbirine tek bir segimde

ulasma olasiligina, yani 1/8’e, XP, ise olasiliklarin toplamma (=1)

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

karsilik gelmektedir. Burada mesaj alinmadan onceki olasilik P, mesaj

alindiktan sonraki olasilik P, olarak da tanimlanabilir.

1
n=ld———=1d8= 3 bit,
1/8

olmaktadir. Daha basit olarak bu esitligi paranin yazi ya da tura gelme
orneginde kullanalim. Atilan paranmn tura gelme olasiligt P1= 1/2°dir.
Eger tura gelmisse (mesaj alinmigsa) Po,= 1 olur. Bu durumda

alinan

bilgi miktari n = log, = log,2 =1 bit bulunur.
1/2

n sayida se¢im asamasindan sonra erisilen dagarciktaki bir bilgiyi ifade
i¢cin n’den daha az biner simgenin de yetip yetmiyecegi sorulabilir. Her
bir bilginin esit siklikla karsilasildigi (her bilginin olasiliginin esit
oldugu) durumda bilgilerin n’den ya da 1dN’den az simge (ya da bit) ile
anlatim1 gergekten olasi degildir.

Ornegin A, B, C ve D bilgilerini esit olasilikla iceren dagarcikta
her bilgi i¢in gerekli simge n= 1dN= 1d4= 2 bit olacaktir (Sekil 6-5).
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Sekil 6-5. Esit olasilikta bilgi iceren bir dagarcikta olasilik
ve simge icerigi arasindaki iligki.

n ile p arasinda ters oranti (ve logaritmik) bir iliski mevcut
oldugundan (bir bilginin olasiligi ne kadar yiiksekse ona ulasmak i¢in
gerekli secim asamalar1 o derece azdir), n’nin degerini, olasiligin

resiprokunun (bir boliimiiniin) dual logaritmasindan bulmak olanaklidir.

1
n=IdN=1d — (6-4)
p

Yukaridaki oOrnekte (Sekil 6-5) her bilginin olasiligt p= 1/4
oldugundan

1

n= Id = 1d 4= 1d 2%= 2.1d 2= 2 bit

1/4

her bilgi en az 2 elementer simge ya da bit ile ifade edilecek demektir.
Buna gore bir dagarcikta bulunan soézciikler olasiliklarinin biiyiimesi
Ol¢iistinde daha az simge ile ifade edileceklerdir. Bu nedenle yukaridaki

bilgilerin (A, B, C, D) sirasiyla 1/2, 1/4, 1/8, 1/8 olasilikla mevcut oldugu
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bir dagarcig1 olusturmak i¢in izlenecek se¢im yolu da (bilgilere esit

olasiliklarin dagildig1 6rnektekinden) degisik olacaktir (Sekil 6-6).

Sekil 6-6. Bilgilerin degisik olasiliklarla bulundugu bir
dagarcigin olusturulmasi.

Dagarcikta 1/2 olasilikla mevcut bilgiye olusmak igin tek bir
secim asamasi gerektigine gore A bir tek simge (1 bit), B ise iki se¢im
asamas1 gerektirdiginden (olasilik 1/4) iki simge (2 bit) C ve D ise ii¢
secim asamast gerektirdiginden (olasilik 1/8) ve simge (3 bit) ile

gosterilecektir.

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

Hesaplayacak olursak;

1
Bilgi A igin: Pa= . n=
2
1
Bilgi B icin: Pg= , N=
4
1
Bilgi C igin: Pc=
8
1
Bilgi D icin: Pp=
8

y N=

1 1
Id =Id =1d 2 =1 bit
Pa 1/2
1 1
Id =Id =1d 4 =2 bit
Ps 1/4
1 1
Id =1Id =1d 8 =3 hit
Pc 1/8
1 1
Id =Id =1d 8 = 3 bit
Po 1/8

Bu dagarciktaki sozciiklerin ortalama simge sayist ise,

n=4 1
H=>. Pild——.
i=1 Pi

Shannon formdiline gore,

(6-5)

H=1/2 (1) + 1/4 (2) + 1/8 (3) + 1/8 (3) = 14/8 = 1,75 bit,

hesaplanir. Yani bir dagarcikta her bilginin (sdzciigiin) bit ile ifade edilen

simge (ya da secim, bilgi) igerigi
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n=1d ——hit. (6-6)
Pi
Anlatilanlarin 15181nda, bir sézciigiin bilgi icerigi ne kadar az ise

(ve o sbzciigiin olasiligi ne kadar ¢ok ise), o s6zciiglin simge gereksinimi
o Olglide az olacak demektir. Bu ilkeye uygun 6rnekleri giinliik yasamda
gormek miimkiindiir. Bilgi igerigi az olan kavramlar az sayida simgeden
(bir ya da iki heceden) olusan sozciiklerle, bilgi icerikleri yiliksek olan
karmasik nitelikteki kavramlar ise daha uzun sozciiklerle anlatilir.
Bilginin anlatim1 i¢in gerekli ikili simge sayisinin bir alt sinir olmasina
karsin, bir iist sinir zorunlugu yoktur. Ayn1 bilgi gerektiginden daha ¢ok
simge ile de iletilebilir. Gereginden fazla olarak bulunan simgeler
fazlalik olarak tanimlanir. Simge fazlalig: ileti i¢in gereksiz olabilecegi

gibi, bilginin dogru olarak iletilmesi yoniinden yarar da saglayabilir:

Cuma, 25 Temmuz 1975, sabah saat 10.00,

haberi boyle fazla, haberin yinelenmesi niteliginde s6zciik icermektedir.
Ancak, (0rnegin telgrafla gonderilecek) bu fazlaliklar mesajin dogru
olarak iletilmesini giivenceye alma amacini giitmektedir. Sifrelemedeki
fazlaligin bu 6nemine diger bir 6rnek olarak tekrar iki biner simge ile

gosterilen 4 bilgi,

A 00
B 01
C 10
D 11,
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gosterilebilir. Bu bilgilerin (s6zciklerin) icerdikleri simgelerde iletim
sirasinda meydana gelecek bir karisiklik, 6rnegin 0 — 1, A’nin B’ ya da
C’ye, B ve C’nin ise D’ye doniismesine yol agarken, mesaji alinacak
birey bu yanhshgin farkina varamayacaktir. Sozctiklerin icerdikleri bu
simgelere bir TUglinclisli, sozciiklerin simge igerigindeki farki ikiye

cikaracak bicimde, eklendiginde, kodlamada 1/3 oraninda bir fazlalik

ortaya ¢ikacaktir:
A 000
B 011
C 101
D 110

Ancak, simdi kodlama ya da iletim siirecinde ortaya ¢ikabilecek bir
simge karisikligi, 0’in 1’e, ya da 1’in 0’a doniismesi, yanlisligin mesajt
alan tarafindan fark edilmesini ve gonderici ile alici arasinda ek bir
haberlesme sonucu, diizeltilmesini saglayabilecektir.

6.4. Bir mesajin ikili sistemde anlatim

Bir bilgi istenilen bir alfabe ile, 6zellikle ikili alfabe ile, bu
baglamda Tiirk alfabesinin simgeleri ikili sistemle anlatilabilir. Tiirk
alfabesinde 29 kiigiik, 29 biiyiikk harf, 12 yazim simgesi olmak {izere
toplam 70 simge oldugu diisiiniillirse, N= B" bagintisina gére her biri

icin kag elementer simge kullanilmasi gerektigi hesaplanabilir.
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N=B",
70=2"

Her iki tarafin logaritmasi alinirsa,
log 70 = log 2"
log 70 =nlog 2

log 70
n= =7
log 2

Goriildugu gibi, yalnizca 0 ve 1 elementer simgelerinin bir mesaj iginde

7 kez yinelenmesiyle Tiirk alfabesinin 70 simgesi ayr1 ayr1 anlatilabilir.

Bunlar,
a- 0000001
b- 0000011

A- 0110000
B- 1110000

seklinde yazilabilir.

Diger bir 6rnek verelim. 20 farkli amino asitten 1000 tanesinin

siralanmasi ile olusmus bir protein molekiilii olusturmak i¢in kag¢ farkl

dizilim elde edilir?
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N= 201000

Bu dizilimlerden herhangi birinin olasilig1 nedir?

N (1000

Bdyle bir proteinin bilgi i¢erigi ne kadardir?

log, N = log, 20'°° = 1000 log 20 = 4320 bit

Ikili sistem ile sayilar da anlatilabilir. Ornek olarak 14 sayisi ikili

sistemde anlatilacak olursa, izlenecek pratik yol 14 icinde bulunan en

biiyiik 2’ nin kuvvetlerini toplamaktir.
14=2%+2%+ 2" dir.

Ikili sistemde ifade etmek i¢in

23 22 2t 20

1 1T 10 yazilir.
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4 adet elektrik ampuliinii seri baglar, 1 durumu i¢in ampuller
yakilir, 0 durumu i¢in yakilmazsa bu say1 anlatilmis olur. Gergekten de
hesap makinalar1 bu ilkeye gore caligmaktadir. ikili sistemde toplama

1 +1 =10 elde edilecek sekilde yapilir.

(53) 110101

(25) 11001
+

(78) 1001110

6.5. Kanal kapasitesi

Iletisim sistemlerinde bir kanalda iletilen toplam bilgi miktar1 (n)
kadar, bu kanalda birim zamanda (t) gonderilebilecek bilgi miktar1 da

onemlidir.

Simgesel olarak,

n bit
C= : (6-7)
t saniye

seklinde anlatilan bu kavram kanal kapasitesi olarak ta tanimlanir.
Ornegin kulagm bilgi isleme kapasitesi (kanal kapasitesi) 200 bit/s, goz
icin 10°-10° bit/s arasindadir.
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6.6. Hiicrenin bilgi icerigi

Termodinamik agidan olasiligi ¢ok diisiik bir durum olusturan
canli sistemlerin (ve onlarin en kii¢iik birimi olan hiicrenin) varolmasinda
bilgi belirleyici etken olmaktadir. Canlilar gelisme ve c¢ogalma
stireclerinde yaklasik 500 milyon yillik bir biyolojik evrim siirecinin
irlinli olan bu bilgiyi okur ve kopyalar. DNA molekiiliinde sakli olan bu
bilgi (ya da program) canlinin gelismesi, ¢ogalmasi, ¢evre kosullarina
uyumu, kisaca varolmasi i¢in gerekli olan, tim ayrintilari igerir.

DNA molekiiliindeki bilgi bir bilgisayar seridindeki bilgiyle
benzesiktir. Her iki tiir bilgi de tek boyutlu nitelikte olup, harflerin
(sozciiklerin) ardasik dizilisi ile olusmustur. Ancak, bu bilgi protein
molekiillerine gecis sonrasinda ticboyutluluk kazanir. Protein molekiilii
basta (DNA molekiiliinde oldugu gibi) yapitaslar1 olan amino asitlerin
ardasik dizilisiyle olusur, ancak daha sonra i¢ katlanmalar sonucu 6zgiin
ticboyutlu yapisina doniisiir. Biyolojik agidan aktif olan bu karmasik ve
diistik entropi igerikli ighoyutlu yap1 kendiliginden olusur. Bu olusumda
protein  molekilunin c¢evresinde bulunan su molekillerinin dizilimi
belirleyicidir (bkz.B6liim 4.3.2.3). Protein molekiiliiniin birincil yapist,
yani polipeptit zinciri, yalin, dolayistyla entropi icerigi yiiksek bir yap1
diizenine karsilik gelir. Ancak, bu yap1 diizeni su evresi iizerinde bir
zorlama yaratir. Ozellikle, polipeptit zincirinin igerdigi hidrofobik
nitelikli amino asitlerin  cevrelerinde bulunan su  molekulleri
devinimlerini yitirir. Bu durum, su evresi agisindan entropide (negatif
entropi) azalma anlamina gelmektedir. Polipeptit zincirinin kendi igine
katlanarak hidrofobik amino asitlerini gizlemesi, su evresini “rahatlatir”

ve entropi artisina yol agar. Buna kosut olarak amino asitler arasinda
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kurulan baglarda sistemin (yani protein molekiiliiniin) i¢ enerjisinde
azalmaya neden olur. Boylece, su evresiyle etkilesim karmasik ve entropi
icerigi diigiik bir yapinin olusumunu kendiliginden gerceklesen bir olay
olarak ortaya cikarir. Protein molekiiliiniin Orneginde goriilen bu
sekillenme, hiicrenin diger altyapilarinin, supramolekiillerin, organellerin
ve de hiicre yapisinin olusumunda da gegerlidir. Sonugta, DNA
molekiiliinlin ~ icerdigi  bilginin  anlatim1  hiicrenin  ii¢cboyutlu
organizasyonunu da belirler.

Hiicrenin bilgi icerigini Olgme ve biner terimlerle anlatmada
belirli giigliiklerle karsilasilir. Amino asitlerin proteinlerin degisik yap1
diizenlerinde kazandiklar1 anlam ve bilginin farkli olmasi bunda rol
oynar. Omegin polipeptit zinciri iizerinde siradan bir yerde
bulunabilecek bir amino asidin, proteinin ti¢cboyutlu yapisinda aktif
bolgede yer almasiyla, hatta bu bolgede gerceklesen enzimatik katalizde
gorev yapmasiyla, kazanacagi onem farkli olacaktir.

6.7. Kibernetik ilkeleri

Bilgi Kurami, bilginin sifrelenme ve iletilme mekanizmalariyla
ugrasir, ancak bilginin yazgisiyla ve ne sekilde degerlendirildigiyle
ilgilenmez. Buna karsin, Kibernetigin ana konularini bilgi ileti yollarinin
etkilesmesiyle ortaya c¢ikan yonetim ve diizenleme mekanizmalar
olusturur. Kibernetik diizenleme mekanizmalariyla ugrasan bir disiplin
olarak Biyoloji, Sosyoloji ve Teknik gibi birbirine uzak goérinen
sahalarin bir kesigsme noktasini olusturur.

Acik sistemler olarak canlilar, cevreleriyle siirekli bir degisim
icindedir. Bu olgu canlilar1 ¢evre kosullarina ozellikle bagimli bir

duruma getirir. Cevre kosullarinda olumsuz yonde gelisme, c¢evrede
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ortaya ¢ikan yeni tiirler canlinin yasam sanslarini olumsuz etkileyebilir.
Boyle durumlarda yeni kosullara en iyi uyumu saglayabilen canlilar
varliklarm oncelikli olarak siirdiirebilir. Iste canlilarm gerek cevreye
uyumu ve gerekse i¢ ortamlarinda olaylarin hiz ve boyutlarinin
gereksinimlere gore ayar1 evrim silirecinde gelismis diizenlenme
mekanizmalariyla saglanir.

Biyolojik diizenleme mekanizmalarinin bazilarini teknikten alinan
model sistemlerin 6rneginde incelemek ve agiklamak olasidir. Biyolojik
geri besleme (“feed-back”), “hem o-hem bu” ya da “ya o-ya bu”
mekanizmalar1 ¢ok daha Dbasit olarak bu model sistemlerde
gosterilebilir.Bir elektrik devresinde agilip kapanabilen bir anahtar ile bir
lamba diigiinelim. Bu devre bir transistor, bir elektron lambasi1 ya da bir
sinir hiicresi hatta kisinin oy kullanmas1 (olumlu ya da olumsuz) olabilir.
Bilgi Kuraminda ikili sistemde anahtar agik ise 0, kapali ise 1 olarak

gosterilir (Sekil 6-7).

Sekil 6-7. Ikili sistemdeki elementer simgelerin (0,1) bir
elektrik devresinde anlatimai.

Iki anahtar1 seri bagladigimiz1 diisiinelim. A; ve A; anahtarlarinin
ikisi de kapali oldugunda L lambasi yanar. Biri acik oldugunda ise

yanmaz (Sekil 6-8).
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Sekil 6-8. Hem 0-hem bu mekanizmasinin bir elektrik
devresi ile anlatimu.

A Az

1 X 1 =1 lamba yanar

0 X 1 =0 lamba yanmaz
1 X 0 =0  lamba yanmaz
0 X 0 =0 lamba yanmaz

Biyolojik sistemlerde, ardasik siralanmig reaksiyonlarla sinirli bir
reaksiyon dizisinde (6rnegin glikolizde) iriiniin olusmasi i¢in tiim
reaksiyonlarin gerceklesmesinin gerekliligi buna bir 6rnektir. Bir sinir
hiicresinde 1ki farkli sinapstan uyarilarin eszamanli gelmesiyle esik
degerin asilabilmesi hem o-hem bu ilkesine 6rnek olusturur.

Asagidaki gibi anahtarlar birbirlerine paralel baglanmis devrede,
A; ve A; anahtarlarinin ayr1 ayr1 0 ve 1 durumlarini diisiiniildiglinde,
lambanin yanabilmesi i¢in bir anahtarin devreyi tamamlamas: yeterli

olacaktir (Sekil 6-9).
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Sekil 6-9. Ya 0-ya bu mekanizmasinin bir elektrik devresi
ile anlatimu.

As A,

1 + 0 1 lamba yanar

0 + 1 1 lamba yanar

1 + 1 1 lamba yanar

0 + 0 0 lamba yanmaz

Bu mekanizma ya 0-ya bu ilkesi olarak adlandirilir. Devre iki
lambal1 olarak da g¢izilebilir (Sekil 6-10). Bu durumda A; kapali ise L;
yanacak, A, kapali ise L, yanacaktir.

Karsit yondeki iki tepkimeyi katalizleyen enzimlerin (6rnegin
glikojen sentezini saglayan glikojen sentetaz ve glikojen yikimini
tetikleyen fosforilazin) etkinliklerinin bir hormonun (6rnegi epinefrinin)
yol agtig1 fosforillenme yoluyla diizenlenmesi ya o-ya bu ilkesine uygun

bir 6rnek olusturur.
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Sekil 6-10. Ya 0-ya bu mekanizmasinin (baska bir) elektrik
devresi.

Bu enzimlerden glikojen sentetaz, glikoz-1-fosfati glikojene,
fosforilaz ise glikojeni glikoz-6-fosfata cevirir. Burada fosforillenme
glikojen sentetaz1 inaktiflestirirken, fosforilazi aktif duruma getirir.
Boylece, ¢ift yollu bir ayar mekanizmasi ile glikoz-glikojen

metabolizmasi diizenlenmis olur (Sekil 6-11).

Sekil 6-11. Ya 0-ya bu mekanizmasina glikoz-glikojen
metabolizmasi 6rnegi.
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Yukarida goriildiigii gibi, canlilarin en biiyiik bir ¢abasi belirli
(tuz derisimleri, sicaklik vb) degerleri organizmada g¢evre kosullarina
karsin sabit tutabilmektedir. Teknikte (ve giinliik yasamda) canlilardaki
diizenlenme mekanizmalarin1  animsatan  mekanizmalarin  basit
orneklerini
termostat ile 1silar1 ayarlanan firinlarda ya da su banyolarinda gérmek
olasidir. Biitiin bu cihazlara ortak diizenleme devresi sematik olarak
gosterilebilir. Boyle bir devre, ayarlanmasi sozkonusu degiskenin
(6rnegin sicakligin) gercek degerini Olgen bir “duyargadan”, OSlgiilen
degeri istenilen degerle (standartla) karsilastiran bir diizenleyici 6geden
ve iki deger arasindaki farki diizelten bir ayar mekanizmasindan olusur:

(Sekil 6-12).

standart
(istenilen deger)
diizenleyici
y
ayar
mekanizmasi 1¢ 181 duyarga

Dis etkenler
(dis 181)

Sekil 6-12. Is1 ayar mekanizmasi i¢in genel diizenleme
devresi.
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Boyle bir devre,

1. araliksiz (ya da siirekli),

2. aralikli (acilip, kapanan),
nitelikte ayar mekanizmalar1 igerebilir. Araliksiz calisan ayarlama
mekanizmasina bir firmin sicakligini sabit tutabilmek i¢in kurulmus

asagidaki sekilde bir diizenek 6rnek verilebilir (Sekil 6-13).

Sekil 6-13. Araliksiz calisan 1sinin sabit kalmasini saglayan
teknik model (Firin 6rnegi).

Diizenleme devresinin iyi ayarlanmasiyla i1sinin diizgiin bir
sekilde istenen diizeye eriserek, kalmasi saglanabilir. Diizenleme
devresinin elverigsiz bir sekilde kurulmasi ise, i¢ sicakligin hizla
yiikselip, kapagin kapanmasina ve dolayisiyla ocagin sénmesine yol

acabilir. Genellikle beklenen ise, 1sidaki on ¢ikist hafif bir inmenin
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izlemesi ve bu sapmalarin yiiksekliklerinin zamanla azalarak sicakligin

istenen diizeyde dengelenmesidir: (Sekil 6-14).

Sekil 6-14. Araliksiz ¢alisan, sicaklifin sabit
kalmasini saglayan bir teknik modelde
sicaklik degerlerinin zamanla degisimi.

Aralikla calisan bir diizenleme devresini ise kontakt termometre
ile c¢alisan bir su banyosunda gormek olasidir. Burada kontakt
termometre duyarga ve ayni zamanda standart gorevini goriir.
Termometrenin icindeki devre tamamlanmadigi (kontakt sivisinin
sicaklik artigina paralel olarak yiikselerek standart niteligindeki tele
erismedigi) silirece ayar mekanizmasi 1sitict devrenin g¢aligarak banyo
stvisint 1sttmasint saglar. Isinin standart (istenen) degere ulasmasiyla
termometrenin igindeki kontakt (kontakt sivisinin standartla temasi
sonucu) kapanarak rélenin agilmasina ve 1sitict devrenin durmasina yol
acar (Sekil 6-15).

Aralikli diizenleme sisteminde, bir diyagramla gosterildigi gibi,
sicaklik once istenen diizeye yiikselir, daha sonra bu diizey gevresinde
belirli bir siklikla salinir. Sapmalarin (x) nedenini,

dx
X=——T0 (6-8)
dt
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Sekil 6-15. Aralikli ¢alisan 1sinin sabit kalmasini saglayan

bir teknik model (Su banyosu).

Sekil 6-16. Aralikli ¢alisan, 1sinin sabit kalmasini saglayan
bir teknik modelde 1sinin zamanla degisimi.
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dx
formiiliiyle agiklamak olasidir. (

) kontakt sivisinin diizeyinin inis
dt
cikisindaki hiz1 To (latens ya da olii siire) ise banyodaki 1s1 artiginin

termometre (duyarga) tarafindan saptanmasina kadar gegen zamani ifade
etmektedir. Buna gore, kontakt sivisinin diizeyindeki oynamalarin hizi
ve Oli siirenin uzunlugu (6rnegin kontakt termometresinin 1sitic
devreden uzaklig) istenen degerden sapmalarin biiyiikliigiini belirler.

Cesitli teknik model sistemlerinde goriilen bu mekanizmalar ilke
olarak canlilarda karsilagilan tiim diizenleme sistemlerine uyarlanabilir.
Hiicre sikliisiiniin enerji metabolizmasina bagli olarak dizenlenmesi
buna bir &rnektir. Bolim 12-2'de ayrintiyla ele alinacagi gibi, hiicre
sikliisiiniin diizenlendigi ve sentez (S) evresi icin gerekli enerjetik
kosullar G1 evresinde ortam kosullarina goére saglanir. Maya hiicreleri
gibi glikolizin 6nplanda oldugu hiicrelerde enerji metabolizmasinda G1
evresinde cereyan eden diizenleme olaylarini asagidaki gibi bir model
sistemde ag¢iklamak olanaklidir: (Sekil 6-17).

Hiicrenin Gl’den S evresine gecisi (ve DNA sentezinin
baslamasi) glikojen diizeyine gore ayarlanan bir aralikli diizenleme
mekanizmasiyla belirlenmektedir. Buna karsin, glikolizin hiz1
(fosfofruktokinazin etkinligi) hiicrenin ATP (ADP) havuzundaki ATP

(ADP) diizeyiyle araliksiz bir mekanizma ile ayarlanmaktadir.
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Sekil 6-17. Maya hiicrelerinde enerji metabolizmasinin
dlzenlenmesi.
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7. Enzimler- Fiziksel ilkeler

7.1. Giris

Canlilar agik termodinamik sistemler olarak g¢evreleriyle stirekli
bir madde ve enerji degisiminde bulunurlar (bkz.Boélim 6.1). Yasam
gereksinimlerine gore diizenlenen bu alisveris siirecinde canlilarin
igortami biiyiik Olglide sabit kalir. Cevreyle aligveris ve etkilesimlerinin
akardenge (“homeostaz”) ilkelerine gore gergeklesmesi, canlilarin
icortamlarinin  degismezliginde belirleyici rol oynar. Akardenge
ilkelerinin tipik bir 6rnegi bir 6nceki Boliimde ATP derisiminin hiicre
icinde ayarlanmasi baglaminda verilmistir (bkz.Sekil 6-18). Akardenge
klasik termodinamik dengeden farkli olarak devingenlik ve hiz
faktorlerine bagimhidir. Hiicrenin ATP igeriginin (~5x10° ATP
molekiilii), yenisi sentezlenmedigi takdirde, gereksinimleri yalnizca iki
saniyelik bir siire karsilayabilmesi, zaman ve hiz faktorlerinin yasamdaki
Onemini sergiler. A¢ik sistemlerin termodinamiginde, akardenge, entropi
baglaminda, klasik termodinamigin duragan dengesine esdeger bir anlam
tasir. Tipki, diizenli, sabit hizda ¢alisan bir makinanin drneginde oldugu
gibi, akardenge entropi olusum hizinin en diisiik diizeyde tutuldugu
duruma karsilik gelir.

Canli sistemlere 6zgii diizenin olusumu nasil gerceklesir? Bu tiir
negatif entropi olusumuyla gerceklesen siireclere gecen ylizyilda
Maxwell seytant kavramiyla bir agiklama getirilmeye calisilmistir
(bkz.Bo6lim 6.2). Szilard tarafindan irdelendigi gibi, Maxwell Seytani
s6zkonusu siireci gerceklestirebilmek icin yalnizca (molekiilleri tanima
ve muslugu isletme yoniinde) 6zgiin bir bilgiye gerek duyar. Cansiz

sistemler i¢in kuramsal bir anlam tastyan Maxwell Seytani’nin karsiligini
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canlilarda aktif proteinler ve 6zellikle enzimler olusturur. Aktif proteinler
ligantlarin1 baglayarak maddenin sistemde esitsiz bir dagilimina yol
acabilir. Ayrica, enzimler maddelerin doniisiim hizlarini artirarak benzer
bir esitsiz dagilima yol acar. Gene ATP ornek olarak alinacak olursa,
hidrolizi sonucu agiga ¢ikan dnemli serbest enerji miktarina (AG= -7,3
kcal.mol™ derece™) karsin, bu niikleotidi iceren bir ¢dzelti normal
kosullarda oldukc¢a kalimli kalabilmektedir. (ATP ¢06zeltisinin oda
sicakliginda giinlerce kalsa bile, yalnizca kiigiik bir bolim ADP’ye
hidrolizlenir). Ancak, ortama ¢ok kiigiik (“katalitik”) miktarlarda eklenen
ATPaz enziminin varliginda, ATP dakikalar i¢inde tiimiiyle ADP ve Pi’a
dontigmektedir. Buna gore, bir sistemin ATP c¢ozeltisi iceren iki
bolmesinden birine ATPaz eklenecek olursa, maddenin, tipki Maxwell
Seytani’nin etkisinden beklenecegi gibi, esitsiz dagilimi sdzkonusu
olacaktir. Boylece, enzim bulundugu bolmedeki ATP—ADP
dontigiimiinli, termodinamigin Ongdrdigi bi¢imde, ancak ¢ok kisa bir
siirede, gerceklestirerek entropide azalmaya neden olacaktir. Bu
aciklamalardan goriilecegi gibi, enzimler etkilerini tepkime hizini
artirarak gostermektedir.

7.2. Tepkime hizlari

Enzimlerin etki mekanizmalariin irdelenmesinden dnce kimyasal
kinetik ve tepkime hizi kavramlarimin ele alinmasi uygun olacaktir.
Kimyasal tepkimelerin hizi (v) zaman biriminde doniisiim ya da iiriiniin
olusum hiz1 olarak anlagilir ve mol.1 .san™ olarak ifade edilir. Tepkime

hiz1 tepken derisimine bagli olup, bu baglanti,

v=k (hiz dursayis1) x [tepken(ler)]",
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esitligi ile tamimlanir. Bu esitlikte iistel deger (n) tepkime derecesini
belirler.

A —-B,
dontigiimiinlin gergeklestigi basit bir ornekte, iiriin(B)nin olusum ya da
kisaca tepkime hizi tek tepken(A)in derigimi ile orantilidir. Bu tiir
tepkimeler tipki radyoaktifligin bozunumunda goriilecegi gibi birincil

derece tepkimeler olarak adlandirilir:

dA
v= ——= K[A] (7-1)
dt
Bu esitligin tiimlevinin (intregralinin) alinmasiyla tiiretilen esitlikler,
[A]
In—— = -kt, (7-2)
[Ad]
[A]
ya da =e™, (7-3)
[Ad]

tepkenin derisiminin zaman i¢inde iistel olarak azaldigimi ortaya koyar
(Sekil 7-1). A, = tepkenin baslangigtaki, yani (t = 0) derisimi. Bu
esitliklerden hareketle tepkenin derisiminin yariya indigi siire, yarilanma

stresi (1),
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[Ao]
In2 = ktl/z, (7-4)
[Ao]
In 2 =0,69 = kty,, (7-5)
0,69
t1,= : (7-6)
k

esitligine gore hesaplanabilir (bkz.B6liim 3.5.1).

tepkinin birincil dereceli oldugunu ortaya koyacaktir.

Sekil 7-1. Birincil derece tepkime. Zamana gore tepken (A)
derisimindeki azalma (a) logaritmik olarak ifade
edildiginde (b) elde edilen dogrusal bir iliski
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ikincil derece tepkimelerde ise, tepkime hiz1 iki tepkenin farkli
derisimlerinin ¢arpimi ya da tek bir tepkenin derigiminin karesiyle

orantilidir;

k
2A — C, tipi bir tepkimede,

v=k[A] 2 (7-7)

K
yada A + B—— C, tipi bir tepkimede,

v= K[A][B]. (7-8)

Tek bir tepkenin bulundugu ya da iki farkli tepkenin derisimlerinin esit
oldugu durumlarda ([A]= [B]),

dc
—=KkAP% (7-9)
dt

esitliginin tiimlevinin alimastyla,

1 1
—-——=kt, (7-10)
[Al  [Ad]

esitligi elde edilir.
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Tepkenlerin ve derisimlerinin farkli oldugu, 6rnegin A>B, durumda,
esitlik,

Bo(A)
In

= k(Ag-Bo)t, (7-11)
Aq(B)

olarak tdretilir.

Ikincil ~ derecede  tepkimelerin  yarilanma siirelerinin
belirlenmesinde,

1
tyo= , (7-12)
kAo

esitligi kullanilir. Bu esitlige gore, bu tiir tepkimelerde yarilanma siiresi
tepken derisimiyle ters orantili olup, smirli derisimlerde tepkime
siiresinin 6nemli 6l¢iide uzamasi sdzkonusudur.

7.3. Tepkime hi1z1 ve aktiflesme enerjisi

Molekillerin  tepkimeye girebilmeleri i¢in bir aktiflesme
siirecinden gegmeleri gerekir. Tepkimenin baglamasini zorlastiran boyle
bir enerji engeli tepkime hiz1 ilizerinde de belirleyici olur. Birincil
derecede bir tepkimede molekiillerin, yalnizca belirli bir bolimi bir
zaman diliminde doniisiim siirecine girebilmektedir. Ikincil derecede
tepkimelerde ise iki farkli tiir molekiiliin aktiflesmis temsilcilerinin
karsilagsma olasiligiyla smirli bir doniisim gergeklesebilir. Ortamin
sicakliginin artirilmasiyla tepkime hizlarinda gozlenen artig bu diigiinceyi
dogrular (bkz. Boliim 5.2). Tepkime, molekiillerin basta tabi oldugu

(+simgesiyle gosterilen) bu aktiflesme ya da gecis silirecinden sonra
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gerceklesir. Buna gore, tepkime, klasik termodinamigin 6ngordiigi
serbest enerji degisiminin Otesinde, baslama asamasinda aktiflesme

enerjisine (AG ) gereksinir (Sekil 7-2).

Sekil 7-2. Aktiflesme enerjisi. Tepkime siirecinde serbest
enerji degisim diyagrami. a) Klasik
termodinamigin tepkimeye iligkin sagladig: bilgi;
b) Molekiillerin A — B gegis siirecinde ()
serbest enerji diyagrami; ¢) Ayni diyagram; her
iki yondeki tepkime sureclerinde serbest enerji
degisimleri (AG"1). Ga ve Gg, A ve B
molekullerinin ortalama serbest enerji
duzeyleri.
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Aktiflesmis  [A*] ve duragan [A°] durumdaki molekiiller

arasindaki denge,

(A = [A%.e2C RT (7-13)

esitligi ile ifade edilir. Tepkime hiz1 aktiflesmis molekiillerin derisimiyle
[A*] orantili oldugu icin, bu tiir molekiillerden hareketle baslayan

tepkimenin hiz dursayisi yeniden diizenlenmistir.

-AH /RT
e

k=Q (7-14)

esitligi ile tanimlanir. (Q= Arrhenius aktiflesme entropisi dursayist;

AH® =aktiflesme enerjisi (entalpisi)). Esitlik (7-14) logaritmasinm

alinmasiyla,
Ink= InQ-AH*/RT, (7-15)
1
Ink’nin, — nin islevi olarak gosterilmesiyle elde edilen dogrunun
T
egiminden,

AH*  hesaplanabilir (Sekil 7-3).
Boylece, AH" degeri iizerinden deneysel verilerden hareketle

tepkimenin oniindeki enerji engelinin biiyilikliigli belirlenir. Buna karsin,

tepkime icin belirlenen AG ya da K (tepkime denge dursayisi) degerleri
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bu enerji engelinin biiyiikliigli ya da tepkimenin hizi konusunda bilgi

saglamaz.

Sekil 7-3. Aktiflesme enerjisinin deneysel verilerden
hesaplanmasi. T mutlak sicaklik (K) tizerinden
anlatilmaktadir.

7.4. Kataliz kavrami- enzimlerin etki mekanizmasi

Katalizleyici etmenler (bu kapsamda enzimler) aktiflesme
enerjisini azaltarak tepkime hizini artirir. Katalizleyicinin tepkimenin
denge dursayis1 iizerinde bir etkisi yoktur. Aktiflesme siirecindeki serbest
enerji miktarindaki degismeler (AG") aktiflesme enerjisi (AH®) ve
konformasyon entropisi (AS) tarafindan belirlenir:

AG*= AH" - TAS*

Yiiksek bir pozitif AH* degeri ile negatif AS® degeri tepkimenin

yavas ger¢eklesmesine yol agar.
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Molekiillerin (enzimatik tepkimelerde substrat olarak tanimlanan
ligantlarin) tepkimeye girmeleri i¢in gereksinilen enerji miktar1 onlarin
enzimin aktif bolgesine geg¢is konformasyonuna benzesik bir ara iiriin
(A*) bi¢iminde baglanmalariyla (A — A*) azalir. Ara {riiniin baglanma
sonucu, goreli olarak, diisiik enerji diizeyli, dolayisiyla goreli kalimli bir
duruma gelmesi aktiflesme enerjisinin (AH®) azalmasinda baslica
etkendir (Sekil 7-4). Boylece bir sonraki kimyasal doniisiim olasilig1

(A" — B) artar.

Sekil 7-4. Enzimlerin aktiflegsme enerjisini azaltici
etkisi.

Entropi faktoru, tepkimeye girecek molekillerin tepkime igin
uygun konumda bulunma zorunlugunu yansitir. Ancak, tepkime ig¢in
uygun kosullarin olasilig1 diisiik olup, bu olgu negatif konformasyon
entropisi kavramiyla tanimlanir. Ozellikle ikincil dereceden tepkimeler

icin gegerli olan bu zorunluk, aktif bolgeye baglanan molekiillere verilen
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Ozgiin yonelim yoluyla saglanir (Sekil 7-5). Ayrica, enzimin aktif
bolgesinin sudan armdirilmis niteligi, su molekiillerinin hidratlagsma
yoluyla tepken molekiillerin etkilesmesini engelleyen etkisini ortadan
kaldirir. Buna gore, enzimin aktif bolgesi, iistlendigi dizey (matriks)
islevi ile, bagladigi molekiillere tepkime i¢in uygun konformasyon,
reaktif gruplara uygun yonelim ve sudan arindirilmis niteligiyle de
tepkime i¢in uygun ortam saglar.

Katalizleyici etmenler olarak enzimlerin diger bir 6zelligini aktif
(ya da katalitik) bolgelerinde cesitli reaktif yan gruba sahip amino asidin
bulunmasi belirler. Bu gruplarin bazilar1 karbon atomu iizerinde
gerceklestirdikleri niikleofilik etki, asidik gruplardan ayrisan H" iyonu ise
elektron yogun gruplar (6rnegin karboksil grubu i¢indeki oksijen atomu)
uzerinde elektrofilik etki yapar. Boylece, substrat molekillerindeki

yuk

Sekil 7-5.Enzimin, aktif bolgesinde substrat molekdllerine
tepkime icin verilen uygun yonelim.

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

dagilimim1 bozarak, kovalent baglarin kirilmasina, ikinci asamada ise
yeni baglarin olusumuna yol agar (Sekil 7-6).

Enzimlerin katalitik bolgelerinde gerceklesen bu tiir niikleofilik
ve elektrofilik etkimelerin bir 6rnegini kemotripsinin aktif bolgesinde

gerceklesen proteolitik tepkime siirecinde gormek olasidir (Sekil 7-7).

Sekil 7-6. Tepkime sirecinde nukleofilik ve elektrofilik
etkiler. Hidrolitik tepkimeler 6rneginde bu
etkilerin sonucu ara iiriin ve tiriin olusumu.
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Sekil 7-7. Kemotripsinin etki mekanizmasi.
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Kemotripsin, tripsinin yanisira, serin proteazlarin bir temsilcisi olup,
fenilalanin ve tirosinin karboksil gruplariyla katildiklar1 peptit baglarini
keser. Tepkime siirecinde aktif bolgede bulunan serin kalintis1 niikleofilik
etkisiyle proteolitik kesimin ger¢eklesmesinde belirleyici rol oynar.

7.5. Enzim kinetikleri

Enzim kinetiklerinin irdelenmesine temel olusturan diisiince,
enzim (E) ile substrat(S)’in  birlesmesiyle enzim-substrat(ES)
kompleksinin olusumunu ve ikinci (katalitik) asamada bu kompleksten
iriin (P)’lin agiga ¢ikisim1 Oongoriir. ES kompleksinin olusumunun g¢ok
hizli gergeklestigi, iirliniin (P) goreli olarak yavas aciga c¢iktigi ve bu
ikinci asamanin geridoniisiimsiiz oldugu varsayilir. ES kompleksinden E
ve P’nin agiga c¢iktigt  katalitik asama birincil derecede bir tepkime

niteligi gosterir.

V= Keat[ES] (7-16)
Enzim kinetiklerini ayrintryla ilk olarak inceleyen Michaelis ve
Menten, bu diisiinceyle baglantili olarak, ES kompleksinin, tepkime

stiresince, E ve S ile denge durumunda oldugunu ileri siirmistiir.

[E] [S] K1
Ks= . (7-17)
[ES] Ky
[E] [S]
[ES]F—— (7-18)
Ks
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[E] = [E] - [ES] olduguna gore (E= serbest enzim

molekdlleri; E:= tim enzim molekulleri),

[Ed [S] - [ES] [S]
[ES] = (7-19)
Ks

[ES] [S] [Ed[S]
[ES] + = (7-20)
Ks Ks

[S] [E¢] [S]
[ES] (1+ ) = (7-21)
Ks Ks

Ks +[S] [Ed [S]
[ES] = (7-22)
Ks Ks

[E4] [S] Ks [Ed] [S]
[ES] = =

(7-23)
Ks Ks+[S] Ks+[S]

Bu esitligin (7-16)ya yerlestirilmesiyle,
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[Ed [S]
V = Kest — (7-24)
Ks +[S]

esitligi elde edilir.

Michaelis-Menten esitligi olarak tanimlanan bu esitlik, daha 6nce
bir aktif proteinin ligandi ile etkilesiminde de (bkz.Bolim 4.3.2.4)
gorildiigli gibi hiperbolik bir egrinin denklemidir. Substrat derisiminin
cok yiiksek oldugu, yani enzimin substrat ile doyuruldugu, durumlarda
tepkime hiz1 bir sinir (maksimum) degere yaklasacaktir: (Sekil 7-8)

kcat[Et] [S]
limitv= —————— = Kea[Et]= Vimax. (7-25)
[S]>x™ [S]

Vmax degerinden hareketle keyr (enzimin doniistiirme katsayisi
(“turn-over number”) s cinsinden hesaplanabilir.

Michaelis-Menten kinetikleri ES kompleksinin olusumunun (kj),
Urine dontisim asamasina (Kca) oranla, ¢ok daha hizli gerceklestigi
diislincesine dayanir. Ancak, kesr degerinin k; ve 0zellikle k_; degerlerine
gore oldukca biiyiik oldugu durumlarda bulunur. Briggs ve Haldane
tarafindan onerilen modelde ise, olusum ve ayrisgiminin kisa bir stirede bir
yatiskin (duragan) duruma (“steady-state”) ulasmasiyla, ES derisimi
tepkime siiresince ve substratin tiikkenmesine degin sabit bir diizeyde
kalir.

d[ES]
= ki[E] [S] - K4[ES] - keat[ES] (7-26)

dt

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

yatigkin durumda, d[ES]/dt = 0 olacagina gore,

K1
[ES]= ———— [E] [S]. (7-27)
k-l + kcat

Sekil 7-8. Enzim tepkime hizinin substrat derisimine
bagimliligi. Michaelis-Menten kinetigi olarak
tanimlanan tepkime stiresi.

Dursayilarin  (k;, Ki, Ke) yerine kapsamli Ky, teriminin

kullanilmasi,

K1+ Keat
Kpy=—— (7-28)
k1

Kit+keat  [E][S]

(7-29)
K1 [ES]
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ve Kp’in, Ks yerine konulmasiyla, Michaelis-Menten esitligine benzer
bir esitlik elde edilir:

[EJ[S]  Keat [Ed[S]  Vimax[S]

V= Keat = (7-30)
Ks+[S] Kn+[J] Km + [S]

K teriminin Kgy igermesi burada baslica farki olusturur. Ky, bu
baglamda gercek bir ayrisim  dursayisina karsilik gelmemektedir. Ancak
Keat < k.1 durumunda biiyiik 6l¢iide bu degere yaklasir.

Michaelis dursayis1 (Kp) derisim boyutuna sahiptir ve mol.17" ile
anlatilir. . Genelde, enzimin substratina olan ilginligini yansitir ve bir tiir
ayrisim dursayist niteligiyle ilginlikle ters orantili bir iliski gdsterir. Buna
gore, Ky’in sayisal degerinde azalma ilginliginin artis1 anlamina gelir.
Ancak, igerdigi keyr teriminin  yiksek  degeri enzimin ilginligiyle
orantili olmayan, yuksek bir K, degerinin hesaplanmasina yol agarak
yaniltict olabilir.

Yukarida belirtildigi gibi, ke enziminin katalitik etkenliginin
Olciisiinii yansitan bir dursayidir. st birimiyle anlatilan ke, buna gore,
saniyede enzim tarafindan doniistiiriilen substrat molekiillerinin sayisini
verir. Substratin ¢ok diisiik derisimlerinde ise kc/Km 0zel bir anlam
kazanir. Hemen hemen tiim enzim molekiillerinin serbest durum da

olacagi bu kosullarda,

Keat [Et].[S]
= (7-31)
[S]+ Kn
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esitligi,
kcat

= [E].[S], (7-32)
Km

esitligine indirgenir. Bu esitlikte kea/Km iKinci derecede bir tepkime
dursayisi olarak enzim etkinliginin bir 6l¢iitii niteligini kazanir.

(7-30) sayili esitlige gore, Ky Vmax'1n yar1 degerini veren substrat
derigimine karsilik gelir ve Sekil 7-8’den yaklasik olarak hesaplanabilir.
Ancak, Ky, ve de Vma Uzerinden Kg: degerlerinin daha giivenli olarak
hesaplanabilmesi icin (7-30)  sayili esitligin resiproku alinarak

Lineweaver-Burk’e gore yeniden diizenlenebilir:

1 Km 1

= + ) (7-33)

\Y VmaX[S] Vmax

Bu esitlikten hareketle, 1/v nin, 1/[S]‘n islevi olarak
gosterilmesiyle elde edilen dogru, 1/v eksenini 1/Vyax, 1/[S] ekseni ise -
Km degerlerinde keser. (Sekil 7-9).

Lineweaver-Burk cizilimine bir secenek ise,
Kmn.V
V= Vpmax - , (7-34)
[S]

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

Sekil 7-9. Cift resiproklu Lineweaver-Burk gizimi.

(“double reciprocal Lineweaver-Burk plot™).

esitligine gore, tepkime hizinin (v) v/[S]degerinin islevi olarak
gosterilmesidir (Bolim 4.3.2.4 ile karsilastiriniz). Eadie-Hofstee olarak
adlandirilan bu yontemle elde edilen dogrunun egimi -1/Ky’e karsilik

gelir (Sekil 7-10).
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7.6. Enzim inhibisyonu

Enzimlerin  etki  mekanizmalarim1  incelemede  enzim
inhibitorlerinin biiylik rolii olmustur. Enzim inhibitorleri geridoniistimlii
ve geri- doniisiimsiiz etkilerine gore iki sinifa ayrilir. Geridoniisiimli

inhibisyon

Sekil 7-10. Eadie-Hofstee ¢izimi.

enzim ile inhibitdr arasinda zayif baglar lizerinden olusan bir kompleksin
varligina dayanir. Bu tiir inhibisyon inhibitdriin ortamdan uzaklagmasiyla
sonlanir. Geridoniisiimlii inhibisyonlar enzim etkinliginin diizenlenmesi
acisindan 6zel onem tasir. Geridoniisiimsiiz inhibisyon ise inhibitoriin
enzime genelde kovalent baglarla baglanmasindan kaynaklanir.
Geridoniisiimlii inhibisyonun baglica iki tirii bulunur. Yarisiml
(kompetetif) inhibisyonda (“competetive  inhibition”),  substrat
molekiline benzesik bir molekiil enzimin katalitik bolgesine baglanarak

gercek substratin  bu  bolgedeki dontisiimiini  engeller (Sekil 7-11).
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Olusan inhibisyonun 0l¢iisii inhibitoriin katalitik bolgeye olan ilginligine
ve derigiminin substrat derisimine olan oranina baghdir. Yarisimh
inhibisyon substrat ile inhibitoriin ayn1 baglanma bolgesine yonelik
yarigimina dayandigindan, substrat derisimini, dolayisiyla substratin

bu bolgeye

Sekil 7-11. Yarigimli inhibisyon.

baglanma olasiligini artirarak, bu tiir inhibisyonu ortadan kaldirmak
olasidir. Ancak, bunun sonucu Vmax (Ve 1/2 Vpax) degerinin
erisilebilmesi i¢in gerekli substrat derisim degeri artar ve goriiniir Kp,
degeri yiikselir. Viax degeri bu tiir inhibisyonda degismez (Sekil 7-12).

Yarisimli inhibisyonun matematiksel agilimi,

Sekil 7-12. Yarisimli inhibisyonun enzim tepkime
stirecine etkisi.
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Keat-[E4][S]
V= (7-35)

|
)

[S]+Km(1+
Ki

olarak verilir. Esitlikte, Kj, enzim yarisimli inhibitor (EI) kompleksinin
ayrisim dursayisina karsilik gelir. Bu esitlik, resiprokunun alinmasiyla,

yeniden duzenlenebilir:

|
Kn(1+—
1 Ki
1= + (7-36)
Vmax Vmax-[S]

Boylece hazirlanan Lineweaver-Burk ¢izimlerinden, farkl
inhibitdr derisimlerine karsilik gelen, goriiniir Ky, degerleri belirlenebilir
(Sekil 7-13).

Diger yandan, bu inhibisyon tiirinde dogrular 1/v ekseni
Uzerinde 1/Vpyax degerine karsilik gelen noktada kesisir. Diagramdan
inhibitoriin artan derisimlerine bagli olarak, egimin (1+ I/K;) oraninda

arttig1 gorilebilir:

Km I Km Km. I
egim= 1+ )= + (7-37)
Vmax Ki Vmax VmaxKi
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Sekil 7-13. Enzim tepkime siirecine farkli yarigimli
(kompetetif) inhibitor derisimlerinin etkisi
(Lineweaver-Burk cizimi).

Bu esitlige gore, egimin inhibitdr derisiminin (I) bir islevi olarak
cizimiyle elde edilen dogrunun I eksenini kestigi nokta -K; degerini
verecektir (Sekil 7-14).

Tipta ve biyolojide yaygin kullanim bulan pek ¢ok madde ve
ilacin  belirli enzimatik tepkimelere 06zgli kompetetif inhibitor
olduklarinin burada belirtilmesi yerinde olacaktir.

Yarisimli (kompetetif) olmayan inhibisyonda (“noncompetetive
inhibition”), inhibitor katalitik bélgenin disindaki bir bolgeye baglanarak
yol actigt konformasyon degisikligiyle enzim etkinligini durdurur
(Sekil 7-15). Bu tiir inhibisyonu substrat derisimlerini artirarak

ortadan kaldirma olanag Yyoktur. Enzimin substrata olan gorinir
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Sekil 7-14. Enzim tepkime siirecine farkli yarigimli
(kompetetif) inhibitoér derigimlerinin etkisi.
Lineweaver-Burk ¢iziminden elde edilen
dogrularin egimlerinden K; degerinin
belirlenmesi.

ilginligi (dolayistyla goriiniir Ky degeri) inhibitoér varliginda degismez,
ancak tepkimenin V. degerinde azalma olur (Sekil 7-16). Bu tir

inhibisyonun matematiksel acilima,

gordnar
[kcat/(l + [I]/KI)] [Et]-[s] Vmax [S]
v= = (7-37)
[S] + K [S] + K

esitligi ile verilmektedir. Bu esitligin ¢ifte resiprokal diizenlenmesi ve
Lineweaver-Burk yontemiyle degerlendirilmesiyle, yarigimli olmayan bir
inhibisyon varligindaki Ky Ve Vmax degerlerinin de hesaplanmasi
olanaklidir (Sekil 7-17). GOorunir 1/Vmax degerlerinin, inhibitor (I)

derigimlerinin islevi olarak ¢izimiyle elde edilen dogrunun I ekseniyle
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kesisme noktasi yarisimli olmayan inhibitoriin aksi degerli ayrisim

dursayisi (K,) verecektir.

Sekil 7-15. Yarisimli (kompetetif) olmayan inhibisyon.

Yarisimli  olmayan  inhibisyonun  6zel  bir  c¢esidine
(“uncompetetive inhibition™) inhibitor serbest enzim yerine substrat-
enzim kompleksi i¢indeki enzim molekiiliine baglanir.

7.7. Enzim etkinliginin diizenlenmesi

Biiyliyen, c¢ogalan ve c¢evresiyle devingen iligkiler iginde olan
canlilarin, bu iliskilerinden dogan gereksinimlerinin karsilanmasi, ya da
degisen  ortam  kosullarina  uyumlar1  enzim  etkinligindeki
diizenlenmelerle saglanir. Ornegin, hiicresel molekiillerin biyosentez,
yikim ve tasinma hizlarinin ayarlanmasini bu tiir enzimatik diizenlemeler
belirler.

Enzim etkinliginin diizenlenmesi ¢esitli yollardan gerceklesebilir:
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Sekil 7-16. Yarisimli olmayan inhibisyonun enzim
tepkime sirecine etkisi.

- Enzim induklenmesi (hucre gereksinimlerine gore yeni
enzim molekdllerinin  sentezi). Bu mekanizma gen etkinliginin
diizenlenmesi yoluyla gerceklesir ve bir maddenin degerlendirilmesinden
sorumlu enzimlerin yapiminm1 diizenler. Boyle bir degerlendirme
stirecinde birbirini tamamlayan iglevlere sahip enzimlerin genleri genelde
ortak bir diizenleyici bolgenin (operatér) denetimi altinda bulunur.
Operator ve denetimi altindaki (yapisal) genler topluca operon adi
verilen diizenleme birimini olusturur.Genelde, hiicrenin gereksinmedigi
proteinleri (enzimleri) sifreleyen genler operatdre bagli represor adi
verilen proteinler tarafindan baskilanmistir. Represor degerlendirilmesi
sozkonusu maddeyle (ligantla) 0Ozgilin etkilesim sonucu operator
bolgeden ayrisir. BoOylece operon gereksinilen enzimlerin sentezi

icin aktiflesmis olur (Sekil 7-18).
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Sekil 7-17. a. Enzim tepkime siirecine farkli yarisimli
olmayan (“noncompetetive”) inhibitor derigim-
lerinin etkisi: Lineweaver-Burk ¢izimi.

b. GOrtnur Vmax degerlerinin I’nin bir iglevi
olarak giziminden K; degerinin belirlenmesi.
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Sekil 7-18. Operon aktiflesmesi.

1950 ve 1960’11 yillarda, laktozun E.coli’de  glikoz ve galaktoza
doniisiim siirecinde laktozun oynadigi tetikleyici rolii tanimlamaya
yonelik ¢alismalarla aydinlatilan lac operonu enzim indiksiyon
mekanizmalarimin  klasik  bir O6rnegini  olusturmaktadir. Represor
proteinlerin gorev aldigi bu tiir negatif diizenlemelerin yani sira
aktifleyici proteinlerin gorev aldig1 pozitif diizenleme mekanizmalar1 da
bulunmaktadir. Sekil 7-19°da represér ve aktivatorlerin ligantlarla
etkilesimine bagli ¢calisan farkli operon sistemleri 6zetlenmektedir.

- Geri beslemeli (feed-back”) diizenlenme. Bu mekanizma bir
reaksiyon dizisinin son iirliniiniin, belirli bir derisime eristiginde, dizinin
ilk asamasin1 katalizleyen alosterik enzime baglanarak onun etkinligini
durdurmasina dayanir (Sekil 7-20). Allosterik enzimler daha 0Once

hemoglobin 6rneginde goriildiigii gibi birden ok altbirimden olusan
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Sekil 7-19. Farkli operon sistemlerinin igleyis bigimleri.

ve aktif bolge tasiyan proteinlerdir. Bu enzimlerin her altbirimi {izerinde
bir katalitik bolge, ayrica allosterik ya da diizenleyici bolgeler bulunur.
Allosterik bolgelere baglanan aktivator ya da  inhibitdr niteligindeki
ligantlar Ggboyutlu yapida yol agtiklari degisikliklerle bu enzimlerin

etkinligini diizenler.

Sekil 7-20. Enzim etkinliginin geri beslemeli

diizenlenmesi.
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Allosterik dilizenlemeyi acgiklamaya yonelik baglica iki model
gelistirilmistir.

Monod, Wyman ve Changeux tarafindan oOnerilen toplu
diizenlenme modeli (“concerted model”) allosterik enzimlerin ikiser
O0zdes altbirim igeren dimerik diizenleyici birimlerden olustugunu
Ongordr. Bu birimlerden allosterik enzimlerde bir ya da katlari sayilarda
bulunur. Her diizenleyici birimin altbirimleri birlikte gevsek
(“relaxed,R”) ya da gergin (“tight,T”’) konformasyonda bulunabilir. R
substrata yiiksek, T ise diisiik ilginlige sahip konformasyona karsilik gelir
(Sekil 7-21). Modelin varsayimina gore, 6zdes altbirimler yalnizca RR ya
da TT konformasyonlarinda bulunabilir. RT konformasyonu ise olanakli
degildir. Substrat yoklugunda dimerik konformasyonlar T, ve R, olarak
gosterilir, L ile bu konformasyonlarda bulunan dimerik birimlerin

derigimlerinin oranlar1 simgelenir:

RO === To (7-38)
L = To/R, (7-39)

Sekil 7-21. Allosterik bir enzimin gevsek (R) ve
gergin (T) konformasyonlari.
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Dimer, R durumunda bir ya da iki substrat molekiilii baglayabilir,

R1 ve R,. Kg bu baglanmalarin ayrisim dursayisini simgeler:

Ro+S===R; (7-40)
Ri+S===R, (7-41)

2[Ro] [S]  [Ra] [S]
K = = (7-42)
[Ri1] 2[R2]

Diisiik ilginlikte de olsa, benzer bir etkilesim sirasi T durumu igin
de gecerli olacak, substrat molekiiliiniin baglanmasiyla dimer topluca R
durumuna gegecektir (allosterik denge saga kayacaktir) (Sekil 7-22).

Dimerin baglanma bolgelerinin substratla doyum orani (v) daha
once aktif proteinler konusunun islendigi (4.3.2.4) bolimdndekine benzer

bir esitlikle gosterilebilir:

Sekil 7-22. Allosterik diizenlenme. Toplu diizenlenme
modeli (“concerted model”).

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

[Substrat bagli bolgeler] [R] +2[R2]

v=

= (7-43)
[Tum Katalitik bolgeler]  2([To] + [Ro] + [R1] + [R2])

(Yalinlikk amaciyla T, durumunun bu 0Ornekte substrat
baglamadig1 varsayilmistir). Bu esitligin (7-42) ile birlestirilerek yeniden
diizenlenmesiyle tliretilen esitlik substrat derisimine bagli olarak

sigmoidal bir egri verecektir.

[S] 1+[S]/Kgr
v= : (7-44)
Kr L+ (1+[S]/Kgr)?

Sigmoidal egri, baglanma siirecinde altbirimler arasindaki

isbirliginin bir ifadesi olup, enzim tepkime hizina yansir.

V= V.Vmax (7‘45)

Allosterik bolgelere baglanan aktivator ya da inhibitorler T ==
dengesini saga ya da sola kaydirirlar (Sekil 7-23). Dolayisiyla allosterik
denge dursayisinin (L) degerini azaltarak ya da yikselterek etkilerini
gosterirler (Sekil 7-23, 7-24).

Allosterik etkilesimlerde homotropik etki ile 6zdes ligant etkileri

arasindaki iliski (6rnegin substrat molekiillerinin kooperatif etkisi),
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heterotropik etki ile ise farkli ligantlarin etkileri arasindaki iligki (6rnegin
aktivatdér ya da inhibitoriin substrat ilginligini etkilemesi) anlasilir.
Etkinin bi¢imine gore ayrica pozitif (kooperatif) ya da negatif etkiler

tanimlanir.

Sekil 7-23. Aktivatér ve inhibitorin allosterik
enzime baglanmasi.

Toplu dizenleme modeli , homotropik etkilerin pozitif olmasi
gerektigini, heterotropik etkilerin ise pozitif ya da negatif olabilecegini

ongorur.

Sekil 7-24. Aktivator ve inhibitdrin allosterik enzimin
substrata olan ilginligi ve dolayisiyla substrat
ile doyumuna etkisi.
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Sirasal diizenlenme modeli (“sequential model”) Koshland
tarafindan Onerilmistir. Toplu diizenlenme modelinde oldugu gibi, R ve T
konformasyonlarinin ~ varligint = 6ngoriir. Ancak altbirimlerin  bu
konformasyonlari dogrudan substrat ile etkilesime bagimlidir. Substrat
baglanmasina kosut olarak altbirimin konformasyonu (6rnegin T — R
yoniinde) degisir. Substrat baglayan altbirimin konformasyon degisikligi
komsu altbirimlerin konformasyonunu etkilemez, ancak onlarin substrat
ilginligini artirip, azaltabilir (Sekil 7-25). RT’nin substrat ilginligi
TT’ninkinden yiiksek olmasi durumunda baglanma kooperatif olacaktir.
Sirasal diizenlenme modeli R ve T konformasyonlar1 arasinda bir denge
ongdrmez. Konformasyon degisimi substrat baglanmasiyla gergeklesir
(“induced-fit”). Altbirimlerin konformasyon degisikliklerinin topluca

gerceklesmesi zorunlugu olmadigindan, bu modelde RT tiirleri de

Sekil 7-25. Allosterik diizenlenme. Sirasal diizenlenme
modeli (“sequential model”).

bulunmaktadir. Her iki model de allosterik diizenlemenin cesitli
orneklerinde gecerligi olmakla birlikte bazi gozlemleri agiklamakta
yetersiz  kalmaktadir.  Ozellikle bu  enzimlerin  konformasyon
durumlarinin yalnizca R ve T konformasyonlariyla kisitli kalmasi

modellerin  yetersiz yanmni belirlemektedir. Enzimlerin allosterik
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Ozelliklerinin biitiiniiyle kavranabilmesi i¢in daha karmasik modellerin
gelistirilmesi gerekli goziikmektedir.

- Sentez 6tesi modifikasyonlar. Proteinlerin tigboyutlu yapilari,

dolayistyla biyolojik etkinlikleri, yapilarina kovalent baglarla eklenen
Ozgiin gruplarin araciligiyla degisebilmektedir. Proteinlere bu tiir sentez
Otesi asamada en yaygin olarak fosfat gruplari aktarilir. ATP’nin fosfat
vericisi olarak islev gordiigii ve kinaz adi verilen enzimler tarafindan
katalizlenen bu reaksiyonlar fosforillenme olarak adlandirilir.
Fosforillenmenin Gtesinde, aktarilan gruba bagli olarak, ADP-
ribozillenme, metillenme ve asetillenme reaksiyonlarinin ornekleri de
bilinmektedir. Bu reaksiyonlarda aktarilan grubun etkisiyle, Ornegin
aktarilan fosfat grubunun elektronegatifligiyle, alic1 (akseptor) protein
once aktifleserek gergin bir yapiya doniisiir. Bunu izleyen gevseme
siirecinde ise protein, enerji salinimiyla, yeni, kalimli bir tighoyutlu yap1
kazanir. Bu yeni yapi proteinin biyolojik acidan aktiflesmis yapisina
karsilik gelir (Sekil 7-26). Sentez Otesi reaksiyonlar bazan da aktif
proteinlerin inaktiflesmesine yol acabilir. Yukarida da belirtildigi gibi,
fosforillenme hiicre icinde sentez Otesi modifikasyonlarin en yaygin ve
etkili tiiriini  olusturmaktadir. Fosforillenme o6zellikle ters yonlii
reaksiyonlarmm etkili  oldugu metabolik olaylarda reaksiyonlarin
esgiidimiinii  saglamakta  belirleyici  olur  (bkz.Bolim  6.7).
Fosforillenmeye dayali diizenlenme ayrintilara girme-den glukoz-

glikojen metabolizmasinin esgiidiimiinde 6rneklenebilir
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Sekil 7-26. Enzimlerin fosforillenmesinin enerjetigi.

(Sekil 7-27). llgili enzimlerin fosforillenmedigi kosullarda (Sik 1), bu
reaksiyonlar glikojenin olusumuna yoneliktir. Ancak, hormon (6rnegin
epinefrin) etkisiyle tetiklenen fosforillenme sireci glikojen sentezinin
kisitlanmasini, buna kosut olarak ta, glikozun hizla agiga c¢ikmasini
saglar.

- Izoenzimlere dayah diizenlenme. Baz1 enzimlerin hiicre i¢inde cesitli
sekilleri bulunabilir. Enzimin molekiil agirlik acisindan genelde esit,
ancak elektrik yiikii agisindan farkli olan bu gesitleri izoenzim olarak
tanimlanir. Izoenzimler farkli genlerin {iriinleri olup, bu genlerin
niikleotit dizilerindeki degisiklikleri birincil yapilarinda ve 6rnegin farkli

elektroforetik devinimlerinde yansitirlar (Sekil 7-28).
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Sekil 7-27. Glikoz-glikojen metabolizmasinin
fosforillenmeye bagli esglidiimii.

Yapisal farkliliklart nedeniyle izoenzimlerin substrat ilginlikleri
ve etkinlikleri farkli olabilir. izoenzimlerin farkli dagilimima baglh olarak,

bulunduklar1 dokularin gosterecegi enzim etkinligi farkli olabilir.

Sekil 7-28.Laktat dehidrogenaz(LDH) izoenzimleri. Dort
altbirimli(tetramerik) bir enzim olan LDH iki
farkl tiir(H ve M) altbirimi farkli oranlarda
icerebilir. Boylece olusan izoenzimler nisasta
gel elektroforeziyle ayristirilip, boyanarak
goruntdlenebilir.

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

- Simojen aktiflesmesi. Organizmada bazi enzim turleri, 6zellikle

proteazlar (6rnegin sindirim sisteminde pepsin ve tripsin, kanin
pihtilagsmasinda rol oynayan protein faktdrler) normal kosullarda aktif
olmayan bir dncul molekdl (simojen) bigiminde bulunur. Gereksinim
dogdugunda belirli bolgelerinin proteolitik sindirimi ile simojen aktif
enzime doniisiir. Siirekli aktif kaldiklarinda biyolojik ¢evre i¢in sakinca

olustura-bilecek bu tiir enzimler bdylece denetim altinda tutulmus olur

(Sekil 7-29).

Sekil 7-29. Simojen aktiflesmesi.
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8. Molekiilsel Biyofizik

8.1. Giris :

Biyolojik sistemler, varliklarimi siirdiirebilmek i¢in kendilerine

0zgl yapilart olusturur ve yenilerler. Bunun icin gerekli enerjiyi ¢esitli
metabolik yollardan elde etmek, saklamak ve gerektiginde degerlendirmek
zorundadirlar. Bir organizma i¢in yasamsal Onemi olan biitiin bu
islemlerin yiiriitiilmesi i¢in gereken bilgi niikleik asitlerde saklanir. Bu
biyolojik bilgi bir organizmanin oldugu kadar, biitiin tiirlerin varlig1 i¢in
de elzem bir niteliktedir. Bir tiiriin varligi, ancak bu 0zgul bilginin bir
kusaktan digerine aynen aktarilabilmesi sonucu korunur. Uzun yillar
kalitsal bilgi olarak adlandirilan bu bilgiyi tasima ve iletme islevini
proteinlerin iistlenmis oldugu diigiiniilmiistiir. Proteinlerin 20 degisik ¢esit
yapitagindan (amino asitten) olusmalar1 ve dogada karsilasilan en cesitli
ve en karmagik yapili molekiilleri olusturmalari nedeniyle bu diisiince
ozellikle kirkli yillara dek benimsenmistir. Ancak, 1944-1952 yillar
arasinda yiritilen iki degisik yaklasimli ¢alisma ile niikleik asitlerin
ozellikle DNA’nin kalitsal bilgiyi tasiyan makromolekiil c¢esidi oldugu
kanitlanmustir.
- Bu caligmalardan ilki 1944 yilinda Avery, MacLoad ve McCarty
tarafindan zatiirreye yol agan Diplococcus pneumoniae (ya da kisaca
pnomokok) bakterisi lzerinde yuriitilmiis olup, 1928 yilinda Griffith
tarafindan yapilan bir gézleme dayanir.

Pnomokoklar;
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1. kapsiilli, patojen (hastaliga yol acabilen) ve Kkiiltiirde
iiretildiklerinde diizgiin koloniler olustururanlar, ve

2. kapsulsuz, patojen olmayan ve kultirde purtiklu koloniler
olusturanlar olmak iizere baslica iki ana gruba ayrilir.

Griffith’in bulgularina gore birinci grup o6lii pndmokoklarla
karigtirilmalar1 sonucu canli ikinci grup pnomokoklar birinci grubun
Ozelliklerini kazanabilir. Nitekim, 06l birinci grup pnomokoklarin
varliginda patojenlesen ikinci grup pndmokoklar bir fareye verildiginde,
hayvanin 6liimiine yol acabilir. Olii bakterilerin varligmm canli
bakterilerin  6zelliklerini ~ degistirici  etkisine dayanan bu olgu
transformasyon olarak adlandirilmistir. Griffith’in gbzlemini izleyen
yillarda transformasyona neden olan madde 6zellikle proteinler arasinda
aranmuistir.

Avery ve arkadaglari, 6lii bakterilerden hazirladiklar 6ziitiin ve bu
patojen olmayan, kapsiilsiiz pnomokoklarin kalitsal 6zelliklerinde
degisime yol agtigini saptayarak, kalitsal bilgi ile DNA arasindaki
baglantiya ilk kez 1s1k tutmustur. Ayrica 6lii patojen pndmokoklardan
aliman DNA’nin patojen olmayan canli pndmokoklarin ortama verilmeden
bir deoksiribonukleaz (DNAz; DNA molekiillerini pargalayan enzim)
etkisinde birakilmasiyla transformasyon 6zelliginin ortadan kalktigin1 da
gostermistir (Sekil 8-1)

Avery ve arkadaslarinin bu 6nemli bulusu yillarca hakim kalitsal
bilgi ile proteinler arasindaki bir bagmtiyi benimseyen goriise ters
diistiigiinden, onceleri bilim diinyasinda tereddiitle karsilanmistir. Ancak,

1952 yilinda Hershey ve Chase daha degisik ve daha dogrudan bir
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yaklasimla Avery’nin bulgularin1 dogrulamis ve DNA’nin gergekten
kalitsal bilgiyi tagiyan molekiil oldugunu gostermistir.

Sekil 8-1: Griffith deneyi (transformasyon deneyi)
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Hershey ve Chase, ilk asamada T4 faji1 **P ve *S radyoizotoplari
iceren bir ortamda iiriiterek faj DNA’sim ozgiin olarak 2P ile, faj
proteinlerini ise *S ile isaretlemistir. Bundan sonra E.coli bakterisinin bu
iki degisik radyoizotopla isaretli T4-fajlariyla infeksiyonu sonucu hangi
makromolekiile 6zgii radyoizotopunun bakteri hiicresi i¢ine girdigi
incelenmistir. (Viriislerin ¢ogalimi, infeksiyon sonucu hiicre i¢i ortamda
gerceklesebilecegine  gore, yalmizca  hiicre i¢inde  bulunacak
makromolekiiliin kalitsal bilgi tasiyicist olmasi sozkonusudur). T4 fajinin
kilifinin bakteri yilizeyinde yapisip kaldigi bilindiginden, infeksiyon yani
kalitsal bilginin hiicre igine iletimi igin gerekli siirenin (10 dak 37°C)
gecmesinden sonra kiiltiiriin siddetle ¢calkalanmasiyla kiliflar hiicrelerden
koparilmis ve bir santrifiij islemiyle hiicreler ¢okeltilerek iist sivida kalan
serbest faj ve faj kiliflarindan arindirlmustir. Hiicre igine yalnizca *2P-
radyoizotopunun girmis oldugunun gosterilmesiyle de DNA’nin kalitsal
bilgiyi tasiyan molekiil oldugu en kesin bi¢gimde kanitlanmistir. (Sekil 8-
2).

8.2. Nukleik asitler; DNA ve RNA
Nikleik asitler, DNA (deoksiribonilkleik asit) ve RNA

(riboniikleik asit) adlar1 altinda iki ana gruba ayrilir. Bazi RNA
virlislerinin disinda tiim virlis ve organizmalarda kalitsal bilgiyi tasiyan
molekiilin DNA oldugu goriilir. DNA molekiilii iizerinden kalitsal bilgi
dikey olarak bir kusaktan sonrakine iletilirken, bilginin ayni hiicrede

(yatay yonde) anlatimi1 RNA molekiillerinin araciligiyla olur (Sekil 8-3).

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

Sekil 8-2. Hershey ve Chase’in DNA’nin kalitsal bilgiyi

tasityan molekiil oldugunu kanitlayan deneyi.

8.3. Kalitsal bilginin anlatimi (gen ekspresyonu)

DNA molekiiliiniin tagidigi  bilginin protein  molekiillerine
cevrilmesi gen ekspresyonu olarak adlandirilir. Gen ekspresyonu iki

asamada gerceklesir: Transkripsiyon ya da yazilma (kayit) adi verilen ilk
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asamada, DNA’nin tasidigi bilgi RNA molekiillerine aktarilir.
Translasyon ya da ¢eviri ad1 verilen ikinci asamada kalitsal bilgi RNA’dan
proteine ¢evrilir. Gen ekspresyonunun izledigi bu yola ilk defa Crick
dikkat ¢ekmis ve daha sonralar1 Crick’in bu diisiincesi molekiilsel
biyolojinin santral dogmasi niteligini kazanmistir.

Crick baslangicta kalitsal bilginin tek yonlii akimini varsaymis
olmakla birlikte, yakin gecmiste RNA’ya bagimli DNA polimerazin ya da
ters transkriptazin bulunmasi transkripsiyonun geri doniislii olabilecegini
gostermistir.

Bu iki degisik tip niikleik asidin bir seleksiyon baskisinin sonucu
ortaya c¢ikmig oldugu disiiniilebilir. Hiicrede gegerli akardenge
(homeostaz) kosullarinda tiim molekiillerin siirekli olarak olusumu, yikimi
ve yeniden olusumu sézkonusudur. Ornegin bir hiicrede bulunan yaklasik
5x10° ATP molekiilii icin yar1 omiir 1 saniye olarak saptanmistir. Bagka
bir anlatimla hiicredeki tiim ATP molekiilleri 2 saniye iginde
yenilenmektedir. Hiicrenin i¢inde bulundugu ortam kosullarina uyumu, bu
olusum ve yikim mekanizmasina bagli olarak saglanir. Hiicrenin
gereksinim duydugu maddelerin ya da kosullarin saglanmasi gerekli
protein (enzim) molekiillerinin olusumu ile miimkiin olurken, gereksinim
ortadan kalktiginda, onu karsilayan enzim molekiillerinin de yikilarak
ortadan kaldirildigi  goriiliir.  Bu yikim olaylarindan  etkilenmeden
yapisinin  biitlinliiglinii  hiicrenin  tim  yasam stiresi  boyunca
yalnizca DNA korur. DNA’nin bu kalimliliginin RNA molekiillerinin
varhigiyla  saglanmis oldugu goriiliir. Zira, olusum ve yikima bagh

diizenleme mekanizmasi
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kayit ceviri
kusak(n) esleme — DNA > RNA > protein
ters kayit
kusak(nt1) esleme — DNA > RNA > protein
kusak(nt2)  esleme — DNA > RNA > protein

<« Gen Ekspresyonu —

Sekil 8-3. Kalitsal bilginin yatay ve dikey aktarimi

RNA (ve onlarin yonlendirimiyle olusan protein) molekiilleri iizerinde
etkili olur.

Bunun yani sira hiicrede sentezlenen proteinler i¢in gerekli bilgi
birimlerinin (genlerin) genellikle birer niisha olarak siralandigi DNA
molekiilii basim islerinde kullanilan bir baski kalibina benzetilebilir (Sekil
8-4).

Gereksinime gore bir genin sifreledigi proteinin hiicre i¢inde kisa
stirede bin ya da onbinlerce adet olusumu gerekir. Bilginin (ya da onlarin
molekiilsel karsilig1 olan proteinlerin) hiicre i¢inde ¢ogaltimi bir “teksir”
aygitina benzetilebilecek enzimatik sistemlerin (RNA polimeraz ve

ribozomlarin) etkisi altinda gergeklesir. Cogaltimin RNA molekdllerinin
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Sekil 8-4. Hiicresel bilgi cogaltiminin sematik

gosteriligi.

araciligiyla gerceklesmesi sayesinde ilk asamada kalip
molekillerinin (RNA) sayisinin arttirilmasi dolayisiyla kisa bir zaman
kesitinde ¢ok daha fazla sayida protein molekiiliiniin olusumu miimkiin

olur (Sekil 8-5).
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8.4. Prokaryotik ve okaryotik DNA’nin ozellikleri

Prokaryotik ve Okaryotik hicre tiplerinde bulunan DNA
molekiilleri; yapilari, hiicre i¢inde bulunduklar1 yer ve diger
makromolekiillerle (6zellikle proteinlerle) olan iliskileri yoniinden 6nemli
farkliliklar gosterir. Bakteri hiicresi sitoplazmasinda bulunan prokaryotik
DNA (molekiil agirhigi: 3x10° dalton) halkasal bir yapiya sahip olup,
belirli

Sekil 8-5. Protein sentezinin RNA araciligi ile
gerceklesmesinin sentez hizina katkisi. (Sekil bir

bakteriye aittir)
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bir bolgesinden hiicre membranina baglidir. Bakteri hiicresindeki bu ana
(kromozomal)  DNA’nin  diger bir  Ozelligi  diger  hiicre
makromolekiilleriyle kalimli bir iligki gdstermemesi ve hiicre i¢i sivisinda
¢iplak bir bicimde bulunmasidir. Bakteri hiicresinde asil kromozomal
DNA’nin yanisira ekstrakromozomal (ya da epizomal) DNA olarak
tanimlanan ikinci bir DNA (molekiil agirliklari: 107-10° dalton) ¢esidi de
bulunur. Ekstrakromozomal DNA zaman zaman kromozomal DNA’ya
baglanarak onun bir bolgesi haline gelebilir. Bu tip ekstrakromozomal
DNA epizom olarak adlandirilir. E.coli hiicrelerinin  “cinsiyetini”
belirleyen bilgiyi tasiyan F-faktorii boyle bir epizomda bulunur. Diger
yandan bakteri hiicresinde bazi ekstrakromozomal DNA ¢esitleri
epizomlar gibi bakteri kromozomuna eklenebilme 6zelligi gosteremezler.
Plazmit olarak adlandirilan bu DNA ¢esitlerinin O6rnekleri arasinda R-
faktorleri ve Col-faktorleri sayilabilir. Epizomlar ve plasmitler de halkasal
tipte DNA molekilleridir. R (Rezistans) faktorleri bakterilerde belirli
antibiyotiklere kars1 direncliligi belirleyen bilgileri tasir. R-faktorlerinin
tasidig1 bu bilgi sayesinde bakteri hiicresinde antibiyotiklerin yakimini
saglayan enzimlerin olusmasi miimkiin olur. Col-faktorleri ise Kolisin adi
verilen ve yabanci bakteri cinslerinin yok olmasma neden olan
proteinlerin sentezi i¢in gerekli bilgiyi tasir.

Okaryotik hiicrede ise kromozom DNA’s1 (molekiil agirlig1 bakteri
DNA’smin 10%-10° kat1) ¢ekirdek icinde paketlenmis ve proteinlerle
komplekslesmis bir bicimde bulunur. (bkz. Béliim 10.1) Bu DNA-protein
kompleksi interfazda kromatin olarak adlandirilir. Kromatinin hiicre
boliinmesi sirasinda tistiin derecede katlanmasi sonucu ise kromozomlar

olusur. Kromatinin ¢ok yogun bir sekilde proteinlerle ortiildiigli bolgeler
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heterokromatin, kromatinin daha az protein icerdigi bolgeler ise
O0kromatin olarak adlandirilir. Heterokromatin bolgelerinde RNA sentezi
goriilmez ve bu bolgelerdeki genler kapali (inaktif) durumda bulunur.
Buna karsin, 0kromatin DNA’s1t RNA sentezinde etkin genleri igerir.
Okaryotik DNA’s1 ile etkilesen gekirdek proteinleri histon ve histon
olmayan (non-histon) proteinler olarak iki siifa ayrilir. (bkz.Boliim
10.1) Histon kesimi baslica 5 degisik protein tipini icerir. Bu proteinlerin
cogu bazik nitelikte (arginin ve lizin gibi) amino asitlerden zengin olup,
triptofan ve sistein gibi amino asitleri icermez. Degisik Okaryot
tiirlerinden elde edilen histonlarin birincil yapilar1 incelendiginde evrim
boyunca ¢ok az degismis olduklari saptanmustir.

Histonlarin genleri kapaticit bir gorevleri oldugu sanilmaktadir.
Histonlarin 6zellikle heterokromatin bolgelerinde daha yogun bulunmalari
ve deney tibunde DNA molekiline eklendiklerinde RNA sentezini
durdurmalar1 bu diisiinceyi destekleyen bulgulardir. Histonlarin her tiir ve
her doku kromatininde yaklasik esit miktarda bulunmalari bu proteinlerin
genlerin 6zglin bigimde etkinlesmesini ve dolayisiyla hiicre ve doku
Ozellesmesini  belirleyen proteinler smifindan olmadigr kanisini
vermektedir. Histonlar DNA (Uzerinde 0zel baz dizilerini okuma
yeteneginden  yoksun olup, DNA-histon iliskileri DNA’nin asidik
gruplari ile histonlarin bazik gruplari arasinda elektrostatik ¢ekim ilkesine
dayanir. Son yillarda dort degisik histon tipinden ikiser
molekdlun  bir araya gelerek DNA Uzerinde nukleozom adi
verilen yapilart  olusturduklar1  gosterilmistir. Histonlar niikleozomlarin

cekirdegini olusturmakta 200 baz ¢ifti karsiligi bir DNA
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boliimii histonlarin ¢evresinde dolanmaktadir. Niikleozomlarin hiicre
i¢indeki islevi halen bilinmemektedir.

Histonlarin aksine, non-histonlar pek cok sayida (400) ve gesitli
proteini kapsiyan hetorojen bir protein sinifin1 olusturur. Histon olmayan
cekirdek proteinleri arasinda genlerin etkinligini diizenleyici tipte
proteinler ve cekirdek enzimleri (kinazlar, asetilazlar, metilazlar, ADP-
riboz polimerazlar, DNA polimerazlar) bulunur. Histon olmayan
proteinler genellikle asidik nitelikteki proteinleri igerir. Gen etkinligini
diizenleyici gorevlerine kosut olarak, degisik dokularda degisik histon
olmayan protein tiplerinin bulundugu saptanmistir. Diizenleyici nitelikteki
bu proteinlerin DNA iizerinde 0zgiin baz siralarini iceren bolgelere
baglanmaktadirlar, yani histon olmayan proteinlerle DNA etkilesmeleri
blyik 6lctide 6zgln niteliktedir.

Okaryotik DNA’min biiyiikliigiiniin gen icerigiyle tam orantili
olmadig1 ve biiyiikk bir bolimiiniin yinelenen baz dizilerinden olustugu
saptanmigtir.  Yinelenen bu DNA bolgelerinin  gen aktivitesinin
diizenlenmesinde bir rol oynadig1 diisliniilmektedir.

Okaryot hiicrelerinde ¢ekirdegin yamisira mitokondrilerde de bir
DNA molekiilii bulunur. Mitokondri DNA’siin molekiil agirligi yaklasik
1.5x10" dalton olup, bu buyiklikte bir DNA molekilii ancak ¢ok sinirli
sayida proteinin sentezi icin gerekli bilgiyi igerebilir. Mitokondri
DNA’sinin  6zellikle mitokondri membran proteinlerinin bazilarin
sentezi i¢in gerekli bilgiyi tasidigi sanilmaktadir. Mitokondriler,
kendilerine 6zgii bir DNA molekiiliiniin yanisira yine kendilerine 6zgu bir
protein sentez mekanizmasina (ribozom ve protein sentez enzimlerine)

sahiptirler. Mitokondri ribozomlar1 dkaryotlarin 80S ribozomlarindan ¢ok
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prokaryotlarin 70S ribozomlarina benzer. Mitokondrilerin Okaryotik
hicrede gosterdikleri bu kismi genetik 6zgurlik, bu organellerin evrim
stiresince Okaryot hiicrelerle bir simbiyoza girmis mikroorganizmalardan
olugmus olabileceklerini sezindirmektedir.

8.5. Esleme (Replikasyon)

Bir DNA molekiiliiniin esini olusturarak ¢ogalmasina replikasyon
(esleme ya da ikilesme) adi verilir. Watson ve Crick modelinin en biyik
onemi; komplementerlik ilkesiyle kalitsal bilginin esleme sirasinda
eksiksiz ikilesebilmesi sorununa fiziksel ve kimyasal verilere dayanan bir
aciklama  getirmesidir. DNA  zircirlerinin  karsilikli  bazlarmin
komplementerligi ilkesinin replikasyon siiresince uygulanmasi sonucu baz
siralarinin (ve dolayisiyla kalitsal bilginin) dogru bir sekilde yavru DNA
zincirlerine aktarilmas1 saglanir. Ayrica DNA’nin ikilesmesi kalitsal
bilginin, hicre bélinmesi (mitoz) sonunda, eksiksiz olarak ve esit
paylarda yeni kusaklara aktarilmasini miimkiin kilar.

Watson ve Crick modeline gore DNA molekiilii i¢in baslica iki
esleme mekanizmasi s6zkonusu olabilir.

1) Koruyucu (konservatif) mekanizmada, ana DNA molekdlinin
biitiinliiglinii korumasi kosuluyla onun esi ikinci bir DNA molekiilii
olusur.

2) Yar1 koruyucu (semi-konservatif) mekanizmaya gore ise, esleme
sirasinda DNA molekiiliiniin iki zinciri birbirinden ayrilararak; her bir
zincir lizerinde onu tamamlayici (komplementer) yeni bir zincir olusur. Bu
mekanizmaya gore; esleme sonucu ortaya ¢ikan iki DNA molekiiliiniin her
biri ana DNA molekulinin bir zinciri ile ona komplementer yeni bir

zincir igerir.
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1957 yilinda Meselson ve Stahl adinda iki arastiric1 diizenledikleri
bir deneyle yar1 Kkoruyucu esleme mekanizmasinin dogrulugunu
kamtlamislardir. Bu deneyde E.coli bakterisi énce agir nitrath (yani N
izotopunun bulundugu) bir ortamda, biitiin DNA molekiilleri "N izotopu
icerinceye dek iiretilmis, daha sonra normal nitratli (**N iceren) bir ortama
aktarilarak, bu ortamda iki kusak boyunca birakilmistir. Ortam
degisiminden Once ve ortam degisimini izleyen her kusakta alinan bakteri
orneklerinden elde edilen DNA sezyum klorir gradiyenti santrifiju adi
verilen bir yodntemle incelenmistir. Sezyum Kkloriiriin kesiksiz bir
konsantrasyon (yogunluk) gradyenti olusturdugu bu yontemle degisik
yogunluktaki her bir DNA molekiili bu yogunluga 6zgiil bir bolgede
¢okelir. Ortam degisikliginden 6nce olusmus DNA yalmz agir nitrat (*°N)
iceren DNA’nin ¢6zeldigi boliimde, ortam degisikligini izleyen ilk bakteri
kusagindan elde edilen DNA ise esit miktarlarda >N ve N iceren melez
bir DNA molekiiliiniin ¢okelmesi gereken boliimde bulunmustur. Hafif
ortamdaki ikinci bakteri kusagindan elde edilen DNA’nin analizi ise esit
oranlarda hafif (yani yalmz N iceren) ve melez &zellikte DNA
cesitlerinin ¢okelmeleri beklenen bolgelerde bulunmustur (Sekil 8-6).

8. 6. DNA’nin enzimatik olusma mekanizmasi

Watson-Crick ~ modelinde  dngorilen DNA  molekuli
fizikokimyasal diislincelere dayanarak gelistirilmis varsayimlara dayal bir
yap1 idi. Ozellikle adenin ve timin ile guanin ve sitozin arasinda
diisiiniilen etkilesimlerin dogada da bir rol oynaylp oynamadigi
bilinmemekteydi. O siralarda Kornberg ve calisma arkadaslar1 niikleotit

trifosfatlart DNA zincirlerine doniistiiren bir enzim buldular. DNA-
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polimeraz adi verilen bu enzimin, kalip islevini tstlenmis bir DNA

molekiiliinii ve Mg?*  iyonlarinin

Sekil 8-6. Yar1 koruyucu esleme mekanizmasina gore
beklenen DNA molekili (DNA zincir cifti)
cesitleri ve CsCl-gradyent santrifijunde analiz
sonugclari.

varliginda, dezoksiriboniikleotit-5’-trifosfatlar1 substrat olarak kullanarak
molekiil agirliklart milyonlarca daltonu bulan yeni DNA zincirleri
olusturdugu gosterilmistir. DNA-polimeraz kalip DNA zincirlerinin baz
sirasint aynen izleyerek, yeni DNA zincirlerine gegirir (Sekil 8-7).

Enzim deoksiriboniikleotit 5’-trifosfatlarin (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP) pirofosfat kisimlarmni ayirip, deoksiriboniikleotit-5’-monofosfat

boliimiinii olusturmakta oldugu DNA-zincirlerinin 3’-OH ucuna ekler.
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Buna gore DNA-polimerazin olusturdugu DNA zincirleri 5’-OH ucundan
3’-OH ucuna dogru biiyiir. DNA-polimerazin etkisi i¢in serbest bir 3°-OH
ucunun varhigini gereksinmesi nedeniyle, kalip DNA zincirinin yanisira
bir poliniikleotit zincirinin varli§i replikasyonun baslamasi icin
gerekmektedir. Bu poliriboniikleotit (RNA) niteligindeki zincir “primer”
ya da baslatict RNA zinciri olarak adlandirilir. Esleme, bu kisa zincirin
3’-OH grubuna DNA polimeraz tarafindan fosfodiester bagi {izerinden
eklenen ilk deoksiriboniikleotit-5’-monofosfat ile baslar.

DNA-polimerazin calisma mekanizmasi sematik olarak asagida
gosterilmistir (Tablo 8-1).

DNA-polimeraza c¢esitli organizmalardan elde edilen degisik baz
icerikli DNA molekiilleri kalip olarak sunuldugunda, yeni olusan
molekiiliiniin baz iceriginin her seferde kalip DNA’nin baz igerigi ile ayni
oldugu gortiliir.

Bu bulgu DNA-polimerazin kalip DNA’sinin baz igerigini dogru
olarak kopya ettigini gostermekle birlikte, enzimin kalip baz sirasin
aynen okuyup yeni DNA molekiiliine aktardigin1 kanitlamaktan uzaktir.
Polimerazin kalip DNA zincirindeki baz sirasin1 izleyerek onu
tamamlayict bir DNA zincirini olusturdugu ikinci bir deney ile
gosterilebilir.

Iki degisik baz gesidinin sirayla yer degistirerek dizildigi bir
polideoksiriboniikleotit zinciri kalip olarak kullanildiginda, DNA
polimerazin olusturdugu deoksiriboniikleotit zincirinde yalniz kalip baz
cesitlerine komplementer bazlarm yer aldigi goriiliir. Ornegin, adenin ve
timinin sirayla yer degistirdigi bir polideoksiriboniikleotit zincirinin kalip

gorevi gordiigli bir ortamda, substrat olarak kullanilan dort degisik

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

deoksiriboniikleotittrifosfattan (dATP, dGTP, dTTP ve dCTP)  sirasiyla
tek birinin o-fosfat grubu **P radyoizotopu ile isaretlendiginde, yeni

olusan

Sekil 8-7. DNA polimerazin islevi.

polideoksiriboniikleotit zincirine yalniz giren radyoaktivitenin ancak
dATP ve dTTP kanal ile oldugu goriiliir. Boyle bir deney sisteminde,
DNA polimerazin ¢alisma mekanizmasinin gercekten baz c¢iftleri
kurallarina uydugu “nearest-neighbor” (en yakin komsu). adi verilen bir

yontem ile

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

DNA-polimerazin
Kalip DNA’nin baz olusturdugu DNA’nin
Kalip DNA’nin icerigi baz igerigi
elde edildigi canli | (A+T/G+C) (A+T/G+C)
T2-faj1 1.84 1.78
E.coli 0.97 1.00
Sigir 1.35 1.32

Tablo 8-1. Degisik canli tiirlerinden elde edilen kalip
DNA’nin ve DNA polimeraz ile replikasyonu
sonucu olusan DNA’nin baz iceriklerinin

karsilastirilmasi.

kanitlanabilir. Reaksiyona substrat olarak eklenen dATP ile dTTP’den
yalmz dATP’nin a-fosfat grubunun 3P radyoizotopu ile isaretli ise ve
eger kalibin 5° ATATAT 3’ sirast aynen kopya edilmis ise yeni
polideoksiriboniikleotit zincirinde her deoksiadenozinin 5’- ve her
deoksitimidinin 3’-grubu arasindaki bagda *2P-fosfatin bulunmasi gerekir.
Bunu gostermek icin dalaktan saflastirilan ve 5’-fosfat ester baglarim
0zgun bigimde parcalayan bir fosfodiesteraz kullanilir. DNA polimerazin
olusturdugu deoksiriboniikleotit zinciri ikinci asamada fosfodiesterazin
etkisi altinda pargalandiginda adenozin-3’-monofosfat ve timidin-3’-
monofosfat olusur.Bu deoksiriboniikleotit-3’-monofosfatlar kromotografik
olarak birbirinden ayrildiginda, baslangigta dATP’nin tasidigi 2p
radyoizotopunun timidin-3’-monofosfata aktarilmis oldugu goriiliir. Bu

bulgu DNA polimerazin olusturdugu polimerin de ATATATAT sirasint
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izlediginin bir kanmitidir. Asagida “nearest neighbor” yontemi ana
hatlariyla gosterilmistir (Sekil 8-8).

1968 yilinda Goulian, Kornberg ve Sinsheimer, DNA polimerazin
kalip DNA’nin baz sirasini aynen kopya ettigini ¢ok acik bir sekilde
kanitlamis ve viriis DNA’simin kalip olarak kullanildig1 bir deneyde DNA
polimerazin yepyeni virlis partikiilleri olusturdugunu gostermeyi
basarmigtir. Bir reaksiyon tliplinde olusan bu viriis partikiillerinin
hiicrelere  girerek, iireyebilme yetenegine sahip olmalar, DNA
polimerazin kalip DNA’nin tasidigi kalitsal bilgiyi yeni DNA
molekiillerine aynen aktarabildiginin en agik kanitidir.

DNA polimerazin olusmakta olan DNA zincirlerini yalniz 3’-OH
ucundan uzatmasi yar1 koruyucu esleme mekanizmasi yoniinden ortaya
bazi sorunlar g¢ikarmaktadir. Yari koruyucu mekanizmaya gore, DNA
polimerazin DNA molekiiliiniin zit yon izleyen iki zincirinden yalniz
3’—— 5 yoniindeki zincirine komplementer bir zinciri olusturmasi
miimkiin olabilir. DNA polimerazin, 5° —— 3’ yoniinii izleyen ikinci
DNA zinciri lizerinde sentezi gerceklestirmesi normal kosullar altinda
beklenemez. Diger yandan DNA’y1 5°-OH ucundan uzatan DNA
polimeraz cesitlerinin varligina iligkin bir gézlem bulunmamaktadir. Son
zamanlarda elde edilen bulgular, polimerazin 5° — 3’ yonlii DNA
zincirinin replikasyonunu geriye gider bir sekilde gerceklestirdigini
sezindirmigstir. Bu geri donilisiimlii DNA sentezinin kesikli yani parga
parga gerceklestigi ve bu pargalarn ikinci asamada ligaz adi verilen
enzimler tarafindan birlestirildigi bulunmustur. Replikasyon, catalin 3’ ile

biten zincirinde kesiksiz olarak (leading: 6nde olan iplik¢ik), 5’ ile biten
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zincirde yine 5’— 3’ yoniinde yaklasik 1000 niikleotitlik geriye dontisler
halinde gergeklesir (lagging: aksayan, geride kalan iplik¢ik). Bu parcalara
Okazaki fragmentleri denir. Okazaki fragmentleri RNA primerine
kovalent bagli DNA niikleotitlerinden olusur. (Sekil 8-9)

Normalde replikasyon catalinda esgiidiimii saglamak amaciyla
replikasyon catalinda iki DNA polimeraz bulunur. Aksayan iplik¢igin
kalip DNA’sinin polimeraz {izerinde bir tur sarilmis olarak yer almasiyla
enzimin gatalin uzagina dogru islev gérmesi 6nlenmis olur. (Sekil 8-10)

DNA ile ilgili islevleri olan enzimlerden birkag¢1 Sekil 8-11"dedir.

DNA iplikgiklerinin birbiri ¢evresinde dolanmis olmasi DNA’ya
6zel bir topoloji kazandirir. (bkz.Bolim 4.3.4.1) Replikasyon,
transkripsiyon gibi iplik¢iklerin birbirinden ayrilmasini  gerektiren
islemlerde, ayrilan kismin Oncesi ve sonrasindaki kisimlar sikisir ve
birbirine dolanma egilimleri artar. Bu sikismadan dogan gerilmeyi ortadan
kaldirmakla gorevli Topoizomeraz adi verilen enzimler vardir
Topoizomerazlarin iki tipi vardir. Tip I topoizomerazlar tek iplikgikte
kesik yaparak diger iplik¢igin kendi ¢evresinde serbestce donebilmesini
saglarlar. (Sekil 8-12). Tip II topoizomerazlar ¢ift iplik¢ikli DNA’nin her
iki zincirinde gegici bir kesik yaparak baska bir cift iplik¢ikli DNA’y1
buradan gegcirirler. ve diigiimlenmeyi Onlerler. Replikasyon sirasinda bu
tiir diiglimlenmeler olustugu icin topoizomerazlar hiicreler i¢in yasamsal
onemdedir. Bazi antikanser ilaglarin ve antibiyotiklerin de hedefini

olustururlar. Prokaryotik tip II topoizomerazlara DNA giraz da denir.
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Sekil 8-8. En yakin komsu, “Nearest neighbor” yontemi.
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Sekil 8-9. Okazaki fragmentleri

8.7. DNA polimeraz cesitleri

1950 yillarinda bulunan ve Kornberg enzimi ya da DNA
polimeraz-1 olarak adlandirilan enzimin yanisira son yillarda DNA
polimeraz-2 ve 3 olarak gosterilen iki enzim daha bulunmustur. Uzun
yillar DNA polimeraz-1’in bakteri hiicresinin esleme enzimi oldugu
diistiniilmiis olmakla birlikte DNA polimeraz-1’den yoksun mutantlarin
tipki yaban tipi bakteriler gibi iireyebilmeleri, gercek esleme enziminin
bir baskast olmasi gerektigine isaret etmistir. Giiniimizde DNA
polimeraz-3’tin biiyiik bir olasilikla gergek replikasyon enzimi oldugu
goriigii agirlik kazanmistir. Bu enzimin digerlerine (1 ve 2 numaralt
enzimlere) kiyasla daha yiiksek bir katalitik etkinlige sahip olmas1 (Tablo
8-2) bu goriisii desteklemektedir.

DNA polimerazlarin, esleme sirasinda DNA molekiiliindeki bilgiyi
yanligsiz olarak yeni DNA zincirine aktarmalar1 3’°-eksoniikleaz aktivitesi
sayesinde giivence altina alinmaktadir. Olugsmakta olan DNA zincirinin

3’-ucuna eklenen bir yeni nukleotidin kalip DNA zincirindeki kargiti
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nikleotit ile uyum i¢inde olmamasi (onunla hidrojen koprileri

kuramamasi) DNA polimerazin 3’-eksonlkleaz aktivitesinin etkinlik

Sekil 8-10. Replikasyon ¢atali
kazanarak enzimin kendisi tarafindan eklenmis bu niikleotidi tekrar
zincirden aywrmasma yol agmaktadir (Okumal diizeltme, “Proof
reading” mekanizmasi) (Sekil 8-13).
Uyum i¢inde olmayan bu niikleotidin ayrilmasindan sonra DNA
polimerazin sentezleyici aktivitesi tekrar devreye girerek, dogru
niikleotidin zincire eklenmesini saglar. Bu mekanizma sayesinde eslemede

hata oranimnim 10°-10"° gibi ¢ok diisiik diizeyde tutulmasi saglanir.
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Sekil 8-11. DNA ile ilgili tepkimelerde islev goren

enzimlere 6rnekler.

Sekil 8-12. Tip I topoizomeraz ve iglevi
DNA polimeraz-1’inayrica 5’-eksoniikleaz aktivitesine sahip olmasi, onun

endoniikleaz ve ligaz enzimleriyle birlikte hiicrede DNA onarmmini

gerceklestiren baslica enzim oldugunu sezindirmektedir.
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E.coli I 1 i

Polimerizasyon

5’>3’ + + +
Eksontikleaz

aktivitesi : 3°—>5’ + + +
5’53 + - -

Sentez baglangici:
bitin DNA - - -
primer + tek zincir + - -
primer + tek zincir + + - +

tek zincir baglayicici protein

in vitro zincir uzama hizi

(nukleotit/dak) 600 400 30000
hiicre bagina molekiil sayisi 400 ? 10-20
Memeli hiicresi a B Y o
Polimerizasyon: 5’>3 + + + +
Eksoniikleaz aktivitesi 3°—5’ + - - +

(proof reading)

Sentez baglangici:

RNA primeri + - - +

DNA primeri - - + +
Birlikte bulunan DNA primaz + - - -
Aphidicolin’e duyarlilik + - - +
Hcre icindeki yeri

cekirdek + + - +

mitokondri - - + -

Tablo 8-2. Prokaryot ve dkaryot DNA polimerazlarin bazi

ozellikleri.
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Sekil 8-13. Okumal: diizeltme (“Proof-reading”)

mekanizmasi
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8.8. DNA sentezinin enerjetigi

DNA sentezi sirasinda substrat olarak deoksiriboniikleotit
trifosfatlar (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) kullanilir ve kalip DNA’daki baz
dizisinin belirledigi bazlar1 tasiyan niikleotit trifosfatlarin y-B difosfat
kisimlarimin ayrilmasindan sonra kalan niikleotit-(o)-monofosfat bir ester
bagi ile olusan zincirin 3’-OH grubuna eklenir.

Yiiksek enerjili ester baginin olugmasi enerji tiikketen bir reaksiyon
olup, gerekli enerji pirofosfat grubunun niikleotit trifosfattan ayrilmasiyla
aciga c¢ikan enerjiden saglanir. Bununla birlikte bu iki reaksiyon sonucu
serbest enerjide biiyiik 6lciide bir azalma gériilmez (AG= 0 - 1 kcal.mol™).
Buna gore reaksiyon ilk bakista geriye doniislii nitelikte goriilmekte ise
de; zincire yeni eklenen bazin komplementeriyle kurdugu hidrojen baglari,
bir 6nceki bazla girdigi hidrofobik ve van der Waals etkilesimleri ayrica
ozellikle ortaya ¢ikan pirofosfat grubunun pirofosfataz tarafindan iki
organik fosfat molekiiline ayrilmasi (AG= -7 kcal.mol™) reaksiyon
dengesinin saga kaymasini ve eslemenin gerceklesmesinin giivence altina
alinmasini saglamaktadir (Sekil 8-14).

Reaksiyon I.

DNA Polimeraz
DNA (n niikleotit) + dNTP > DNA(n+1 nikleotit) +

pirofosfat

AG = -0 - 0.5 kcal.mol™
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[DNA(n+1 nukleotit)] [pirofosfat]
K= =1-5
[DNA(n nlkleotit)] [ANTP]

Sekil 8-14. DNA’ya bir niikleotit eklenmesi reaksiyonunun

enerjetik a¢idan degerlendirilmesi.
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Reaksiyon II.

Pirofosfat ===========2 Pj
AG = -7 kcal.mol?

AG=-RTInK

AG=-23xRTlogK
-7 000 cal mol™ = -2.3 x 1.98 cal K™*mol™x 298 K x log K

-7000 cal mol™

=log K
-1357 cal mol™

5.16 = log K
K=1.44x10°

DNA polimeraz +
pirofosfataz
DNA(n niikleotit) + ANTP ============= DNA (n+1 nikleotit) + 2 Pi

AG = -6.5 kcal.mol™
Pirofosfataz reaksiyonunun, nukleik asitlerin ve proteinlerin

sentezinin yanisira, daha bagka biyosentez olaylarinda da ileri itici gii¢

olarak yer almasi, hiicre icinde olaylarin hi¢bir zaman tek baslarina degil,
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daima biitiin metabolik olaylar cercevesinde diisiiniilmesi gerektigini
vurgulayan bir 6rnek olarak 6nem tasimaktadir. Pirofosfatazin yoklugunda
poliniikleotit ve polipeptit zincirlerine eklenecek her yeni yapitasiyla
pirofosfat konsantrasyonunun artmasi sonucu kitle etki yasasina uygun
olarak reaksiyonun geriye doniismesi beklenecekti. Substrat olarak
niikleotit trifosfatlarin kullanilmasi ve pirofosfatin varhi§i sayesinde
organizmanin yasamiyla bagdasamayacak bir durum (DNA’nin ve diger

makromolekiillerin yikiminin agirlik kazanmasi) 6nlenmis olmaktadir.

8.9. Komplementer bazlar arasindaki hidrojen kopriilerinin

DNA vapisinin kalimhiliginda ve sifrenin dogru okunma-

sindaki 6nemi

Bir hidrojen baginin olusumu, enerji salan bir olay olup, serbest
enerjide yaklasik 4 kcal.mol™ 6l¢iisiinde azalmaya yol acar. Buna gére bir
hidrojen baginin yeniden pargalanabilmesi i¢in sisteme ayni 6l¢iide (= 4
kcal.mol™) enerji getirmek gerekir. Bir van der Waals bagmin kurulmasi
sirasinda yalnizca 1 kcal.mol™ enerji aciga c¢iktigina ve 1sisal (Termik)
molekiilsel enerjinin 0.5 kcal oldugu diisiiniiliirse, bir hidrojen baginin
(van der Waals bagina kiyasla) 1sisal miilekiilsel devinime karsi olan
yiiksek kalimlilig1 daha iyi anlasilir. Hidrojen baginin olusumu sirasinda
serbest enerjide meydana gelen azalma degerinden aralarinda bir hidrojen
bagi kurabilen iki grubun birlesme dursayisimi (Ki’y1) hesaplamak

mamkandur:
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-4000 cal.mol™ = -2.3 x 1.98 cal.K™ .mol™ x 300 K*xlog K,
2= 10°

Bu saptamaya gore, bu iki grubun birlesme olasilig1 ayrismalarina
kiyasla 1000 kat daha fazla olacaktir. Aralarinda 2 hidrojen bagi
kurulabilen iki grup i¢in, 6drnegin A ve T, K, >10° olacaktir. A, T ve C
bazlarini igeren bir eriyikte A = T kompleksinin olusumu A ile Cyada T
ile C arasindaki etkilesime kiyasla 10° kat daha olasidir. Binlerce
komplementer bazin karsilikli siralandig ¢ift sarmal yapili DNA
molekiiliiniin kalimlilig1 bdylelikle termodinamik agidan agiklanabilir.
Ayni sekilde esleme, transkripsiyon ya da protein sentezi sirasinda kodon-
antikodon etkilesimleri sirasinda sifreli bilginin okunmasi termodinamik
kurallara baglidir. Ornegin esleme sirasinda DNA polimeraz tarafindan
kaliptaki baz sirasina gore olusmakta olan DNA ipliginin 3’ ucuna
eklenen her A ya da T icerikli niikleotid igin yanlis yapma olasiligi 107,
her G ya da C icerikli nukleotid icin ise 10° olacakti. DNA
polimerazlarin 3’-eksoniikleaz etkinligine dayanan okumali diizeltme
mekanizmasi bu (termodinamik) kurala bagimli bir enzim etkinligidir. Bu
deger etkinlesen bazlarin yapisal Ozelliklerine dayanan termodinamik
parametre tarafindan belirlenmis olup, 3’-eksoniikleaz etkinligi bu degerin
hiicrede saglanmasi ile gorevlidir (Animsama: Enzimler reaksiyonlarin

denge dursayisini © K’ ya da serbest enerji degisimini etkilemez).
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8.10. DNA’nin transkripsivonu (Kayit asamasi) - RNA sentezi

Proteinlerin yapimi, dogrudan DNA kalib1 lizerinde gergeklesmez.
DNA'daki bilginin proteinlere aktarilmasi ¢esitli RNA tiplerinin katilimin
gerektirir. RNA molekdllerinin sentezi ile baslayip, protein sentezi ile
devam eden gen ekspresyonu siirecinin ilk asamasina transkripsiyon
(kayit) ad1 verilir. Transkripsiyon DNA’nin anlamli ipliginin (“Gen”) ad1
verilen belirli bir bdlgesinin tek bir iirlin vermek iizere kopyalanmasindan
ibarettir. 3 temel RNA tipi rRNA (ribozomal RNA), tRNA (transfer RNA)
ve mRNA (haberci RNA) komplementerlik ilkelerine sadik kalinarak
DNA kalibindan transkribe edilir. Bu 3 RNA tipinden sadece mRNA
proteinlerin sentezlenmeleri i¢in bilgi tasir. rRNA ve tRNA protein sentez
mekanizmasinda gorevli altyapilari olustururlar. Haberci RNA (mRNA)
kavram1 ilk defa F.Jacob ve J.Monod tarafindan 1960°’da formiile
edilmistir.  Poliniikleotid  yapida, ¢esitli  biiyiikliklerde, DNA
komplementeri, ribozomlarla gegici iligki kurabilen, kisa Omiirlii
molekiillerdir. Kisa bir siire siinra da gercekten DNA kalibindan RNA
sentezleyen bir enzim bulunarak RNA polimeraz adi verilmistir
(J.Hurwitz ve S.Weiss, 1960). RNA polimerazin RNA sentezini
gerceklestirebilmesi i¢in; @) DNA kalib1 (genellikle ¢ift iplikli “ds-double
stranded”), b) riboniikleotidtrifosfatlar (ATP, GTP, CTP ve UTP), c) Mg**
iyonu’na (ya da Mn%") ihtiyag vardir. RNA sentezi formiil olarak

asagidaki gibi ifade edilebilir.

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

RNA Polimeraz
RNA (n nukleotid) + NTP " > RNA (n+1 nikleotid) + P ~P
Mg~*

Bu reaksiyonda AG = -2 kcal.mol™*diir. Buradan K = 30 bulunur.
Her ne kadar reaksiyon saga kaymis goriinlimiinde ise de, emniyetli bir
sentez igin yeterli olmaz. Zaten bu reaksiyon in vivo ortamda (htcre
icinde) pirofosfatin (P~P) hidrolizi ile sdrdiralir (DNA sentezinin
enerjetigine benzer sekilde). RNA sentezinin yonii de DNA’ninkine
benzer sekilde 5’3’ yoniindedir. (Yeni gelen niikleotid daima 3°-OH
ucuna eklenir).

RNA polimerazlar biiylik molekiil agirlikli ve oligomerik
proteinlerdir. Bakteri hiicrelerinde her 3 RNA tipini de tek bir enzim
sentezler. Okaryotlarda ise 3 ayr1 RNA polimeraz enzimi mevcuttur
(Tablo 8-3). RNA polimeraz I (ya da A), rRNA’y1, RNA Polimeraz II (ya
da B) mRNA’y1, RNA Polimeraz III (ya da C) tRNA’y1 sentezler. Okaryot
RNA polimerazlar 8 - 14 altbirimden olusur.

E.coli RNA polimerazi 390 kD molekiil agirlikli 5 farkh
altbirimden olusan (2a , B, B‘, ®, ) kompleks bir enzimdir. Alt1 altbirimi
de iceren (toplam 6 peptid zincirli) enzime holo enzim adi verilir. 6

altbirimi kalip DNA {izerindeki dogru baglangi¢c yerini (promoteri)
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RNA polimeraz Sentezledigi | a-amanitine | Sentezlendigi

tipi RNA tipi duyarhhk yer

RNA Polimeraz 1(A) rRNA o-amanitine cekirdekgik
duyarsiz

RNA Polimeraz 11(B) MRNA o-amanitine cekirdek
duyarl plazmasi

RNA Polimeraz I11(C) tRNA a-amanitine az | cekirdek
duyarli plazmasi

Tablo 8-3. Okaryot RNA polimeraz cesitleri.

bulup sentezi bagladiktan sonra RNA polimeraz holo enzimden ayrilir. ¢
altbirimi icermeyen RNA polimeraza i¢ enzim (core enzim) adi verilir.

Sentezi strdiren bu RNA polimeraz core enzimdir (Tablo 8-4).

Alt birim Adet Molekdl Gorevi
agirhg
(kD)

a 2 36,5 Sentezi baslatir

B 1 151 Fosfodiester
bag1 kurar

B 1 155 DNA kalibina
baglanir

® 1 11 ?

c 1 70 Promoteri
taniyip sentezi
baglatir.

Tablo 8-4. E. coli RNA polimeraz: alt iiniteleri
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8.11. TransKkripsiyonun diuizenlenmesi

Transkripsiyonun en Onemli adimlarindan birisi, promoterin
taninmas1 ve mRNA sentezinin uygun yerden baslamasinin saglanmasidir.
Prokaryotlarda promoter boélgenin hemen o0ninde, transkribe edilecek
DNA pargasinin 35 baz Oncesinde (-35) yer alan TTGACA ve 10 baz
oncesinde (-10) yer alan TATAAT bolgeleri (ikinci bolgeye Pribnow
kutusu da denir) RNA polimeraza baslayacagi bazi gostermektedir. (Sekil
8-15)

Sekil 8-15. Genin baslangic yerini gosteren elemanlar

Prokaryotlarda o alt tinitesi RNA polimerazi holo enziminin dogru
yeri bulmasindan sorumludur. Promoterde her iki iplik¢ikler ayrilip ilk
dort niikleotitin birbirine eklenmesiyle sentez basladiktan sonra

kompleksten ayrilir, RNA polimeraz sentezi siirdiirtir.
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Okaryot genlerinin transkribe edilecek bdlgesinin  6niinde
cogunlukla -80 konumunda CCAAT dizisi, -30 konumunda TATA dizisi
bulunur. Farkli diziler igeren genler de vardir. Okaryotlarda transkripsiyon
baslangict ¢ok degisiktir. Transkripsiyon faktorleri adi verilen bir dizi
proteinin DNA ve RNA polimeraz ile etkilesimi gereklidir. (Tablo 8-5)

Transkripsiyonun baslangi¢ kompleksinin olusumunda ilk
adim TFIID’nin TBP altbiriminin promoterdeki TATA kutusuyla, ya da
TAF alt biriminin/alt birimlerinin diger baglangi¢ dizileriyle etkilesimidir.
TFIIB, TFIID’ye baglanir. RNA polimeraz II, TFIIF ile bagli durumda
komplekse katilir. TFIIE ve TFIIH komplekste yerini alir. TFIIH helikaz
aktivitesi ile iplik¢ikleri birbirinden ayirir, RNA Polimeraz II’nin karboksi
u¢c motifini fosforile eder ve transkripsiyon baslar. Transkripsiyon
baslangic kompleksi olustuktan sonra uzama asamasinda TFIIH artik

gorev almaz ve olasilikla RNA polimerazdan ayrilir (Sekil 8-16).

8.12. RNA’nin islenmesi (“splicing”)

Okaryotik genlerin protein sifreleyen bolgeleri (ekzon) araya giren
ve herhangi bir proteini sifrelemeyen bolgeler (intron) tarafindan kesintiye
ugratilir. Kayit sirasinda geni biitiiniiyle kapsayan birincil mRNA
sentezlendikten sonra gerekli proteini sifreleyen boliimler kalir diger
boliimler (intronlar) ¢ikarilir. Bu isleme RNA’nin islenmesi denir. (bkz.
Bolum 10.1) (Sekil 8-17 ve Sekil 8-18)

Tom Cech ve ark. T. Thermophilia’da rRNA islenmesini
incelerken RNA’nin kendi kendini kesip bir kismini ¢ikardigini (intron) ve
kalan kisimlarmmi (ekzon) tekrar birlestirdigini gozlediler. O zamanki

anlayista boyle islemleri yalniz enzimler ylriittiigiinden bu RNA’ya
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“RIBOZIM” adin1 verdiler. Bugiin ribozimlerin sentez de yaptiklari, yani
ger¢ek anlamda enzim olduklar1 anlasildi. Bu bulguya gore: 1) Bazi
katalitik islevlerden sorumlu olan bir RNA olabilir. 2) Ribozom gibi
ribonlikleoproteinlerde protein sentezini gercekleyen RNA olabilir. 3)
Yasamin ilk olusumunda ilkel molekiil RNA olabilir.

Hiicre ¢ekirdeginde bir dizi protein ile kiiclik RNA molekiillerinin
(genellikle 250 niikleotit ya da daha kiigiik) olusturdugu kompleksler
bulunur. Bu komplekslere kigtk cekirdeksel riboniikleoproteinler denir ve
islenme faktorleri (U1, U2, ...., U12) olarak adlandirilir. RNA polimeraz
mRNA’y1 sentezledikten sonra bu riboniikleoproteinlerde bir grubu 6zel
baz dizilerini taniyarak mRNA {izerine yerlesir, islenme tanecigi
(“splicesome™) ad1 verilen bir yap1 olusur ve mRNA’nin intron bolgeleri
cikartilarak ekzonlar birlestirilir.

RNA islenmesi gen ekspresyonunun diizenlenmesinde kullanilan
onemli bir mekanizmadir. Degisik dokularda ayn1 genlerden iiretilen ayn1
birincil mRNA’lar degisik bi¢imlerde islenerek degisik protein Griinlerinin

sentezini saglayabilirler.

8.13. Kolineerlik ve kalitsal sifre

Niikleik asitler ile proteinler arasinda goriilen birincil yapilarinin
dogrusal ozelligi belirli bir yonelim gostermeleri, birden ¢ok tip
yapitasindan olusmalar1 gibi 6zellikler DNA’nin proteinlerin birincil
yapisint  kosullayan nitelikte bir bilgi tasidigin1  sezindirmekte idi.
DNA’nin baz dizisinde yer alan degisikliklerin proteinlerin yapisinda
degisiklikler ortaya ¢ikardigi daha sonralari gosterildi ve proteinlerin

amino asit siralarinin
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DNA’nin baz sirasina olan bagimliligi Kolineerlik kavrami ile ifade
edildi.

1954 yilinda Gamow ve Crick DNA ile proteinler arasindaki
benzerliklere dikkati cekti ve kalitsal sifre kavramini ortaya atarak, boyle
bir sifrenin kosullarim1 kuramsal olarak incelediler. Crick nikleik asitlerin
dort, proteinlerin ise yirmi yapitasindan kurulmalar1 nedeniyle, bir amino
asit i¢in distiniilebilecek en kisa sozciliglinilin, li¢ niikleotitten olusmasi
gerektigini ileri slirdii. Dort gesit bazin ¢li dizileri igin 64 olasilik
olduguna
gore, Crick’in diisiincesi yirmi amino asitten bazilari i¢in birden fazla sifre
sOzcliglinlin varligin1 ongérmekte idi.

1961 yilinda Nirenberg ve Mathaei, sentetik poliriboniikleotid
poliuridilikasidin (poli U) varliginda, E.coli bakterisinden elde edilmis bir
Oziitte, yalmiz fenilalanin (Phe)den kurulu polipeptid zincirlerinin
(polifenilalanin ya da kisaca poli Phe) ortaya ¢iktigini gozledi. UUU
tclisiiniin  fenilalanini ~ sifreledigini  gosteren bu  bulusu izleyen
yillarda kalitsal — sifrenin  tlmduyle ¢6zulmesi mumkin oldu. Bu

calismalar sonunda
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Sekil 8-16 Transkripsiyon baslangi¢ kompleksi olugmasi.
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Faktor Alt Molekiil Islev
birim Agirhgr®
sayisl
TFIID®: -TBP® 1 38 TATA’y1 tanir
TFIIB’yi baglar
- TAF’lar® 12 15 - 250 TATA disindaki
promoterleri tanir.
TFIIB 1 35 Pol. Il - TFIIF
kompleksini baglar
TFIA 3 12,19, 35 TBP baglanmasini
saglamlar
TFIHF 2 30, 74 Pol. II’nin promotere
baglanmasini saglar
TFIE 2 34,57 TFIIH nin islevini
kolaylastirir.
TFIH 8 32,34, 38, 40, 44, | - helikaz
62, 80, 89 - CTD® kinaz
- Niikleotit ¢ikarma

onariminda gorev alir
- Hucre siklis ile
iliskili

Tablo: 8-5 Transkripsiyon faktorleri

% kD olarak.

®) TF: transkripsiyon faktori; 11: Uzerinde en cok
calisilmis olan RNA polimeraz II’yi gosteriyor.
Faktorler biiyiik harflerle adlandiriliyorlar.

) TATA ya baglanan protein

d) TBP ile iligkili faktorler.

%) Karboksi terminal domain, RNA polimerazin

en blyuk alt biriminin karboksi ucunda yer alan
protein motifi.
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Sekil 8-17. RNA islenmesinin mikrografi
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Sekil 8-18. RNA’nin iglenmesi

olast 64 sozcligiin her birinin sifreledigi amino asit incelenerek

saptandiginda, ii¢ sozciigun (UAA, UAG, UGA) disinda her s6zciigiin bir
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amino asit anlamina geldigi bulundu. Crick’in varstyiminin 6ngdrdigi
gibi, baz1 amino asitleri sifreleyen birden ¢ok sozciligiin varligi boylelikle
gdsterilmis oldu. Ik énce yalniz E.coli bakterisinden elde edilen &ziitlerde
yiriitilen calismalar, daha sonra insan dahil diger cesitli tiirlerde
yinelendiginde kalitsal sifrenin evrensel nitelikte oldugu, yani
bakterilerden insana kadar tiim sistemlerde degismemis oldugu goriildii. (

Sekil 8-19)

8.14. Protein sentezi (Translasyon)

mRNA’nin tasidigi bilgi translasyon ya da c¢eviri asamasinda
ribozom adi verilen organeller tarafindan okunarak proteine cevrilir.
Ribozomlar biiyiik ve kiigiik altbirimler olarak tanman iki altbirimden
kurulur. Her bir altbirim bir, iki ya da U¢ ribozomal RNA molekiliinden
ve cesitli sayida proteinlerden olusur. Ribozomlar ve altyapilart bir
ultrasantriflij islemi sirasinda gosterdikleri sedimentasyon katsayisi ile
adlandirilirlar. Pokaryot ve dkaryot ribozomlarin bazi 6zellikleri Sekil. 8-

20°de gosterilmistir.
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AGA UUA
AGG UuG
GCA CGA GGA CUA
GCC CGC GGC AUA CUC

GCG CGG GAC AAC UGC GAA CAA GGG CAC AUC cCuG
GCU CGU GAU AAU UGU GAG CAG GGU CAU AUU CuuU

Ala Arg  Asp Asn  Cys Glu Gln Gly His lle Leu

A R D N C E Q G H I K
AGC
AGU
CCA UCA ACA GUA
CCC UCC AcCC GUC UAA
AAA UUC CCG UCG ACG UAC GUG UAG

AAG AUG UUU CCU UCU ACU UGG UAU GUU UGA

Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val Dur
K M F P S T w Y V

Sekil 8-19. Genetik sifre.

Protein sentezinin diger bir 6gesini tRNA olusturur. tRNA molekiilleri
amino asitleri, 3’ uclarinda yiiklii olarak ribozoma tasir. Bir mRNA’nin
sifre sozclklerinin tasidigi bilgi dogrudan dogruya amino asitlere
cevrilmez. Bunun i¢in tRNA molekiillerinin araci rolii gereklidir. tRNA
molekiillerinin tagidigi antikodon adi verilen bir bolge, tRNA’nin tagidigi
amino asidi gosteren mRNA sifre sozciigiine yani kodona komplementer
bir baz {i¢lisii tasir. Her amino asite 6zgli en az bir tRNA molekiili
bulunur. tRNA molekulleri igerdikleri belirli nukleotid dizilerinin
birbirleriyle hidrojen baglari kurmalari sonucu yonca yapragini andiran bir

yapisal 6zellik gosterir. (Sekil 8-21)
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Protein sentezinin ger¢eklesmesi 4 asamada olur:

1) tRNA’larin kendilerine 6zgii amino asit ile yiiklenmeleri
(amino asit aktivasyonu):

Bu islem, aminoasil-tRNA sentetaz adi verilen enzimler
tarafindan ATP’nin varhiginda yiiriitiiliir. Ilk olarak ATP’nin a-pB-
pirofosfat kismi1 enzim tarafindan pargalanarak ayrilir ve amino asit ile
AMP arasinda bir aminoasil-AMP molekiilii olusur. Bundan sonraki
enzimatik asamada amino asit tRNA molekiiliiniin tRNA’nin bir ucundaki
adenosini molekiiliin 3’ -OH grubuna aktarilir ve amino asidin karboksil

grubu ile 3’ -OH grubu arasinda bir ester bagi olusur.

2) Baslama faz (inisiyasyon)

Protein sentezi mRNA’nin bir protein i¢i yeterli bilgi tasiyan
bolimiiniin yani sistronunun basinda bulunan AUG kodonu ya da baz
lcliisiinden baslar. Bu sifre sozciigiiniin verdigi isaret lizerine oOzel
(inisiyasyon) baslangi¢ faktorlerinin etkisi altinda amino grubuna HCO-
(formil) grubu takili metyonin tasiyan tRNA molekiilii (kisaca fMet-
tRNA) ribozoma baglanir. Her yeni olusan protein, amino ucunda
buna gore bir fMet grubu tasir. Yiiksek organizmalarda proteinlerin
amino ucunda yer alan Met grubunun ek HCO (formil) grubu
tasimasi gerekli  degildir. Proteinin sentezin sonuna dogru bir

fMet  grubu
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Sekil 8-20. Prokaryot ve 6karyot ribozomlarinin bilesenleri.
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Sekil 8-21. transfer RNA (t-RNA)

0zel enzimler tarafindan polipeptitten ayrilir (Sekil 8-22). Protein
sentezinde ribozomlar mRNA’daki bilgiyi 5’ ucundan 3’ ucuna dogru
okuyarak protein molekdllerine cevirir. Polipeptidin NH,- ucundan -
COOH ucuna dogru yiiriir; bagka bir deyimle mRNA’daki kodon dizisinin
belirledigi sirayla amino asitler olusmakta olan polipeptid zincirinin -
COOH ucuna peptid bagiyla eklenir.

3) Uzama fazi (elongasyon)

Polipeptidlerin uzama fazi, protein sentezi boyunca tekrarlanan bir
olaylar dizisinden, yani uzama sikliisiinden meydana gelir. 1964 yilinda
Watson tarafindan Onerilmis ve genel olarak olumlu yanki uyandirmis

teoriye gore, her bir ribozomda tRNA molekiillerinin baglanabilecegi iki
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yer vardir. Bu yerlerden birine AA-tRNA molekiilii 6zel bir sekilde
baglandig i¢in, amino asil ya da A yeri adi verilir. ikinci baglama yeri
ise, 0zellikle dogmakta olan polipeptid zincirinin ekli bulundugu tRNA’y1
yani peptidil-tRNA molekiiliinii tasir. Bu baglama yeri bu sebepten
peptidil ya da kisaca P yeri olarak adlandirilir.

Prokaryotlarda uzama siklusunun c¢esitli asamalarin1  sematik
olarak gosteren Sekil 8-23°de izlenebilecegi gibi, ribozoma baglanan her
yeni AA-tRNA once A yeri’ne yerlesir. A yerine girecek AA-tRNA’nin
¢esidi mRNA molekiiliiniin A yerinde bulunan kodonu tarafindan saptanir.

AA-tRNA’nin ribozomun A yerine baglanmasini, peptidil transfer
reaksiyonu izler. Peptidil transferazin katalitik etkisi altinda P yerinde
bulunan peptidil-tRNA’nin peptidil kismimin karboksil grubu, AA-
tRNA’nin amino asil kisminin amino grubuna transfer olur. Boylelikle
polipeptid zinciri bir amino asit Olgiisiinde uzamis ve polipeptid P
yerindeki tRNA molekulinden A yerindeki AA-tRNA molekdliine
aktarilmis olur.

Peptidil transfer reaksiyonunu, A yerinde yeni olusmus peptidil-
tRNA molekiiliiniin, bagli oldugu mRNA kodonu ile birlikte P yeri’ne
striildiigii kaydirma (translokasyon) adimi izler. Bu arada, daha P
yerinde bulunan ve peptidil kismini kaybetmis olan tRNA ribozomdan
disart itilir. Boylelikle A yerine yeni bir kodon girmis ve yeni bir AA-
tRNA molekiiliiniin baglanabilmesi i¢in A yeri serbest kalmis olur.

AA-tRNA’nin ribozoma baglanmasi, peptidil transfer reaksiyonu
ve translokasyon adimi uzama siklusunu meydana getirir. Bu olaylar
dizisinde uzatma faktorleri gereklidir. AA-tRNA molekulinin ribozoma

baglanmasi  bir  uzatma  faktoriinin  etkisi  altinda  olur.
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Mikroorganizmalarda EF-Tu uzatma faktorl, yiiksek organizmalarin
hiicrelerinin sitoplazmasinda ise, EF-1 uzatma faktori, AA-tRNA’y1 GTP
ile birlikte bir tglii kompleks kurarak ribozoma baglar. Ribozoma
baglandiktan sonra GTP molekiili GDP ve Pi’ye pargalanir ve GDP
molekili uzatma faktori ile birlikte ribozomu terk eder. Bu GTP
molekiiliiniin parcalanmasi ile ortaya ¢ikan enerjinin ribozom tarafindan
ne maksatla kullanildig1 halen bilinmemektedir. Mikroorganizmalarda EF-
G olarak adlandirilan ikinci bir uzatma faktdriiniin kaydirma reaksiyonunu
gergeklestirdigi ve bu faktériin  ribozoma bagladigi ikinci GTP
molekiiliiniin parcalanmasi ile serbest kalan enerjinin kaydirma isleminde
kullanildig1 sanilmaktadir. Bununla beraber

GTP’nin, uzama fazinin c¢esitli adimlarinda daha ¢ok bir allosterik
etkileyici rolii oynamasi olasiligi vardir.

4) Sonlanma fazi (terminasyon)

Protein sentezinde sonlanma fazinin ribozomlar {izerinde
tamamlanmast UAA, UAG, UGA sonlanma kodonlarimni taniyan ayirma
faktorlerini gerektirir. Memelilerde her ii¢c sonlanma kodonunu da taniyan
bir tek ayirma faktorii bulundugu halde, bakteri sisteminde kodona 6zgii 2
ayirma faktorii vardir. Bunlardan RF-1 ( RF: Release Factor) UAA ve
UAG’yi; RF-2 ise UAA ve UGA’y1 tanirlar. Ribozomlar sonlanma
kodonlarindan birine eristiginde, bu kodonu tanmiyan ayirma
faktorii, GTP’nin varliginda ribozomla etkileserek, tamamlanmis
polipeptidi bagli oldugu tRNA’dan ayirr. Ribozom  tekrar
kullanilmak tizere mRNA’y1 terkeder (Sekil 8-24).
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Sekil 8-22. Protein sentezinin baslama asamasi
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Sekil 8-23. Prokaryotlarda uzama dongiisiiniin ¢esitli
asamalart.
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Protein sentezini bozan kemoterapdtiklerin etki yerleri

sekil 8-25°de gosterilmistir.

8.15. Protein sentezinin enerjetigi

Peptit baginin kurulmasi amino asitlerin gerekli enerji diizeyine
getirilmeleri (aktiflestirilmeleriyle) olanaklidir. mRNA sozciiklerinin
belirledikleri amino asitleri ribozoma tagimakla gorevli tRNA
molekiillerinin  3°’-OH gruplariyla amino asitlerin -COOH gruplari
arasindaki ester bagmin hidrolizi peptit baginin gerektirdiginden daha da
fazla enerji salan bir reaksiyon olduguna gore (AG = -7 kcal.mol™) amino
asit aktiflesmesi amino asitlerin kendilerine 6zgii tRNA’lara
yiikklenmeleriyle gergeklesmektedir. Amino asit-tRNA sentetaz enzimleri
tarafindan yiiriitiilen bu reaksiyon i¢in gerekli enerji ise ATP
molekiiliinden saglanmaktadir. Amino asit aktivasyonunun ilk agamasinda
aminoasil-tRNA sentetaz enziminin katalitik bir bélgesinde ATP, AMP ve
pirofosfat gruplarina pargalanarak, aminoasil-AMP adenilat, ara Grinu

olusmaktadir:

aa-tRNA sentetaz
Amino asit + ATP > Aminoasil-AMP + pirofosfat

Yiiksek enerjili anhidrit baginin kurulmasi igin gerekli enerji;
ATP’nin hidrolizi ile ancak karsilanabildiginden, bu reaksiyonda serbest
enerjide biiylik Olclide bir azalma olmamakta, ancak pirofosfatin burada

da pirofosfataz tarafindan par¢alanmasi miimkiin olmaktadir:
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pirofosfataz
pirofosfat > 2 Pi

sentetaz + pirofosfataz
amino asit + ATP > aminoasil-AMP + 2 Pi

Amino asit aktivasyonunun ikinci agsamasinda ise, sentetazin diger
bir substrat baglama bolgesine baglanan tRNA molekiiliiniin 3°-OH grubu
ile amino asitin aktive olmus -COOH arasinda yukarida belirtilen ester
bag1 kurulmaktadir.

aa-tRNA sentetaz
aminoasil-AMP + tRNA > aminoasil-tRNA + AMP

Uzamanin ilk basamaginda bir, translokasyon asamasinda bir tane
daha GTP, GDP ve Pj’a hidroliz olmaktadir. Sonug olarak hidroliz
oldugunda 5 kcal.mol™ enerji agiga ¢ikacak bir bagin kurulmasi i¢in 4 x
7.3 = 29.2 kcal.mol™ enerji harcanmaktadir.

Bu enerjinin harcanma nedeni. polimerizasyonun yiiksek oranda
bilgi icermesidir. Herhangi bir polimer degil, dogru siraya sahip bir

polimer sentezlenmektedir.
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Sekil 8-24. Protein sentezinin sonlanma asamasi.
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8.16. Gen ekspresyonunun diizenlenmesi

Gen ekspresyonu bir¢cok ayri diizlemde denetlenebilir. Denetim
mekanizmalarinin =~ ¢oklugu canlinin  ¢evre kosullarina  uyumunu
arttirmaktadir. Sekil 8-26’da 6 ana denctleme noktas1 gosterilmektedir:
Transkripsiyon, RNA islenmesi, RNA taginmasi, mRNA degradasyonu,
translasyon ve protein aktivitesinin denetlenmesi.

mRNA molekiillerinin olusmasi1 ve Omiirleri hiicre icindeki
denetim mekanizmalarina bagimlidir. Bu mekanizmalar sayesinde bir
protein hiicrede gereksinimle orantili olarak sentezlenir. Ozellikle
bakterilerde gen ekspresyonunun diizenlenmesi transkripsiyon dizeyinde
olur. Boyle denetim mekanizmalarmin klasik bir 6rnegini E. coli
bakterisinde Lac-operonundaki genlerin etkinliklerinin dizenlenmesi
olusturur. Laktoz sekerini E. coli bakterisinde degerlendirmekle gorevli
enzimlerin sifrelendigi Lac-operonunun g¢alisma mekanizmasina iliskin
bilgiler 1961 yilinda Jacob ve Monod tarafindan ortaya atilan bir
modelden kaynaklanir (Bakiniz: B6lim 7-7). Bu modelde 6ne sirilen
mekanizmalar daha sonralari pek ¢ok arastirmaci tarafindan deneysel
yontemlerle elestirel bir bakisla incelenmis ve dogrulugu saptanmistir.
Lac-operonunun  tanimint  yapmadan once E. coli’de laktoz

metabolizmasina g6z atmak gereklidir.
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Sekil 8-25 Protein sentezini baskilayan kemoterapdtikler ve

etki yerleri
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Sekil 8-26. Gen ekspresyonunun denetlenme agamalari

Laktoz bir glukoz ve bir galaktoz molekdlinin bir B-galaktosit bag: ile
birlesmesi sonucu olusur. Laktozun bakteriler tarafindan degerlendirilmesi
icin en az iki enzimin varlig1 gerekir:

1) Hiicre membranina bagl ve laktozun dis ortamdan hiicre igine
alinmasini saglamakla gorevli permeaz,

2) Laktozu glukoz ve galaktoza ayiran B-galaktosidaz.

Normal kosullar altinda, yani bakteriye laktoz yerine baska bir
cesit karbonhidrat verildigi zaman, bu iki enzimin hiicre i¢indeki miktari
son derece azdir: Hiicre basina yaklagik 1-5 molekul. Bakteriler laktoz
iceren bir ortama gegirildiklerinde, bu iki enzimin hicre icgindeki

miktarlarinin hizla artarak hiicre proteininin % 3’{iniin karsilig1 bir diizeye
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eristikleri goriiliir. Laktozun bu enzimlerin hiicrede olusumunu bu sekilde

etkilemesine induksiyon adi verilir. Laktoz’un benzeri bir molekllin

isopropiltiyogalaktosit’in (kisaca IPTG) de bdyle bir indiiksiyona yol
actigr  bilinmektedir. Laktoz’un metabolizmasinda Tiyogalaktosit-
transasetilaz adi verilen tiglincii bir enzimin halen ayrintilar1 bilinmeyen
bir rol oynadig1 sanilmaktadir. Bununla birlikte, G¢lincli enzimin sentezini
olumsuz bir sekilde etkileyen mutasyonlar sonunda bile bakteri laktozu
permeaz ve B-galaktosidaz sayesinde degerlendirilmektedir. Diger yandan
tiyogalaktosittransasetilazin sentezi de laktoz tarafindan indiiklenebilir.

Jacob ve Monod un modeline gore laktoz metabolizmasinin bu ii¢
enziminin genleri arka arkaya sirali olarak E. coli DNA’sinda bulunur
(Sekil 8-27).

Bu genlerin tagidig1 kalitsal bilginin anlatim1 bir represor protein
tarafindan diizenlenir. Repressor proteini diizenleyici nitelikte (I) geninin
tiriindiir. Represor ya sitoplazmada serbest olarak ya da DNA’ya bagl
olarak bulunur. DNA’da baglanma yeri laktoz enzimlerinin gen sirasinin
hemen 6nundeki operator bolgesidir. Operatoriin de 6nlinde promoter adi

verilen diger bir DNA boliimii bulunur. Promoter, RNA polimerazin DNA
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Sekil 8-27. E. coli’de laktoz metabolizmasi diizenlenmesi

lizerinde baglanarak, sdzkonusu enzimlere 6zgii mRNA’nin sentezine
basladig: yerdir.

Normal kosullar altinda, yani laktozun ortamdaki yoklugunda,
represor operatdre bagli oldugundan, operonun yapisal genlerinin
transkripsiyonu miimkiin degildir. Dolayisiyla laktozun oziistlirimiinden
sorumlu permeaz ve [-galaktosidaz enzimleri sentezlenemez. Ortama
eklendiginde, laktoz hiicre igine girerek represdre baglanir ve onun

operatdrden ayrilmasini saglayarak transkripsiyonun baslamasini saglar.
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8.17. RNA yazilim (“editing”)

RNA yazilimi mRNA diizeyinde bilgi iceriginin degistigi bir
islemdir. RNA’nin transkribe edildigi DNA’dan farkli diziye sahip oldugu
iki degisik durum gozlenmistir. Memeli hiicrelerinde mRNA’da bir bazin
yerine bir baskasinin gegmesiyle sifrelenen proteinin amino asit dizisi
degisir. Ilkel bir dkaryot olan tripanazomalarda ise ¢cok daha genis ¢apl
degisiklikler olur.

Apolipoprotein-B  (apo-B) geni 4563 kodondan olusur.
Karacigerde transkribe edilen gen 4563 aminoasit igeren proteini
sentezletir. Ayni genden incebarsakta sentezlenen mRNA’nin 2153.
kodonundaki sitozin urasile donistiiriliir. Glutamini sifreleyen CAA
kodonunun sonlanma kodonu olan UAA’ya doniismesi sonucu aynt
proteinin kisa bir bi¢imi ortaya ¢ikar. Bu tiirden yazilim enderdir, ama
apo-B tek ornek degildir. Sigan beyin hiicrelerindeki glutamat reseptorii
bu konuda baska bir 6rnektir.

Tripanazoma mitokondrilerinde ise mRNA transkribe edildikten
sonra bir kilavuz RNA ile eslestirilir ve kilavuz RNA tarafindan belirlenen
yerlere urasil nikleotidleri eklenir (Sekil 8.28). Farkli kosullarda farkli
kilavuz RNA’lar iiretilir. Uridin eklenmesi disinda sitidin eklenmesi ya da

uridin ¢ikarilmasi gibi degisiklikler de saptanmuistir.
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Sekil 8-28. RNA yazilimi 6rnekleri

8.18. Ters Transkripsiyon

Tiimor olusturan viriislerden retroviriis infeksiyonunun, DNA
sentezi inhibitorleri (6rnegin Amethopterin, 5-Fluorodeoksiuridin ve
sitozin arabinosit) ile engellenmesi, RNA viriislerinin ¢ogalabilmesi i¢in
DNA sentezinin gerekli oldugunu ima ediyordu. Bu beklenmedik
sonuctan yola ¢ikan Temin 1964’lerde DNA proviriis hipotezini ortaya

attu.

RNA TUmor viris —— DNA Proviris —— RNA TUmor viris
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Bu sema genetik bilginin tek yonlii olusumunu Ongoren santral
dogmay1 zedelemekte oldugundan, onceleri pek taraftar bulmamisti. Ama
1970°de Temin ve Baltimor birbirinden bagimsiz olarak RNA kalibindan
DNA’y1 sentezleyen bir enzim kesfettiler. Ve adina da transkripsiyon
asamasinin ters yonde de olusabilecegini gostermek iizere “ters
transkriptaz enzimi (Rtase - reverse transcriptase)” ya da diger
polimerazlara benzeterek “RNA’ya bagimh DNA polimeraz” ad1 verildi.

150000 D agirhigindaki enzim o ve B olmak Uzere 2 altbirimden
ibarettir. Viriis partikiilii bagina 50 - 70 adet bulunan ters transkriptazin 3
genel enzimatik aktivitesi mevcuttur.

1) RNA kalibini ¢ift iplikli (ds) DNA’ya kopya ederken primer
gerektirirler ve dNTP’leri 3°-5" bagi ile bagliyarak DNA’y1 5 — 3’
yoniinde wuzatirlar (Sekil 8-29). 3 ve 5° wuglarinda birbirlerine
komplementer diziler bulunur. Boylece dsDNA dizileri halkasal hale
gelebilir.

2) Primerli tek iplikli (ss) DNA’y1 ¢ift iplikli (ds) DNA’ya kopya
edebilirler (Bilinen DNA polimeraz etkisi).

3) RNAz-H aktiviteleri vasitasiyla DNA-RNA hibritindeki
RNA’y1 yikima ugratirlar.

Bugiin ticari olarak da satilan bu enzim, gen teknolojisinin
en Onemli araglarindan  biridir. Ters transkriptaz enzimini
kullanarak in vitro kosullarda tek iplikli bir RNA molekiliing,
ornegin  mRNA’y1  komplementer DNA  molekiline  gevirmek

mUmkiandr.
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Sekil 8-29. Ters transkripsiyon sirasinda dsDNA’nin

halkasal duruma gelmesi

Boyle bir reaksiyonda ters transkriptazin’in safligi (RNAz-free) ters
transkriptaz /mRNA orani, ortam pH’s1 (genellikle pH = 8.3 + 0.5), K" ve
Mg?* iyonlarinin varligi ve dNTP konsantrasyonlarmin 200 uM olarak
secilmesi cDNA’nin tam boyda sentezlenebilmesi i¢in gerektir (Sekil 8-
30).

8.19. Prion Hastaliklari

1970’lerde; biling yitimi, bunama, otonom sinir sistemi
duzensizlikleri gibi sinirbilimsel belirti ve bulgular gésteren, kimisinde bir
ka¢c ayla 10 yil arasinda kulucka siiresi olan infeksiyon, kimisinde
kalitimsal gec¢is gosterilmis bir grup hastalik dikkat ¢ekmeye basladi:
Kuru, scrapie, Creutzfeld-Jakob hastaligi, Gerstmann-Straussler-Scheinker
hastalig1, 6liimciil ailesel uykusuzluk hastaligi.

Bu hastaliklarin hasta hayvan beyinlerinden hazirlanan 6ziitlerle

saglam hayvanlara bulastirilabilmesi etkenlerinin yavas etki eden (kulucka
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Sekil 8-30. Viral RNA’dan DNA sentezi..

siiresi uzun) virus oldugunu diisiindiirdii. Oziitlerin hastalik olusturma
yeteneginin DNAz, RNAz, mor otesi ya da iyonize edici
radyasyona direngli olmasi; proteaz, formol ve deterjanlarla etkinligini
yitirdiginin saptanmasi etkenin niikleik asit i¢ermedigini, yalnizca
proteinden olustugunu ortaya koydu. Bu proteinlere Prion (PrP) adi
verildi.

PrP’nin arastirilan her memelide bulundugunun ve insanda 20.
kromozomun kisa kolunda yer alan, tek bir ekzon igeren bir gen tarafindan
sifrelenen 35.000 D’luk bir hiicre yiizey glikoproteini oldugunun
anlagilmasi hastalik kuraminin olusturulmasinin sagladi. Prionun birincil
yapilart ayni, ikincil yapilart ayr iki bi¢imi vardir. Hastalik yapan bi¢imin
(PrPSC) ortamda bulunmasi, nomalde yapim ve yikimi dengede olan
bicimin (PrP°) ikincil bi¢iminin degismesine, ¢dkelmesine, birikmesine ve
sinir hicrelerine zarar vermesine yol agmaktadir(Sekil 8-31).Bu

hastaliklarin heniiz sagaltim1 bulunmamaktadir.
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Sekil 8-31. Prion proteinlerinin (PrP>°) normal proteinlerin
(PrP) yapisinin degiserek birikmesine yol

acmalari
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8.20. Mutasyonlar

Mutasyonlar DNA’da meydana gelen kalitimsal nitelikte yapisal
degisiklikler olarak tanimlanabilir. Mutasyonlar, olusum bigimleri,
kosullari, olustuklar: hiicre tipi ya da yol agtiklar1 durumlara bagl olarak
degisik bigimlerde siniflandirilabilir.

Olusum kosullarma gore dogal (kendiliginden olusan) ve yapay
(deneysel) mutasyon tipleri ayirt edilebilir. Dogal mutasyonlarin olusum
olasilig1 10°-10"? mutasyon/niikleotit arasinda degisir. Esleme sirasindaki
yanlis okumadan da kaynaklanabilmekle birlikte, bu tip mutasyonlarin
baslica nedeni olarak DNA’daki bazlarin devingen esitsizlik (tautomer)
durumlan diistiniilmektedir (Sekil 8-32). Bu tip mutasyonlarin tipik bir
Ornegi adenin ile timin arasindaki iliskilerde goriiliir.

Normal kosullarda adeninin 6-amino grubu bir hidrojen vericisi, N-1
atomu ise bir hidrojen alicis1 6zelligi tasir. Bu kosullarda adenin timin ile
hidrojen baglar1 kurarak bir baz ¢ifti olusturur. Cok seyrek de olsa,
adeninin bir enol konformasyonuna ge¢cmesi sonucu 6-amino grubundan
6-imino grubu olusur ve N-1 atomu bir hidrojen vericisi niteligi kazanir.
Bu yeni konformasyonda adenin yalniz sitozin ile hidrojen kopriileri

kurabildiginden, A-T baz ¢ifti yerini G-C ciftine birakir:
Mutasyon Esleme Esleme
A=T——SA*=T—A*=C———> G=C.

(A*: Adeninin tautomerik formu)
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Sekil 8-32. Timin yerine sitozin ile hidrojen baglar1 kuran

adenin tautomeri.

Deneysel yollardan mutasyonlar olusturabilmek i¢in en ¢ok kullanilan

yontemlerden biri, modifiye edilmis bazlardan (baz benzerlerinden)

kurulu niikleotitleri niikleik asit yapitaslar1 olarak kullanmaktadir. Boyle
baz benzerleri arasinda en ¢ok kullanilan bir mutajen_5-bromourasil’dir. 5-
bromourasil timin molekdlunin 5-metil grubunun yerini bir brom
atomuna birakmas1 sonucu olusur. Timin ve 5-bromourasilin yapilariin
benzerligi nedeniyle DNA polimeraz yeni DNA zincirlerini olustururken,
5-bromourasili bir substrat olarak kullanir. Boylelikle DNA molekiiliinde
timinin yerini alan 5-bromourasil normal kosullar altinda aynen timin gibi
hareket eder. Bununla birlikte brom atomunun getirdigi elektronegatif yiik
bazin yapisindaki diizeni bozarak, bazin normal keto bigiminin enol
bi¢cimine doniismesine neden olabilir. Hidrojen kopriileri kurma 6zellikleri

degisen S-bromourasilin esleme sirasinda adenin yerine bir guanin
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molekiilii ile eslesmesi sonucu, T-A baz cifti yerini G-C giftine birakir. 5-
bromourasil’in keto ve enol sekillerinin hidrojen kopriileri kurma
ozellikleri asagida gosterilmistir (Sekil 8-33).

5-Bromourasil gibi bir baz analogunun mutajenik etkisinin
gerceklesmesi icin, aynen dogal mutasyonlarin 6rneginde de gordigiimiiz
gibi bir replikasyonun yer almasi gerekir. Buna karsin diger bazi kimyasal
maddeler bazlarin yapisint dogrudan degistirerek mutasyona neden olur.

Boyle mutajenik maddeler arasinda HNO,, hidroksilamin (H,NOH), ve

nitroguanidin sayilabilir. Bu maddeler 6zellikle bazlarin amino gruplarinin
kaybolmasma yani “dezaminasyon”a neden olur. Ornegin sitozinin 6-
amino grubunun ortadan kalkmastyla bir urasil bazi olusur.

Dogal olarak ya da laboratuvar kosullarinda 1sinlar (Rontgen, UV-
1sinlar1 ya da radyoaktif 1sinlar) da mutasyonlara yol acabilir.  Bu
isinlarin - etkisi altinda iyonlagsmis bazlar, baz kopmalar1 (riboz ya da
deoksiriboz ile pirin  ya da pirimidin bazlar1 arasindaki

baglarin kirilmalari),
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Sekil 8-33. Timin gibi davranan 5-Bromourasil adenin

yerine guanin ile hidrojen baglar1 yapar.

poli(deoksi)riboniikleotit zincirinde fosfodiester baglarinin kirilmalar1 ya
da daha once deginilen timin dimerleri gibi DNA onarim mekanizmasini
uyaran degisiklikler meydana gelir. Bu degisiklikler onarilmadig: takdirde
daha sonraki kusaklara -esleme mekanizmasi igin anlamsiz nitelikte
olmalart nedeniyle- iletilmeleri sdzkonusu degildir. Diger yandan bu
yapisal bozulmalarin onarimi sirasinda, onarima (Ornegin onarim
sirasindaki yanlis okumaya) bagimli mutasyon olusum olasili§inin
kiigiimsenemeyecek kadar yiiksek oldugu bulunmustur.

Yiiksek organizmalarda mutasyonlar1 ayrica mutasyonun meydana

geldigi hiicre tipine gore somatik (normal vicut hicrelerini etkileyen)
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ve genetik (esem hiicrelerini etkileyen) mutasyonlar olarak iki gruba
ayirmak mimkiindiir. Somatik mutasyonlarin bir yandan hiicre
Ozellesmesinde (yani fizyolojik bir olayda) ve diger yandan da kanser
olusumunda Onemli bir rol oynayabilecegine isaret eden bulgular
bulunmaktadir. Olusum mekanizmalarina ve okuma kalibim1 etkileme
bicimlerine goére de mutasyonlar1 iki sinifa ayirmak miimkiindiir. Baz
dizisindeki bazlarin sayisinda bir degisime yol agmayan, buna karsin bazi
bazlarin yerlerini bagkalarina birakmalarina neden olan birinci tip
mutasyonlarin tipik temsilcilerini nokta mutasyonlar1 teskil eder. Baz
dizisindeki tek bir baz degisikligi sonucu,

a) bu bazin bulundugu sifre sdzciigiiniin anlami degismeyebilir. ( =
esanlamli mutasyon; 6rnegin prolini sifreleyen sozciiklerinin -CCC, CCA,
CCG, CCU- ugtincu harflerini etkileyen mutasyonlar gibi),

b) sifre sozcligli anlaminmi degistirip, baska bir amino asidi
sifreleyebilir ( = yanlis anlamli mutasyon), ya da

¢) Once bir amino asit sifreleyen bir sdzcilik bir bitis sdzciligline
(UAA, UGA, UAG) doniisebilir (=anlamsiz mutasyon).

Asagida goriilecegi gibi, normal bir bitis sifre sozciigii boyle bir
mutasyon sonucu bir amino asidi sifreleyen sozciige de doniisebilir.

Baz dizisindeki baz sayisinda degisiklige yol agan eksilme
(delesyon) ya da ekleme (adisyon) mutasyonlari sonucu bu
mutasyonlardan asagida kalan tiim dizinin okuma kalib1 dolayisiyla
sifrelenen amino asit dizisi degisir (Sekil 8-34).

Mutasyonlar, ayrica organizma i¢in dogurduklar1 sonuglara gore
sessiz, olumsuz etkili ve olimcul nitelikte olabilirler. Genellikle bir

mutasyon seleksiyon baskisi altinda ve evrimin siizgecinden gecerek
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olusmus bir protein tipinin 6zelliklerinin yitimine yol agmaya aday bir
olay olarak olumsuz niteliktedir. Bununla birlikte ¢ok seyrek de olsa, bir
mutasyon sonucu amino asit dizisindeki degisiklik proteinin iglevini daha
etkin ve daha hizl1 yapmasini olast kilan bir yapinin ortaya ¢ikmasina yol
acabilir. Bu tip mutasyonlarin evrimin olusumunu gergeklestiren etmenler

oldugu sanilmaktadir.

Sekil 8-34. Ekleme ve eksilme mutasyonlarinin okuma
kalibinda yaptig1 degisiklik ve bu tlir mutasyon

etmenlerine drnekler.

DNA molekulinde belli bir bazin yerini bagka bir baza
birakmasiyla ortaya c¢ikan ve Oncekinden baska bir amino asidin
sifrelenmesine yol agan yanlis anlamli mutasyonlarin pek ¢ok Ornegini

anormal hemoglobin olarak gosterilen HbA nin mutant tiplerinde gormek
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olasidir. Orak hiicreli anemide gorilen ve normalde B-globin zincirinin
NH; ucundan itibaren 6. konumda bulunan glutamik asidin yerini bir valin
grubuna birakmasiyla olusan hemoglobin S ve ayn1 konumdaki (glutamik
asit — lizin) degisikligiyle olusan hemoglobin C tiplerinin olugsmasina yol

acan mutasyonlar asagida gosterilmistir.

DNA MRNA protein (B-globin)

3’---CAT---5 —— 5’---GUA---3>——— valin (HbS)
3’---CTT---5 ——— 5’---GAA---3——— glutamik asit (HbA)
3---TTT---5" — 5’---AAA---3’ — lizin (HbC)

Tip literatiiriinde gerek HbS ve gerekse HbC’ye sahip bir kisiyle
ilgili yayin B-globin genlerinin insan haploit DNA’sindaki sayisinin iki
oldugunu ve bu hastanin anne ve babadan aldig1 genlerle HbS ve HbC igin
cifte heterozigot oldugunu gostermistir. DNA’daki bir baz degisikligi
anlamsiz bir sdzclglin olusmasina ve polipeptid zincirinin sentezinin
zamansiz (erken) durmasina yol agabilir (anlamsiz mutasyon). Bunun
sonucu ortaya ¢ikan normal uzunlukta olmayan polipeptid zincirleri -
COOH uglarinda mutasyonun gen iizerinde olustugu yere gore uzunlugu
degisen bir bolgeden yoksundur. Zaten anlamsiz mutasyonun bulundugu
yere gore durumun yasamla bagdasip bagdasmayacagi belirlenir. mRNA
5’ ucundan itibaren okunduguna (ve polipeptid sentezi NH,-ucundan
basladigina) gore genin baslangi¢ boliimiine ve mRNA’nin 3° ucuna ve
dogal bitis sézciiklerine yakinligina orantili olarak, mutasyonun proteinin

islevini olumsuz etkileme olasilig1 azalir (Sekil 8-35).
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DNA MUT1 MUT2 MUT3
3 TAC
ATT----5
Gen

transkripsiyon
1.mRNA --AUG UAA UAA--
2.mRNA --AUG UAA UAA--
3.mRNA --AUG UAA UAA--

translasyon

1.polipeptit HyN------------- COOH
2.polipeptit H,N COOH
3.polipeptit H,N COOH

Sekil 8-35. Anlamsiz mutasyonun ortaya ciktigi yer ile

protein uzunlugu arasindaki iliski

Nokta mutasyonlarinin yani sira okuma kalibinda bir kaymaya yol
acan ekleme ya da eksilme mutasyonlar1 da polipeptit zinciri i¢in yepyeni
bir kodunun olugsmasina neden olabilirler. Diger taraftan okuma
kalibindaki kayma ya da nokta mutasyonlari dogal durma yerinin 6tesine
yurinmesine de neden olabilir. Hemoglobin Constant Spring ve
hemoglobin Wayne ad1 altinda taninan anormal hemoglobin tipleri boyle
bir mekanizma sonucu ortaya c¢ikmistir. Normal hemoglobin

molekdillerinde bulunan a-globin zincirinin 142 amino asit icermesine
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karsin, ayn1 zincir Hb Constant Spring’te 172, Hb Wayne’de ise 149
amino asit uzunlugundadir:

Bu hemoglobin tipleri (Hb Wayne ve Hb Constant Spring) buna
gore a-globini sifreleyen mRNA’nin dogal bitis sozcligiiniin 6tesinde en

azindan 93 niikleotit icermesi gerektigini gostermektedir.

8.21. Baskilama (Supresyon)

Bir mutasyonun etkisi bazan ayn1 gende ya da baska bir gende
meydana gelen ikinci bir mutasyon ile baskilanabilir ( = supresyon).
Baskilayici nitelikte bir mutasyonun etkisiyle ayn1 gende ilk mutasyonun
etkisinin kalkmasina (gen i¢i supresyona) oOrnek olarak bir ekleme
mutasyonunu izleyen bir eksilme (ya da tersi) mutasyonu gosterilebilir.
Bu sayede ilk mutasyondan asagidaki tiim bir baz dizisinin okunmasinda
bir kayma 6nlenmis olur ve mutasyonun etkisi (iki mutasyon arasindaki
uzakliga bagli olmak {izere) amino asit dizisindeki bir iki degisiklikle

sinirlanir.
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Normal a-globinin -COOH ucunda goriilen amino asit dizisi (ve karsiligi

niikleotit sirasi):

NH,..... Serin-lisin-tirosin-arginin (-COOH)

5 UCC AAA UAC CGU UAA...3
140

a-globin Wayne:
serin (ASP) (THR) (VAL) (Lys) (Leu) (GIluA) (Pro) (Arg) -COOH

UCG AAU ACC GUU AAG CUG GAG (CCU) CGG UAG

A

eksilme mutasyonu

a-globin Constant Spring:

serin lisin tirosin arginin glutamin alanin  glisin GluA -COOH

UCC AAA UAC CGU C AA GCU..GGA..GAG UAA
140
U
nokta mutasyonu
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5. AAA UUU AAA UUU AAA .. 3’
A ekleme (1.mutasyon)
5 AAA AUU UAA AUU UAA Ao ... 3’
U

eksilme (2. mutasyon)

5 AAA AUU AAA UUU AAA . 3

(Bunun yani sira teorik olarak, bir nokta mutasyonunun etkisinin onu
geriye doniistiiren ikinci bir mutasyonla kalkabilecegi de diistiniilebilir:

1.mutasyon U — C; 2.mutasyon C — U).

Bir mutasyonun etkisi genler arasi supresyon mekanizmasinda
tRNA molekiillerinin (supressor tRNA’larin) araciligiyla da baskilanabilir.
Bu ikinci mekanizmada supresyona yol agan tRNA molekulunin
antikodonunu sifreleyen DNA baz dizisinde ikinci bir mutasyonun
olustugu goriiliir. Antikodonundaki bu degisiklik sayesinde tRNA
molekiilii birinci mutasyonun sonucu ortaya ¢ikabilecek (anlamsiz) bir
kodonu bir amino asitmis gibi okuyarak sentezin zamansiz durmasini
onler. Ornegin tirozini kodlayan UAC kodonu bir mutasyon sonucu

anlamsi1z kodon UAG’ye doniisebilir. Tirozine 6zgli tRNA molekiillerinin
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birinin antikodonunun (AUG) ikinci mutasyon sonucu mRNA’daki
UAG’yi tamiyan AUC antikodonuna donilismesiyle anlamsiz mutasyona
karsin normalde beklenen proteinin yapilmasi olanakli olabilir (Sekil 8-
36)

Boyle bir supresor tRNA’sinin varliginin mutasyonu bastirict ve
dolayisiyla yararli nitelikteki etkisinin yani1 sira hiicre i¢in olumsuz
sonuclara yol acabilecek iki etkisi de disiiniilebilir. Yukarida verilen
ornekte:

1. Supresor tRNA’smin dogal tirozin soézciiklerini okuyamamasi
protein sentezini tirozini kodlayan sozciiklere gelince durmasina yol
acabilir.

2. Supresor tRNA tiim UAG kodonlartyla etkileseceginden sentez
dogal terminasyonun 6tesinde de siirebilir.

Birinci hususla ilgili olarak tirozine 6zgii iki degisik tRNA tipinin
bulundugu, sepresyonun etkiledigi tRNA tipinin digerine kiyasla hiicrede
cok daha az miktarlarda var oldugu ve genellikle bu ikinci “minor” tRNA
tipini kodlayan genin DNA’da ikilesmis (iki niisha) olarak bulundugu
ve  bunlardan  yalmiz tekinin supresyona yol acan bir mutasyona
ugrayabilecegi gézonilinde bulundurulmalidir. Supresor tRNA’sina kargin
protein sentezinin bitis mekanizmasinda bir aksamanin olmamas: ise
mRNA’nin kodlayan bdlgesinin  sonunda  birden  ¢ok anlamsiz

kodonun (...UAG-gibi) arka arkaya siralanmasiyla bitigin belirlendiginin
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Sekil 8-36. Anlamsiz kodona yol acan mutasyonun
baskilanmast
ve guvence altina alindigmin bir ifadesidir. Anlamsiz mutasyonlarin yani
sira yanlis anlamli mutasyonlari ve ekleme mutasyonlarini bastiran

supresor tRNA’lar da bulunmustur.

Mutasyonlarin ¢esitli siniflandirilma tipleri vardir. Bunlar Tablo 8-

6’da gosterilmistir.

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



428

Genetik

Somatik

Dogal Deneysel Olusma mekanizmasina gore Sonuctaki sozciiklerin anlamina gore Yol actiklar: duruma gore
Radyasyon HNO, (C—U) | (Cinsiyet Viicut Nokta mut. Ekleme veya Esanlamii: Yanlis anlamli: | Anlamsiz: Kapalr: Olumsuz Oliimciil:
(o, B, ) hicreleri) hicrelerin- (Tek baz eksilme Es anlamli ve Etkili Anlamsiz

Diger deki mutas- degisikligi) yakin anlamli Yanlhs anlamli | Ekleme
kusaklara yonlar (6rn: (Benzer aa) Farkl1 aa Eksilme
aktarilir. lenfositler)
UV-isinlar Hidroksil- (Uro-genital Sadece bireyin | UUUAAA ekleme: CGA—> GGA— UGA AGA—AGG HbS, HbC Dogal son-
X 1sinlart 1s1, amin bolge yagamini N UUUAAA CGU (Gly) (Son) AGASAAA lanmaya
pH viruslar korunma-hdir) | etkiler UUAAAA N CGC (Arg) Lys) yakinsa
Kendi-liginden UUUAUAA CGG yasama sansi
(tautomerik AGA artar.
kayma AGG
(Arg)
Boyalar HbS, HbC eksilme:
(ekleme, p21 UUUAAA
eksilme) N
(Akridin...) UUAAA
Baz analoglari Hb Wayne
Hb Tours
Tablo 8-6: Mutasyonlarin siniflandirilmasi
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8.22. DNA onarim mekanizmalari

Canli sistemler kendi isleyislerini olumsuz etkileyen zararh
etmenlerle siirekli icigedirler. Bu etmenlerin baslicalart Sekil 8-37’tedir.
Dis etkiler (6zellikle kimyasal kirlilik, radyasyon) ve dogal i¢ etmenler
(tautomerik kaymalar, 1s1, pH) sonucunda DNA’da hasarlar olusur. Giinde
yaklastk 10 000 bazin hidroliz sonucu yittigi, bir saat sliresince
yiizbinlerce degisik hasarlanmalar olustugu tahmin edilmektedir. Bu hasar
oranlar1 diisiiniildiigiinde yasamin ancak onarim varliginda olanakli
olabilecegi rahatlikla sdylenebilir. Bu hasarlar ve onlara verilen yanitlar
hiicre yaslanmasi ve 6liimii ile de yakindan ilgilidir.

DNA molekiiliiniin yapisindaki degisikliklerin geriye doniisii
olmayan nitelikte olacagi ve boyle degisikliklerin kalitsal bilgisinin de
degismesine yol acacagi uzun siire varsayillmistir. Son yillardaki
calismalar ise, organizmanin, DNA’da meydana gelen degisikliklerin
bazilarint onarabilecek giigte bir mekanizmaya sahip oldugunu
gostermistir. (Sekil 8-38).

Ozellikle mordtesi (UV) 1smmin etkisi altinda DNA molekiiliiniin
birincil yapisinda sanildigindan ¢ok daha sik degisiklikler meydana gelir.
Bu degisikliklerin en tipik 6rnegini UV 1sininin altinda iki komsu timin
bazi arasinda olusan timin dimerleri olusturur. (Sekil 8-39). Ayrica degisik
Kimyasal etkilere maruz kalinmasi sonucunda (oksidasyon, alkilasyon,
dezaminasyon v.b) anormal bazlar olusabilir. Iplik¢ikler arasinda capraz
baglar, ya da DNA’ da ¢ift zincir kiriklar1 gibi biiyiik yapisal bozukluklar
olusabilir. Canli sistemlerin bu bozukluklar1 gidermek icin ¢esitli onarim

mekanizmalar: vardir.
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Sekil 8-37. Hiicrelerin karsilastig1 baslica zararl etmenler
1) Direkt onarim (Foto Reaktivasyon): Bilindigi gibi mordtesi
isinlar bakterilerde mutasyonlara yol acar. Mordtesi 1sinlara maruz

birakilan bakteriler, goriintir 151k altina konulduklarinda mutasyon
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oranlarmin diistiigli, yani DNA hasarlarinin onarildigi goézlenir. Bu
gozlem ilizerine yapilan ¢alismalar DNA fotoliyaz enziminin varliginm

ortaya c¢ikarmistir.

Sekil 8-38. DNA’daki yapisal kusurlar.

FADH; (Flavin adenin diniikleotid) kofaktér olarak kullanilir. FADH,
mavi 1sikta aktiflenir ve bu enerjiyi  pirimidin (¢ogunlukla timin)
dimerlerinin onarilmasi i¢in kullanir. Bu onarimda bazlarin ¢ikarilmasi
gerekmez. Bu tiir enzimlerin bir bagka 6rnegi, yine bakterilerde O°-
metilguanini  direkt olarak onaran  O°-metilguanin-DNA  metil

transferazdir.
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2) Uyumsuzluk (“Mismatch”) Onarimi

DNA polimeraz esleme sirasinda yanlis bazlar yerlestirebilir
(Ornegin guanin karsisia timin gibi). Bu uyumsuz bazlarm tanimmasi ve
diizeltilmesi esleme isleminin aslina sadikligin1 100 ile 1000 kat arttirir.
Uyumsuzluklar her zaman eski iplik¢ik dogru kabul edilerek yeni
sentezlenen iplikgikteki bazin degistirilmesiyle diizeltilir. Fakat onarim
sistemi  DNA iplikciklerinden hangisinin  eski, hangisinin yeni
sentezlenmekte oldugunu bilmelidir. E. coli’de iplikg¢iklerin ayirt edilmesi
Dam metilaz ad1 verilen bir enzimin islevi ile ilintilidir. Dam metilaz 5°-
GATC sirast icinde buldugu her adenin bazin1 N® konumuna bir metil (-
CHs) grubu ekler. Eslemeden hemen sonra ilk birkag¢ dakika eski iplik¢ik
metile olmus, yeni iplik¢ik heniiz metillenmemis durumdadir (Sekil 8-40).
Bu yiizden ilk birka¢ dakika suresince eski ve yeni iplikcikler birbirinden

ayrilabilir.

Sekil 8-39. Timin dimeri olusumu.
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Sekil 8-40. E. coli Dam metilaz enzimi ve DNA

metilasyonu

Uyumsuzluk onariminin ana prensibi yanlis eslenmis bir baz
ciftiyle karsilagildiginda (6rnegin G=T) eski iplik¢ikteki baz1 dogru kabul
ederek karsisindaki bazi degistirir. Uyumsuz bazlarin taninmasinda E.
coli’de 3 protein gorev alir; bu proteinlerin birisi GATC dizilerine
baglanarak iplik¢iklerin ayriminmi saglar (MutH), digeri yanlis eslenmis
bez dizilerine baglanir (MutS), iiclinciisii diger ikisinin bir araya gelmesini
saglar (MutL) (Sekil 8-41). Endoniikleazin actigi ¢entik sonrasi
ekzoniikleaz yeni sentezlenen iplik¢igi yikar. Sonra bu bosluk DNA
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polimeraz III ile yeniden sentezlenerek doldurulur, ligaz ile birlestirilir ve
onarim tamamlanmis olur.

Okaryotlarda bu onarmm yolu daha c¢ok proteinin rol aldig1 daha
karmasik yapidadir. Insanda kalinbarsak kanseri basta olmak iizere gesitli
kanser tiirlerinde bu onarim yolunda islev goren proteinlerde mutasyonlar
saptanmistir.

3) Baz kes-yama onarmmi: Bir bazin hidrolizle yerinden
ayrilmasi, oksidasyonu, alkilasyonu gibi hasarlarin onarilmasina yonelik
bir mekanizmadir. Bu onarim yolunun anahtar enzimi DNA glikozilazdir.
DNA glikozilaz; hasar gormiis bazi baz ile niikleotidin deoksiriboz pargasi
arasindaki N-glikozilik bagi kirarak ayirir. Bazin uzaklastirilmasiyla
olusan AP-bolgesi (Apurinik/apirimidinik bolge) AP endonukleaz
tarafindan kesilerek ¢ikartilir, DNA polimeraz I tarafindan yeniden
sentezlenir, ligaz tarafindan baglanarak onarim tamamlanir. (Sekil 8-42)

4) Nukleotit kes-yama onarmm: Timin dimerleri gibi yapisal
degisikliklere yol agan DNA lezyonlarinin ¢ikarilmasini izleyerek saglam
iplik¢igin kalip olarak kullanilmasiyla yeni DNA sentezlenmesi islemidir.

DNA Uzerinde yapisal hasar olusturan lezyon tanindiktan sonra
TFIIH (RNA polimeraz II'nin H ile adlandirilan transkripsiyon faktorii)
onarima katilir. TFIH’nin sahip oldugu alt birimler iplik¢ikleri
birbirinden ayirir. Hasarli bolgenin 3’ ve 5’ tarafinda birer kesi yapilarak
bu bolge cikartilir. Olusan bogsluk  saglam iplik¢ik kalip olarak

kullanilarak
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Sekil 8-41. Uyumsuzluk (mismatch) onarimi

DNA polimeraz ¢ tarafindan doldurulur ve ligaz ile baglanir (Sekil 8-42).
Bir transkripsiyon faktorii olan TFIIH’nin DNA onariminda ve
hiicre sikliisiiniin diizenlenmesinde de gorev aldiginin bulunmustur. DNA

onariminin bozulmus oldugu Kseroderma pigmentosum hastaliginin

yanisira Cockayne sendromu ve trikotiyodistrofi gibi transkripsiyonun
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Sekil 8-42: Nikleotit-kes-yama onarimi

buzuldugu hastaliklar da ayni gen {irtinlerinin bozuklugunun sonucudur.
5) Rekombinasyonla onarim: Diploid canlilar olan dkaryotlarda
DNA g¢ift zincir kiriklar1 ve tek iplik¢ikte olusan lezyonlar; 6teki, saglam

olan zincirle homolog rekombinasyon yapilarak onarilabilir.
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DNA onarim bozukluguyla baglantili oldugu gosterilen bazi

kalitsal hastaliklar Tablo 8-7’dedir.

Hastahk adi

Hastaligin belirti ve ozellikleri

Ataksiya telenjiektazya (AT)

norolojik bozukluklar, ataksi,
telenjiektaziler, iyonlayici 1ginlara
asir1 duyarlilik, kendiliginden
olusan kromozom kiriklar1

Bloom sendromu

biliylime geriligi, giines 1sinlarina
(UV) asirt duyarlilik, kromozom
bozukluklari

Fanconi anemisi

Kemik iligi yetmezligi, anatomik
bozukluklar, mutajenlere duyarlilik,
kromozom bozukluklari

Kseroderma pigmentosum (XP)

giines 1s1inlarina ve UV-1sinlarina
asir1 duyarlilik, giines goren deri
bolgelerinde tahribat, uzunsiirede
bu bolgelerde %100’e yakin
kanserlesme olasilig

Tablo 8-7. DNA onarim bozukluguyla ilgili hastaliklara

ornekler.
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9. Gen Miihendisligi

9.1.Restriksivon niikleazlari

Niikleik asitleri belirli baz dizilerini tanimadan 6zglin olmayan
bi¢imde kiran niikleazlarin yani sira son zamanlarda restriksiyon
niikleazlar1 adi verilen yeni bir (endo-)niikleaz c¢esidi bulunmustur.
Bakteri hiicrelerini yabanci (virlis) DNA’sina karsi direngli kilan bu
enzimler DNA molekiiliinde yalniz belirli baz dizilerine 6zgiidiir. Bu
Ozellik onlarin yapay gen aktarma islemlerinde ve ayrica gesitli DNA
molekiillerinin ~ primer  yapilarinin  incelenerek, baz dizilerinin
saptanmasinda biiylik bir 6nem kazanmalarma neden olmustur. Her biri
daha degisik bir baz dizisini tanimakla beraber, biitiin restriksiyon
niikleazlarinin ortak 6zelligi DNA’da tanidiklar1 baz dizilerinin ¢ift yonli
bir simetri gostermesidir. Asagida iki degisik restriksiyon niikleazinin

tanidiklar1 baz dizileri gosterilmistir (Tablo 9-1).

Restriksiyon nukleaz tipi ve DNA’da tamdig dizi ve
elde edildigi mikroorganizma kirdig1 bag
EcoR I (Escherichia coli) l

5...G-A-A-T-T-C..3
3...C-T-T-A-A-G...5°
T

Hind 111 (Haemophilus influenza) l

5...A-A-C-G-T-T....3’

3. T-T-G-C-A-A....5’
T

Tablo 9-1. EcoR I ve Hind III restriksiyon niikleazlar.
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Gorildigi gibi, bu enzimlerin tanidiklar1 bélgeler komplementer
iki DNA zincirinde belirli bir ugtan (5’ ya da 3’ ucundan) baglayarak
okundugunda ayni baz dizisini icermektedir. Palindrom ( = ters yonde
okundugunda da aym anlami veren) adi verilen bu dizileri taniyan
restriksiyon niikleaz, her zincirde tek bir fosfodiester bagini kirmaktadir.
Eco RI enziminin 6rneginde goriilebilecegi gibi, kirilmanin sonucu 5’ ve
3> wuglarinda degisik uzunlukta, fakat birbirlerine komplementer

“yapiskan” iki u¢ ortaya ¢ikmaktadir.

l
5...G-A-A-T-T-C...3’ 5°...G->OH P -A-A-T-C..3°
EcoR |
3...C-T-T-A-A-G...5 3...C-T-T-A-A-sP  OH3-G--5’

T

(Restriksiyon enzimi, kiracagi yere bagl olarak esit uzunlukta zincirler de

cikarabilir. Bir 6rnek altinda ortaya ¢ikan uglar gosterilebilir).

2
5...G-G-C-C....3° Hae III 5°...G-G-3’-OH.... .P5-C-C.3
—_—
3...C-C-G-G...5° 3...C-C-5°P OH3’-G-G..5°
0

Boyle 0Ozgul dizilerin bir DNA molekilu Uzerinde bulunma
olasilig1 bu enzimler tarafindan DNA molekiiliinde kirilmas1 sdézkonusu

yerlerin sayismi belirler. Ornegin maymunlarda kansere yol agan SV40
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virlistiniin DNA’sinda (molekiil agirhigi = 3 x 10° dalton) Eco RI’in
tamdig1 dizi sayisi 1, A-faj DNA’sinda (molekiil agirligi = 2,5 x 10’
dalton) yine yalniz 5’tir. T-7 faj DNA’sinda (molekiil agirhigi = 2,5 x 10
dalton) boyle tek bir dizi mevcut degildir. Restriksiyon niikleazlarin etki
mekanizmasinda bu dizi 6zgilliigii sayesinde, onlarin kirdiklar1 DNA
molekiillerinden yalniz belirli uzunluk ve sayida DNA pargalarinin ortaya
cikabilecegi goriilmektedir. Bu 06zellik, DNA iizerinde baz dizilerini
tanimadan, yeterince zaman ve uygun reaksiyon kosullari verildiginde,
tim DNA molekiillerini yiyip, mononiikleotitlere doniistiiren diger
niikleazlarla, restriksiyon niikleazlarinin arasindaki en 6nemli ayricaligi
belirlemektedir.

Konak hiicrelerin dig etkenlere (6rnegin viriislere) karsi
olusturdugu restriksiyon niikleazlarina 6zgii baz dizileri kendi DNA’sinda
da bulunabilir. Hiicre kendi DNA’s1 bir 6z yikimdan bdyle bolgelerde
bulunan bazlar1 metile ederek (onlara -CH3 gruplarini ekleyerek) korur.

Son 5-6 yil i¢inde gerceklestirilen agamalarin sonucu giiniimiizde
genlerin birincil yapilarii incelemek, mutasyona ugramis genlerde
mutasyonlarin etkiledigi baz(lar)1 bulmak ve genlerin icerdigi baz
dizilerini ¢ok kisa bir slirede saptamak miimkiin olabilmektedir. Bu tip
caligmalar1 olast kilan asamalardan birini restriksiyon niikleazlarin
bulunmasi olusturur. Bu enzimlerin etkisiyle DNA’y1 belirli 6zgiin
parcalara kirmak ve daha sonra ortaya ¢ikan DNA parcalarini molekiil
agirliklarina gore elektroforez yontemiyle ayirmak miimkiindiir (Sekil 9-
1).

Bundan sonraki asamada, ayrilmig parcalar (ve onlarin gelde

verdigi bantlar) arasinda 6zgilin gen dizilerini igerenler belirlenir. Bu

Istanbul Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

amacla dnce elektroforez geli 1sitilarak, DNA pargalarinin denatiirlesmesi
ve ¢ift sarmal yapisinin tek ipliklere donlismesi saglanir. Daha sonra gene
0zgu diziye komplementer bir radyoaktif polideoksiribonukleotit zinciri
(Probe = komplementer DNA ya da ¢cDNA’y1) iceren bir eriyigin gel
tizerindeki DNA bantlaniyla etkilesimi ve komplementer dizilerin
hibritlesmesi saglanir.

9.2. Yiiksek organizmalara 6zgii mRNA’larin saflastirilmasi ve

radvoaktif cDNA’larin hazirlanmasi:

Yukaridaki tip c¢alismalar i¢in bir 6nkosulu 6zgin gen dizileri
iceren DNA iplik pargalariyla birleserek onlarin yerini belirleyecek
radyoaktif cDNA 6rneklerinin hazirlanmasi olusturur. Bunun i¢in izlenen
yollardan birisinde sdzkonusu genin transkripsiyon drtini olan mRNA
saflastirilir. ikinci asamada bu saf mRNA 6rnegi kalip olarak kullanilarak,
tizerinde RNA’ya bagimli DNA polimeraz (ters transkriptaz) enzimiyle
cDNA olusturulur. Normalde hiicre igindeki binlerce degisik
makromolekiil ve RNA molekiili arasindan istenen mRNA’y1
saflastirmak oldukc¢a zor bir gorevdir. Bununla birlikte s6zkonusu mRNA
ve lizerinde bulunan ribozomlarin ( = 6zgiin polizomlar1) mRNA’nin
sifreledigi proteine 6zgii antikorlarla ¢okeltmek olasidir.

Daha sonra ¢okelekte bulunan polizomlardan fenol ile 6ziitlenen
(ekstrakte edilen) mRNA, rRNA ve tRNA karisimi arasindan mRNA’y1

yalitmak gerekir. Bunun i¢in 6karyot mRNA’larinin ortak bir 6zelligini de
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degerlendirmek miimkiindiir. Okaryot mRNA molekiilleri bir iki ayrik
(istisna) disinda 3’-uclarinda ¢esitli uzunluklarda bir poli(A) dizisi tasirlar.
Bu dizinin mRNA’y1 sitoplazmada 3’-eksoniikleazlarin etkisinden
korudugu sanilmaktadir. S6zkonusu RNA karigimi seliiloz yatagina kisa
deoksitimidilat zincirleri takili, bir kolondan geg¢irildiginde, mRNA

molekiilleri tasidiklar1 poli(A) dizilerinin dT-zincirleriyle etkilesimi

Sekil 9-1. Restriksiyon niikleazin etkisiyle ortaya ¢ikan parcalarin
elektroforez islemiyle ayirimi. Elektroforezin
yiriitiildigl gel molekiilsel elek islevi goriir ve gelin
olusturdugu molekiilsel 6rgiliniin gbzeneklerinden en
kolay gecebilen en kisa pargalar en hizli devinimi
gosterir. Gel iizerinde birbirlerinden ayrilmis ve
boyanmis DNA fragmentleri (2., 3. ve 4. bantlar) gene
0zgu dizileri igermektedir.
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sonucu kolon {izerinde kalir, rRNA ve tRNA kolonda tutulmadiklar1 i¢in
tamponla asag1 yikanir. Ikinci asamada poli(A) ile dT-dizileri arasindaki
hidrojen baglarin1 kirarak mRNA kesimini saflagtirmis olarak kolondan
indirmek olasidir. ( Sekil 9-2)

Saflastirilmis bdyle bir mRNA iizerinde daha sonra RNA timor
virtslerinden elde edilen ters transkriptaz (Temin, Baltimore 1969; Nobel
Odiilii 1975) enziminin yardimiyla ve radyoaktif deoksiriboniikleotit
trifosfatlarin substrat olarak kullanilmasiyla radyoaktif cDNA sentezlenir
(Sekil 9-2).

Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak bir genin klonlanmasi
4 asamada gerceklestirilebilir.

1) Gen izolasyonu:

a) mRNA’sindan komplementer DNA (cDNA)nin sentezlenmesi,

b) Gen kiitiiphanelerinin kullanilmasi: Aranan genin etiketli kopyasi ya
da etiketli mRNA’s1 elde mevcutsa tiim genomu parga parga igeren
klonlar arasindan aranan geni igeren klon tespit edilip, bol miktarda gen
izolasyonunda kullanilabilir.

2) Uygun gen tasima araci (Vektor):

a) Plazmitler: En ¢ok kullanilan pBR322 plazmiti Ampisilin ve
Tetrasiklin antibiyotiklerine direng bolgeleri icerir. E.coli’de ¢ok kopyali
olarak bulunur. Pek cok restriksiyon enzimi igin tek bir kesme yerine
sahip olup, 6000 bp’e kadar yabanc1 DNA pargcalar: tasiyabilir.

b) Virtsler: 1978’de yapilan Asimolar konferasinsinda en az tehlikeli
ve en ¢ok incelenmis viriis olarak A-faji kullanilmaya karar verilmistir. A
DNA’st 49 kb boyunda ¢ift iplikli bir molekiildir. Her iki ucunda
birbirlerine komplementer 12 nikleotitlik tek iplikli zincirlere sahiptir. Bu
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Sekil 9-2. cDNA eldesi

uclara “cos” (cohesive = yapiskan) uclar denir. Infekte olmus hiicrede
DNA’lar1 cos bolgelerinden birbirine bagli pespese DNA zincirleri

halinde sentezlenir ve sonra faj halinde paketlenirler.
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¢) Cosmidler: Plazmit ve fajlarin kullanigh 6zelliklerini biinyesinde
toplayan melez bir vektordiur. 35 000 - 45 000 bp’ye kadar DNA
parcalarin1 klonlamada kullanilabilir. A fajin1 paketleyen enzimlerin “cos”
bolgelerini tanimasindan yararlanilir. A fajimin “cos” bolgeleri 6rnegin
pBR322'nin tet' geni igine klonlamr. Amp" geni saglam kalir. Yabanci
DNA nispeten biiylik parcalara kesilip herbiri (biraz sans ile) “cos” bolgeli
plazmit ile birlestirilir. Bakteriler ekilerek ampisiline direngli, tetrasikline
duyarl olanlar segilir.

d) Ekspresyon vektorleri: Yabanci genin eklenecegi bdlgenin oniinde
tercihli bir promoter bolge iceren yapay plazmitlerdir. Klone edilecek
genin drlini olan proteinin sentezlenmesi arzu ediliyorsa ekspresyon

vektorleri kullanilir.

3) Genin hiicreye sokulmasi:

a) Plasmid ya da virUslerle,

b) Kimyasal yontemle: Caz(PO,), kullanilarak DNA’y1 tuzakladiktan
sonra segici bir ortamda (£ tk geni ile secerek),

c) Fiziksel yontem: Hiicre ¢ekirdegine sokulacak cam (ya da plastik)
mikropipetlerle (u¢lar1 0,1 - 0,5 mikron olmali) DNA injeksiyonudur.

Bu yontemle herhangi bir DNA parcas1 herhangi bir hiicreye direkt

olarak sokulabilir.

d) Fizyon ile: Lipozomlar ya da eritrosit hayaletler (iclerindeki
hemoglobin ve diger proteinler bosaltilmis, biitlinliigli korunmus eritrosit
membranlar1) kullanilarak igerdikleri DNA’nin hiicre erimesi yontemiyle

diger bir hiicre ile birlestirilmesi yontemidir..
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4) Geni igeren hiicrenin sec¢imi:

a) Antibiyotiklere direnclilik,

b) Secici ortamlar (6rnegin HAT: Hipoksantin, Aminopterin ve Timin)
ortaminda tk™ hucreler Greyemez. Cunkid Aminopterin, dCTP — dTDP
yolunu bloke eder.

Yabanci geni iceren hiicre secildikten sonra uygun kosullarda
saklanabilir ya da arzu edildiginde ad1 gecen geni lireten bir fabrika gibi
kullanilabilir. Giiniimiizde degerli proteinlerin genleri (insiilin, biiyiime
hormonu vb.) ekspresyon vektdrlerine klone edilmis olarak mevcuttur.

Hatta cesitli firmalardan ticreti 6denerek temin edilebilir.

9.3. Kalitim Miihendisligi

Tiirler kendilerine 0zgii kalitsal bilgileri tasiyan DNA
molekiiliniin ~ korunmasinda  ozellikle titiz  davranirlar.  Yiiksek
organizmalarda bu tutumu cinsel ¢iftlesme mekanizmalar1 yansitir: Ancak
ayni tiirin bireyleri arasindaki kromozom birlesmeleri yeni bir bireyin
olusabilmesini saglar. Mikroorganizmalarda genelde ayn tiiriin bireyleri
arasinda bile kromozoma 0Ozgii kalitsal bilgi aligverisinin olmadigi
gorilmektedir. Bu bakimdan bir ayrik olusturan ve konjligasyon adi
verilen olayda F-faktorii olarak tanimlanan epizomun dondr hiicrelerinden
akseptor hiicrelere aktarilabildigi goriiliir.

Son yillarda kalitsal bilgi miihendisligi olarak tanimlanabilecek
calismalar sonucu tiirler arasindaki bu engel asilmis ve molekiiler biyoloji
alaninda gelistirilmis yontemler sayesinde degisik organizmalardan elde

edilen DNA molekilleri ve igerdikleri bilgi bir mikroorganizmaya
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aktarilabilmistir. Boyle bir bilgi transferinin gerceklesebilmesi i¢in bazi
kosullarin yerine getirilmesi gerekir;

1. iki degisik organizmadan elde edilen DNA molekiillerini &zel
yontemlerle birbirlerine eklemek (Sekil 9-3),

2. Deney tiipiinde olusturulan hibrit DNA molekiiliinii hiicre i¢ine
sokmak (Sekil 9-4),

3. Hiucre i¢ine sokulmus yabanct DNA molekiiliiniin hiicredeki
replikasyonunu ve igerdigi genlerin ekspresyonunu saglamak,

4. Yabanct DNA molekiiliiyle yeni oOzelliklerin aktarildigi
hiicreleri diger hiicrelerden ayirt edebilmek (Sekil 9-4).

Cesitli enzimlerin yardimiyla DNA molekillerini bir deney
tiiptinde birbirlerine eklemek i¢in uygulanan baslica iki yontemden birinde
halkasal nitelikteki bir DNA molekiilii, Ornegin bir plazmit, 6nce
endoniikleazlarin etkisi altinda kirilarak dogrusal bir bi¢cime ¢evrilir. DNA
ipliklerinin 5” uglarinin 6zel bir ekzoniikleazin etkisi altinda yikilmasi
sonucu 3’-uglar1 serbest kalarak tek iplik sekline doniisiir. 3° uglarina
terminal transferaz enzimiyle belirli uzunlukta tek bir baz tipi iceren
niikleotit zinciri (6rnegin AAA) eklenir. Aynm sekilde ikinci, yabanci bir
DNA molekiiliinlin 3’ uglarina birinci molekiiliin 3’ ug¢larinda bulunan
bazlara komplementer (bu 6rnekte: TTT) niikleotitler eklenir. 3’ uclar
komplementer nitelikteki bu iki DNA molekilinin bir araya
karistirlldiklarinda  birlestikleri  goriiliir. Aradaki bosluklarin  DNA
polimeraz tarafindan doldurulmast ve wuglarin ligaz tarafindan
birlestirilmesi sonucu iki degisik DNA molekiiliinden olusan hibrit bir
DNA molekiilii ortaya ¢ikar (Sekil 9-3). Bdyle hibrit DNA molekilnin

bakteri hiicrelerine sokulmasi amaciyla s6z konusu bakterilerin membran
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gecirgenligi CaCl, tuzunun etkisiyle arttirilir. Bu sayede DNA gibi
makromolekiillerin hiicre i¢ine sokulabilmeleri olasi olur (Sekil 9-4).
Normalde DNA molekiiliinlin yabanct bir organizmada replikasyonu ve
tasidigr genetik bilginin ekspresyonu (RNA ve protein molekillerine
cevrilmesi) olast degildir. Ciinkii, organizmanin bir DNA’daki bilgiyi
degerlendirebilmesi ancak DNA’nin bu organizmaya 6zgii isaretleri (6zel
baz dizileri) igermesi durumunda séz konusu olur. Yabanci bir DNA,
hiicreye 6zgii bir DNA molekiiliine, 6rnegin bir plazmite, yukaridaki
yontemler yoluyla eklendiginde bu kosul yerine getirilir. Yabanci bir
kalitsal bilginin bir bakteri hiicresine sokulup degerlendirilmesi sonucu
bdyle bir bakteri yeni 6zellikler kazanir. Bu hiicrenin boliinerek ¢cogalmasi
sonucu ortaya ¢ikan hiicreler de ayn1 6zellikleri tasirlar. (Belirli 6zelliklere
sahip bir hiicrenin ¢ogalmasiyla olusan ve ayni ozelliklere sahip hiicre
grubuna klon adi verilir). Normalde CaCl, tuzunun varligina karsin hibrit
bir DNA molekiiliiniin bir bakteri hiicresine girme olasilig1 ¢ok azdir. Tim
hiicreler boyle bir DNA’nin aktarilma deneyinden sonra, yalniz aktarilan
yeni Ozelliklere sahip hiicrelerin yasamasina imkan veren bir ortamda
yetistirildiginde, seleksiyon sonucu yalniz bu yeni tip hiicreler sag kalip
cogalacagindan, gen aktarmanin basari ile sonuglanip sonuglanmadigini
saptamak yine de olas1 olur. Ornegin tetrasikline kars1 direnglilige (yani
tetrasikline karsi bir R-faktoriine) sahip bir E.coli hiicresine ayrica
kanamisin direngliligi aktarilsin. Bunun i¢in ilk asamada kanamisine karsi
direngli hiicrelerden elde edilen plasmit DNA’s1 tetrasikline direncli

hiicrelerden elde edilen plazmit ile birlestirilir.
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Sekil 9-3. Rekombinant DNA molekiiliiniin hazirlanmasi
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Sekil 9-4. Ana hatlariyla gen aktarma islemi.
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Hibrit plazmit tetrasikline direncli E.coli huicrelerine sokulduktan sonra
hicreler gerek tetrasiklin ve gerekse kanamisin iceren bir ortamda
yetistirilir. Boylelikle hibrit DNA’nin aktarildigi, yani her iki antibiyotige
de direngli hiicreleri yalniz tetrasikline direngli olanlardan arimak ve bu
tip hiicreleri klon halinde elde etmek miimkiin olur. Ilk &nce bir
mikroorganizma tiiriinlin degisik tipleri arasinda gergeklestirilen bu gen
aktarmalar1 son zamanlarda daha da gelistirilmis ve 6karyotik DNA’y1 da
bakteri hiicrelerine aktarmak miimkiin olmustur. Ornegin hemoglobin
genini mikroorganizmalara aktararak 6karyotlara 6zgi bu proteini bakteri
hiicrelerinde olusturmak gibi. Kalittim miihendisligi Okaryotlara 6zgii
proteinleri (6rnegin hormonlar1) bakteri hiicrelerinde ¢ok miktarda

olusturmak olanagini vermektedir.

9.4. Gen miihendisliginin uygulama alanlari:

1. Kalitim miihendisligiyle bir yabanci gen ile donatilan bir bakteri
hiicresinin ¢ogalmasina kosut olarak yabanci genin de sayisal cogalmasi
olas1 olur. Dolayistyla tipki bir hiicre tipinin klonlanmasindan esinlenerek,
bdyle bir genin sayisinin (tasindigi hiicrenin boliinmesine bagimli olarak)
artmast da Rekombinan DNA Teknolojisi. Gen klonlanmasi
yontemleriyle bir genin kopyalarinin bu sekilde ¢ogaltimi1 genin yapisinin
incelenmesi (6rnegin gen haritalanmasi ya da baz dizi analizi) i¢in yeterli
miktarda maddenin eldesini miimkiin kilar. (Klon: tek bir [ata] hicrenin
¢ogalimi sonucu olusan ve hepsi bastaki [ata] hucrenin 6zelliklerine sahip
hiicrelerin olusturdugu grup ya da topluluk [populasyon]).

2. Daha verimli, daha ekonomik sanayi bakteri suslarinin

gelistirilmesi. Endiistriyel mikrobiyoloji giiniimiizde gittikge Onem
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kazanan ve Oniimiizdeki yillarda (Qlkelerin ekonomilerinde ve daha
Oonemlisi saglik konularinda daha da 6n plana gececek bir sanayi dalidir.
Bakterilerin katilimiyla iiretilen ¢esitli ilag hammaddeleri arasinda; biitiin
antibiyotikleri, vitaminleri, tiiberkiilostatikleri, mantar infeksiyonlarinda
etkin maddeleri, baz1 antiseptikleri saymak olasidir. Bunun yani sira,
havadaki N,’i alarak amino asitler lizerinden proteinlere doniistiiren
bakteri tipleri, ileride aclikla ve 6zellikle protein yetmezligiyle savasimda
cok 6nemli bir rol oynayabileceklerdir. Bu tip sanayi bakterilerinde etkin
maddelerin olusumunda rol oynayan enzimleri sifreleyen genler negatif
bir denetim altinda olduklarinda, enzimlerin ancak indiiksiyon yoluyla
(hiicresel gereksinimlere bagimli olarak) sentezlenmeleri miimkiindiir.
Dolayisiyla bdyle bir mekanizma -gerekli enzim molekullerinin yeterli
sayida olmamalari- etkin maddenin olusumunu sinirlayici faktor niteligini
kazanabilir. Bu tip enzimleri sifreleyen genlerin etkinliklerinin
diizenlenmesini saglayan 6zgiin baslangi¢c (operator) dizilerinin kalitim
mithendisligi yoluyla degistirilmesi enzimlerin (“konstitiitif” bigimde)
siirekli olusumunu ve etkin maddelerin sentezinde de verimliligin
artmasini saglamaktadir. Baska bir yaklasimda belirli bir etkin maddenin
daha cabuk ve etkin olarak sentezini saglayan ek enzim’leri sifreleyen
gen(ler) yine kalitim miihendisligi yoluyla gesitli bakterilerin genomuna
katilmistir.

3. Bu yonteme en biiylikk onemi kazandiran bir ozelligi hig
kuskusuz insanda kalitimsal hastaliklarin tedavisinde getirdigi yeni
olanaklar olusturmaktadir. Insanda giiniimiize dek ikibine yakin kalitimsal

hastalik bulunmustur. Biitlin bu hastaliklar, genlerdeki mutasyonlar
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sonucu, gen urind olan proteinlerin eksik, bozuk ya da hig
yapilamamasindan kaynaklanir.

Bu proteinlerin bazilar1 hiicre digina salgilanarak (protein
hormonlar1 6rneginde oldugu gibi) etkilerini hedef hiicrelerin ylizey
reseptorleriyle etkileserek gosterir. Diger bazilar1 ise, (koagiilasyon
faktorleri O0rneginde oldugu gibi) kanda ya da hiicreler arasi sivida
etkindir. Bu tip hiicre dis1 boliimlerde etkinlik gosteren proteinlerin
eksikliklerine dayanan hastaliklar1 bu proteinleri bagka kaynaklardan
saglayarak hastalara vermekle tedavi edilebilir. Yalniz bunun i¢in kaynak
sorununun ¢oziimlenmesi gerekir. Sekerli diyabet olgularinda hastalarin
insitilin ~ gereksinimi yillarca -insiilinin  etkisi i¢in tlir Ozglnligi
gostermedigi icin- sigir ya da domuz pankreasindan elde edilen insiilinle
karsilanmistir. Bununla birlikte uzun siire -agir olgularda insiilin yasam
boyu verilir- bu hastalarda tire 6zgii olmayan insiiline karsi olusan
antikorlar nedeniyle tedavinin etkinligini yitirdigi goriliir. Kalitim
mithendisligi yoluyla insan insiilin genini bakteri plazmitlerine takarak
insan insiilinini bakteride {iretmek giiniimiizde olanak igine girmistir.
Insana &zgii bir genin plazmite takilarak insiilin sentezinin bakteride
gergeklestirilmesinde cesitli tekniklerin ustalikla uygulanmasi gerekmistir.
Once insiilinin organizmada (yaklasik 84 amino asit igeren) bir oncii
protein molekiilii olarak sentezlendiginin vurgulanmasi gerekir.
Sentezlenen proinsulin - molekuliinin sentez 6tesi mekanizmalarla
kirilmasi sonucu ortaya biyolojik agidan etkin insiilin ¢ikar.

Etkin insiilini sekilde goriildiigii gibi proinsiilinin orta bolgesinden
yaklasik 30 amino asitlik bir polipeptidin kopmasiyla ortaya cikan iki

polipeptid zinciri olusturur. Etkin molekiilde bu zincirler iki -S-S-
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kopriisiiyle birlesmistir. Bu zincirlerin olduk¢a kisa olmasi (uzun zincir
30, digeri 21 amino asit igerir) nedeniyle kalitsal sozliige bakarak bu
zincirleri sifreleyerek polideoksiribonukleotit dizilerini kimyasal yollarla
sentezlenebilmistir. Olusturulan bu DNA zincirleri ayr1 ayri yukarida
anlatilan yontemlerle lac-operonunun iginde -galaktosidaz diizenlenmesi)
takilmistir. (Normalde bu dizilerin -baslarinda bakteriye 6zgu promoter
bolgelerine sahip olmamalar1 nedeniyle transkripsiyonu sézkonusu
olamayacakti). Boylelikle insiiline 6zgii bu dizilerin bakteri hiicresinde [3-
galaktosidaz enziminin bir pargasi gibi sentezi saglanmustir. (Sekil 9-5).
Daha sonra Sekil 9-6’de goriildiigii gibi bakteri hiicresinden olusan hibrit
polipeptit zinciri protein kimyasinda ¢ok sik uygulanan bir yontemle
metyoninin bulundugu bolgelerden kirilmistir (Sentetik olarak insiilin
dizisinin bagina ve sonuna metyonini sifreleyen ek sozciikler takildigi igin
insiiline 6zgii polipeptid zinciri tiimiiyle ag1ga ¢ikmustir. Insiilinin birincil
yapisinda metyoninin bulunmamasi bu girisimin basarisini belirleyen
baslica bir faktor olmustur. Her biri ayr1 ayr1 sentezlenen iki zincirin
saflastirilarak Dbirlestirilmesiyle de normal insan insilinini elde etmek
olanakli olmustur. Halen benzer yontemler insan biiyiime hormonu ve

insan interferonlarinin iiretimi i¢in de uygulanmaktadir.
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9.5. Zincirleme Polimeraz Reaksiyonu (PCR)

Bir DNA pargasinin baz dizisi korunarak biiyiik miktarda
cogaltmak amaciyla kullanilan bir tekniktir. Pek ¢ok alanda yaygin
kullanim yeri bulmustur (Sekil 9-7).

Bu yontemde DNA zincirlerinin saflastirilmasi gerekmez. Cilinkii
sadece primerin baglandigi DNA pargast 5° ucuna okunup yenisi
sentezlenir. Tek kosul, amplifiye edilmek istenen DNA parcasinin
ontindeki dizinin bilinip komplementerinin (oligoniikleotid) yaptirilmasi.
Alternatif: - Genomdaki bazi tekrarlanan diziler 6rn.ALU segmentleri
Achored PCR (Revers Tase)

9.6. DNA Dizi Analizi (Sanger Yontemi):

M13 faj1 6704 niikleotid boyunda, halkasal ve tek iplikli DNA

icerir. Cevresindeki kapsit sadece 3 genin Urind olan 3 proteinin ¢oklu

kopyalarindan olusur. E. coli’yi infekte ederken, iki hiicreyi eseysel
konjugasyon sirasinda birlestiren piluslardan DNA’sini igeri sokar. Bu (+)
ipligi hiicrede kalip olarak davranir ve (-) ipligi sentezleterek g¢ift
iplikcikli DNA ara formunu olustururken hiicre DNA’sina katilmasi
gerekmez.

Dizisi belirlenmek istenen DNA EcoRI endoniikleaz: ile
kesilir ve MI13 fajina aktarilir (Sekil 9-8). M13 fajindaki kesim
boélgesinin hemen énundeki diziye komplementer bir primer secilerek
aktarim sonrasi Sanger yontemiyle dizi belirlenir (Sekil 9-9). Dizisi
belirlenen pargarin siralamasmin bilinmesi i¢in ise ayni genetik
materyelin bagka bir restriksiyon endoniikleaz1 ile kesilerek dizisinin

cikarilmasi ve iistiiste binen bolgelerin karsilastirilmas: gerekir.
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1
P~ O Z (B-galaktozidaz geni) insiiline 6zgii dizi (plazmid DNA’s1)
halkalasma
B-galaktozidaz geni
plazmid

DNA’s1 insulin

hicreye giris

@ OJ? insulin DNA’s1

lGen ekspresyonu

B-galaktozidaz (1000 amino asit)

Siyonojen bromit tepkimesiyle polipeptit zinciri
metiyonin bulundugu yerlerden kirilir.

NS e Y AU

acig1 ¢ikan insulin zinciri

Sekil 9-5. Insiilin eldesi
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Sekil 9-6. Proinsulinden kirilma sonucu etkin insiilin
olusmasi.

9.7. Kalitimsal hastaliklarin dogum oncesi (prenatal) tanisi

Kalitimsal hastaliklar; hastanin, bozuklugun fiziksel ve ruhsal
baskisini yasami boyunca tasimasina, g¢evresine ve topluma genellikle
yasam boyu kiilfet olmasina neden olan hastaliklardir. Agir homozigot
olgular, erken yasta Olime neden olabilir. Hafif, sessiz olgularda ise,
hastanin erigkin yasa eriserek ¢ocuk sahibi olmasi mutant genlerin sonraki
kusaklara gegmesiyle sonuglanabilir. Sagaltimi giiniimiizde daha miimkiin
olamadigindan, bir toplum sagligi sorunu olusturan bu tip hastaliklart
Onleme yoluyla denetim altina almak ¢abalar1 son yillarda agirlhik
kazanmistir. Aile planlamasi bir yana, bu yondeki ¢alismalar 6n planda
dogum oOncesi tanida yogunlagmistir. Bu amagla hamileligin 14 -
15. haftasinda amniyosentez yontemiyle yaklasik 25 ml amniyon sivisi

alinir (Islem sirasinda zarar vermemek i¢in dnceden fetusun konumunun
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Sekil 9-7. Zincirleme Polimeraz Reaksiyonu (PCR)
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Sekil 9-8. Dizisi ¢gikarilacak DNA’nin M13’e sokulmasi
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Sekil 9-9. Sanger’in DNA dizi analiz yontemi
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Ornegin sonogram [ultrason] yoluyla saptanmasi gereklidir) (Sekil 9-10).

Alinan sivi iginde bulunan fetusa Ozgii canli fibroblastlarin
kiltiirde yetistirilmesi ve kromozomlarinin (karyogramda) incelenmesi
sonucu 40 yasmin Ustlindeki annelerde olasiligr ¢ok artan trizomi 21
(Down sendromu ya da mongolismus) gibi kromozom anormalliklerinin
zamaninda  tanmarak  aborsiyon  yoluna  gidilmesi = miimkiin
olabilmektedir. Bunun yani sira gene bu hiicrelerdeki kromozom
incelemeleriyle (ya da Barr cisimciginin varliginin arastirilmasiyla, a)
fetusun cinsiyetinin saptanmasi, hemofili ya da ilerleyici (progresif) kas
distrofisi (Duchenne) gibi, X-kromozomuna bagli olarak iletilen ve
tastyic1 annenin erkek cocugunda yaklasik % 50 olasilikla ortaya cikan,
kalitimsal hastaliklarin da erken tanisini olast kilar.

Amniyon sivisindaki biyokimyasal incelemeler ile kalitimsal
hastaliklara dayanan cesitli Oziistliirliimsel (metabolik) bozukluklar
saptanabilir. Bu yontem; siklik dereceleri yiiksek olmayan bu
hastaliklarin yani sira orak hiicre anemisi ve talasemi gibi (Tirkiye’ nin
de belirli yorelerinde) ¢ok sik goriilen bazi kalitsal kan hastaliklariyla
savasimda biiylik bir 6nem kazanmaya adaydir. Yalniz bu hastaliklarin
tanisinda hemoglobin bozuklugunun saptanmasi i¢in fetus kaninin eldesi
gereklidir. Giliniimiizde bu amacla gelistirilmis olan “fetoskop” cihazi
igneyle amniyon kesesine girildikten sonra plasentanin yiizeyinin
gozlenmesini saglayan optik bir aygitla donatilmistir. Boylelikle
plasentanin yiizeyindeki fetal arterlerden ponksiyonla hematolojik
incelemeleri olanakli kilacak miktarda kan alinabilir. Bununla birlikte bu
son yontem (fetoskopi) buyik beceri ve deneyim gerektirir ve usuliine

uygun olarak uygulandigi zaman bile yiiksek oranda (% 10) fetusun
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Oliimiine yol acabilir. Genlerin haritalanmasini ya da DNA’da baz
dizilerinin saptanmasin1 olanakli kilan yontemlerin yardimiyla ise
dogrudan fetus fibroblastlarinin DNA’sinda mutan genlerin varlig
saptanabilmektedir. Boylelikle talasemide ve orak hiicresi anemisinde de
dogum oncesi tan1 normal (fetusun 6liimiine yol agma tehlikesi ¢ok daha
az olan[%1]) amniyosentez yoluyla olanakli olmaktadir.
Chorion biopsisi - amniyosentez ile tan1 konabilen hastaliklar:

I) Biiyilk kromozom anomalileri (say1 ya da yapi kusurlari): Down
sendromu (Trisomi 21). Ozellikle anne yas1 ile orantili olarak artar.

I) AFP ( alfafetoprotein ) diizeyinin Olgiilmesi 1ile taninan
malformasyonlar: Noral tup defektleri, anensefali, spina bifida vb. Bu

hastaliklarda AFP diizeyi artar.
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Sekil 9-10. Chorion biopsisi - amniyosentez uygulanmasi

III) Cinsiyete baghh bozukluklar: X kromozomu ile tasindigi igin
erkeklerde daha sik goriiliir. Hemofili vb. Barr cisimcigine bakilarak
fetusun cisiyeti de saptanir.

IV) Biyokimyasal kusurlar. Genellikle bir enzim eksikliginden
kaynaklanirlar. DNA analizi ile taninabilirler.

9.8. Dogum o6ncesi tan1 vontemleri

[nsan genomundaki total baz sayisi yaklasik 3.10° bp (baz cifti)
duzeyindedir. Gen sayisinin ise 50.000 oldugu disiintilmektedir.
Bunlardan yaklasik 3500 gen secere (pedigree) analizi ile saptanmistir.
600 genin 6zgiil kromozomlardaki yerlesimleri basarilmistir.

Klasik kromozom bandlama yontemi ile: kromozom basina 15-20

band goriildiigiinii varsayarsak; yaklasik bir hesapla,
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3.10° baz cifti

= 6.10' baz cifti/kromozom bulunur.
46 kromozom

Her kromozomda 15 band gorilebiliyorsa;

6.10’

= 4.10° baz cift/tek bir band (yani bir tek band 4 milyon
15 baz ¢iftine karsilik geliyor)

bu da ¢ok kaba bir tahminle her bir gen i¢in 10000 bp oldugunu
varsayarsak, 4.10° bp =400 gen sonucu elde edilir ki, 1 kromozom band1
aslinda 300 geni temsil ediyor demektir. Halbuki rekombinant DNA
yontemleri kullanilarak tek tek genleri hatta tek bazlarin yerlesimlerini
dahi izlemek olanaklidir. (Genetik Haritalama igin bak. Sekil 9-11)

Kalitsal hastaliklarin dogum oncesi tanisinin yapilabilmesi i¢in
gerekli olan fetiisiin hiicreleri: fetoskopi (kordon kaninda ornekleme),
Amniyosentez (karindan girerek amniyon sivisinin 1/10’unun alinmasi)
ve chorion biopsisi (chorion villuslarin kiirete edilmesi) yontemlerinden
birisi (duruma uygun olan) kullanilarak elde edilir.

Kalitsal hastaliklarin ¢ogu tek gen kusurlarindan kaynaklanir ve
kesin tedavileri (giliniimiiz teknigi ile) olasi degildir. Bunlarin biiyiik
cogunlugu cok nadir hastaliklar olmakla birlekte, bazilar1 bolgesel olarak
artma gosterebilirler. Ornegin Talassemiler Akdeniz ¢evresinde niifusun
% 20’sini etkilemektedir. Tay-Sachs Hastalig1 Eskinazilerde (Polonyali
yahudilerde) % 4’tiir.
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Kalitsal hastaliklar tibbin ¢ok gelistigi giinlimiizde artmaya
baglamistir. Zira hasta kisiler c¢ocuk sahibi olabilecek uzunlukta
yasayabilmektedirler. Bu durumda yapilmasi gereken fetusun DNA’sinda
yasamla bagdasamayacak bir kusur olup olmadiginin en erken devrede
arastiritlmasidir. 3 milyon gen i¢inde kaybolmus bir tek baz kusuru nasil
taninabilir:

Gen kusurlariin lokalizasyonu; Aranan genin dizisinin bilinip
bilinmemesine gore farkliliklar gosterir. Buna gore;

1) Aranan genin dizisi biliniyorsa,

a) Tam mutasyon noktasinin taninmas:
Iyi bir sans yardimiyla tam mutasyon noktasini

tantyan restriksiyon enzimi bulunursa kullanilir.
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Sekil 9-11. Genetik haritalama
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Bu yontem taninin dogruluk derecesini artirir ve uygulama kolayligi
saglar. Ornek olarak HbS (orak hiicre anemisi)nin Mstll restriksiyon
enzimi kullanilarak taninmasi (Sekil 9-12, 9-13).

Dizisi bilinen genin kusur bolgesinin 19 nikleotitlik sentetik
komplementeri temin edilir (arzu edilen dizi DNA sentezleyen bir
kurulusa 1smarlanabilir). Farkli kusurlar i¢in farkli oligoniikleotidler
sentezleneceginden, her aile icin o aileye 0zgii kusuru taniyacak bir
oligoniikleotit saglanmalidir (Sekil 9-14, 9-15).

2) Aranan gen hakkinda ¢ok az ya da higbir bilgi yoksa, Gen

b) Sentetik oligoniikleotidler yardimiyla mutasyon bdlgesinin
kiitiiphaneleri yardimiyla RFLP (Restriksiyon pargalart1 uzunluk
polimorfizmi) yontemi.

Kusurlu gen yakininda sadece kusurlu kisilerde belirli bir
restriksiyon enzimi i¢in yeni bir kesim yeri olugsmasi ya da mevcut kesim
yerinin ortadan kalkmasi sonucu olusan DNA pargalarinin normalden
farkli boylarda olmasindan yararlanan bir yontemdir. Diger bir deyisle,
restriksiyon kesim yeri (herhangi bir mutasyon sonucu kaybolan ya da
yeni olusan) kusurlu gen i¢in bir marker (isaret) olarak kullanilir (Sekil 9-
16 ve Sekil 9-17). Kusurlu gen, isarete ne kadar yakinsa, nesilde nesile
aktarilirken rekombinasyon sirasinda beraber kalitilma olasiligi da o
kadar fazla olur. Genetik rekombinasyon (¢aprazlama) mayoz sirasinda
olusur ve her mayozda yaklagik 10° bp icin 1 caprazlama meydana gelir.
Ornegin kusurlu gen ile marker bdlge arast 5000 bp ise, bunlarmn
rekombinasyon olasihigi (10%/5.10° = 20000) 20000°de 1 (yani 20000

mayozda 1 kere kusur ile isaret ayr1 diisebilir) dir ki, bu da ¢ok az bir
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olasiliktir. O halde, RFLP olduk¢a dogru bir yaklasim olarak

kullanilabilir.

Sekil 9-12. Hemoglobin p-altbirim mutasyonlarinin taninmasi
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Sekil 9-13. Faktor VIII mutasyonlarinin taninmas.
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Sekil 9-14. Mutasyonlarin saptanmasinda genin PCR
yontemi ile ¢ogaltilip dizi analizi yapilmasi

HUGO Projesi:

Insan DNA’sin1 olusturan yaklasik 3 milyar bazi tek tek okumak
ve kataloglamak amaciyla 1988 yilinda James D. Watson Onderliginde
bir proje baglatildi. Bu projeje HUGO (HUman Genom Organisation) ad1
verildi. Cok merkezli surdirulen bu proje DNA dizi okuma teknolojisinin
gelismesini hizlandirdi. Projenin 2005 yilinda bitirilmesi dngoriiliiyor.
Proje  bitirildiginde elde edilecek  bilgiler biitlin  insanlig

etkileyebilecektir.
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Sekil 9-15. Sentetik oligonukleotidler yardimiyla mutasyon

bolgesinin taninmasi
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Sekil 9-16. RFLP yaklagiminin temeli
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Sekil 9-17. RFLP ile orak hiicre anemisi tanisinin konmasi
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9.9. insan Gen Tedavisi

Ik Kusak Gen Tedavisi:

Hastanin somatik (liremede gorevli olmayan) hiicrelerindeki
dizeltme ve onarmmlar kalitilmaz, oysa tireme hiicrelerindeki
degisiklikler daha sonraki kusaklara aktarilir.

Yakin gelecekte degistirilecek gen “her an agik” tipte olmalidir.
yani bir bagka genin kontrolunda olmamalidir. Hormonlar (insiilin vb.) ve
globin genleri (a/B ~ 1) i¢in gen terapisi birden ¢ok genin katilimini

gerektirdiginden yakin gelecekte ger¢eklesme olasiligi azdir.

Gen Tedavisi I¢in Aday Hastaliklar:

Faktor VIII Eksikligi (Hemofili): Faktor VIII eksikligi pihtilagma
bozukluguna yol agmaktadir. Ancak siirekli ekspresyona bagli yiiksek
diizeyin sorun yaratmayacagi diisiiniilmektedir.

HPRT (Hipoksantin-Guanin Fosforibozil Transferaz) Eksikligi
(Lesch-Nyhan Sendromu): Bu enzim piirin sentez yolaginda gorev alir ve
eksikligi dokularda iirik asit birikmesine neden olur. Bunun sonucu
olarak hipertrisemi, mental retardasyon, spastisite gorilir. Bugln icin
sagaltimi1 olanakli degildir.

PNP (Purin Niikleosid Fosforilaz) Eksikligi: Bu hastalikta piirin
metabolizmas1 bozulur, iirik asit olusumu azalir, dGTP birikir ve T
lenfositlerini toksik etki yaparak, bagisik yetmezlik olusturur.

ADA (Adenozin DesAminaz) Eksikligi: dATP artigina bagh
olarak T ve B lenfositlerinde islev bozuklugu goriiliir. Bagisik yetmezlik

ortaya cikar.
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Fenil ketondri: Fenilalanin hidroksilaz (PH) eksikligi sonucunda
fanilalanin ve diger metabolitler kanda ve dokularda birikir. Sinir

dokusuna toksik etkileri nedeniyle mental retardasyonu yol agarlar.

Halen gen transferinde kullanilabilen yegane insan dokular1 deri
ve kemik iligi hiicreleridir. Diger hiicrelerin kiiltiirde yasatilip
organizmaya geri verilmeleri heniiz olanakli degildir.

Ideali: Gen organizmaya injekte edilmeli (IV) doku ya da hiicreye
0zgili olmal1 (seks hiicrelerine gitmemeli) 23 ¢ift kromozomda ~ 60.000
fonksiyonel gen iceren genomda tek bir baz hatasi olmadan dogru yere
yerlesmelidir.

ikinci Kusak Gen Tedavisinde Olas1 Yaklasimlar:

1) Hedefe Gen Yerlestirilmesi ve Tripleks DNA: Bu amagla
gelistirilen bir teknikte, genin yerlestirilmek istendigi bolgenin baz
dizisine uygun bir vektor hazirlanir. Sekil 9-18’de hedef genin iki
ekzon’dan olustugu goriilmektedir. Hazirlanan vektorde 2. ekzonun igine
neomisin direng geni (neo"), vektoriin ucuna da timidin kinaz (tk) geni
yerlestirilir. Vektor fare embryo hiicrelerine sokularak homolog
rekombinasyonla yerine yerlesmesi beklenir. Dogru bolgedeki
rekombinasyon sirasinda tk geni ¢ikarilmalidir. Sonra neomisin ve
gansiklovir iceren ortamda vektori alan htcreler secilir. Vektori alan
hiicreler neomisine direncli olacaktir, vektor dogru yere yerlesmis ise

alan hiicreler, ¢ikarilan tk geni nedeniyle gansiklovire de direngli olurlar.
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Sekil 9-18. Hedefe gen yerlestirilmesi.

Beyin tiimorlerinde gen tedavisi: Beyin tiimorlii hastalarin tiimor
hiicrelerine retrovirustan olusturulmus bir vektdr yardimiyla timidin
kinaz (tk) geni aktarihir. Sonra gansiklovir ile sanki bir viral
infeksiyonmus gibi tedavisi saglanir. Gansiklovir timidin kinaz enzimi ile
fosforillenerek DNA sentezinin giliclii bir inhibitoriine doniistiigli i¢in
yalniz tk geni almig hiicreleri etkiler (Sekil 9-19). Bu yontemle ikisi

metastatik 8 hasta tedavi edilmistir.
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Sekil 9-19. Beyin timdrlerinde gen tedavisi.

Bu yoéntem timor hiicreleri kadar olmasa da normal hicrelerin de
cogalmasindan dolay1 yaygin kullanilamamaktadir. Ancak asir1 ¢ogalan
hiicrelerin ~ bulundugu bdlgenin tecrit edilebilmesi durumunda
uygulanabilir. Iyi bir érnek restenozise kerst domuzlarda uygulanmis ve
%50-90 basar1 saglamistir. Bu yontemle angioplastiden sonra ¢ift balonlu
ve sontlii 6zel bir katater ile adenovirusa benzer bir virusa takilmig tk
ortama verilmesinden sonra yukarida anlatildigi gibi gansiklovir ile asir1

cogalan diiz kas hiicreleri yok edilir (Sekil 9-20).
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Sekil 9-20. Ozel katater yardimiyla artere gen tedavisi
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Diger yaklagimlar arasinda ¢iplak DNA asisi, insansilastirilmis ya
da mini antikorlar, anti sense RNA ve tripleks DNA tedavisi sayilabilir.

Bunlar sihirli mermiler olarak da adlandirilmaktadirlar.

Tripleks DNA Tedavisi, piirin bazlarmin biiyiikliiklerinden dolay1
iki pirimidin baziyla ayn1 anda hidrojen bagi kurabilmeleri temeline
dayanir. DNA’da transkribe edilmesi istenmeyen (6rnegin viral DNA)
bélimine komplementer, A = T baz cifti icin timin, G =C baz cifti icin
sitozin bazlar1 kullanilarak kisa bir DNA parcas1 sentezlenir. Baz
tripletlerinin ~ olugsmasiyla iplikciklerin  birbirinden ayrilmasi1 ve
dolayisiyla transkripsiyon engellenir. (Sekil 9-21)

2) Ciwplak DNA Asisi uygulamasinda mikroorganizma DNA’s1
dogrudan ilgili hiicrelere sokularak bu DNA irlinleri immun sisteme
tanmitilir (Sekil 9-22).

3) Antisense (zit anlamli) RNA tedavisi 1980’lerde kiigiik niikleer
RNA’larin  (snRNA) gen ekspresyonunu diizenlediginin gozlenmesi ile
baslamistir. Hiicreye zararli protein {ireten mRNA’y1 ya da onun genini
n okunmasii engellemek Uzere hiicresel enzimlerle sindirilemeyecek
(fosfadiester baglarinda —S°, —CH3 ile degistirilmis ) ufak komplementer
RNA ya da DNA parcalarinin hiicreye verilmesinden ibarettir. ( Sekil 9-
23)
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Sekil 9-21. Tripleks DNA tedavisi
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Sekil 9-22. Ciplak DNA Asist
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Sekil 9-23: Antisense RNA tedavisi
4) Monoklonal antikor tiretim teknikleri gelistirildikten sonra bu
antikorlarin tedavide kullanimlar1 diigtintilmiistiir. Ancak fare kaynakl
antikorlar bagisik tepkimelere neden olduklari i¢in, antijeni taniyan asiri
degisken (“hipervariable”) bolgeler ya tek baslarina ya da insan

antikorlarinin kristallesebilen bolgeleri (“Fc”) ile degistirilerek kullanilir.

Istanbul Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

Tkinci Kusak Gen Tedavisinin Yakin Bir Gelecekteki Hedefleri:

Ailesel Hiperkolesterolemi hastalifinda karaciger hiicrelerinde
LDL reseptorleri eksiktir. Retroviruslara takilan LDL reseptor geniyle
karaciger hiicrelerinin infeksiyonu sonucunda 10° - 10 hiicrede LDL
reseptOrii ekspresyonu gozlenmistir.

Deri kanserinde immun sistemi uyarmak amaciyla iiriinii antijenik
olan bir gen tlizerinde ¢alisilmaktadir.

Meme ve yumurtalik kanserlerinde kemik iligi hiicrelerinin
yiiksek doz kemoterapiyi tolere edebilmelerini saglamak amaciyla MDR
geni tizerinde ¢aligilmaktadir.

AIDS’te antisense RNA’lar ile CD4 lenfositlerdeki viral
replikasyonu engellemek amaclanmaktadir.

Beyin kanserinde yukarida deginilen tk geni ile iliskili tedaviler
gundemdedir.
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10. Hiicreden viiksek canlilara gecis

Bir bakteri hiicresinin sahip oldigu islevler yasami ve ¢ogalmasi
icin en gerekli olanlarla kisithdir. Islev zenginligi ise degisik gorevleri
iistlenmis farkli hiicre topluluklarinin varligr ve isbirligiyle saglanabilir.
Boyle hiicre topluluklar1 (dokular), iistlenmis olduklar1 degisik gorev ve
islevlere bagh olarak degisik yap1 ve morfolojik goriintiiye sahip olan,
farklilagmis hiicreler icerir. Hiicre topluluklarinin 6rgiitlenmesiyle ortaya
¢ikan canlilar yiiksek (cok hiicreli) canhlar olarak adlandirilir.

Yiiksek canlilar1 olusturan hiicrelerin bir 6zelligini, kendine 6zgii
bir membranla hiicrenin diger boliimlerinden ayrilmis, bir ¢ekirdegin
varlig1 belirler. Bu tip hiicreler ¢ekirdekli (6karyotik) hicreler, ylksek
canlilar ise okaryotik canhlar olarak adlandirilarak, ¢ekirdeksiz
(prokaryotik) hiicrelerden olusan (mikro)organizmalardan ayrilir. Cok
hiicreli canlilar1 genelde 6karyotik olarak tanimlamak miimkiin olmakla
birlikte, her dkaryotik canli farklilagmis hiicrelerden olusan bir yiiksek
canli niteliginde degildir. Ornegin Skaryot kapsamima maya, protozoa
gibi tek hicreliler de girer. Tablo 10-1°de prokaryotik ve Okaryotik
organizmalarin karsilastirmali olarak baslica 6zellikleri 6zetlenmektedir.

10.1. Cekirdekli ( 6karyot) hiicre ve genomu

Okaryot hiicrenin baslica 6zelligini biiyiikliigii belirler. Bakteri
hiicresinin ¢ap1 1-2 p arasinda degisirken, Okaryot hiicrenin ¢ap1
100 um’ye (genelde 20-50 pm) ulasabilmektedir. Cisimlerin ylizeyleri
caplarmin karesi, hacimleri ise ¢aplariin kiibii ile orantili olduguna gore,
capmin biiylimesiyle dkaryot hiicrenin ylizey/hacim oraniin kiigiilmesi
gerekir. Ancak, hiicrelerin cevreleriyle etkilesimleri agisindan biiyiik

onem
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Prokaryotik Canh

- tek hucreli

- ¢ekirdeksiz hicre

- yasam icin gerekli islevler tek hiicre i¢ine sigdirilmis
- “Oliimstiiz” nitelikte

- esemsel olmayan ¢ogalma

- haploit

Yiiksek Canh

- cok hiicreli (10*°-10")

- ¢ekirdekli (“Okaryotik™) hiicreler
- hiicre farklilasmis ve

- “Olimli”

- esemsel ¢gogalma

- diploit

Okaryot Hiicrenin Baz1 Ozellikleri

- ¢ekirdege sahip

- biyuk (20-50 um ¢)

- gelismis hiicre i¢i membran sistemleri (ER, mitokondri, lizozom,
peroksizom, vb.)

- biiyiik ve karmagik icerikli DNA (yinelenen diziler)

- kromatin yapisi-¢ekirdek i¢i proteinlerle komplekslesmis DNA

- genler intron icerikli — hnRNA - “splicing”- kirpilmig - mRNA

Tablo10-1. Okaryot ve prokaryotlarm 6zellikleri.
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tasiyan bu oran Okaryot hiicrelerde gelismis ve toplam yiizeyin yaklasik
% 98’ini kapsayan hiicre i¢ci membran sistemlerinin varliiyla glivenceye
almmistir (Sekil 10-1, Tablo 10-2). Hicre i¢ci membran sistemlerinin
islevi salt madde degisimi ile sinirli degildir. Bu sistemler ayn1 zamanda
hiicrenin farkli gorevler iistlenmis bolmelerini (organelleri) ¢evreler ve
salgilanan proteinlerin ve lipitlerin sentezi ile glikosillenme gibi
reaksiyonlarin ger¢eklestigi endoplazmik retikulumu da (ER) kapsar.

Okaryot hiicrelere adi1 veren ¢ekirdek, bu hiicrelerin icerdigi en
carpict organeli olusturur. Cekirdek, tiire gore, E.coli genomunun 5
(maya) ile 10000 (fasulye) kat1 arasinda degisen bir biiyiikliige sahip
Okaryot genomunu igerir (Tablo 10-3).

Cesidi %

Hiicre Membrani 2

Endoplazmik Retikulum 51

Purtakla 35

Plrtiiksuiz 16

Golgi Aygiti 7

Mitokondri Membram 39
Cekirdek Membrani 0,2
Lizozom Membrani 0,4
Peroksizom Membrani 0,4

Tablo 10-2. Okaryot hiicre membran sistemleri.
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Tar Genom biiyiikliigii (b¢)

Bakteri 10°-10'
Maya 10°-10°
Bitki 10°-10"
Bocek 10°-10"
Yumusakcalar ~10°
Kopek baliklar 3x10°
Kemikli Baliklar 3x10°-3x10’
Iki yasayislilar (amfibi) 5x10°%-10™
Sirriingen ~ 2x10°
Kus ~ 10°
Memeliler (insan) ~ 3x10°

(b¢= baz cifti)

Tablo 10-3. Degisik tiirlerin genom biiyiikliikleri.

Okaryot genomunun 5 um ¢apindaki ¢ekirdegin i¢ine sigdirilmasi
ancak DNA molekdlinun kendi
gerceklesir. Sozkonusu katlanma DNA  molekiiliiniin  ¢ekirdekici
proteinlerle kompleksleserek olusturdugu kromatin yapist sayesinde

miimkiin olur. Buna gore, 6karyot DNA’s1, prokaryot DNA’sinin aksine,

icine katlanarak paketlenmesiyle

cekirdek icinde ve proteinlerle birlesik olarak bulunur.

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali




Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

DNA ile etkilesen cekirdeki¢i proteinler, histonlar ve histon
olmayan proteinler  (“non-histon” proteinler) olarak iki ana simifta
toplanir. Histon sinifi bes ¢esit (H1, H2A, H2B, H3 ve H4) bazik nitelikli
ve molekiil agirliklar1 10000 ile 25000 dalton arasinda degisen proteini
kapsar (Tablo 10-4).

Sekil 10-1. Hiicre hacim/yiizey oranlari.
er= lpm  yizey;= 6um? hacim=1 um?
e,=10 pm  yiizey,=600 um? hacim,=1000 pm?
O,= yiizeyi/hacim;= 6 pm™
0,= yiizey,/hacim,= 0,6 pm™
01/02: 10

Histonlarin birincil yapilar1 evrim boyunca biliylik Olgiide
korunmustur, 6rnegin fasulye ve sigir H4 histonlarinin icerdigi toplam

102 amino asidin yalmizca ikisi farklidir. Genelde, birincil yapilari

bu denli
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Histon Molekiil agirhg
(dalton)
H1 (lizin bakimindan zengin) 21000
H2A (lizin ve arginin bakimindan 14000
zengin)

H2B (lizin bakimindan oldukga 13000
zengin)

H3 (arginin bakimindan zengin) 15300
H4 (glisin ve arginin bakimindan 11300

zengin)

Tablo 10-4. Histonlarin ¢esit ve ozellikleri.

korunmus proteinler  herhangi bir yapisal degisikligi
kaldiramayacak 6l¢iide yasamsal iglevler iistlenmistir. Histonlar, hlicrede
biiyiik miktarlarda (herbir ¢esidinden 5x10°-10% kopya) bulunur. Bu olgu
histonlarin ~ Oncelikle  kromatinin  dstyapisinin = olusumunda  rol
oynayabilecegini  diisiindiirmistiir. ~ Gergekten yaklastk 3 m
uzunlugundaki insan DNA’sinin 5-10 p c¢apindaki ¢ekirdek igine
sigdirilmasi ancak histonlarin araciligiyla olanaklidir.

Niikleozom, histonlarin DNA ile olusturdugu en kiiciik yap1
birimine karsilik gelir. Bu yap1 ikiser H2A, H2B, H3 ve H4 molekiiliiniin
birlesmesiyle olusan bir ¢ekirdek yapi ile bunun ¢evresinde (2 kez) sarili
DNA’dan olusur (Sekil 10-2). Nikleozomlar ile aralarinda kalan
(“spacer”) DNA elekronmikroskobunda iplik Uzerinde boncuklar

goriiniimii verir (Sekil 10-3). Niikleozom yapis1 2 nm ¢apindaki DNA
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Sekil 10-2. Niikleozom yapisi. Sekiz histon molekiliinden
olusan (oktamer) ¢ekirdek yap1 ve DNA ile
birlesme sonucu ortaya ¢ikan “iplik lizerinde
boncuklar” diizeni.

molekiiliiniin 11 nm’lik bir kalinliga ulagmasini, buna  kosut olarak
DNA uzunlugunun ~5 cm’den ~ 1 cm’ye inmesini saglar. Belirli
sayida  (5-10) niikleozomun, aralarinda kopriiler olusturan H1
molekil-leri araciligiyla, bitisik siralar, bu siralarin da aralarinda paralel
dizilerek ¢iftler (“solenoid” yapi diizeni) olusturmast ile kromatin
kalinligr 30 nm’ye ulagir (Sekil 10-4).
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Sekil 10-3. Kromatinin ana yapi diizenlerinin elektron
mikroskobu goriintiileri. a) “paketlenmis
niikleozom” (“solenoid”) (30 nm) yapis;
b) “iplik tizerinde boncuklar” diizeni.
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Sekil 10-4.“Iplik iizerinde boncuklar” (11 nm)
diizeninden “paketlenmis niikleozomlar”
(30 nm) diizenine (“solenoid” yap1 diizenine)
gecise iliskin modeller.

Ortaya ¢ikan bu yapmin ilmikler olusturacak bigimde
kivrilmasiyla kromatin daha kalinlasir (300 nm ¢apli yapi). Ilmiksi
bolgeler onemli kalitimsal birimler olusturur. Her ilmigin bir geni ya da
yakin islevlere sahip ve ortak diizenlenme mekanizmalarina bagli gen
kiimelerini barindirmas1 olasidir. {lmiksi yap1 diizeninin yer yer daha da
kivrilmasiyla ¢apt 700 nm’ye ulasan yogun kromatin bdlgeleri meydana
gelir (Sekil 10-5). Bu siire¢ sonunda, interfaz stiresinde ¢ekirdek iginde
yer aldigr sekliyle kromatin yapisi ortaya ¢ikar. Hiicre boliinmesi
sirasinda  kromatinin yeniden katlanmasiyla metafaz kromozomlari
olusur. Acik ilmik yapilarinin bulundugu bolgeler daha Onceleri
mikroskop altinda verdikleri goriinti nedeniyle Okromatin olarak

tanimlanmistir. Bu
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Sekil 10-5. Kromatinin metafaz kromozoma doniisme
stirecinde gecirdigi yapi diizenleri.

Bu bolgeler genelde RNA sentezinin gergeklestigi aktif genleri igerir.
Heterokromatin olarak adlandirilan yogun kromatin bolgeleri ise,
inaktif genlerin ya da sifreli bilgi igermeyen dizilerin bulundugu DNA
boliimlerine karsilik gelir.

Histonlara oranla, histon olmayan cekirdek i¢i proteinlerin g¢esit

sayis1 fazla olup, yiizlerle ifade edilir. Bunlarin yapisal 6zellikleri ¢ok
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degisken, hiicre icindeki kopya sayilar1 ise smirlidir (6rnegin
3X103/h1'icre). Diisiik kopya sayilariin 1s18inda, boyle proteinlerin DNA
ile ancak 10°-10° baz ciftinde bir etkilesebilmeleri olanakli olabilir.
Genelde, histon olmayan proteinler DNA’ya 06zgiin baz dizilerini
tantyarak baglanir ve daha c¢ok diizenleyici bir isleve ya da enzimatik bir
etkinlige sahiptir. Gergekten de, histon olmayan proteinlerin kapsamina
gen etkinliklerini baskilayic1 (represdr) ya da artiric1 (aktivator)
nitelikli diizenleyici proteinler ile esleme, transkripsiyon, DNA onarimi
ve benzeri tir cekirdek ici tepkimelerden sorumlu enzimler girer.
Diizenleyici etkinlige sahip proteinlerin, histonlarin aksine, DNA ile
etkilegsmeleri Ozgiin nitelikte olup, bu proteinlen DNA iizerinde
baglandiklar1 bdlgelerdeki baz dizilerini tanima yetenegini gosterir.
Icerdikleri  sarmal-dén(iis)-sarmal(“helix-turn-helix),  sarmal-ilmik-
sarmal (“helix-loop-helix”), ¢inko parmak (“zinc finger” ya da 16sin
fermuar (“leucin zipper”) motifleri bu proteinlerin DNA oyuklarini
(0zellikle buyik oyugu) tarayarak buradaki 0Ozgiin baz dizileriyle
etkilesmelerine olanak tanir (Sekil 10-6).

Uzunlugu tiire gore 10% ile 10™ baz gifti arasinda degisen okaryot
DNA’sinin  biyiikligii  genlerin sayist ile orantili degildir. Cot
analizlerinin de ortaya koydugu gibi oOkaryot genomunun yaklasik

yarisi yinelenen diziler icerir (bkz.Bolim 4.3.3.1).
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Sekil 10-6. DNA dizileriyle etkilesebilen protein motifleri.
a) ¢inko parmak; b) sarmal-don(iis)-sarmal;
c) 16sin fermuar motifleri ve DNA ile etkilesim
bicimleri.
Haploit okaryot genomundaki genlerin sayisinin tiire gore 5000 ile

100000 arasinda degisebilecegi diistiniilmektedir. Normal biiyiikliikteki
(molekiil agirligi yaklasik 50000 dalton (M, 50000) olan) bir proteinin
birincil yapisi yaklasik 500 amino asit icerdigine, bu sayida amino asit
3x500= 1500 bazlik bir sistron tarafindan sifrelenecegine gore, yaklasik
2x10° gen icerebilecek bir kapasiteye sahip genomun yalnizca
yaklastk % 5’1 proteinleri sifreleyen, yani “sistron” niteligindeki

bolgelere karsilik gelmektedir. Ancak, ribozomal RNA ve tRNA genleri
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(rDNA ve tDNA), proteinleri sifreleyen genlerin aksine, orta siklikta
sifrelenen diziler kapsamina girer. rRNA ve tRNA genlerinin
ekspresyonu  proteinlerin  sentezinde oldugu gibi (translasyon
asamasinda) ikinci bir amplifikasyon siirecine tabi olmamaktadir. Artan
gereksinimin kargilanmasi, bu tiir (son iiriinii RNA olan) genlerin kopya
sayilarinin ¢oklugu (n= 102-103) ve yogun transkripsiyon etkinligi ile
olanaklidir. Baz1 sifrelemeyen , yaklasik 300 b¢ uzunlugundaki diziler
(6rnegin insanda Alu dizileri)de orta siklikla yinelenen diziler kapsamina
girer. Kisa, ardasik siralanmig, 6rnegin  -(ATAAAACT)- gibi diziler,
cok yinelenen diziler olarak, sentromer konumlu uydu DNA (“satellite
DNA”) kesimini olusturur. Okaryot DNA’sinin sifrelemeyen, genelde
¢ok kez yinelenen bu dizilerden olusan bdliimiiniin islevine iliskin kesin
bilgiler bulunmamaktadir. Mutasyon olasilig1 istatistiksel olarak DNA
uzunluguyla orantili olarak artacagina gore (ve DNA polimerazin esleme
sirasinda 10°-10® siklikla yanliglik yapabilecegi gdzoniine alindiginda)
DNA’nin  bu boliminiin  bir 0l¢iide mutasyon baskisindan
kaynaklanabilecegi diisiiniilebilir. Okaryot DNA’smin igerdigi  dizi
cesitleri Tablo 10-5’te 6zetlenmektedir.
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Yinelenen Diziler
Kisa, ardasik siralanms diziler, 6rnegin (ATAAAACT), -

sentromer konumlu-
Orta uzunlukta ( ~300 bg) diziler, 6rnegin Alu dizileri
Sifreleyen, gen nitelikli diziler, 6rnegin rRNA ve tRNA genleri

Yinelenmeyen Diziler

(Protein genleri) - Eksonlar/Sifreleyen ve

Intronlar/Sifrelemeyen Diziler-

Tablo 10-5. Okaryot DNA’smnin icerdigi diziler.

Sifrelemeyen bolgeler, genler arasinda olabildigi gibi, genlerin
icinde de bulunabilir. Genlerin sifreleyen boliimlerinin (eksonlarin)
arasina serpistirilmis olan sifrelemeyen bolgeler intronlar ya da ara
diziler  olarak tamimlanir. Intronlar, eksonlar gibi, yinelenmeyen
(“unique”) nitelikli dizilerden olusur. Sayilar1 ve uzunluklari genlere
gore degisen intronlarin Okaryot genlerin ¢ok biiylik bir bolimiinu
kapsadiklar1 goriiliir (Tablo 10-6).

Okaryot  genlerinin, intronlarn  varligindan kaynaklanan,
biitiinliigli bozulmus ve sifrelenen bilgiyle orantisiz biliylimiis yapisi
transkripsiyon sonucu olusan birincil RNA (=heterogen niikleer RNA ya

da kisaca hnRNA) molekiillerinin  biiytikliigiine de yansir.
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Gen DNA Transkripsiyon MRNA Intron
(kb) suresi (b) sayisl
B-globin 15 38s 0,6 2
Insulin 1,7 43s 0,4 2
Albumin 25 10dak 2,1 14
Tiroglobin 300 2sa 8,7 36
Distrofin >2000 14sa 17 >50

Tablo10-6. Baz1 6karyot genlerin ekson/intron igerikleri.

Intronlara  karsihik gelen, béliimlerin transkripsiyon sonrasi gekirdek
icinde gerceklesen bir kirpilma (“splicing”) siirecinde ¢ikarilmasiyla
hnRNA molekiilleri eksonlara karsilik gelen biiyiikliige indirgenir (Sekil
10-7). RNA molekiillerinin islenmesi (“RNA processing™) ad1 verilen bu
strecte, hnRNA molekilleri mRNA molekiillerine doniisecek bigimde
olgunlasir.

Bu kapsamda mRNA molekiillerinin 5 uglar1 7-metilguanosin
grubu (“cap”) ile kapatilir ve 3’ uglarina degisik uzunlukta bir poliA
dizisi eklenir. Uglarinda meydana gelen bu degisiklikler mRNA
molekillerine eksonukleazlara karst direng kazandirir ve prokaryot
MRNA turlerine oranla daha kalimli kilar. 5* “cap” grubu bunun 6tesinde
protein sentezinin baslamasindan sorumlu bazi (inisiyasyon) faktorlerinin
olusturur. HnRNA

mRNA’ya baglanmast i¢in gerekli sinyali

molekiillerini mRNA molekiillerine doniistiiren islenme siirecinin

benzeri ribozomal RNA molekiillerinin olusumu sirasinda da gerceklesir.
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Sekil 10-7. Okaryot genlerin yazilim ile hnRNA
molekiillerine hnRNA’nin kirpilma ile
mRNA molekiillerine dontismesi.

RNA molekiillerinin hiicre sitoplazmasina ancak kirpilma ve
islenme siireci sonunda ulasabilmeleri, Okaryotlarda transkripsiyon ve
translasyon olaylarmin ayr1 hiicre bdlmelerinde gergeklesmesinin
nedenlerinden biri olarak diistiniilebilir. Kirpilma islemi sirasinda
eksonlarin biraraya getirilmesinin hatasiz ¢alisan bir mekanizma ile

gerceklestirilmesi gerekir. Aksi halde, tek bir bazlik kaymalar bile okuma
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kalibinda acacaklar1 kaymalarla bilginin yitirilmesine yol acacaktir.
Diger yandan, kirpilma bolgesindeki kontrollu kaymalar sonucu ayni
hnRNA molekiilinden degisik polipeptitleri sifreleyen mRNA
molekiilleri olusabilir. Bu mekanizma 6karyotlarin yani sira kiigiik bir
genoma miimkiin olabilecek en ¢ok bilgiyi sigdirma zorunlugunda olan
virlislerin genlerinin anlatiminda yaygin bicimde gozlenir.

100-150 kilobaz ¢iftlik (kbg) genis bir DNA bolgesine yayilabilen
bir genin transkripsiyonu ve olusan hnRNA molekiillerinin islenme ile
mRNA molekiiline dondstiiriilmesi zaman gerektiren bir slrectir
(bkz.Tablo 10-6). Bu nedenle bdyle bir genin ikincil Griinli olan proteinin
hiicre igindeki derisiminin gerekli esik diizeye ulagsmasi hiicrenin yasam
siirecini de asan bir zaman gerektirebilir. Bu durumda, kritik derisim
diizeyi, sentezlenen proteinin zaman iginde birikimine  bagli olarak,
belirli sayida hiicre boliinmesinden sonra ortaya ¢ikar. Bu tip siireglerin,
ileride irdelenecegi gibi, biyolojik zamani belirleyen birer i¢saat olarak
islev gbrmesi olasidir.

10.2. Diployitlik ve esemsel cogalma

Yiiksek canlilarin ve genelde okaryotlarin ¢ok dnemli bir ortak
ozelligini diployit olmalar1 olusturur. Diployitlik ise, zorunlu olarak
esemsel cogalmay1 gerektirir. Esemsel c¢ogalmada esem hiicreleri,
diployit soma hucrelerinin aksine, gecirdikleri meyoz strecinde haployit
duruma indirgenir. Esem hiicreleri (yumurta ve sperm) dollenme
asamasinda birleserek diployit zigotu olusturur (Sekil 10-8). Bunu
izleyen embriyonik siire¢ icinde gerceklesen hiicre cogalmasi ve

farklilagsmasi sonunda ¢ok hiicreli, diployit yiiksek canli ortaya ¢ikar.
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Sekil 10-8. Diployit canlilarin yasam dongiisii.

Diployitlik ve esemsel c¢ogalmanin getirdigi {stiin genetik
rekombinasyon olanaklar tlirlere 6nemli selektif iistiinliikler saglar.

- Meyoz surecindeki 1.hiicre bolinmesinde anne ve babadan
gelen benzesik (homolog) kromozomlarin birbirlerinden ayrilmalar1 ve

rastlantisal dagilimlar1 (segregasyonu) yeni kombinasyonlarin ortaya
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c¢ikmasii ve gesitliligin gelismesini saglar (Sekil 10-9). Buna gore,
meyoz sonunda ortaya ¢ikan esem hiicrelerinin genotiplerinin ¢esit sayisi
(gamet cesidi say1s1)2" (n= haployit kromozom sayis1 ya da kromozom
cesidi sayisi) ile ifade edilir (Sekil 10-10). Ornekte 22 olan gamet g¢esit
sayisinin insanda buna gore 2% olmasi beklenir. Bunun &tesinde,
homolog kromozomlarin meyozdaki 1.hiicre boliinmesinin profaz evresi
sirasindaki uzunca birliktelikleri kromozom  basma  ortalama bes
kesigsme (krosover) olaymin meydana gelmesiyle sonuclanir (Sekil
10-11). Bu mekanizma, kesisme sayisi ile orantili olarak, olasiliklarda
yeniden iistel bir artisa yol acar. Ozetle, esemsel ¢ogalma bigimi diployit
organizmalarda, belirtilen genetik rekombinasyon mekanizmalariyla
ozelliklerin etkin bicimde harmanlanmasini olanakli  kilar. Bunun
sonunda,

- Olumlu allellere sahip soylarin evrimi ¢abuklasir;

- Gen duplikasyonu ve rekombinasyon mekanizmalar1 iizerinden yeni
ozelliklerin kazanilmas1 miimkiin olur; zira diployit tiirlerde bir genin
mutasyona ugrayarak yeni bir islev kazanabilmesini olanakli kilan yedek
bir kopya (allel) bulunmaktadir;

- Ayrica, 6limciil ¢ekinik (“resessiv”) genlerin etkisi enaza indirilir ve

bu tip genlerin tlrlerde birikimi 6nlenir.
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10.3. Embrivonik gelisme

Yukarida goriildiigii gibi, diployit canlilar yasam siireglerinde
esemsel cogalmanin geregi tek hiicreli bir evreden (dollenmis yumurta
hiicresi) gegcmektedir. Déllenmis yumurta hiicresinin (zigotun), 10*°-10*
hiicre igeren yiliksek canliya doOniismesi ise, birbirine kosut
yarayen,

- hiicre ¢cogalmasi ve

- hiicre farklilasmasi

olaylarini kapsayan embriyonik gelisme siirecinde gerceklesir.

Sekil 10-9. Meyoz, benzesik kromozomlarin ayrilmalari
(segregasyonu).
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Sekil 10-10. Homolog kromozomlarin rastlantisal
bigimde ayrilmalariyla ortaya ¢ikacak
olasiliklar.

Dollenmeyi izleyen kisa siireli (saniyelerle oOlgiilen) siirecte
yumurta hiicresinin icortaminda &zgiin degisiklikler meydana gelir.
Hiicre igindeki depolarindan agiga ¢ikan Ca** ‘un sitoplazmadaki
derisimi hizla yiikselir ve dollenmeden yaklasik 100 saniye sonra
normaldekinin bin kat1 bir degere (10*M) ulasir. Ca** derisimi  daha
sonra yeniden ayni hizla azalarak yaklasik 200 saniye sonunda normal

diizeyine (10”'M) doner (Sekil 10-12).
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Sekil 10-11. Meyoz sirasinda benzesik (homolog)
kromozomlar arasinda kesigim.
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Sekil 10-12. Yumurta hicrelerinde déllenmeyi izleyen
siirede Ca?* derisimi ve pH degerinde
degisiklikler.

Ote yandan, protonlarin hiicre disina pompalanmasi sonucu, ilk
200 saniyelik siire i¢inde hiicre i¢i pH degeri yiikselir. Bu 6zgiin ortam
degisikliklerinin hiicre ¢ogalmasi ile sonuglanan biitiin diger olaylarda da
cereyan ettigi ve daha sonra ele alinacagi gibi inositol trifosfat
metabolizmasi ile yakindan baglantili oldugu bilinmektedir. Nitekim, bu
degisiklikler sonunda hizli bir hiicre ¢ogalma siireci ve dolayisiyla
embriyonik gelisme tetiklenir. Dollenmeyi izleyen diger bir 06zgiin
degisiklik ise, yumurtanin birden ¢ok sperm tarafindan dollenme-
sinin Onlenmesinde etkili olan membran ters kutuplanmasidir

(depolarizasyon) (Sekil 10-13).
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Sekil 10-13. Yumurta hiicrelerinde déllenmeyi izleyen
strede membranda ters kutuplanma
(depolarizasyon).

Embriyonik gelisme ¢ok hizli bir hiicre ¢gogalmasi ve ortaya ¢ikan
farklilasmis hiicrelerin Ozelliklerinin korunmasina yansiyan tek yonlii
niteligiyle goze carpar. Farklilasmis hiicrelerin O6zellikleri kalitimsal
bicimde onlardan tiireyen hiicrelere aktarilir. Bir yandan degisik gen
gruplarimin aktiflesmesini yansitan bu olay, diger yandan farklilagsmis
hiicrelerin gereksinmedikleri genleri bir sekilde yitirmis olabilecegini
diistindiirmiistiir. Ancak, Briggs ve Gurdon tarafindan sogukkanli canli-

larin  (6zellikle Xenopus laevis (kurbaga)) yumurta hiicrelerinde

yiirlitiilen deneyler farklilagsmanin g¢ekirdek diizeyinde geri doniisiimsiiz
bir olay olmadigin1 ve farklilagma sirasinda genomun biitiinliigiiniin

korundugunu gostermistir (Sekil 10-14).
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Sekil 10-14. Briggs-Gurdon deneyi (klonlanmis
kurbagalarin olusumu).

Bu deneyde, Ozetle, kurbaga larvalarinin(¢ogalma 6zelligini koruyan
bir farklilagmis hiicre tipi olan) barsak epitel hiicrelerinden gekirdekler
almir. Bunlarin, UV-isinlamast sonucu, ¢ekirdekleri (genomlari)
inaktiflestirilmis yumurta hiicrelerine aktarilmasiyla normal kurbagalar

olusturulur. Tiiretilen bu kurbagalarin, epitel hiicrelerinin vericisi
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kurbaga ile ayni genoma sahip olmalar1 nedeniyle, yeni bireylerin
yaratilmasinda kullanilan, bu yaklasim Kklonlama olarak adlandirilir.
(Klon= ayn1 genotipe sahip, ayn1 atadan tliremis bireyler toplulugu).

Klonlama, hayvancilik (iistiin 6zellikli hayvanlar1 ¢ogaltma) i¢in
cekici goOzikse bile, temel biyolojik kurallara, 06zellikle, genetik
rekombinasyona dayali ¢ogalmaya ters diisen bir yaklasimdir. Diployit
organizmalara esemsel ¢ogalmanin evrimsel agidan sagladig Ustiinliikler
ve rekombinasyon olanaklar1 klonlamada tiimiiyle yitirilmektedir.

Briggs ve Gurdon deneyi, kalitimsal faktorlerin yanisira, ¢ekirdek
sitoplazma iliskilerinin ve ortam faktorlerinin embriyonik gelismedeki
Onemini ortaya koymustur. Zira, larvanin epitel hiicre ¢ekirdeginin
icerdigi ve yeni bir bireyi olusturmak icin gerekli kalitimsal bilgi, ancak
yumurta hiicresinin 6zgiin ortaminda etkinlesmektedir.

Briggs ve Gurdon deneylerinden farklilagmanin genomda
kirpilma ve eksilmeler olmadan gergeklesen bir olay oldugu sonucunu
genel bir kural olarak ¢ikarmak olanaklidir. Fakat her kural gibi, bunun
da ileride ele alinacak lenfosit 6rneginde, istisnalar1 oldugu goriilecektir.

Hiicre farklilagsmasi, programlanma (“determination”) olarak
tanimlanan bir 0nagsamay1 izler. Programlanma asamasinda hiicrelerde
morfolojik  Ozelliklerine heniiz  yansimayan &zgiin  molekilsel
degisiklikler meydana gelir. Burada, farklilagmanin klasik morfolojinin
gelistirdigi bir kavram oldugunu vurgulamak yerinde olacaktir. Hiicreleri,
mikroskop altindaki goriintiilerini ve boyanma 6zelliklerini 6l¢iit alarak,
siiflandiran bu yaklasimin sinirli ayirim giicii sayilart en ¢ok birkag
yiizle anlatilabilecek hiicre ¢esidinin belirlenebilmesini olanakli

kilmigtir. Ancak, gilinlimiizde hiicrelerin molekiilsel kimligini de
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belirleyebilen giiglii teknikler farklilagma ile ortaya c¢ikan ve
birbirlerinden molekiilsel yapi, islev ve 6zgiinliik gibi kriterlere gore ayirt
edilebilen hiicre ¢esitlerinin sayisini milyonlara ¢ikarabilmektedir.
Programlanmis hiicre bu agidan molekiilsel diizeyde farklhilagmis hiicre
olarak tanimlanabilir.

Once cevre faktorlerinin etkisiyle gelisen programlanma siireci
daha sonra kalitimsal nitelik kazanir ve ¢evre kosullarindan bagimsiz
olarak gelismesini siirdiiriir. Bu baglamda, yumurta hiicresinin igortami
embriyonik gelisme ve hiicre farklilasmasinda belirleyici bir rol oynar.
Yumurta hicresinin sitoplazmik ortaminin programlanmaya etkisini
embriyonik gelismenin ilk asamalarinda ve gene en belirgin bi¢cimde
sogukkanlilarin  yumurtalarinda gozlemlemek miimkiindiir. Ortaya
cikacak bireyin boyutlari, yani

- anterior-posterior (6n-arka),

- ventral-dorsal (karmn-sirt),

- mediyal-lateral (sag-sol),
eksenler boyunca gelismesi, yumurta hiicresinde dollenmeyi izleyen
strede gozlenebilen, kutuplarca belirlenmektedir. Yumurta hiicresinde
yumurta sarist maddesinin esitsiz dagilimiyla olusan hayvansal ve
bitkisel kutuplar dorsal - ventral ekseni, spermin yumurta hcresiyle
birlestigi noktadan ekvatoryal diizlemde arkaya uzanan gri orak adi

verilen serit ise anterior-posterior ekseni olusturur (Sekil 10-15).
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Sekil 10-15. Kurbaga 6rneginde embriyonik gelismenin
ana asamalari.
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Dollenmeyi  izleyen ilk  slirede  embriyonik  gelisme
sogukkanlilarda yumurta hiicresinin kiitlesinde bir degisiklige yol
agmayan i¢ bolunmelerle (“cleavages”) gerceklesir. I¢c boliinmeler
sonucu ortaya ¢ikan blastula ve gastrula hiicreleri yumurta hiicresindeki
esitsiz madde dagilimindan paylarin1 konumlarina, yani bulunduklari
kutuba, bagli olarak alir. Bunun gastrula hiicrelerinde bir “konum”
bilincine yol ag¢tig1 ve belirli yonde farklilasma igin gerekli genlerin
aktiflesmesini sagladigi diisiiniilmektedir. Memelilerde, giiniimiiziin
teknikleriyle sogukkanlilardaki gibi kolay izlenememekle birlikte, benzer
mekanizmalarin rol oynamasi sdzkonusudur. Gastrula asamasinda
hiicrelerde, aralarindaki sitoplazmik kopriiler araciligiyla, olusan madde
derisim gradyentleri hiicrelerin benzer bigimde programlanmasinda etkili
olmaktadir.

Embriyonal gelismenin molekiil diizeyde en ayrintili bigimde
incelendigi bir organizma olan karasinek (Drosophila melanogaster)te
yuritilen galismalara gore, 6zgiin bir gen grubu embriyonun tigboyutlu
gelisimini saglayan kutuplarin olusumundan sorumludur. Kutuplar,
yumurta hiicresinde dollenmeden daha onceki siirede belirlendigi igin,
embriyonun eksenler boyunca gelisimi Oncelikle anneden gelen
(maternal) genlerin etkisi altindadir. Bu tiir maternel genleri etkileyen
mutasyonlar genelde yasamla bagdasmayacak oOlgiilerde biiyiik
bozukluklara (gogiis ya da basin olmamasi gibi) yol acar. Boyle mutant
yumurtalara normal yumurtadan alinan sitoplazmanin mikroinjeksiyonla
eklenmesiyle dollenme sonrast normal (eksiksiz) bireyler ortaya
cikabilmektedir. Bu olgu, maternel kokenli sitoplazmik faktorlerin

O6nemini ortaya sermektedir.
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Konumlaria bagl olarak hiicrelerde farkli genlerin anlatimi ve
farkli hiicrelerin ortaya ¢ikist i¢in diigiiniilebilecek bir mekanizma
sematik bicimde gosterilebilir. Buna gore, bir embriyo hiicresinde (a ve
b) maddelerinin olusturduklar1 derisim gradyentleri farkli programlanmis
iki hiicrenin (A ve B hiicrelerinin) ortaya ¢ikmasina yol agar (Sekil 10-
16). Icerdikleri (a ve b) maddelerinin farkli derisimlerine bagli olarak bu
hiicrelerde ayrica farkli, yeni gen gruplari aktiflesir. Ornegin, solda
a maddesinin etkisiyle C grubu, sagda b maddesinin etkisiyle de D grubu
genler etkinlesebilir. Bu genlerin iirlinleri olarak ortaya ¢ikan (¢ ve d)
maddelerinin farkli dagilimi ise, ikinci hiicre boliinmesinden sonra AC,
AD, BC ve BD tipi hiicrelerin ortaya ¢ikmasini saglayabilir (Sekil 10-
17). Embriyonal gelisme siirecinde 6zgiin gen gruplariin bu bigimde (ve
ticboyutlu olarak diisiiniilmesi gereken) sirasal aktiflesmesi, eriskin bireyi
olusturan ¢ok sayida farkli hiicre tipinin ortaya ¢ikmasina olanak
saglayacaktir.

Farklilagmis hiicrelerin bir 6zelligini, yukarida da belirtildigi gibi,
farklilasmisligr belirleyen 6zgiin genlerin, bir kez aktiflestikten sonra,
etkinliklerini artik ¢evre kosullarindan bagimsiz olarak yasam boyu
korumalar1 belirler. Bu 6zelligi ise, maddelerin hiicre i¢inde gegici olarak
gosterdikleri derisim farkliliklar ile agiklamak miimkiin degildir. Ancak,
bu genlerin etkinlikleri 6nce baz1 pozitif “feed-back” mekanizmalar ile
kalimli nitelik kazanabilir. Daha uzun evrede ise, kromatinin 6zgiin
yapist gen etkinliklerinin korunmasinda belirleyici faktor olarak onem

kazanir.
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Sekil 10-16. Yumurta hiicresinde maddenin (o ve 0)
esitsiz dagilimi. Olusan derisim gradyentleri
sonucu A ve B hiicre tiplerinin belirlenmesi.

Farklilasmis hiicrenin  gereksinmedigi gen gruplarinin  bulundugu
bolgelere baglanan kromatin proteinleri (histon ve bazi histon olmayan
proteinlerin) bu bolgelerin asirt bigimde katlanarak “heterokromatin”
yap1 diizenine doniismesine yol agar. Kromatinde (farklilagmis hiicreye

Ozgii) aktif genlere karsilik gelen ilmiksi bolgeler ise agik, gevsek
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yapilar1 (=“ékromatin”) ile g0ze carpar. Kromatinin, DNAz gibi
enzimlere Ozellikle duyarli olan, bu bolgeleri, igerdikleri aktif genler

nedeniyle, “aktif kromatin” olarak da adlandirilir.

Sekil 10-17. Yumurta hicresinin i¢ bolinmeyle ortaya
cikan A ve B hiicrelerinde farkli gen
ekspresyonu. Olusan (c) ve (d) maddelerinin
derisim gradyentlerine bagli olarak yeni
hiicre tiplerinin belirlenmesi.

Embriyonal gelisme sirasinda yumurta hiicresinin DNA’sinda
bulunan tek boyutlu kalitimsal bilgi yukaridaki (anterior-posterior,
dorsal-ventral, mediyal-lateral) koordinatlarla verilebilecek tGigboyutlu bir
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bilgiye doniismektedir. Ancak, erigkin, normal bireyin olusumunda, bu
koordinatlarin 6tesinde, zaman parametresi de dordiincii boyut olarak
agirligini  gosterir. Embriyonal gelismede, buna gore, farkli hiicre
gruplarinin erigkin bireyde beklenen topografiyi verecek zamansal sirada
ortaya ¢ikmasi biiyiikk Onem tasir. Programin zaman boyutundaki
bozukluklar etkileri agir, ancak (yukarida belirtilen maternel genleri
etkileyen mutasyonlarin aksine) yasamla bagdasabilen sakatliklara yol
acabilir.

Embriyonal gelismede zamansal siray1 belirleyen ve biyolojik
igsaat olarak islev yapan mekanizmalar bu agidan 6nem kazanir. Sekil
10-16 ve 10-17’de verilen ornekler mekansal siranin yani sira, zamansal
siranin belirlenmesinde de etkin bir mekanizma olarak diisiiniilebilir.
Bunun o&tesinde, genlerin aktiflesmesi (ya da kapatilmasi) i¢in gerekli
diizenleyici proteinlerin belirli bir esik derisim degerinden sonra etkinlik
kazandiklar1 diigtiniilebilir. Bir kum saati mekanizmasini 6ngdren bu
modelde etkinin ortaya ¢ikmasi icin degisik iki yol sdzkonusu olabilir.
Ilkinde, bastan, &rnegin oogenez siirecinde, sentezlenerek yumurta
hiicresinde depolanan, ancak embriyonal gelisme sirasinda yeniden
sentezlenmeyen bir protein rol oynayabilir. Hiicre boliinmelerine kosut
olarak, boyle bir proteinin hiicre i¢i derisiminin esik diizeyin altina

inmesi etkisinin ortadan kalkmasina yol agabilir (Sekil 10-18).
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Sekil 10-18. Transkripsiyonun, blastula olusumunun ileri
asamalarinda, zamana bagli olarak devreye
girisi (bir model).

Ayni mekanizma i¢in diisliniilebilecek ikinci olasilikta, ilkinin
aksine, etkisinin ortaya c¢ikmasi i¢in, diizenleyici proteinin embriyonal
gelisme siirecinde birikerek kritik esige ulasmasi gerekebilir (Sekil 10-
19). Genis (~150 kb ¢iftlik) DNA bolgelerine serpismis bazi okaryot
genlerinin transkripsiyonu ve olusan biiyiik hnRNA molekiillerinin
islenerek olgun mMRNA molekiillerine doniistimiiniin  gerektirecegi
siirelerin uzunlugu, yukarida da irdelendigi gibi, bu baglamda 6nem
kazanmaktadir. RNA sentez saniyede ortalama 40 nukleotidin
eklenmesiyle yiiridiigiine gore, bdyle bir genin lzerinde tek bir hnRNA

molekiiliinlin sentezi yaklasik 1 saat i¢inde tamamlanabilecektir.
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Sekil 10-19. Zamana bagli olarak belirli genlerin

aktiflesmesi (olas1 bir mekanizma).
Bu baglamda, transkripsiyonun baglama (inisiyasyon) sikligi da bu
genin Uzerinde zaman  siirecinde olusacak hnRNA (ve mRNA)
molekiillerinin sayisin1 ve dolayisiyla ikinci asamada olusacak proteinin
hiicre i¢i derisimini belirleyecektir. Sekil 10-20 genlerin transkripsiyon
yogunlugunun (dolayisiyla gen etkinliginin) inisiyasyon sikligina bagl
olarak ayarlanmasini Orneklemektedir. Asagida baska baglamda ele
alimacak olan homeogenler bu tip bir zamansal diizenleme

mekanizmasinin gerceklesmesi i¢in gerekli tiim 6zellikleri tagimaktadir.
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Sekil 10-20. Genlerin transkripsiyon yogunlugunun

inisiyasyon sikligina bagl olarak ayarlanmasi.

Otuzlu yillardan baglayarak yiiriitilen bir dizi ¢aligma,
karasinekte embriyonal gelismeyi etkileyen bir grup mutasyonun
varligmi  ortaya koymustur. Karasinek larvasinda, goriiniiste
farklilagmamis hiicre gruplar1 (imago diskleri) bulunur. Aslinda
programlanmis hiicrelerden olusan bu diskler (toplam 19 adet) larvanin
erigskin sinege doniismesinden sorumludur. Bu doniisiim (metamorfoz)
slirecinde, 6zgiin hormonal degisikliklerin etkisiyle herbir disk, girdigi
farklilasma sonucu, belirli bir segmentte ve yalnizca o segmente 0zgii

organlarin olusumuna yol acar. Disk hiicrelerinin normal konumlarindan
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baska yerlere aktarilmalar1 ya da uzun siire kiiltiirde tutulmalar,
programlanmis hiicre tanimia uygun olarak, onlarin hormonal uyari
lizerine olusturacaklart organ tiplerini degistirmez. Buna karsin,
homeotik mutasyonlar adi verilen mutasyonlar sonucu, bu disklerden
olusacak yapilarin ve organlarin dogal

konumlarindan baska segmentlere kaydiklar1 goriiliir, 6rnegin, kafadan
ayaklarin ¢ikist ya da kanatlarin bulundugu segmente komsu bir torakal
segmentte yeni bir ¢ift kanadin olugmasi gibi.

Homeotik mutasyonlar hiicrelerin farklilasmasinin yoniiniin ve
zamaninin programlanmasinda etkili diizenleyici genleri (=homeogenleri)
bozar. Son yillarda rekombinant DNA teknolojisinin yardimi ile once
karasinekte ve daha sonra memelilerde bir dizi homeogen klonlanarak
incelenebilmistir. Dizileme ¢aligmalar1 (yukarida da belirtildigi bigimde)
genis DNA bolgelerine serpismis eksonlardan olusan bu genlerin 3’
uclarinda yaklasitk 180 baz ¢iftlik bir ortak ve oOzglin diziye
(=homeokutu “homeobox”) sahip oldugunu gostermistir (Sekil 10-21).

Sekil 10-21. Homeogen ve homeoproteinlerin
birincil yapilari.
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Homeokutunun yalnizca ayn1 tiirdeki degisik homeogenler arasinda
degil, ayrica tiirler arasinda da ortak oldugu gosterilmistir. Evrim
boyunca korunmus niteligiyle, homeokutu , homeogenlerce sifrelenen
homeoproteinlerin, 06zgin (5’-TCTAATGGCT-3’) DNA dizisiyle
etkilesen, homeo bolgesine karsilik gelmektedir. Homeobolge ile bu dizi
arasindaki etkilesim Sekil 10-22’de gosterilmektedir.

Mutagenez c¢alismalar1  degisik homeogenler arasinda bir
yarisimin bulundugunu gostermektedir. Gozlemlere gore, her segment
ona 0zgii homeogenlerin (ve bu genlerin sifreledigi homeoproteinlerin)
denetimi altindadir. Ancak, 0zgiin bir homeogenin mutasyon sonucu
yitirilmesiyle onun sorumlu oldugu segment komsu segmente ozgii

homeogenlerin etkisi altina girmektedir.

Sekil 10-22. Homeobdlgenin 6zgin DNA dizisiyle
etkilesimi.
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Bulgular, homeogenlerin embriyonal gelisme siirecinde bireyin
anterior-posterior (AP) eksen boyunca olusan topografisinden sorumlu
diizenleyici genler olarak islev yaptigini ortaya koymaktadir. Bu genler,
sifreledikleri homeoproteinler araciligiyla 6zglin  gen gruplarini
aktiflestirerek etkilerini gostermektedir (Sekil 10-23). Homeogenlerin
DNA’da, 5°— 3’ dogrultusunda dizilimleri ile etkiledikleri organlarin AP
ekseni boyunca dizilimleri arasinda esdogrultusal (kolineer) baglanti
bulunmaktadir (Sekil 10-24). Homeogenlerin baslica o6zellikleri
Tablo 10-7’de 6zetlenmistir.

Sekil 10-23. Homeogenler ve aktiflestirdikleri genler.
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Sekil 10-24. Homeogen/AP eksenlerinin esboyutlulugu.

- Yiiksek canlilarin anterior-posterior (AP) boyutundaki yapilanma-
larindan sorumlu genler.

- Transkripsiyon faktdrleri sifreleyen bir gen ailesi.

- Maternel gen urtinleri—— Homeogenlerin aktiflesmesi.

- DNA’daki dizilimleri embriyonun AP yoniindeki yapilanma sirasiyla
esdogrultuda (“ko-lineer”).

- Blyik genler (>150 kbg).

- 3’-uclarindaki ekson= homeokutu.

- Homeokutu (DNA) — homeobdlge (Protein).

- Homeobdlge homeoproteinlerin DNA baglama bolgesi.
- Farkli homeoproteinlerin homeobdlgeleri benzesik.
- Homeobdlge izerinden hedef genlerin promoter/enhancer bolgelerine

baglanma — Hedef genlerin aktiflesmesi.

Tablo 10-7. Homeogenler - yapisal ve islevsel ozellikleri.
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Degisik gen gruplarina 6zgli olmalarina karsin, igerdikleri ortak
homeokutu homeogenler i¢in bir ¢eligki gibi goziikebilir. Ancak, dkaryot
genlerin promoter bolgelerinin gosterdikleri 6zelliklerin 1s18inda ¢eliski
gibi gozuken bu olguya bir acgiklik getirilebilmektedir. Bu bolgeler
modiiler yapilari, yani igerdikleri, ¢ok c¢esit ve sayida diizenleyici
proteinin, etkilestigi dizilerin varligi ile gbze ¢arpar (Sekil 10-25).
Promoter bolgelerin bu modiiler yap1 diizeni, gelen gesitli sinyallerin,

anlamli bir hiicresel yanita donligmesine hizmet eder.

Sekil 10-25. Okaryot genlerin modiiler yapisi. UAP,
"upstream activator sequence”; pol 11, RNA
polimeraz II; TFII/D, A, B, E ve F, RNA
polimeraz Il'ye 6zgl genlerde RNA sentezinin
baglamasindan sorumlu transkripsiyon

faktorleri; CAAT ve TATA, promoter diziler;
INT, transkripsiyon baslama noktasi.

Homeoproteinler ortak homeobdlgeleri tizerinden  farklilagsmadan

sorumlu ¢cok sayida genin promoter bolgesine baglanabilir (Sekil 10-
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26). Ancak her tip homeoproteinin homeokutu  disindaki
“transaktivator”  bolgelerinin 6zellikleri onun normal embriyonal
stirecte hangi gen grubu tizerinde etkisini gosterecegini belirler (Sekil 10-
27). Etkilestikleri ortak diziler nedeniyle homeoproteinler arasinda yogun
bir yarisim mevcuttur. Hangi gen grubunun aktiflesebilecegi ve buna
bagli olarak farklilasmanin hangi yonde olacagi, bu durumda degisik
homeoproteinlerin hicre icindeki derisimlerinin orani ile belirlenebilir.
Mutasyon sonucu bir homeogenin devre dig1 kalmasiyla hiicrede onunla
yarisim i¢indeki homeogen etkinlik kazanir. Yarisimin genelde komsu
segmentlere 6zgli homeogenler arasinda olmasi, bu genlerin iirtinleri olan
homeoproteinlerin sentezlendikleri hucrelerden hareketle (sitoplazmik
kopriiler tlizerinden) gevreye yayilmalarindan kaynaklanmaktadir (Sekil
10-28). Homeoproteinlerin bu yolla olusturduklar1 derisim gradyentleri

aktiflesecek genleri belirler.

Sekil 10-26. Farkli homeoproteinlerin etkilestikleri
ortak diziler.

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

Sekil 10-27. Homeoproteinlerin etki mekanizmasi. TBP,
"TATA binding protein™; TAF, "TBP
associated factor"; TBP ve TAF birlikte
transkrisiyon faktor 11/D (TFII/D)'yi
olusturur.
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Sekil 10-28. Homeoproteinlerin AP boyutundaki
dagiliminin gosterilmesi.

11. Hiicre farkhilasmasi acisindan lenfosit modeli
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Farklilagmig hiicre, klasik tanimda, iistlendigi isleve bagh olarak,
0zgiin morfolojik 6zellikler gdsterir. Bu tanima ve hiicrelerin morfolojik
goriintiilerine gore, eriskin bir yiiksek canliy1 olusturan farklilagmis hiicre
cesitlerini yaklagik 200 ile sinirlandirmak olanaklidir. Ancak, bu sinirl
say1 daha Once de belirtildigi gibi, geleneksel yontemlerin bir Slgiide
sinirlt ayirim giictinden kaynaklanir. Molekiiler Biyolojinin ve Molekiiler
Biyofizigin gelistirdigi yontemler ise farklilasmig bir hiicre smifinin
temsilcilerinin de birbirlerinden islev, molekiilsel yap1 ve igerik agisindan
bliyiik olciide farklilagsmis olabilecegini ortaya koymaktadir.

Morfolojik agidan farklilagsmis tek bir hiicre tipinin molekiilsel ve
islevsel acidan farkli milyonlarca hiicre tipini kapsayabileceginin en agik
bir 6rnegini lenfositler olusturur. Bunun 6tesinde, asagida goriilebilecegi
gibi, farkli 6zgiinliikte lenfosit tiplerinin gelisiminde, Briggs ve Gurdon
deneylerinden ¢ikarilan sonucun aksine, DNA’da belirli baz
degisiklikler meydana gelebilmektedir.

Lenfositler, cok yonli gelismeye agik (pluripotent) kemik iligi
kok hiicresinden tiireyen degisik kan hiicre tiplerinden biridir(Sekil 11-1).
Bu yolla olusan lenfositlerin sayis1 eriskin insanda yaklasik 1012’ye
ulagir. Lenfositler, yiiksek canliy1 yabanci (mikroorganizmalar, virGsler,
toksinler, vb.) etmenler ve yapilardan korumakla gbrevli olan bagisiklik
sisteminin ana Ogesini olusturur. 1960’lh yillardaki caligmalar bu
hiicrelerin iki farkli grubunun varligmi ortaya koymustur. B (Bursa
Fabricius) ve T (timus) lenfositleri  adlarimi farklilagmalarinin

gerceklestigi  dokulardan alirlar.
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Sekil 11-1. Pluripotent kemik iligi kok hiicresin-
den gelisen hiicre tipleri.

Memelilerde B-lenfositlerinin farklilasmasinin, adlarin1 borclu olduklar:

(ancak kanatlilara ©6zgu  bir lenf bezi olan) Bursa Fabricius yerine,

memelilerde  B-lenfositlerinin ~ farklilagmasinin ~ kemik  iliginde
gerceklestigi kabul edilir (Sekil 11-2). Lenfositlerin ilgili dokularin
Ozgiin ortamlarinda hangi mekanizmalarla B- ya da T-lenfositi yoninde
farklilastig1 hentiz agikliga kavusmus degildir.

B-lenfositleri antikor molekiillerinin sentezine dayali humoral
bagisiklik, T-lenfositleri ise, hiicresel bagisiklik olarak adlandirilan (ve
asagida ayrintiyla ele alinacak) bagigiklik bigimlerinden sorumludur.
Ancak, bagisik yanitin (6zellikle humoral yanitin) gelisebilmesi her iki

grup kapsamindaki lenfositlerin etkin igbirligini gerektirir.

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

Sekil 11-2. B- ve T-lenfositlerinin geligimi.

Lenfositler yabanci yapilari taniyan, onlari canlinin kendi
yapilarindan ayirdedebilen ve yeniden karsilastiklarinda animsayabilen
hiicrelerdir. Bu 6zellikleri lenfositlerin olusturdugu bagisiksal sistemi
(sinir sisteminin yanisira) biyolojik bellekten s6z odebilecek baslica
sistem olarak belirler. Canliya yabanci yapilar antijen olarak tanimlanir.
Makromolekiiler ya da daha biiyiik yapilar olan antijenler iizerinde
lenfositlerin 6zgiin bi¢imde etkilestikleri (tasidiklar1) bolgelere epitop
ya da antijenik boélge adi verilir. Her lenfosit, bastan belirli bir epitopu
ya da benzesik smirli sayida epitopu tanimak iizere programlanmistir.
Lenfositler, epitoplar1 yiizeylerinde tasidiklar1 6zglin reseptorler
aracilifiyla, anahtar-anahtar deligi Orneginden bilinen yapisal uyum

ilkesine bagli olarak tanir.
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Lenfositlerin 6zgiin antijenleriyle etkilesmesi, Klonal seleksiyon
mekanizmasi {izerinden, bagisiksal yanitin ortaya c¢ikmasina yol agar
(Sekil 11-3). Normalde duragan, bolinme yeteneginden yoksun ve
cok diisiik diizeyde RNA ve protein sentezi etkinligi gosteren lenfositler,
Ozgun antijenleriyle (somut olarak antijen Uzerindeki epitoplarla)
etkilestikleri zaman, aktifleserek hizli bir ¢ogalma siirecine girer. Ortaya
c¢ikan lenfositlerin hepsi (ata) lenfositle ayn1 genotipe ve ayni 6zelliklere
(ve antijen Ozgiinliigiine) sahip olduklarindan Kklon (soy) olarak
adlandirilir. Bu soy, bagisiksal yanitin esasini olusturur. Soyun, bu
yanitin  ger¢eklesmesinde etkili olan temsilcileri eylem hucreleri
(B-lenfositlerinin 6rneginde plazma hicreleri) olarak adlandirilir. Bu
hiicrelerde yogun bir protein sentezi etkinligi ve, sentezlenen proteinlerin
salgilanmasimin ifadesi olarak, gelismis bir endoplazmik retikulumun
varligr gozlenir. Bagisiksal yanitin son bulmasiyla (antijenin ortadan
kalkmasiyla), eylem hiicreleri de ortadan kalkar. Antijenik uyariy1
izleyen silirede, Ozglin lenfositlerin ¢ogalmasi sirasinda, eylem
hiicrelerinin yani sira bellek hiicreleri adi verilen lenfositler de ortaya
cikar. Bellek hiicreleri, antijenle yeniden karsilasma durumunda yeni bir
yanit1 daha hizli ve daha etkin bigimde baslatma goérevini iistlenmistir. Bu
hiicreler, bagisiksal yanit sonrasinda da varliklarini siirdiiriir.

Belirli bir antijenle karilagmadan once organizmada ona dzgii,

yani onun lizerindeki epitoplari taniyabilen, lenfositlerin sayis1 ¢ok azdir.
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Sekil 11-3. Klonal seleksiyon.

Bu nedenle de antijenle ilk karsilagsmay1 izleyen siirede (dogal olarak
klonal seleksiyon esasina dayali) yanit yavas gelisir, siddeti ve etkinligi

smirlt kalir. Birincil yanit siirecinde gelisen bellek hiicreleri, ayni
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Ozgiinliigli paylastiklar1 bu (ata) lenfositlerden sayica ¢ok daha fazla
olup, ayrica pozitif seleksiyon sonucu antijenle daha etkin bi¢imde
etkilesebilir. Bdylece, antijenle yeniden karsilasildiginda, yanitin daha
hizl1 ve etkin bigimde ger¢eklesmesi olanakli olur (Sekil 11-4).

Sekil 11-4. Birincil ve ikincil bagisiksal yanitin
zamana bagiml gelisimi.

Sinirl sayilarinin ve yliksek canlinin makroboyutlarinin 1s18inda,
normalde, lenfositlerin 6zgiin antijenleriyle karsilagabilme olasiligiin
cok diisiik olmasi beklenir. Ancak, lenf dolasim sistemi ile lenf bezlerinin
anatomik ozellikleri bu karsilasmanin kisa siirede gerceklesebilmesini

giivenceye alir. Dokulardan toplayici lenf yollar1 araciligiyla lenf
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bezlerine ulasan antijenin buradaki retikiiler (hiicresel 6rgii niteligindeki)
yapidan siiziiliirken, 6zgiin B-lenfositler ve/ya da 6zgiin T-lenfositleriyle
karsilagma olasilig1 biiyiik dl¢iide artar.

Bagisik sistemin dogadaki tiim antijenleri taniyabilme ve onlarla
karsilastiginda gerekli yanit1 verme yetkinligine sahip oldugu kabul
edilir. Dogada antijen niteligindeki yapilarin sayilar1 milyonlar ile ifade
edildigine gore, bu denli ¢ok sayida (herbiri ayr1 0zgiinliikte bir
reseptore sahip) lenfosit ¢esidinin organizmada ortaya ¢ikabilmesi nasil
mimkin olabilmektedir? Bu soru, rekombinant DNA teknolojisinin
katkilariyla basta ve dncelikle B-lenfositlerinin 6rneginde yanitlanmistir.
B-lenfositlerinin  ¢esitliliginin antikor genlerindeki degisikliklerden
kaynaklanmas1 ve de antikor molekiillerinin yapilarinda yansimasi bu
konuda belirleyici olmustur. Basta lenfositlerin yiizeylerinde antijenlere
0zgl reseptor islevini listlenen antikorlar, B-lenfosit aktiflesmesi (bagisik
yanit) silirecinde plazma hiicrelerinde yogun bigimde sentezlenerek,
salgilanir. Antikorlar, bu nedenle, serumda ve diger viicut sivilarinda
biiylik miktarlarda bulunur. Ayrica, plazma hiicrelerinin kanserlesmesiyle
ortaya ¢ikan miyelom olgularinda, tiimor hiicreleri tek tip ve 6zglinlikte
antikoru ¢ok buyuk miktarlarda sentezler. Antikor hafif zincirleri ise,
miktarlarindaki fazlalik sonucu, Bence-Jones proteini seklinde idrara
gecer. Bu oOzellikleri, antikorlarin saflastirilmalarim1 ve yapilarinin
incelenmesini biiyiik 6lgiide kolaylastirmistir.

T-lenfositlerinin  ¢esitliligini  (antijen  6zglinliiiinli)  ise
membranin ayrilmaz bir 6gesi olan T-reseptOrii belirler. Membran
proteinleriyle calismanin getirdigi giicliikler (miktarlarmin azhig,

membrandan ¢oziindiiriilerek saflastirilmalarinda karsilasilan guclikler)
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nedeniyle T-reseptorleri tizerindeki ¢alismalar ancak son yillarda
ilerlemeler gostermistir.

11.1. Antikorlar-yvapilari, siniflari ve olusum mekanizmalari

Antikorlarin (immiinglobulinlerin) olusumu, yapisal farkliliklari,
lenfositlerin  farkli  o6zgiinlikte ve farkli simiflarda  antikorlari
sentezleyecek bigimde programlanmalar1 tip ve biyolojinin  ilging
konularindan birisini olusturmustur.

Antikor sentezi, bagisitk yanitin ¢ok Onemli bir asamasini
olusturur. Antikorlarin viriis, bakteri hiicresi, vb. organizmaya yabanci
etmenlerle (kisaca antijenlerle) birleserek onlar1 sabitlestirmeleri humoral
bagisikligin esasini teskil eder.

Antikorlar  (imminglobulinler), immunglobulin G (1gG),
immunglobulin M (IgM), immunglobulin A (IgA), imminglobulin D
(1gD) ve imminglobulin E (IgE) olarak gosterilen bes ana sinifa ayrilir.
IgG serumdaki immiinglobulinlerin yaklasik % 80’ini olusturur ve
viriislerle savagta 6n planda rol oynar. Gerek partikiil nitelikli, gerekse
¢dziinmiis antijenler (toksinler) ile etkilesim gosterir. Ikincil bagisik
yanitin ~ olusumunu  saglayan, plasentadan fetiise gecen tek
immiinglobulin tipidir. IgM, genellikle, IgG ile ortak islevler listlenmis
olup, bagisik yanitin gelismesi sirasinda serumda ilk ortaya g¢ikan ve
birincil yanitin esasini olusturan immiinglobulin tipidir. IgM ayrica (IgD)
gibi lenfosit ylizeylerinde antijen reseptorii islevini de Ustlenir. IgA, sero-
miikoz salgilarda bulunur ve organizmanin dig yiizeylerinin
korunmasinda rol oynar ve salgilanan immiinglobulin olarak da

tamimlanir. IgE ise, Ozellikle allerjik reaksiyonlarda rol oynayan
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immiinglobulin tipidir. Immiinglobulin siniflarmin bazi dzellikleri Tablo

11-1’de verilmistir.

Ozellikleri IgM IgD 1gG IgA IgE

Agir zincir u 1) Y o €

Hafif zincir A A A A Py
K K K K K

Ig molekilundeki 5 1 1 1-2 1

ana birim sayis1

Komplement ++++ - ++ - -

aktiflestirme

Plasentadan gegis - - ++ - -

Makrofaja - - + - -

baglanma

Mast hicrelerine - - - - +

baglanma

Tablo11-1. Antikor (Ig) siniflar.

Organizmada en sik karsilasilan ve immiinglobulinlerin en biiyiik
kesimini olusturan immiinglobulin tipi olmasi nedeniyle, ¢alismalar 6n
planda IgG iizerinde yiiriitiilmiistiir. ki agir (M, 50000) ve iki hafif
(M, 25000) polipeptit zincirinden olusan ana yapisi tiim immiinglobulin
tiplerine ortak oldugundan, IgG molekiiliine iliskin bilgiler diger
immiinglobulin smiflarinin temsilcilerinin yap1 ve iglevlerine de 11k
tutacak niteliktedir. Immiinglobulin G yaklasik 6,6S sedimentasyon
katsayil1 (bu nedenle 7S immiinglobulin olarak gosterilen) 150000 dalton
molekiil agirlikli, uzun Y-bigiminde  bir molekiildiir (Sekil 11-5).
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Esdeger iki yarim molekiilden olusan, simetrik bir yapiya sahiptir. Her
yarim molekiil bir hafif ve bir agir zincirden olusur. Bu zincirler, hafif
zincirin 214., agir zincirin ise 215. siradaki sisteyin gruplar arasinda
olusmus S-S koprisii iizerinden kovalent olarak baglanmistir. Agir
zincirler arasinda olusmus S-S kopriisii ise, iki yar1 molekiilii kovalent
olarak birlestirir. Y-bi¢imindeki yapinin iki ucu antikor molekulinin
antijen baglama bolgelerine karsilik gelir. Buna gore, her antikor
molekiili iki degerliklidir. Proteaz (papayin) ile islem gordiiglinde, bu
uclara karsilik gelen iki parga (“Fab= antigen binding fragments”) ile Y-
yapisinin sapina karsilik gelen ve kolayca kristallestirilebilen bir parca
(“Fc= crystallizible fragment”) agiga ¢ikar. Fab parcasi biitiin bir hafif
zinciri ve agir zincirin NHj-ucundan itibaren ilk 200 amino asitlik
boliimiinii icerir. Fc parcasi ise, molekiiliin agir zincirlerinin son 200
amino asitlik boliimlerini kapsar. Agir zincirlerin papayin etkisine agik
bolgesi antikorun “mentesesi” olarak tanimlanir. Bu bdlge 6zellikle esnek
yapisi ile antijen baglayan kollarin (=“Fab”larin) aralarinda
olusturduklart ag¢inin degisken olmasin1 saglar. Molekllin sap
boliimiinliin  yapisal ozellikleri degisik Ig siniflarina ait antikor
molekiilleri arasindaki farkliliklar: belirler (Sekil 11-6). Sap bdlgesi ayni
zamanda antijenleriyle etkilesen antikorlarin organizmada ikinci asamada

tetikledikleri reaksiyonlarin ¢esidini ve yerini belirler (Sekil 11-7).
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Sekil 11-5. Antikor molekiilii. Degisken boliimler golgeli,
cok degisken diziler ise ¢izgili gosterilmistir.
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Sekil 11-6. Agir zincirlerin sap (Fc) boliimlerinin
antikor siniflarini belirleyici rolii.
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Sekil 11-7. Sap (Fc) béliminln antijen-antikor etkilesimini
izleyen reaksiyonlar1 belirlemesi.
Antijen-1gG kompleksinin 6zgin y-Fc
reseptorleri Gzerinden makrofajlarin igine
alinmasi (fagositoz).

IgG molekiiliin yapisina iligkin bilgide en biiylik asama cesitli
hafif ve agwr zincirlerin birincil yapilarmin  aydinlanmasiyla
gerceklesmistir. Normalde, serumda bulunan IgG kesiminin, degisik
amino asit igerikli IgG molekiillerinin olusturdugu g¢oktiirel (heterojen)

bir karisgim olmasi, birincil yapilarinin aydinlanmasina baslangigta bir
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engel olusturmustur. Ancak, yukarida belirtildigi gibi, miyelom
hastalarinda serumdan IgG, idrardan ise, hafif zincir kesimlerinin saf
olarak ve biiyiik miktarda eldesiyle ¢cok sayida degisik hafif ve agir zincir
lizerinde dizileme ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Elde edilen bulgulara
gore, zincirlerin NH,-uglarindan baslayarak, yaklasik ilk 110 amino asidi
kapsayan bolimiindeki amino asit igerigi degiskendir. Zincirlerin
yaklasik 110. amino asitten -COOH ucuna kadar uzanan bolumunin
amino asit dizisi ise degismez (sabit) niteliktedir. Degisken boliimlerin
28.-35., 50.-65. ve 90.-110. amino asitleri arasini kapsayan altbolimleri
ise, ozellikle biiylik degiskenlik gosterir (Sekil 11-8).

Birincil yapilari, zincirlerin, yinelenen bir motifin (“6zgiin amino
asit dizisinin”) ardasik siralanmasiyla, olustugunu gostermektedir. 100-
110 amino asitlik bu diziler hafif zincirlerde iki, agir zincirlerde ise dort
kez yinelenmektedir. Diziler, icerdikleri ortak motife bagli olarak amino
asit iceriklerinde % 30’un iizerinde bir benzesiklik gosterir. Her dizide
ayrica 50-60 amino asit ile ayrik iki sisteyin grubu ve bunlarin aralarinda
olusturdugu zincir i¢i S-S-kopriisii bulunur (Sekil 11-9). Bu bulgular,
topluca Ig zincirlerinin ilkel bir genin evrim siirecindeki ¢ogalimi sonucu
olustugunu ortaya koymaktadir. Zincirlerin X-1sinlar1 sag¢ilimi analizine

gbre her motif, kendi icinde bitlnligi olan bir {ighoyutlu yapiya
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Sekil 11-8. Farkli hafif zincir degisken bolimlerinin.
amino asit dizileri.
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Sekil 11-9. Antikor zincirlerinde yinelenen motif.

(“domain”) karsilik gelmekte ve katlanan B-plili tabakalardan meydana
gelen bir iskelet icermektedir (Sekil 11-10). Degisken boliimlerin
olusturdugu, gene aymi Ozelliklerdeki, “domain” yap1 i¢inde, cok
degisken diziler bir araya gelerek epitoplart kavrayan oyuklar (=antijen
baglama  bolgelerini) olusturur. Epitop ylizeyini tiimleyici nitelikleri
nedeniyle, ¢ok degisken diziler komplementerligi belirleyen bolgeler
(“complementarity  determining  regions (CDRs)”) olarak ta

tanimlanmaktadir.
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Sekil 11-10. Hafif zincirin degisken ve sabit bélimlerine
karsilik gelen “domain”ler.

11.2. Antikor-antijen etkilesimi

Aktif proteinlerin bir smifin1 olusturan antikorlarin 6zgiin
antijenleriyle etkilesimi, aktif protein-ligant etkilesimleri i¢in gegerli
kurallara baghdir. Antikor-antijen etkilesimlerinin incelenmesinde
hapten adi verilen kiigiik bilesikler 6nemli bir rol oynar. Bu kii¢iik
bilesikler, makromolekiil niteliginde olmamakla birlikte, bir
makromolekiile, 6rnegin bir proteine, baglandiklarinda antijen 6zelligi
kazanir, kendilerine yonelik antikorlarin olusumuna yol agar. Hapten,
daha sonra olusan 0zgiil antikorlarla yalnizca da etkilesebilir. Kiigiik
molekiiller olarak haptenler, tek degerlikli olup, tek bir antikor baglama
bolgesiyle etkilesim gosterir. Haptenler, bu 6zellikleriyle antijen
tizerindeki epitoplara karsilik gelir. Cesitli radyoaktif isaretli hapten ve
tirevlerinin 6zgiil antikorlarla etkilesimi denge diyalizi ile incelenerek,
ayrisim sabitleri (Kg) saptanabilir. Antijen antikor etkilesimi hapten ile
antikor etkilesiminden daha karmasik niteliktedir. Makromolekiil
nitelikleriyle antijenler lizerinde birden c¢ok sayida ve cesitte antijenik

bolge bulunabilir. Normalde, tek degerlikli bir haptene kars1 da (onunla
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degisik ilginlikle etkilesebilen) birden ¢ok Ozgiin antikor ¢esidi
bulunabilir. Buna goére, bir antijene karsi olusan antikor ¢esitlerin sayisi
da antijen molekiiliiniin karmagikligiyla orantili olarak fazla olacaktir.
Diger yandan, degisik antijen (6rnegin protein) molekiilleri ortak
antijenik bolgelere (6rnegin aymi amino asit dizilerine) sahip olabilir.
Bunun sonucu, ortak bélgeye yonelik olan antikorlar bu bdlgeye sahip
diger antijenlerle de etkilesebilir.

Bagisiklama siirecinde basta, birincil yanit sirasinda, serumda
ortaya ¢ikan antikorlar antijene karsi genelde diistk bir ilginlik gosterir
(Kg>10°M). Ancak, bagisikhigin gelismesine kosut olarak ortaya
cikan yeni antikor c¢esitlerinin ilginligi ¢arpici Olgiide yiiksektir
(Kg = 10°-10"°M). Bu olgu, daha énce de deginilen pozitif seleksiyon
mekanizmasindan kaynaklanir. Bu mekanizma, bagisiklama siirecinde
antijenle daha 1iyi etkilesebilen antikorlarin sentezi dogrultusunda
programlanmis bellek hiicrelerinin gelisiminden sorumludur.

Antijen ve antikorlar arasindaki etkilesim zayif baglarin
olusumuna bagimli olup, tersinir (geri doniisiimlii) niteliktedir. Ancak, bu
etkilesim gercekte ileri derecedeki kalimliligiyla goze carpar. Tek
degerlikli bir hapten ile antikoru arasinda goézlenebilecek tersinir
etkilesim ¢ok degerlikli bir antijen molekiiliiniin 6zgiin antikorlariyla
etkilesiminde goriilmez. Iki ¢ok degerlikli makromolekiiliin arasinda
kurulan ¢ok sayidaki zayif baglarin sonucu ortaya ¢ikan birlestirici giic,
tiim baglarin gili¢lerinin sayisal toplamindan ¢ok daha fazladir. Bu tiir
etkilesimlerin kalimliligi ilginlik (“affinity”) yerine kooperatif
baglanma (“avidity”) kavrami ile agiklanir. Ilginligin &lgiitii olan

ayristm dursayist ¢ok degerlikli etkilesimlerde iistel bir artis gosterir.
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Bunu iki farkli antikorun ayni antijenin farkli epitoplan ile etkilesimi
(Sekil 11-11) sirasinda meydana gelen  toplam  serbest  enerji

degisimini gosteren esitliklerden ¢ikarmak

1
olanaklidir: (K= birlesme denge dursayisi =——) (bkz.B6lim 5.3):
Ka
AG; =-(2,3)RTlog K(1) (11-1)
AG; =-(2,3)RTlog K (2) , (11-2)
AGt =-(2,3)RT(log K (1)+log K(2)) , (11-3)

= -(2,3)RT(log K (1)xK (2)) ,

= -(2,3)RT(log Kavidity)) -
Omegin, K (1)= 10'M ve K (2)= 10°M oldugunda,
K avidity)= 10°M.

Kooperatif baglanmanin kalimliliginin nedeni, iki makromolekiil
arasinda tersinir nitelikteki ¢ok sayida bagdan bir zaman kesitinde,
strekli olarak bazilarinin kirilmasina karsin, digerlerinin  kurulu

kalmasidir.

Buna karsilik, haptenin baglanmasinda etkili, sinirli sayida zayif bagin
tumuniin ayn1 zaman diliminde yeniden kirilma olasilig1 ytiksektir. Bu
durum, hapten  molekiiliiniin  yeniden ayrigmasina yol agarak,
hapten-antikor etkilesiminin goreli kalimsizligimni belirler. Kooperatif

baglanma, 6zellikle bagisiklanma siirecinde olusan ve organizmaya giren
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antijene kars1 gelisen antikorlarin tiimiinii igeren antiserum ile antijen

arasindaki etkilesimlerde belirleyici olur.

Sekil 11-11. iki farkli antikorun ayn1 antijenin farkli
epitoplart ile etkilesimi.

Antijen ve 6zgiin antikorlar arasindaki ¢ok degerlikli etkilesim,
ayrica lcboyutlu olarak diisiiniilmesi gereken bir molekiilsel 6rgiiniin
ortaya ¢ikmasina yol agar (Sekil 11-12). Antijen ile 6zgln antikor
molekdilleri arasinda bu kalimli 6rgiiniin meydana gelisi antijen-antikor
etkilesiminin  {irlinli  olarak  disiiniilebilecek  bagisik  ¢okelegin
(immiinpresipitatin) esasint olusturur. Bagisik c¢okelek, antijenle
antikorun esit degerlilik veren derisimlerde etkilesime girmesiyle goriiliir
(Sekil 11-13). Antijen ya da antikorun fazlahginda gergeklesen
etkilesimlerde ise ¢Oziiniir nitelikte bir bagisik kompleks olusur. Ayni
sekilde, tek degerlikli haptenin antikoruyla etkilesimi ¢oziiniir bir bagisik

kompleks olusumuyla sonuglanir.
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Sekil 11-12. Antikor-antijen etkilesimi sonucu
ortaya ¢ikan Orgii yapi.

Antikor-antijen etkilesmesi sonucu ortaya c¢ikan sabit, suda
¢Oziinmeyen iirlin organizmanin diger korunma sistemlerini (6rnegin
makrofajlar1 ve  komplementi) tetikler. Komplement sisteminin ilk 6gesi
antijene (6rnegin, yabanci hiicrenin ylizeyindeki antijenik bolgelere)
baglanan antikorun F¢-boliimiince aktiflestirilir. Komplementin ilk
Ogesinin aktiflesmesinden sonra, belirli bir siraya gore komplementin
herbir 6gesinin kendisinden bir sonrakini aktiflestirmesiyle olusan
zincirleme (“cascade”) reaksiyonda en son agiga ¢ikan etkin 9.0ge hedef
hiicrelerin membranlarinin pargalanmasina ve hiicrelerin eriyip, ortadan

kalkmasina (lizise) yol agar (Sekil 11-14).
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Sekil 11-13. Bagisik ¢okelek olusumunun antijen
ile antikor degerlik oranlarina baglilig1.
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Sekil 11-14. Komplement sistemi.

11.3. Antikorlarin cesitliligini belirleyen molekiilsel mekanizmalar

Dogada antijen aday1 maddelerin yliksek sayisiyla orantili olarak
bu maddeleri tantyabilen 6zgiin antikorlarin sayisinin da yiiksek olmasi
gerekir. Bu denli c¢ok sayida antikor ¢esidi organizmada nasil
olasabilmektedir? Bu sorunun son yillarda bulunan yanitina ge¢meden,
konuyla ilgili baz1 noktalarin irdelenmesi yararli olacaktir.

Antikorlarin baglama bolgeleri hafif ve agir zincirin degisken
amino asit dizili boliimlerinden olusur. Bu diziler ise antijen baglama
bolgesinin tigcboyutlu yapisini ve de antijen 6zgilinliiglinii belirler. Antijen
baglama bolgesinde iki zincirin degisken dizilerinin bir araya gelmesi
Ozglnliigiin cesitlenmesinde biiyiik bir ekonomi saglar. Bu dizilerin
cesitli diizenlenislerle bir araya gelmesi antikor olasiliklarini {istel olarak
artirir. Ornegin, 10° degisik hafif ve 10% agir zincirin degisik tertiplerle
olusturabilecegi antikor olasilig 10° olacaktir. Ancak, biner (hatta yiizer)
farkli hafif ve agir zincir geninin varlig1 bile, bu zincirlerin degismez
boliimleri ile bagdasmaz goziikmektedir. Zira, degismez bir amino asit
dizisini sifreleyen ve genomda ¢ok kez yinelenen bir genin mutasyona
ugramamast olast degildir. Ayrica, degismez bdliimlere 6zgii alotiplerin
Mendel kurallarina uygun segregasyonu da degismez bolimi sifreleyen
cok sayida gen disilincesiyle uyusmamaktadir. Zincirlerin degisken ve
degismez nitelikteki iki ayr1 bolimden meydana gelmeleri ise, bu
zincirlerin 1 gen — 1 polipeptit kuralina bagli olamayacagini ortaya

koymaktadir. Ancak, biitiin bu noktalar1 6karyot genlerinin ekson ve
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intronlardan olusan 6zel yap1 diizeni ile agiklamak mimkiindiir.
Degisken boliimii sifreleyen farkli ve ¢ok sayida ekson bulunabilir.
Bunlar degisik tertiplerde degismez boliimii sifreleyen tek (ya da ¢ok az
sayidaki) ekson(lar)la birlesebilir. Bu diisiince, ilk kez Dreyer ve Bennet
tarafindan Onerilen bir modelde dile getirilmistir (Sekil 11-15). Bu
arastiricilar, bir antijene karsi birincil yanit sirasinda, 6nplanda, IgM
smifi, ikincil yanit sirasinda ise, IgG sinifi antikorlarin  olugmasina bir
aciklama getirmeye ¢alismistir. Yukarida da anlatildig gibi, IgM ve IgG
smift antikorlarm (A ve K tipi) hafif zincirleri ortak olmakla birlikte, (u
ve v tipindeki) agir zincirleri, degismez bdliimlerinin birincil yapilar
acisindan, farklidir. Ayni antijen ile etkilesim gostermeleri, IgM ve IgG
molekiillerinin agir zincirlerinin degisken boliimlerinin (farkli siif
ozellikleri gosteren degismez bdliimlerine karsin) ortak oldugunu ortaya
koyar. Dreyer ve Bennet modelinde, sézkonusu I1gM — IgG degisikligi,
degisken bolge eksonunun birincil yanitta p-eksonu ile, ikincil yanitta ise
v-eksonu ile birlesmesiyle agiklanmigtir (Sekil 11-15).

Dreyer ve Bennet modelinin ana hatlartyla gecerliligi
rekombinant DNA teknikleriyle gosterilmistir. Bu tekniklerin kullanildigi
calismalar son 15 yillik siirede ayrica antikor gesitliligine iliskin soruya
da ayrintili yanit1 getirmistir. Bu ¢aligmalar hafif zincir genleri (insanda
(A) 22. ve (k) 2.kromozom) ve agir zincir genleri (insanda 14.kromozom)
lizerinde yiiriitiilmistiir. Bulgular, degisken bdliimlerin farkli bolgelerine
karsilik gelen (birden) ¢ok sayida gen segmentinin varhigmi ortaya
koymustur. Bunlar, yukarida da irdelendigi gibi, degisik tertiplerde

birleserek (=somatik rekombinasyon) antikor ¢esitliligini saglar.
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genlerini kapsayan DNA, bdliimlerinde degisken boliimlerin NH»-
ucundan basglayarak ilk 98 amino asidi sifreleyen 150-250 farkli gen
segmenti  (ekson) bulunur. Degiskenlik (“variability” ya da kisaca V)
segmentleri olarak adlandirilan bu segmentler birbirlerinden biyuk
(10-15 Kkbg) uzakliklarla ayrilmistir.

Sekil 11-15. Dreyer ve Bennet Modeli.
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Her V-segmentinin o6ninde, sentezlenecek zincirlerin endoplazmik
retikuluma aktarimini saglayacak olan 6ncli amino asit dizisini (“leader
sequence”) sifreleyen L-segmenti bulunur. V-segmentlerini, heniiz
belirlenemeyen bir uzaklikta, bes farkli birlestirici (“joining” ya da
kisaca J-) gen dilimi izler. Degisken boliimlerin son 12 amino asidini
sifreleyen J-segmentleri birbirlerinden 300-350 bg¢ uzunlukta intron
bolgelerce ayrilmistir. Sonuncu J-segmentinin (J ks) 2 kbg gerisinde ise,
yukaridaki irdelemeleri dogrular bigimde, sabit boliimii sifreleyen tek bir
(“constant” ya da C) segmenti bulunur (Sekil 11-16). Ancak, aciklanan
bu diizen embriyonik DNA’ya 6zgiidiir. Farklilasmis lenfositler, plazma
hicreleri ya da miyelom hiicrelerinde ise V-segmentlerinden birinin
rastlantisal olarak J-segmentlerinden biriyle birlesmis oldugu gozlenir.
Buna gore, zincirlerin degiskenligi ve lenfositlerin 6zgiinlesmesi somatik
(V/]) rekombinasyonuyla belirlenmektedir. V/J birlesme noktasindaki
esneklik (birlesmenin her zaman ayni niikleotit yerine bir iki niikleotitlik
kaymalarla gerceklesmesi) bu noktadaki amino asidin 6zellikle degisken
olmasmi saglar. Nitekim, buradaki dizi, antijen baglama bdlgesini
olusturan en degisken ii¢ diziden birine karsilik gelir. Belirli farkliliklara
karsin, A lokusunda benzer bir diizen bulunur.

Agir zincir genlerinde durum daha karmasiktir. Agir zincirlerin
NH-uglarindan baglayarak ilk 88 amino asidi sifreleyen yaklasik
80 V-geni bulunur. Agir zincirlerin 89.-97. amino asidi arasindaki boliim
ise, sayilart 50 civarinda olan ¢esitlilik (“diversity” ya da D) geni
tarafindan, 97.amino asitten 110.’u amino aside dek uzanan boliim ise 6

degisik J-geni tarafindan sifrelenir. Agir zincirlerin degisken bdliimlerini
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sifreleyen bu bolgeyi sirayla, agir zincirlerinin = sabit  bolgelerini

sifreleyen, y, d, v, € ve a genleri izler (Sekil 11-17).

Sekil 11-16. Hafif zincir genleri arasinda somatik
rekombinasyon.

Sabit bolge genlerinin herbiri ayr1 bir “domain”e karsilik gelen ti¢ ekson
igerir. V/D/J birlesmeleri ¢cok sayida olasiligin ortaya ¢ikmasinit miimkiin
kilar. Aym sekilde, V/D ve D/J kaynagma noktalarindaki esneklik bu

noktalara karsilik gelen kodonlarin 6zellikle degisken olmasini saglar ve
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dolayisiyla olasiliklarin artmasina neden olur. Somatik rekombinasyon,
boylelikle hafif zincirlerde (K zincirlerinde) 150(V)x5(J)x3(V/J
esnekligi) ~2250 degisik olasiligin, agir zincirlerde ise 80(V)x50(D)x
5(V/D esnekligi)x6(J)x5(D/J  esnekligi) yaklasitk 600000 degisik
olasiligin ortaya ¢ikmasini olanaklir kilar.

Hafif (~2250) ve agir (~600000) zincirlerin de degisik tertiplerle
birlesmeleri, degisik antijen 6zgiinliigiine sahip, yaklasik 1.4x10° degisik
antikor ¢esidinin (ve degisik Ozgiinliikte B-lenfosit ¢esidinin) ortaya
¢ikmasina olanak saglayacaktir.

Miyelom hiicrelerinin normalde belirli V/J hafif zincir ve V/D/J
agir zincir kombinasyonlarina sahip olmalart beklenir. Ancak, kiiltiirde
cogaltildiklar1 zaman, bu hiicrelerden, birbirlerinden farklilasan ve yeni
antikor cesitleri salgilayan, soylar tiiredigi gdsterilmistir. Bu bulgu, belirli
degisken bolgeleri sifreleyecek bicimde diizenlenmis hafif ve/ya da agir
zincir genlerinin zaman i¢inde somatik (nokta) mutasyonlara ugradigini
ortaya koymaktadir. Bu mutasyonlar o6zellikle ¢ok degisken dizileri
etkiler. Bu dizilerin yaklasik 30 amino asitlik bir uzunlugu oldugu ve
mutasyonlarin 10 farkli amino asit ¢esidinde degisikliklere yol agtig1
varsayirsa, ortaya 10°° olasilik cikacaktir. Buna gore, somatik
rekombinasyonlarin Otesinde devreye giren bir somatik mutasyon
mekanizmas1  antikor  ¢esitliligini ¢ok daha yliksek diizeylere

cikarir.
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Sekil 11-17. Agir zincir genleri arasinda somatik
rekombinasyon. IgM — 1gG gegisi.

Somatik mutasyon mekanizmasi bagisiklama siirecinde yiiksek ilginlikli
yeni antikor ¢esitlerinin gelismesini olanakli kilar.

Hafif zincir genlerinde V/J, agir zincir genlerinde ise V/D ve D/J
birlegsmelerini  saglayan  somatik  rekombinasyonun  molekiilsel

mekanizmalar1 bir oOl¢iide aydinlanmis bulunmaktadir. V, D ve J
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genlerinin iki yanlarinda yedilik bir -CAC(A)GTG- dizisi ile bundan 12
ya da 23 baz ciftlik bir ara bolgeyle ayrilan dokuzluk bir -ACATAACC-
dizisi  bulunur. Bu dizilerin DNA c¢ift sarmalindaki bir diizenlemeyle
ilmik yap1 diizenine doniismesi kirpma siirecini kolaylastirir. Boylece V,
(D) ve J segmentleri (dogal olarak degisik kombinasyonlarda) bitisik
konuma gelerek degisken bolimii sifreleyen bir gene doniistir (Sekil 11-
18).

Her lenfosit, iki hafif (k ve L) zincir ve bir agir zincir gen
bolgesine (lokusa) ve ayrica her lokus i¢in iki allele sahiptir. Somatik
rekombinasyonun lenfositin 0zgiinlesmesi silirecinde her lokusta ve
allelde digerlerinden bagimsiz, ancak onlara kosut yiridiigi
distiniilmektedir. Bu durumda lenfosit i¢inde 4 ¢esit (2x ve 2A) hafif
zincir ve 2 g¢esit agir zincirin ve bunlarin degisik olasiliklarda
birlesmesiyle 32 degisik antikor ¢esidinin meydana gelmesi s6zkonusu
olacaktir. Ancak, her lenfositin yalnizca tek tipte ve dzgiinliikte antikor
sentezledigi bilinmektedir. Allellerin dislanmasi (“allelic exclusion)
olarak tanimlanan bu olgu, hafif ve agir zincir genlerindeki
rekombinasyon olaylarinin yiiksek hata olasiligindan kaynaklanabilir ve
meydana gelen diizenlenmelerin ¢ogu anlamsiz nitelikte olabilir. Somatik
rekombinasyonun tamamlandigi ilk allelin {irlininiin diger allelleri

baskilamasi bu baglamda diisiiniilebilecek diger bir olasiliktir.
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Sekil 11-18. Intronlarin ug dizileri ve V/J, V/D
ve D/J birlesmeleri.

Diger yandan, birincil yanitta ortaya ¢ikan p zincirleri DNA dizeyinde
etkili bir geri besleme ‘“feed-back” mekanizmasi iizerinden degisken
bolge (V/D/J) geninin vy (ya da diger) genlerle birlesmesine yol agacak
yeni bir rekombinasyon siirecini (dolayisiyla IgM — IgG gecisini)
tetikleyebilir.

T-reseptorii tizerindeki ¢alismalar, antikor molekiillerinin yap1 ve
genleri lizerindeki c¢aligmalari, yukarida da belirtildigi gibi, oldukga
gecikmeli olarak izlemistir. Ancak, son yillarda bu konuda da onemli

ilerlemeler saglanmistir. T-reseptori  o(molekiil agirligt 27000 dalton)
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ve B(molekiil agirligi 32000 dalton) olarak tanimlanan, glikosillenmis, iki
polipeptit zincirinden olusan bir heterodimerdir. o ve [ zincirleri,
antikor zincirlerinde oldugu gibi, NH-ucuna yonelik bir degisken ve
COOH-ucuna yonelik bir sabit bolumden meydana gelmektedir. Hiicre
yiizeylerinde, yani antijenle etkilesebilecek konumda bulunan degisken
boliime karsin, sabit a-sarmal yapili dizi membran1 boylamasina geger
(membran i¢i altbolim), COOH-uclart ise sitoplazmaya sarkar
(sitoplazmik altboliim) (Sekil 11-19).

Sekil 11-19. T-lenfosit reseptord.
T-reseptorlerinin o ve P zincirlerinin degisken bdlgelerinin
cesitliligi de antikorun molekiillerinde oldugu gibi ¢ok sayida V, D ve J
geninin degisik olasiliklarla somatik rekombinasyon mekanizmasiyla

birlesmesiyle ortaya ¢ikar (Sekil 11-20).
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Sekil 11-20. T-reseptor genleri.

11.4. T-lenfositleri

Reseptorleri tarafindan belirlenen antijen 6zglnliiklerinin yani
sira T-lenfositleri islevleri acisindan ii¢ altsinifa ayrilir:

1) Sitotoksik T-lenfositleri: Eylem  hiicreleri  niteliginde olup,

yabanci
hiicreleri ya da ayni organizmanin (ya da soyun) viriis ile infekte

olmus
hiicrelerini dogrudan etkiyle oldiiriir.

2) Yardimer (“Helper”) T-lenfositleri: Dlzenleyici nitelikte olup,
humoral bagisik yanitin ve/ya da sitotoksik T-lenfositlerine dayali
hiicresel yanitin olusmasina yardimci olur, makrofajlari aktiflestirir.

3) Supresor T-lenfositleri: Gene diizenleyici nitelikte olup, B- ve
T-lenfositleri tarafindan baglatilan yanitlar1 baskilar.

T-lenfosit altsinif temsilcileri, tasidiklar1 ylizey proteinlerine gore
de tanimlanirlar: yardimci T-lenfositleri CD4, siipresor ve sitotoksik
T-lenfositleri ise CD8 yuizey proteinlerine sahiptir. Bu yizey antijenleri,
T-lenfositlerinin antijenleriyle etkilesiminde belirleyici rol oynar.

T-lenfositlerinin antijenle etkilesimi T-reseptorli Uzerinden (ve

tipk1 B-lenfositlerinde oldugu gibi) 6zglin bi¢imde gerceklesir. T-
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lenfositleri bu etkilesim {izerine genel etkinlikte, belirli bir antijene
(epitopa) Ozginliigli olmayan protein molekiilleri salgilar (Sekil 11-
21). Bu tir, T-lenfositlerince salgilanan proteinler kapsamina
interlokinler ve perforin girer. Kiigiik miktarlarda salgilanmalari ve diisiik
derisimleri nedeniyle bu proteinler T-lenfositlerinin yakin ¢evrelerinde

etkili olabilir. Buna karsin,

Sekil 11-21. B- ve T-lenfositlerinin antijen tanima ve
yanit verme sekilleri.
yukarida goriildiigii gibi, antikor molekiilleri B-lenfositleri (plazma

hiicreleri) tarafindan biiylik miktarlarda sentezlenerek salgilanir.
Gldimli bir mermi gibi antijeni, 0zgilin epitoplar1 iizerinden,
organizmanin uzak kdselerinde bile tanir.

11.5. T-lenfositleri ve ana doku uyusum kompleksi (“major

histokompatability complex (MHC)”)
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T-lenfositlerinin antijenlerini 6zglin reseptdrleri araciligiyla
tanty1p, yanit olusturmalarinda MHC proteinlerinin araciligi gereklidir.

MHC kompleksi MHC1 ve MHC2 olarak iki ana gruba ayrilir.
Her iki grubun temsilcileri de T-reseptorleri gibi transmembran konumlu
iki degisik ¢esit polipeptit zincirinden olusur. Normalde tiim ¢ekirdekli
vicut hucrelerinin - yuzeylerinde bulunan MHC1 daha 6nceden
tanimlanmis transplantasyon antijenlerine karsilik gelir. MHC1 bdylece
bireyler arasinda doku (ya da organ) aktariminin sonucundan oncelikle
sorumludur. Bunun Otesinde, sitotoksik T-lenfositlerinin virusle infekte
olmus hiicreleri tamimalari, virlis antijenlerinin bu hiicrelerin
yuzeylerinde,  bireye  6zgi  MHC1  antijenleriyle  birlikte
konumlanmalariyla (“sunulmalariyla”) olanakli olmaktadir  (Sekil 11-
22).

MHC2 smifi antijenler ise, MHC1 smifi antijenlerin aksine,
bagisik sistemin temsilcileri olan hiicrelerin (makrofajlar, B- ve T-
lenfositleri gibi) yiizeylerinde bulunur. Yardimci T-lenfositlerin bagisik
yanit1 olusturan lenfositleri (B- ya da T-eylem hiicrelerini) uyarmalarini
saglar. Ancak, bu siiregte, yardimer T-lenfositlerinin dnce, antijeni igine

alip sindirdikten sonra epitoplar1 yiizeylerinde sunan makrofajlar gibi,
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Sekil 11-22. Sitotoksik T-lenfositleri yalnizca 6zgiin
virlis epitoplarim1  kendilerinden olan
(MHC1 uyumlu) somatik hiicre yiizey-
lerinde gordiklerinde etkin olabilmektedir.

“sunucu hiicreler” tarafindan uyarilmalar1  gerekir. Yardimc1  T-
lenfositlerinin sunucu hiicreler tarafindan uyarilabilmeleri epitoplarin bu
hiicrelerin yiizeyinde MHC sinif 2 antijenleriyle birlikte bulunmalarina

baglidir (Sekil 11-23).
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Sekil 11-23. Yardimci T-lenfositi 6zglin epitopunu ancak
sunucu hiicrelerin ylizeyinde MHC siif 2
antijenleriyle birlikte tanir.

MHC sinif 1 antijenleri insanda HLA (insan 16kosit antijenleri
“human leukocyte antigens”) genleri HLA-A, HLA-B ve HLA-C,
MHC simif 2 antijenleri ise HLA-D genleri tarafindan sifrelenir
(Tablo 11-2).

Siif 1 Sinif 2
Gen lokusu HLA-A, HLA-B, HLA-D
(insanda) HLA-C
Kromozom
(insanda) 6 6
Altbirim yapisi 45000 daltonluk bir a-zinciri (33000
glikoprotein + .- dalton) + B-zinciri
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mikroglobulin (28000 dalton)
Konum Butln cekirdekli vicut | B T-lenfositleri ve
hicre yuzeyleri makrofajlarin

yuzeylerinde

Antijenle birlikte

sunuldugu hiicre Sitotoksik T- Yardimer T-lenfositleri
lenfositleri
Polimorfizm +++++ ++

Tablo 11-2. MHC sinif 1 ve 2 glikoproteinlerin 6zellikleri.

Bu genlerin ¢ok polimorfik olmalari (yani her gen i¢in diizinelerle
degisik allelin bulunmasiyla) goze ¢arpar. Bu polimorfizm bir seleksiyon
baskisindan kaynaklanabilir. Bagisik sistem ile mikroorganizmalar
arasindaki savasimda mikroorganizma ya da viriisler, bir yandan 6zgiin
lenfositleri uyaran epitoplarindan, diger yandan antijenlerinin MHC
antijenleriyle etkilesimi i¢in gerekli bolgelerinden kendilerini arindirma
ozelligi gosterir. Bu kosullar yerine geldiginde “kilif” degistiren
patojenlerin biiyilk kiyimlara yol agacak salginlara neden olmalari
beklenebilir. Polimorfizm bdyle durumlarda patojenlerin yeni kilifiyla
birlesebilecek MHC molekiillerine sahip bireylere, dolayisiyla tiire,
varligini siirdiiriilme yoniinde bir giivence olusturabilir.

Yukarida da belirtildigi gibi, aktiflesmeleri 0zgilin antijenle
etkilesimlerine bagli olmasina karsin, T-lenfositlerinin aktiflestikten
sonra sentezleyip salgiladiklar1 proteinler (antikorlarin aksine), genelde
antijen Ozgiinliigiine sahip degildir. Ornegin, sitotoksik T-lenfositleri,
0zgiin (viral) antijenleri MHC sinif 1 antijenleriyle birlikte ylizeylerinde

tastyan somatik hiicrelere baglandiktan sonra, islevlerini salgiladiklar
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perforin tipindeki proteinler araciligiyla gerceklestirir. Sitotoksik T-
lenfositlerinin ve yakin iglevli katil T-hiicrelerinin salgiladiklar1 perforin
molekiilleri hedef hiicre membranma yerlesir. Bu proteinlerin Ca®*
varliginda polimerlesmesiyle meydana gelen kanal yapisindaki
gozenekler hedef hiicrenin kisa siirede litik 6liimiine yol agar (Sekil 11-
24 ve 11-25).

Antijen tarafindan aktiflestirilmelerini izleyen stirede, yardimer T-
lenfositlerinin  sentezleyip salgiladiklart proteinler (interlokinler)de
bagisiksal yaniti kapsamli bigimde etkiler (Tablo 11-3). Salgilanan
interlokinler 6zgilin reseptorlere sahip lenfositlere baglanarak bunlari
aktiflestirir. Buna gore, interlokinler yardimer T-lenfositlerinin antijene
yanit olarak, bagisik sistemin ¢esitli temsilcilerini aktiflestirmek tlizere
salgiladigi, ancak, antikorlarin aksine, antijenle dogrudan etkilesmeyen
proteinlerdir. Interlokinler, yardimeci T-lenfositlerinin yani sira, sunucu

nitelikli hiicrelerce de, drnegin makrofajlarca, sentezlenir.
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Sekil 11-24. Sitotoksik T-lenfositlerinin hedef hiicreyi
perforin araciligiyla 6ldiirmesi.

11.6. Bagisik vanitin olusumunda hiicresel ve molekiilsel

mekanizmalar

Genelde, bagisik yanitin (humoral yanit dahil) olusumu ig¢in
yardimc1 T-lenfositlerinin isbirligine gerek vardir. Bununla birlikte,
T-lenfositlerinin ~ varligin1  gereksinmeyen humoral yanitlar da
bulundugundan, humoral bagistk yanit genelde T-lenfositlerinden
bagimsiz ve T-lenfositlerine bagimli olmak iizere iki sinifa ayrilir.

T-lenfositlerinden bagimsiz humoral yanit bakteri hiicre
duvarinin  6gelerinin  (=poliklonal B-hiicresi aktiflestiricilerinin)
varliginda gerceklesir. Bakteriyel lipopolisakkarit (LPS) kesimleri bu

tir etkileriyle
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Sekil 11-25. Komplement sistemi 6geleri ile perforinin
etki mekanizmalarindaki benzerlik.

taninir. Bakteriyel LPS’e bagli antijenin yani sira, T-hlcrelerinden
bagimsiz humoral yanit diizenli bigimde yinelenen yapilar1 (epitoplari)
tastyan (¢ok degerlikli) baska antijenlere karsi da gergeklesir. Bu tip
yanitin olusumunda belirtilen tiir ¢ok degerliklik antijenin, B-lenfositinin
yiizey antikorlariyla eszamanli etkileserek bunlar arasinda koprii tipinde
baglantilar kurmast 6nem tasir (Sekil 11-26). Bu sekilde birlesme ¢ok
degerlikli antijenin yiizey antikorlar ile birlikte endositoz yoluyla hiicre

icine alinmasina ve dolayisiyla aktiflesme icin gerekli olan uyariya yol

acar.
Molekdl
agirhk Biyolojik etki Kaynag
(dalton)

IL-1 15000 tim0s hicrelerinin makrofajlar,
¢ogalmast;pirojen monositler,
etki;IL-2 indtklen- B-lenfositleri
mesi

IL-2 15000 T-lenfosit cogalmasi, aktiflesmis
(G, evresinden ¢ikis) T-hucreleri

IL-3 25000 hemopoetik kdk aktiflesmis T-lenfo-
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hiicrelerinin farkli- sitleri  ve  miyelomo-
lagsmasi nositik 16semi hiicre-
leri (WEHI-3)
IL-4 20000 B-lenfositlerinin ak- aktiflesmis
(“B-cell stimu- tiflesmesi; B-hiicre- yardimci
lating  factor leri izerinde MHC2 T-hicreleri
17) antijenlerinin sergi-
(BSF-1)) lenmesi
IL-5 50000 B-lenfositlerinin IL-4 gibi
(“B-cell ¢ogalmasi ve
growth olgunlagmasi
factor 2”
(BCGF-2))
IL-6 25000 B-lenfositlerinin Yardimei T-lenfo-
(“B-cell Ig-salgilayan hiic- sitleri ve makro-
stimulating relere donlismesi fajlar
factor 2”
(BSF-2))
IL-7 17000 T-lenfositlerinin ¢ogalma
ve farklilas-
masi. B- ve T-lenfo- @)
sit gelisiminin diizen-
lenmesi
IL-8 8000 Nétrofillerin endo- Monositler,
telial hiicrelere yapis- fibroblastlar
masini saglar
IL-9 ? T-hiicre soylariin

yasamalarini ve
eritroit koloni olusu-
munu saglar

O

Tablo 11-3. Bazi interlokinler (IL)in dzellikleri.
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Sekil 11-26. Cok degerlikli antijen lenfosit etkilesimi.

Genelde, ¢6ziinmiis olarak bulunan ve yiizeylerinde sinirl sayida
epitop tasityan antijenlere karst humoral yanitin olusumu yardimer T-
lenfositlerinin igbirligini gerektirir. Bu isbirligi, B-lenfositi ile ayn1
antijen lzerindeki baska epitoplarla etkilesen yardimer T-lenfositlerinin
arasinda gerceklesebilecegi gibi (Sekil 11-27, Sik 1), ayn1 epitopa 6zgii
T-lenfositlerinin yardimiylada (Sik2) gerceklesebilir. ikinci sikta
B-lenfositi ilk asamada yiizey antikorlariyla bagladigi antijeni
endositozla i¢ine alir. Antijenin hiicre i¢inde sindirimini (islenmesini)
ikinci asamada Ozgiin epitoplarin MHC smif 2 antijenleriyle birlikte
yeniden hiicre ylizeyinde sunulmasi izler. Her iki mekanizmada da
0zgun B- ve T-lenfositlerinin isbirligi i¢in yakin konuma gelmeleri
gerekmektedir. B-lenfositinin bdylelikle yardimci T-lenfositi tarafindan
salgilanan IL-4, IL-5 ve IL-6 gibi interlokinlerin uyaric1 etkisiyle
aktiflesmesi ve klonal seleksiyona yonelik siirecin baglamasi olanakli

olur.
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Sekil 11-27. B-lenfositlerinin T-lenfositleri tarafindan
aktiflestirilmesi (Sik 1).

Mekanizmayr bir adim daha Oteye giderek makrofajlarin
isbirligini de icerecek bigimde genisletmekle organizmada gerceklesen
olaylar1 daha uygun bi¢imde yansitan bir model gelistirilebilir. Bu
modelde, ayni antijeni alip isleyerek, 6zgilin epitoplarint MHC smif 2
antijenleriyle birlikte yardimci T-lenfositine sunan makrofajlarin
eklenmesiyle, B-lenfositi, makrofaj ve arada yardimci T-lenfositinden
olusan gruplagsmalar meydana gelir. Bu diizende, ek olarak makrofajlar
tarafindan da uyarilan yardimci T-lenfositi ikinci asamada B-lenfositini
daha etkin bigimde uyarabilecektir (Sekil 11-28).

Yardimct T-lenfositleri, makrofajlarla etkilesmeleri sonucu,
salgiladiklar1 IL-2 fiizerinden ayrica Ozgiin sitotoksik T-lenfositlerini
(CTL) uyarabilir ve bu yolla hiicresel yanitin siddetini diizenleyebilirler
(Sekil 11-29).
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Sekil 11-28. B-lenfositlerinin T-lenfositleri tarafindan
aktiflestirilmesi.
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Sekil 11-29. Yardimci T-lenfositleri araciligiyla
sitotoksik T-lenfositlerinin (CTL)
uyarilmast.

11.7. Bagisik yanitin diizenlenmesi

Antijenik uyar ilizerine baslayan (lenfositlerin ¢ogalmasina ve
Ozglin antikorlarin olusumuna bagli) bagisik yanitin fizyolojik sinirlar
icinde kalmasini giivence altina alan ¢esitli mekanizmalar mevcuttur

(Sekil 11-30).
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Sekil 11-30. Bagisik yanitin diizenlenmesi.
Sayilar metinde
acgiklanan diizenleme mekanizmalarina karsi-
lik gelmektedir.

Bu mekanizmalar,
1) olusan antikorlarin antijene baglanarak onu etkisizlestirmesini;
boylelikle serbest antijen derisiminin ve dolayisiyla bagisik yanitt
uyarict
etkinin azalmasini (=negatif geri besleme (“feed back™)),
2) antijenin katabolik yikimiyla uyarici etkinin ortadan kalkisini,
3) bagisik yaniti olusturan B-lenfositlerinin etkinliinin siipresoér T-
lenfositleriyle baskilanmasini,
4) bagisik (humoral) yanitin idiyotipik bolgelerine karsit (anti-) idiyotipik
antikorlarin olusumunu,

kapsar.
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11.8. Anti-idiyotipik sistem

Protein nitelikleriyle antikorlarin kendileri de antijenik bolgelere
sahiptir. Ozellikle antikor molekiillerinin antijen baglama bolgeleri
(idiyotipik bolgeler) ayni tiir (ve de aym1 organizmada) antijen olarak
etki gosterebilir. Bir antikor molekiiliiniin antijen baglama bdlgelerine
ayni organizmada karsit antikor molekiillerinin olusabilmesi, bagisik
reaksiyonlarin denetim altinda tutulabilmesi i¢in biiyiik 6nem tasiyabilir.
Normalde, yani  antijenin yoklugunda, 6zgiin antikorlar organizmada
¢ok az miktarlarda bulundugundan, idiyotipik bdlgeye kars1 antikorlar
olusmaz. Antijenin varliginda 6zgiin antikorlarin serum derisimlerinin
yiikselmesi organizmada idiyotipik bdlgelere yonelik karsit antikorlarin
olugsmasina yol acar (Sekil 11-31). Bu mekanizma bagisik yanitin sinirl
kalmasimi ve yeniden gerilemesini saglayabilir. Jerne’ye gore bdyle bir
antikor ve karsit antikor molekiillerinden olusan bir ag sistemi bagisik

reaksiyonlarin denetimi i¢in Onem tasir.
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Sekil 11-31. Anti-idiyotipik antikorlarin olusumu.

11.9. Bagisik tolerans

Bagisik sistem yukarida organizmaya yabanci makromolekiiler
yapilar1 taniyabilen bir sistem olarak tanimlanmistir. Bu tanimdan (ve
organizmanin kendi makromolekiillerine karsi olan tepkisizliginden)
bagisik sistemin kendine 6zgii ve yabanci yapilar arasindaki ayirimi nasil
yapabildigi sorusu ortaya ¢ikmaktadir.

Organizmaya 6zgii makromolekiiller bagisik sistemin yasamin ilk
evrelerinden  bashiyarak  karsilastigit  yapilardir. Embriyonik
siiregte  Ozgiinlesmelerini tamamlayan lenfositlerden bazilarimin bu
makromolekiilleri de antijenik olarak tanimasi beklenir. Genelde
benimsenen diisiinceye gore, bu sekilde uyarilan lenfositler (ve,
bdylece, onlardan tiireyecek soylar) embriyonik evrede ortadan kaldirilir
(klonal delesyon). Boylece bagisik sistemin yaniti yalnizca dogum
sonrasi karsilagabilecegi yapilarla sinirlanir. Gergekten, deney hayvanlari
dogum Oncesi ya da dogumun hemen sonrast evrede karsilastiklari

yabanci kaynakli makromolekiillere kars tepkisiz kalir. Antijen uyarisina
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daha duyarli olan T-lenfositleri, bu uyarilar tarafindan B-lenfositlerine
oranla, daha etkili ve hizl1 bi¢imde aktiflesir. Bu nedenle, klonal delesyon
onplanda T-lenfositleri Uzerinde etkili olup, onlarin timiisteki olgunlagma
ve Ozellesme siirecinde gerceklesir. Timiis dokusunda organizmaya 6zgii
antijenlerin MHC molekiilleriyle birlikte sunulusu, buna gore, 6zgiin T-
lenfositlerinin ortadan kaldirilisina) ve bunun sonucu bu antijenlere karsi
tolerans olusumuna yol agar. Yardimci T-lenfositlerinin katkis1 olmadan
gerceklesen antijen uyarist ise, 6zgiin B-lenfositlerinin aktiflesme yerine
baskilanmasiyla sonuglanir.
11.10. Otoimmiin hastaliklar (6ze bagisikhiktan kaynaklanan
hastaliklar)

Bagisik sistemin embriyonik evrede fizyolojik ve anatomik

nedenlerle karsilasmadigi bazi hiicre tipleri ve bunlarin igerdigi
makromolekiillerle yasamin daha ilerki dénemlerinde karsilasmasi, bu
makromolekiillere karsi antikorlarin olusumuna yol acar. Ornegin
ergenlik sonrasi spermotogenezle olusan sperm hiicrelerine karsi,
normalde, organizmadan yalitilmis bir bélmedeki konumlari nedeniyle,
bagisik yanit gézlenmez. Ancak, 6zel kosullarda (6rnegin kisirlastirma
amaglartyla erigkin erkeklerde gergeklestirilen vasektomi sonucu) sperm
antijenlerine kars1 antikor olusumu goézlenebilir. Dolagim sisteminden
testis Olglistinde yalitilmamis organ ve hiicrelerin 6zgiin antikor
olusumuna neden olmasi olasilig1 ise daha disiiktiir.

Embriyonik evreden baslayarak bagisik sistemle karsit karsiya
gelen bir dokunun makromolekiillerine kars1t antikor olusumunu
baskilayan mekanizmalarin arastirilmasinda tiroit bezi ve tiroglobulin bir

model sistemi olarak kullanilmistir. Tiroit bezinin ¢ikarilmasindan sonra
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deney hayvanina verilen tiroglobilinin bu proteine yonelik antikorlarin
olusumuna yol agmadig1r gosterilmis, ayn1 deney tiroglobulinin Freund
adjuvan1 ile birlikte verilmesiyle yinelenmesi {iizerine ise, 0zgiin
antikorlarin sentezlendigi gozlenmistir. Freund adjuvani 6li tiiberkiloz
basilleriyle madensel bir yagdan hazirlanan emiilsiyona karsilik gelir ve
bagisik sistemi Ozgiin olmayan bi¢gimde uyarir. Freund adjuvanm tiroit
bezi ¢ikarilmamis hayvanlarda da (tiroglobulinle birlikte zerkedildiginde)
0zglin antikorlarin olusumuna ve ayrica tiroit bezinde (insanda kronik
tiroit yangisini animsatan) bir tepkimeye yol agar. Organizmanin kendi
yapilarina 6zgili lenfositlerin embriyonik evrede yok edildigini varsayan
diisiinceyle celiskili gdziikken bu bulgunun arkasinda yatan mekanizma su
sekilde Ozetlenebilir:

Normalde, antijenlerce B-lenfositlerinin uyarilmasi ve 06zgiin
antikorlarin olusumuyla ortaya ¢ikan humoral bagisik yanit yardimer (ve
ayni antijen tarafindan uyarilan) 0Ozgiin T-lenfositlerinin varligina
gereksinim gosterir. Daha kolay uyarilabilmeleri, embriyonik evrede yok
edilen lenfositlerin 6n planda T-tipindekiler olmasini belirler. Buna

karsin, B-lenfositleri yardimci T-lenfositlerinin etkisi ortadan
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Sekil 11-32. Otoimmiin tepkinin olusumuna iliskin model.

kalktigindan uyarilmaz ve yok edilmekten de kurtulur. Freund adjuvam
ise 0zgiin olmayan bir mekanizmayla yardimci T-lenfositlerinin iglevini
istlenir. Ayrica, yapay yollarla hapten niteliginde yeni antijenik bolgeler
(6rnegin siilfanilik asit) takilmis tiroglobulin molekuli de hayvana
verildiginde, bagisik yanita yol acar. Sekil 11-32°de gosterildigi gibi,
tiroglobulin Uzerindeki bu yeni epitop tzerinden tiroglobulinle etkilesen
yardimer T-lenfositleri 6zgln B-lenfositleri uyararak humoral yaniti
baglatir. Bu tiir calismalardan esinlenerek insanda baslatilan arastirmalar
olusum nedeni bilinmeyen cesitli hastalikta 6ze yonelik antikorlarin

bulundugunu ortaya koymustur (Tablo 11-4).

Hastahk Antijen
Hoshimoto tiroyiditi (tiroyit bezi Tiroglobulin
yangisi)
Tiroyitoksikoz (Basedow-Graves TSH-reseptorleri
hastali81)
Pernisiy6z anemi Intrinsik faktor
Bazi hemolitik anemi tipleri Eritrosit

Insulin  yetmezligine dayanan | Pankreas, B-adaciklar
seker
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hastalig1

Miyastenya gravis Asetil kolin reseptorleri

Multiple skleroz Miyelin

Kronik hepatit Karaciger hiicresi ylizey
lipoproteinleri

Biliyer siroz Mitokondri

Romatoyit artrit IgG

Kollagen hastaliklar-

Dermatomiyosit Nukleoprotein

Skleroderma DNA

Sistemik lupus eritematodes [o]€

Tablo 11-4. insanda baz1 otoimmiin hastaliklar.

12. Hiicre cogalmasi ve kanser problemi

Déllenmis yumurta hiicresinin - 10'2-10*  arasinda  degisen
hiicreden olusan bir yiiksek canliya donligmesi embriyonik gelisme
sirasindaki hizli hiicre ¢ogalmasi sonucu gerceklesir. Ancak, her
fizyolojik olay gibi embriyonik evrede hiicre ¢ogalmasi da belirli
denetim ve diizenleme mekanizmalarina baglidir. Ergenlige ulasilmasiyla
organizmanin doku ve organlarint olusturan farklilagmis hiicreler
cogalmalarim bliylik Olgiide yavaslatir ya da tiimiiyle durdurur. Buna
karsin, yapisal diizeninde meydana gelen 6zgiin degisiklikler sonucu bir
hiicre organizmanin denetiminden ¢ikip bagimsiz bi¢imde g¢ogalmaya
baslayabilir. Transformasyon olarak tanimlanan bu olay, kanserin
baslangic noktasini olusturur. Ozellikle, son 15 yillik siirede yogun
bicimde yiiriitiilen ¢aligmalar transformasyona yol agan mekanizmalarin
onemli Ol¢iide aydinlanmasia yol agmistir. Bu boliimde once hiicre

cogalmasina iligskin goriis ve bilgiler 6zetlenecek, daha sonra bu bilgilerin
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15181nda kansere yol acan molekiilsel ve hiicresel mekanizmalar ele alinip
irdelenecektir.

12.1. Hiicre kiltiria sistemleri

Yiiksek canli, ¢cok sayida farklilasmis, degisik hiicrenin ortaklasa
olusturdugu bir biitlin niteligiyle, hiicrelerin tek tek o0zelliklerinin
incelenmesine uygun bir sistem degildir. Bu nedenle uzun yillardan beri
hiicrelerin, bulunduklari organizmalarin disinda, in Vvitro yasamalarin
saglayacak kosullarin belirlenmesi ve gelistirilmesine ¢alisilmaktadir. Bu
ylizyilin daha ilk yarisinda doku pargalarini uygun ortamda uzun sure
in_vitro yasatmak olanakli olmustur. 1940°l1 yillarin sonlarindan
basliyarak Earle, Eagle, Puck ve diger bazi arastiricilarin onderliginde
hiicreleri ¢ogaltabilmek icin gerekli sistemler gelistirilebilmistir. Bu
caligmalar sirasinda hiicrelerin ¢ogalabilmeleri igin kiltire belirli bir
yogunlukla aktarilmalar1 gerektigi gozlenmistir. Bu husus hiicrelerin
cogalmalart igin gerekli bazi faktorleri bulunduklar1 ortama kendilerinin
salgiladiklarini, yani otokrin olduklarini diistindiirmiistiir. Nitekim,
bastan hacmi cok kii¢lik tutarak (6rnegin 0.1 ml) tek bir hiicreyi bile
cogaltarak klon olusturmak miimkiin olabilmektedir. Ayrica, ¢cok sayida
hiicrenin bulundugu bir kiiltiir ortami, ikinci asamada, besleyici ortam
olarak, baska, seyrek sayida hiicrenin bulundugu bir kiiltiire eklendiginde
hiicre cogalmasin1 uyarabilmektedir. Giiniimiizde hiicreleri kiiltiirde
cogaltmak icin gerekli bir kaynak olarak steril kosullarda alinmig fetal
dana serumu kullamlmaktadir. Tleride de goriilecegi gibi, fetal serum
icinde hiicrelerin ¢ogalmalari i¢in gerekli ¢esitli protein faktorii (=hiicre

cogalma faktorleri (“cell growth factors”)) bulunur. Hiicrelerin
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bulunduklar1 dokudan yalitilarak kiiltiirde (in_vitro) ¢ogaltilabilmeleri
icin gerekli islemler ise su sekilde 6zetlenebilir:

- Dokunun mutlak steril kosullarda elde edilerek makas ya da skalpel
araciligiyla kiiciik parcalara ayrilmasi,

- Kiigiik doku pargalarinin proteolitik bir enzimin araciligiyla (6rnegin
tripsin ya da kollagenaz) sindirilmesi. (Boylelikle hiicreler arasindaki
protein nitelikli yatagin (interselliler matriksin) sindirilerek htcrelerin
aci18a c¢ikarilmasi olanaklidir).

- Hiicrelerin diisiik devirli, yinelenen santrifiij islemleriyle fizyolojik bir
tuz ortaminda yikandiktan sonra gene fizyolojik derisimlerde tuz ve
vitamin igeren, pH’s1 7,4’e ayarli ve dogal olarak fetal serum ve bir enerji
kaynag1 iceren bir ortamda (kiiltir medyumu) 37°C’ta cogalmaya
alinmasi.

Tablo 12-1’de boyle bir kiiltiir ortaminin igerigini gormek
olanaklidir. Eagle tarafindan gelistirilen s6zkonusu ortam fibroblast gibi
hiicrelerin ¢ogalmasinda gerekli enaz sayida 6geyi icerdegi igin (temel
Eagle ortami) (“basal medium Eagle”) olarak tanimlanir. Bu ortami
cogaltilacak hiicrenin tipine ve gereksinimlerine gore ek katki
maddeleriyle zenginlestirerek baska ortamlar gelistirmek de olanaklidir.
Boyle bir ortamda canli hiicrelerin bir siire sonra hiicre sikliis siiresine
karsilik gelen 8-24 saat araliklarla boliinerek sayilarini katladiklart
goraldr.

Dokudan hiicre kiiltiiriine alinan ilk hiicreler birincil (primer)
hicreler, birincil hiicrelerden uygun ortam ve serum varliginda ¢ogalan
hiicreler ise ikincil (sekonder) hiicreler olarak tammlanir. ikincil

hiicreler, kiiltiirde ¢ogalmalarinin yanisira, birbirleriyle iligkilere girerek
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alindiklar1 dokular1 anmmsatan yapilar olusturur. Ikincil hiicreler,
cogalmalart i¢in en uygun kosullarda bile, genelde (alindiklar tiire,
dokuya ve bireyin yasina bagli olarak) 30 ile 50 boliinmeden sonra,
cogalmalarim durdurarak oliirler. Ikincil hiicrelerin organizma igindeki
yasama siirelerinin normalde gecirecekleri boliinme sayisina bir sekilde
yansidigi kabul edilir. Buna gore, normal hiicrelerin kiiltiirdeki sinirh
yasamlari, hiicre yaslanmasi ve 6limiinde etkin mekanizmalari molekiil
diizeyde incelemek i¢in uygun bir sistem olusturmaktadir.

Normal hicrelerin sabit sayida hiicre boliinmesini gegirdikten

sonra 0lmelerine karsin, ikincil hiicrelerden tiireyen bazi hiicreler,

Ogeler Derisim (mg/litre)
L-Arginin HCI 21,06
L-Sistin disodyum tuzu 14,20
L-Glutamin 292,30
L-Histidin HCI H,0 10,50
L-izol6sin 26,23
L-Ldsin 25,23
L-Lizin HCI 36,53
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L-Metyonin 7,46
L-Fenilalanin 16,51
L-Treonin 23,82
L-Triptofan 4,08
L-Tirozin disodyum tuzu 22,51
L-Valin 23,43
Biotin 1,00
D-Ca-pantotenat 1,00
Kolin klorit 1,00
Folik asit 1,00
I-Inositol 2,00
Nikotinamit 1,00
Piridoksal-HCI 1,00
Riboflavin 0,10
Tiamin-HCI 1,00
CaCl,.2H,0 264,90
KCI 400,00
KH,PO, 60,00
MgCl,.6H,0 170,70
MgS0,.7H,0 200,00
NaCl 6800,00
NaHCO; 1680,00
NaH,P0,.2H,0 158,30
Na,HPO, 47,50
Fenol kirmizisi sodyum tuzu 17,00
Sudyum suksinat.6H,0 100,00
Suksinik asit 75,00
Kolin bitartarat 1,80
D-Glukoz 1000,00

Tablo 12.1. Temel Eagle ortami

siirsiz bigimde ¢ogalabilir. Bu sekilde “Oliimstizlik” 6zelligi kazanmis
hiicre soylar1 (yerlesik hiicre soylar1 “established cell lines™) olarak
tanimlanir. Normal somatik hiicreleri
doniistiirerek sinirsiz olarak kiiltiirde tutmadaki zorluklara karsin, kanser

hiicreleri en O6nemli bir Ozellikleri olarak bastan Oliimsiizlik, smnirsiz

bolinme yetenegi gosterir
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12.2. Hicre siklisu
Hicre sikllsu, hiicre bélinmesi ve ara evre (interfaz) olarak iki
ana boliime ayrilir. Ara evre boyunca hiicre kiitlesini yaklasik ikiye katlar
ve mitoz igin gerekli molekulleri de sentezledikten sonra bolinme
slirecine girer. Ara evre kendi iginde G1 (“gap(ara)phase 17), S (sentez)

ve G2 (“gap(ara)phase 2”) olmak iizere ii¢ altevreye ayrilir (Sekil 12-1).

Sekil 12-1. Hicre siklistnin evreleri.

Yogun biyosentetik olaylar bu {i¢ altevrede de gdzlenmekle
birlikte, S evresi adim1 onplanda kalitimsal bilginin katlandigi, yani
DNA’nin sentezlendigi, evreye karsilik gelmesine borgludur. Genelde
kabul edilen goriise gore her evrede bir sonraki evrenin baglamasi icin
gerekli molekiller sentezlenir.

Kiltardeki hiicreleri belirli bir altevrede toplamak olanaklidir. Bu
amacla, hiicre sikliisii (6rnegin, kolsemit ile mitozda, amino asit gibi
biyosentezde kullanilan yapitaglarimin kisitlanmasiyla ~ G1 evresinde,

timin derigiminin artirilmasiyla  -substrat fazlaliinin yol actif
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inhibisyonla-S evresinde) durdurulabilir. Ayrica, mitoz evresindeki
hiicreler bulunduklar1 kat1 yiizeylerden ayristirilip ortama gecirilerek,
toplanabilir. Boyle belirli bir evrede toplanmis hiicreler ¢ogalmalari igin
gerekli kosullar saglandiginda eszamanli (senkron) olarak ayni
evrelerden gecerler. Mitoz evresinde bulunan hicreler ile hibritleme
islemiyle (bakimmiz asagida) birlestirildiklerinde, GI1 evresindeki
hiicrelerin ~ ¢ekirdeklerindeki kromatinin yogunlasarak kromozom
yapilarina doniistiigli gozlenebilir. Buna goére, mitoz asamasi pozitif
denetim altinda olup, mitozun gerceklesmesi i¢in bazi “mitogenik”
faktorlerin, 6rnegin G2 evresinde, sentezi gerekmektedir. Bu faktorler
“trans” nitelikleriyle bagka evrelerde bulunan hiicreler iizerinde de etkin
olabilmektedir.

Hiicre sikliisii kiiltiirde en uygun kosullar altinda 8-10 saatte
tamamlanabildigi gibi, kosullara bagli olarak 100 giinde bir ya da daha
seyrek gergeklesebilir. Bazi, noronlar gibi, farklilagmis hiicrelerde
¢ogalma tiimiiyle durmus olabilir. Bulgular hiicre siklisinln slresinin
diizenlendigi evrenin Gl evresi oldugunu gdstermektedir. Besin
maddelerinin kisitlandigi, ortama serum eklenmedigi, hiicrelerin kiiltiirde
cogalarak birbirleriyle temas kurduklari (=kontakt inhibisyonu) ya da
hiicrelerin yaslandig1 kosullarda, hiicre sikliisiiniin G1 evresinde durdugu
gbzlenir. Ayni husus ¢cogalmalarini durdurmus olan farklilasmis hiicreler
icin de gecerlidir. Boyle hiicrelerde G1 yerine GO evresinden de s6z
edilir.

Hiicre sikliislinlin toplam siiresi hiicrelerin kiiltiirde sayilarinin
ikiye katlandig1 siireye karsilik gelir. Radyoaktif timidinin kullanimiyla S

evresinde bulunan hiicreleri isaretlemek miimkiindiir. Otoradyogram
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yoluyla belirlenen bu hiicrelerin sayilarinin toplam hiicrelerin sayisina
orant X toplam hiicre sikliisii siiresi, S evresinin siiresini verir. Ayni
sekilde, boliinmeleri sirasinda yiizeylerden ayrisarak iistsiviya gecen
hiicrelerin sayisinin toplam hiicre sayisina orani X toplam hiicre sikliisii
siiresi, mitoz evresinin siiresini verecektir. Mitozda iistsivida toplanan
hlcrelerin S evresine (bakiniz timidinle isaretleme) dek gecirdikleri siire
ise G1 evresine esittir. G1, S ve M evrelerinin toplaminin hiicre sikliisii
stiresinden ¢ikarilmasiyla da G2 evresi hesaplanabilir. Bdylece, 24 saatlik
bir hicre siklisiinde G1, S, G2 ve M evrelerinin sreleri yaklasik 10, 8, 4
ve 2 saat olarak bulunacaktir.

12.3. Hiicre cogalma faktorleri-sinvyal iletim vollari

Yukarida belirtildigi gibi, fetal serum, hiicrelerin kiiltiirde
cogalabilmeleri i¢in gerekli olan faktdrlerin kaynagi olarak kullanilir.
Bu faktorler son yillarda saflastirilarak tanimlanmaya baslanmigtir.
Bunlardan bazilar1 normal erigkin organizmada dokunun zedelenmesi
tizerine aciga cikarak yaralarin kapanmasinda etkili olur. Diger bazilari,
genelde ¢ogalma Ozelliklerini koruyan, hematopoetik ya da epitel
hicreler Uzerinde etkilerini gosterir. Hepsi polipeptit nitelikli olan bu

faktorlerin bir bolimi Tablo 12-2’de verilmektedir.

Ad1 Biyolojik islev
-PDGF (=“Platelet-derived growth | Mezensim kdkenli hiicreler igin
factor”)-trombosit kaynakl mitogen

cogalma faktorii)

-EGF (“epidermal growth factor”) | Ektoderm ve mesoderm kokenli
- epidermal ¢ogalma faktorii) hlcreler icin mitogen
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-TGF-A (=“transforming growth
factor”) -transforme edici
nitelikli cogalma faktorii)

EGF’ye benzer etki ve yapu
Kanser hiicrelerinde yuksek
duzeylerde bulunur.

-TGF-B (=“transforming growth
factor”) -transforme edici
nitelikli
cogalma faktorii)

Bazi hiicreler
mitogen,digerleri
icin inhibitor niteliginde

i¢in

-NGF (=“nerve growth factor”) -
sinir buyiume faktori)

Sempatik sistem ve embriyonik
noronlarin geligimi

-IGF-I (=“Insulin-like growth fac-
tor I’) (Somatomedin C)
-Insiiline benzer ¢ogalma faktorii

Buylme hormonunun etkisiyle
karacigerde sentezlenen ve bu
hormunun iskeleti uzatic1 etkisini
gerceklestiren faktor

IL-1-4

(bak Immunoloji)

-GM-CS-F (=“granulocyte
macrophage colony stimulating
factor”)

Granulosit ve makrofaj énculerinin
¢ogalmast

-G-CSF (=“granulocyte colony
stimulating factor”)

Graniilositlerin olusumu

-M-CSF (=“macrophage colony
stimulating factor”)

Makrofajlarin olusumu

-Eritropoetin

Eritrositlerin yaklasik
(pro)eritroblast agamasindan itiba-
ren olgunlagmasi

Tablo 12-2. Bazi hiicre ¢ogalma faktorleri.

Hedef hicrelerde bu faktorler

cok yonlu etkilere yol acar ve 6zgin

genlerin aktiflesmesiyle hiicrelerin G1’den S evresine gecisini saglar.

Cogalma faktorleri ve genelde polipeptit nitelikli faktorlerin getirdigi

sinyalin iletiminde izlenen baslica {i¢ ana yolun varlig1 bilinmektedir. Bu

ana yollarin siirecinde, sinyal iletimi,
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- ikincil haberci niteligindeki kii¢iik molekiillerin olusumu,
- iyon akimlari,

- kinazlarin aktiflesmesi,

gibi olaylar iizerinden gergeklesir.

12.4. Fosfolipaz C, diasilgliserol, inositol trifosfat yolu

Proteinlerin fosforillenmelerinde Ca®*’un hiicre i¢i derisimindeki
degismeler onemli rol oynar. Cogalmay1 uyaran cesitli olaylar sirasinda,
Ornegin yumurta hiicresinin sperm tarafindan déllenmesini izleyen siirede
ya da lenfositlerin antijen tarafindan uyarilmasi iizerine (bkz.Boliim 10
ve 11), Ozgliin  kapilarin  agilmasiyla sitoplazmaya sizan Ca*’un
derisimi 10*M duizeyine dek yiikselir. Ca***un yiikselen derisimi cesitli
kinazlar1 aktiflestirerek, ¢ogalma faktorlerinin (=birincil habercilerin)
reseptorleri tlizerinden ulastirdiklart uyarinin hedef hiicrelerde yanita
dontlismesini saglar. Bu 6zelligiyle hiicrede ikincil bir haberci gibi islev
goren Ca?*, etkisini, kalmodulin iizerinden gergeklestirir. Ca®*, hiicrede
aciga ciktiktan sonra kalmodulinin (M; ~17000) baglanma bdlgelerine
baglanir (n= 4; Kq ~ 10° M). Bu baglanma, ticboyutlu yapisinda yol
actigi degisiklik tlizerinden, kalmodulinin hedef enzimlere (6ncelikle
0zgln kinazlara) baglanmasini ve bdylece bu enzimlerin etkinliklerinin

diizenlenmesini saglar (Sekil 12-2).
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Sekil 12-2. Kalmodulin etkisi

Baz1 ¢ogalma faktorlerinin, 0rnegin PDGF’nin, reseptorleriyle
etkilesimi sonucu, hiicre membraninin sitoplazmik yiizeyinde aktiflesen
fosfolipaz C enzimi Ca*’un agiga ¢ikmasinda kilit rolii oynar. Fosfo-
lipaz C, hlicre membraninin sitoplazmaya bakan yaninda konumlanmis
bir lipit tird olan fosfotidil inositol 2,5-bifosfatin, inositol 1,4,5-trifosfat
(IP3) ve diasilgliserole (DG) pargalanmasini saglar. A¢iga ¢ikan inositol
trifosfat, hiicre ici Ca?* derisiminin yiikselmesinde etkin bir rol oynarken,
diasilgliserol, Ca** varliginda, membranin gene sitoplazmik yiizeyinde
bulunan protein kinaz C enziminin aktiflesmesine yol agar (Sekil 12-3).
Adim Ca®"a bagiml islevine bor¢lu olan protein kinaz C, hedef

proteinleri serin ya da treonin gruplar lizerinden fosforiller. Fosfotidil
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inositol tiirevlerine bagiml hiicresel diizenleme sistemleri  Tablo 12-
3’te gosterilmistir. Protein kinaz C ise membrana bagli bir iyon
pompasini aktiflestirerek protonlarin hiicreden pompalanmasini saglar,
ancak, hedef proteinleri arasinda insiilin reseptorii, [-adrenerjik

reseptorler, glikoz iletim sistemi de bulunur.

Sinyal Hedef sistem yanit
Asetilkolin Pankreas/diiz kas Insiilin salgisi/kasilma
Vasopresin Karaciger Glikojen yikimi
Trombin Trombosit Trombosit

topaklasmasi

Antijen Lenfosit DNA sentezi

Cogalma faktorleri Fibroblast ve diger DNA sentezi
hlcreler

Tablo 12-3. Fosfotidil inositol tiirevlerine bagimli bazi
diizenlenme sistemleri.
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Sekil 12-3. Fosfolipaz C, diasilgliserol ve inositol trifosfata
bagimli sinyal iletim yolu.

12.5. G-proteinleri-hiicre uvaricillarimin  aracis1  diizenleyici

proteinler

Hiicreleri, yiizeylerindeki reseptorlerle etkileserek, uyaran cesitli

etmenlerin (epinefrin gibi hormonlarn ya da PDGF gibi ¢ogalma

faktorlerinin) ulastirdiklar1 uyar1 genelde dogrudan hiicre igine
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aktarilmaz. Reseptor ile hiicre i¢indeki ilgili (6rnegin fosfolipaz C ya da
adenilat siklaz gibi) efektor sistemler arasindaki baglantiyr bdyle
durumlarda bir G proteini  kurar. G proteinleri guanin nikleotitlerle
(yani GTP ya da GDP ile) gecici olarak etkilesen proteinlerdir. Bu
proteinler, GTP ile komplekslesmis durumda, yiiksek ilginlikle hedef
enzim (efektor) sistemine baglanir. G proteini. GTP kompleksinin
baglanmasiyla hedef enzim sistemi aktiflesir; ayn1 zamanda G proteini
tizerinde GTP’yi -GDP ve inorganik fosfata (Pi)-hidrolizleyen bir GTPaz
etkinligi ortaya cikar. Tasidigt GTP’nin GDP’ye doniismesiyle, G
proteini bagl bulundugu enzim sistemine olan ilginligini yitirerek ondan

ayrisir:

G proteini + GTP ====== [G proteini. GTP]*

[G proteini.GTP]* +enzim ==== [G proteini.GTP.enzim *]
[G proteini *.GTP.enzim] === [G proteini.GDP.enzim] + Pi
[G proteini.GDP.enzim] === [G proteini.GDP] + enzim.

[G proteini.GTP]* = Enzim sistemine ylksek ilginlik gosteren
kompleks; Enzim* = G proteini. GTP kompleksinin baglanmasiyla
aktiflesen enzim (efektor); G proteini*= Enzim iizerinde GTPaz etkinligi
kazanan G proteini.

Yukaridaki esitliklerden hareketle epinefrinin reseptoriyle
etkilesimi tizerinden adenilat siklazin aktiflesmesine yol agan olaylarda
G protein(ler)inin roli daha somut bicimde yandaki 6rnekte gosterilebilir
(Sekil 12-4).
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Sekil 12-4. G proteinlerinin etki mekanizmalar1

Epinefrin ile etkilesim {izerine, reseptdr, G proteininin GTP ile
komplekslesmesini saglar. Olusan G proteini. GTP kompleksi adenilat
siklaza baglanip onu uyarirken, G proteininin aktiflesen GTPaz etkinligi
sonucu, GTP, GDP’ye doniisiir. Adenilat siklazdan ayrisan G
proteini.GDP kompleksinin, yeniden G proteini.GTP kompleksine
donilisiimii i¢in yeni bir epinefrin molekiiliiniin reseptorle etkilesimi

gereklidir.
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Buna gore, G proteininin varligi, adenilat siklazin, gelen uyari
Uzerine ve (zil 6rneginde oldugu gibi) yalnizca uyari siirdiigli siirece,
aktif kalmasini glivenceye almaktadir. Bu mekanizmadaki bir bozukluk
adenil siklazin siirekli uyarmmiyla sonuglanir. Ornegin, kolera toksininin
etkisiyle (ADP-ribozillenerek) degisiklige ugrayan G proteini GTP’yi
baglayabilir, ancak GTPaz etkinligini yitirir. (Zilin takilmasi1 6rneginde
oldugu gibi) siirekli uyar1 durumunda kalan adenilat siklaz, koleranin
0zgln klinik tablosunun ortaya ¢ikmasina yol agar.

Cogalma uyarisinin hiicre i¢ine aktarimi siirecinde fosfolipaz
C’nin aktiflesmesi de bir G proteininin araciligi ile gergeklesir. Bu
stirecte islev goren bir diger G proteini ise, ras proteini p21°dir. Bu
proteinin GTPaz etkinliginin ras genindeki mutasyonlar sonucu ortadan
kalkmasi ¢esitli kanser olgularinda 6nemli rol oynar.

12.6. Adenilat siklaz-cCAMP yolu
Adenilat siklaz bu yol (zerindeki efektdr enzim sistemini

olusturur. Ozgiin G proteini araciligiyla uyarilan adenilat siklaz, ATP’yi
siklik AMP’ye (cAMP) doniistiiriir. cAMP hiicrede ¢ok yonlii etkinligi
olan ikincil bir haberci molekiil olup, 6zgiin (cAMP’ye bagimli, kisaca A
tipi) kinazlara baglanarak onlari aktiflestirir. Aktiflesme, cAMP’ nin
diizenleyici altbirimlere baglanarak, onlar1 katalitik altbirimlerden
ayristirmastyla gerceklesir. Aktiflesen A tipi kinazlar ara asama kinaz
enzimlerini fosforilleyerek aktiflestirir. Bunlar ise, hedef enzim
sistemlerinin etkinliklerini ayni1 sekilde fosforilleme yoluyla (aktiflesme
ya da inaktiflesme yoniinde (bkz.Boliim 8 )) diizenler (Sekil 12-5). Daha
agirlikli olarak metabolik diizenlemelerde rol oynayan bu sistemde,

fosforillenme, protein kinaz C’de oldugu gibi serin ve treonin kalintilar
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iizerinden gerceklesir. Ikincil habercilerin etkili oldugu bu iki sistemde
de (fosfolipaz C-DG/IP3 ve adenilat siklaz-cAMP yollarinda) gelen
sinyal bir yiikselme (“amplifikasyon”) siireciyle hiicre i¢ine iletilerek
dagilir.

12.7. Reseptdr-tirosin kinaz (RTK) sistemi

Yukaridaki iki yolun otesinde, ¢ogalma faktorleri tarafindan
getirilen sinyalin, oncelikle, izledigi yol reseptor-tirosin kinaz sistemidir.
Serin ve treonin iizerinden fosforillenme, hiicre ¢ogalmasinin yanisira,
Ozellikle, genel metabolik olaylarin diizenlenmesinde rol oynarken,
tirosin lizerinden fosforillenme yalnizca hiicre c¢ogalmasina yonelik
sinyal iletim siirecinde gozlenir. Bu siiregte hiicre ¢cogalma faktoriiyle
etkilesen reseptdr ayn1 zamanda tirosin kinaz etkinligine sahip olup, ilgili
katalitik ~ bblge  reseptdr  proteininin  sitoplazmik  bélumunde
konumlanmigtir. Cogalma faktoriiniin baglanmasiyla iki reseptor proteini
birleserek aktif bir dimer yapi olusturur. Boylece agiga ¢ikan kinaz
etkinligi, reseptoriin kendisinin ve ¢evredeki hedef proteinlerin
fosforillenmelerine yol agar (Sekil 12-6). Ortak etki bigimlerine karsin
farkli reseptor-tirosin kinaz sistemlerinin, 6zellikle, hicre yuzeyinde
konumlanmis ligant etkilesim bolgeleri farkli “domain” yapilar (6rnegin

Ig-benzeri- ya da SH-gruplarinca zengin motifler) igerir (Sekil 12-7).
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Sekil 12-5. Adenilat siklaz-cAMP yolu.
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Sekil 12-6. Reseptor-tirosin kinaz dimeri. PLC, Fosfolipaz
C; P, reseptore baglanan fosfat gruplari; GRB,
"growth factor binding protein".

Sekil 12-7. Reseptor-tirosin kinaz g¢esitleri (“domain
yapilar”).

Cogalma faktorlerinin baglanmasiyla tirosin kinaz-reseptorlerin
cevresinde gerceklesen fosforillenme olaylari, ayrintilar: kanser arastirma
calismalariyla baglantili olarak aydinlanan, bir iletim yolunu aktiflestirir
(Sekil 12-8). Hiicre membranindan c¢ekirdege dek uzanan ve ardasik
siralanmig yirminin iistiinde agamadan olusan bu yol 6zgiin baz1 genlerin
(“erken  genlerin”) aktiflesmesiyle sonuglanir. Erken genlerin
(myc/fos/jun) iriinleri ise hiicrenin G1 evresinden S evresine gegisi i¢in

gerekli tepkimeleri tetikler.
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Sekil 12-8. Reseptor-tirosin kinaz-ras-MAK sinyal
iletim yolu. MAK, mitogenlerce aftiflesen
kinazlar yolu; raf, MAK yolunun ras ile
etkilesen ilk 6gesi

Sekil 12-9. Reseptor-tirozin kinaz yolunda ras
proteinlerinin roli
Reseptor-tirosin kinaz yolunda ras proteini ¢esitli sinyallerin
birlestigi bir kavsak islevini tistlenmistir. Kiiciitk G-proteinleri ailesinden
olan ras proteini (M; 21000 nedeniyle, kisaca p21) ¢ogalma faktorii
uyarisiyla aktiflesen ve guanin niikleotit degisim faktorii (“guanine
nucleotide exchange faktor”) islevine sahip SOS proteini ile etkileserek
tasidigt GDP molekiilii yerine bir GTP molekiiliinii baglar. Bu sekilde

aktiflesen p21, raf proteinine (“mitogen activated kinase (MAK) kinase”)
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baglanarak onu aktiflestirir. ras p21-raf kompleksine baglanan ras-GAP
(ras’a ozgii GTPaz aktiflestirici protein) etkisiyle aktiflesen GTPaz
etkinligi ise, GTP’nin GDP’ye donilisimiini ve p21’in raf’tan
ayrismasini saglar (Sekil 12-9). Diger G protein orneklerinde de bilinen
bu tiir etkilesimler (ve Ozellikle p21’in GTPaz etkinligi) ras geninde
meydana gelen bazi mutasyonlar sonucu ortadan kalkar. Ozellikle 12.,
13., 59. ve 61. siradaki glisin (G12), glisin (G13), alanin (A59) ve
glutamin (Q61)i etkileyen nokta mutasyonlart bu yolla hiicre
transformasyonuna (bkz.asagida) yol agar. 12.konumdaki glisinin yerine,
prolin disinda, gecebilecek herhangi bir amino asit transformasyon i¢in
yeterli olmaktadir. 59.konumdaki alanin yerine gecen treonin,
transformasyona ugramis hiicrede fosforillenmis olarak bulunur.
13.konumdaki glisinin aspartik aside, 61.konumdaki glutaminin lisin ya
da 16sine doniismesine kosut olarak, transformasyon gerceklesir. GTPaz
etkinliginin ortadan kalkmasiyla sonu¢lanan bu mutasyonlar, ras p21’in
GAP ile etkilesimini bozup, ras p21.GTP.raf kompleksini sabitlestirir.
Onu (tipki adenilat siklaza 6zgli G proteininin ADP-ribozillenmesinde
gbzlendigi gibi) denetimden c¢ikmis bir sinyal iiretim noktasina
doniistiirir.

ras p21’in efektorii olan raf’1 aktiflestirmesi, sinyalin bir dizi
serin/treonin kinaz enzimi (MAK) iizerinden c¢ekirdege iletilmesiyle
sonuglanir. Bu dizinin ilk Ogesi olan raf’in aktif ras p2l.GAP
kompleksinin yanisira, protein kinaz C tarafindan da uyarilmasi, farkli
iletim sistemleri arasindaki etkilesimlerin bir 6rnegini olusturur. RTK
tarafindan fosforillenen proteinler arasinda, inositol trifosfat (P13)-kinaz

ve fosfolipaz C gibi, fosfotidil inositol bifosfat/fosfolipaz C yolunun
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onemli 6gelerinin bulunmasi, bu iki yol arasindaki baglantilara isaret
etmektedir.

12.8. Huicre siklusi ve siklinler

Yukarida bir 6ntanim1 yapilmis olan hiicre sikliisti kurulu bir saat
diizeniyle yiirliyen, ardasik sirali evrelerden olusan bir dongiidiir. Bu
dongii, G1 evresi disinda, dis etmen ve ortam kosullarindan bagimsiz
olarak, kendi i¢ zamanlamasiyla calisir. Dongilinlin i¢ kurallarinin
islemeye bagladig1 asama S evresinde, DNA sentezi ile birlikte devreye
girer ve hicre bélinmesinin sonuna dek surer.

Bir dizi 6zgin siklin adi verilen protein ile bunlarin etkilestigi
kinaz (sikline bagli kinazlar “cyclin dependent kinases (CDK’s)”) hiicre
sikliisiiniin isleyisinden sorumludur. Etkili olduklar1 evreye (ya da kritik
gecis asamasina) bagli olarak, siklinler iki sinifa ayrilir. Birinci sinif
siklinler S(G2) ve M evreleri ile G2/M gegisini diizenler ve mitotik
siklinler olarak adlandirilir. Siklin A ve B bu smifin temsilcilerini
olusturur. Tkinci sinif siklinler ise G1 evresi ve G1/S gecisinden sorumlu
olup, G1 siklinleri olarak ta adlandirilir. Siklin C, D (1-3) ve E, G1 sinifi
siklinler arasinda bulunur. Siklinlere bagli kinazlardan (CDK’lardan)
baslicalar1 Tablo 12-4’te, siklinler ve CDK’lar ile etkili olduklar:1 evreler
1se Sekil 12-10°da gosterilmektedir.

Kinaz Etkilestigi siklin
cdc2 (CDK1) AveB
CDK2 A, EveD
CDK3 bilinmiyor
CDK4 D
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CDK5 D (ve belki bagkalar1)

Tablo 12-4. Siklinler ve sikline bagimli kinazlar (CDK).

Sekil 12-10. Siklinler ve CDK’larin etkili olduklar1 evreler.

12.9. G1 evresi-cogalma faktorleri ile siklin/CDK etkilesimleri

S evresinin baglamasi, bir “ge¢ gen” {irlinii olan transkripsiyon
faktorii E2F’nin etkisine gereksinim gosterir. E2F replikasyon ig¢in
gerekli genlerin transkripsiyonunda etkili olup, normalde (G1/S gegcisi
disindaki siiregte) retinoblastoma proteini (pRb) ile komplekslesmis

olarak bulunur. Cogalma faktorlerinin uyaris1 iizerine aktiflesen erken
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genlerin (jun/fos/myc) triinleri D/E siklinlerinin aktifleserek, 6zgiin
CDK’lar ile komplekslesmelerini saglar. D (siklin D).CDK ya da E
(siklin E). CDK kompleksinin pRb’ni fosforillemesiyle agiga ¢ikan E2F
G1/S gegis siirecini tetikler (Sekil 12-11).

12.10. P53 ve apoptoz

Hiicre yasaminda kilit konumunda olan G1/S gecis asamasi, siki
denetleme mekanizmalarina tabidir. Hiicre genomunda hasara yol acan
kosullarda ya da TNF gibi faktorlerin etkisiyle, bir dizi baskilayici protein
(pl6, p21, p27) bu asamada yavaslamaya ya da tiimden durmaya yol
acabilir. Ornegin, genom hasar1 iizerine aktiflesen, c¢ekirdek icinde
merkezi bir denetleyici isleve sahip olan p53, p21’in indiiklenmesini
saglar. p21  CDK ile etkileserek, onun siklin D/E’ye baglanarak
aktiflesmesini engeller. pRb’nin fosforillenmesinin ve, buna bagli olarak,
E2F’in aciga ¢ikmasinin engellenmesi, G1/S geg¢isini yavaglatir ya da
timden durdurabilir. Genomun bekgisi olarak da tanimlanan p53, bu
yolla, S evresine gecis siiresinin uzamasint saglayarak, gerekli DNA
onarim mekanizmalarinin devreye girmesine olanak saglar. DNA
hasarinin ¢ok (6rnegin onarilmayacak 6lgiide) biiyiik oldugu durumlarda

ise, p53 programli hiicre 6liimii (apoptoz) siirecini baslatir (Sekil 12-12).
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Sekil 12-11. Siklin D.CDK etkisi altinda Rb’nin
fosforillenmesi. Transkripsiyon
faktorii E2F’nin serbestlenmesiyle
replikasyon siirecinin baglamasi.

Yildiz (*) aktiflesmis kompleksi
gOstermektedir.
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Sekil 12-12. p53’iin apoptoz siirecindeki etkisi.
Yildiz (*) aktiflesmis kompleksi ve 6geleri
gostermektedir.
(—!, inhibisyon; —, aktiflesme ya da
induklenme)

Programli hiicre 6limi (apoptoz), yiiksek canlilarin normal
gelismeleri kapsaminda gergeklesen ve doku ve organlarin yeni
yapilanmalarmin gerektirmedigi hiicrelerin ortadan kaldirilmalariyla
sonuclanan bir siirectir. Apoptoz ayrica ¢esitli 6liimciil etmenlere karsi
kalittimsal denetlenen bir hiicresel yanit olarak ortaya c¢ikar
(Sekil 12-13 a ve b). Apoptoz morfolojik olarak, c¢ekirdegin ve
sitoplazmanin kondensasyonu ve kromozomal DNA’nin parcalanmasi ve
hicrenin ufalanmasiyla gelisen  bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir.
Siirecin sonunda hiicre kalintilar1 fagositoz yoluyla ve ¢evreye enaz zarar
verecek bigimde ortadan kaldirilir. (Apoptoz bu oOzellikleriyle fiziksel
hasar tlizerine ortaya ¢ikan, hiicre organellerinin ve zarinin ortadan
kalkmasiyla gerceklesen ve ¢evrede yangisal tepkimelere yol agan diger
hiicre Oliimii siireci olan nekrozdan belirgin farkliliklar gosterir).

Molekiler diizeyde apoptoz siireci pro-interlokin 13-ya 6zgii doniistiirticii
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enzim  (“pro-interleukin  1B-converting enzyme(ICE)”)  benzeri
proteazlarin aktiflesmesiyle tetiklenir. Proteolitik siirece kosut olarak
endoniikleaz  (6rnegin  DNAaz 1) aktiflesmesi ise, DNA’nin
pargalanmasiyla sonuglanir. Apoptoz bax ve bcl-2 genlerinin karsit yonlii
etkileriyle duzenlenmektedir. bcl-2 apoptozu engelleyici bir etki
gostermekte ve bu etkisiyle kanser olusum siirecinde hiicrenin
Oliimsiizlesmesinde belirleyici bir rol oynadig diisiiniilmektedir. Ancak,
etki bi¢imi heniiz yeterince tanimlanmamistir. bcl-2°nin ras P21 ve
protein kinaz C (PKC)’nin pozitif kontrolu altinda oldugu, buna karsin,
cAMP’nin, cAMP’ye bagimli kinazlar (PKA) tizerinden, apoptoz siirecini
uyarict etkisi oldugu belirtilmektedir. Apoptozun molekiiler
mekanizmasinin ayrintilar1 heniiz belirlenme asamasindadir.
12-11. Mitoz-siklin/CDK duzenlenmesi
Mitotik siklinler A ve B ile etkilestikleri CDK’lar (CDK1 (cdc2),

cdc25) ile  hiicre sikliisiniin S, G2 ve M evreleri boyunca geg¢isini
dizenler. S ve G2 evrelerinde inaktif  bir siklinB-cdc2 (CDK1)

kompleksi bulunur.
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Sekil 12-13. Apoptoz. a) Tetiklene apoptoz stirecinde
hiicrede yer alan olaylar b) Apoptoz siirecinde
hiicrenin ufalanarak dagilmasi. Hiicre
artiklarinin makrofajlarca sindirimi. (TNF,
tumor necrosis factor).

14. konumdaki treonin (T14) ve 15. konumdaki tirosin (Y15) ile
161 konumdaki treoninin (T161) fosforillenmis olmasi, p34 cdc2’nin
inaktif konformasyonunu belirler. G2/M gegisinde p54-80 cdc 25 etkisiyle
T14 ve Y15 defosforillenir. Boylece aktiflesen siklin B-p34 cdc2 (CDK1)
kompleksi mitoz siirecini tetikler. Mitoz evresinin bitisine kosut olarak

siklin B’nin proteolitik yikimi gerceklesir (Sekil 12-14).

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

Sekil 12-14. a) Mitotik siklinlerin fosforillenmelerinin
mitoz siirecine etkisi. b) Interfaz ve mitoz
stireglerinde MPF (“mitosis promoting factor”)
etkinligi ve B siklin diizeyinde degismeler.

12.12. Hiicre Kkiiltiirlerinde kanser hiicrelerinin davranisi

Kanser hucrelerinin kiltirde gdzlenen en dnemli bir 6zelligi olan
Olumstizliiklerine, yani sinirsiz g¢ogalabilme yeteneklerine, yukarida
deginilmis bulunmaktadir. Bu hiicrelerin ayrica ¢ogalma faktorlerine

normal hiicreler kadar gereksinim duymamalar1 ve hatta transformasyona
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yol acan faktorler (TGF)i salgilayabilmeleri onlarin degismis ¢ogalma
Ozelliklerini yansitir.

Kanser hiicrelerinin diger bazi davranislarini, onlarin degismis
yiizey Ozellikleri ve ¢evreye yayilma egilimlerinin 1s18inda, irdelemek
miimkiindiir. Bu baglamda, normal hiicrelerin karsilikli temas {izerine,
c¢ogalmalarinin  durmasma yol agan kontakt inhibisyonu kanser
hiicrelerinde gézlenmez. Bu nedenle, kanser hiicreleri bulunduklar kiiltiir
siselerinin tabanlarin1 Ortecek bir yogunluga geldikten sonra da
¢ogalmalarini stirdiiriip hiicre yigmlar1 olusturur (Sekil 12-15). Kanser
hiicreleri, aralarindaki ilginin diisiik olmasi nedeniyle, normal somatik
hiicrelerin  kiiltiirlerinde gozlendigi gibi, normal dokular1 animsatan
yapilar olusturmazlar.

Bu hiicrelerde normal hiicrelerde goriilen, kati yiizeylere
baglanarak cogalma egiliminin de biiyiik 6l¢iide ortadan kalkmis oldugu
gbzlenir. Buna karsin, normal hiicrelerin aksine, kanser hiicreleri diistik
lektin derigimlerinde bile topaklagsmaya ugrarlar. (Lektinler= membran
proteinlerinin ~ seker molekiilleriyle etkinlesen ¢ok sayida baglanma
boélgesine sahip bitki kokenli proteinler). Kanser hicrelerinin, normal
hiicrelerin bir 6riimcek ag1 gibi ¢evrelerinde ordiikleri, fibronektin agindan

yoksun olmalari, bunun o&tesinde, siklikla ¢evrelerine  plasminojeni

Sekil 12-15. Kanser huicrelerinde kontakt inhibisyonun
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kakmasi.

aktiflestiren bir proteaz salgilamalari, yiizeylerinde meydana gelmis
yapisal ve islevsel degisiklikleri yansitan ozellikler arasinda sayilabilir.
Aktif mikrofilamentlerinin yoklugundan kaynaklanan bozuk hiicre iskeleti
ve Warburg etkisi olarak taninan ve glikozu biiyiik dl¢tide glikolitik yolla
degerlendirme egilimleri, degisik kanser tiirlerinin hiicrelerinin ortak olan
diger genel Ozellikleri arasinda sayilabilir. Kanser hiicrelerinin yukarida
aciklanan genel 6zellikleri Tablo 12-5’te topluca verilmektedir.

12.3. Hiicre hibritlemesi ve uygulama alanlari

Hiicrelerin yapay yollarla kaynastirilmasiyla (flizyon) hiicre
melezlerinin (hibritleri) olusturulmasi hibritleme olarak adlandirilir. Bu
islemde, Sendai viriisiiniin ya da, daha yaygin olarak, yiiksek derisimde
kullanilan polietilenglikolun (PEG) varliginda, hiicreler bitisir. Ikinci
asamada ise, membranlarinin kaynasmasiyla birlesen, hiicrelerden iki (ya
da flzyona giren hiicrelerin sayisina baglh olarak daha ¢ok sayida)
cekirdek iceren heterokaryonlar olusur. Heterokaryonlarin gecirdigi ilk
hiicre boliinmesinden sonra ¢ekirdeklerinde birlesmesiyle hibrit hiicreler

meydana gelir.

Cogalmalarnyla ilgili 6zellikler

- Sinirsiz ¢ogalma yetenegi (Sliimsiizliik),
- Seruma ve onun igerdigi cogalma faktorlerine fazla gereksinim
duymama,

- TGF sentezleyip, salgilama,
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Yiizevylerine ve cevreyle iliskilerine iliskin 6zellikler

- Kontakt inhibisyondan yoksun,

- Benzer hiicreler arasindaki ilgi diisiik,

- Kat1 ylizeylere baglanma egilimi az,

- Diisiik lektin derisimlerinde bile topaklagma (“aggliitinasyon™),
- Cevreleri fibronektin agindan yoksun,

- Cevrelerine plasminojen aktiflestiricisi proteaz salgilama,

Sitoskeleton (huicre iskeleti)

- Aktin mikrofilamentlerinden yoksun,

Metabolik dzellikler
- Warburg etkisi.

Tablo12-5. Kanser hicrelerinin genel dzellikleri.

Hiicre hibritleme islemi, kromozomlarin haritalanmasi ve hiicre
sikllisinlin  aragtirilmasinin  yani sira membran yapisinin (6rnegin
membran akigkanliginin) incelenmesinde basariyla kullanilmistir.

Hiicre hibritleme yontemlerine dayali olarak gelisen hibridoma
teknolojisi tipta ve biyolojide son yillarda ¢igir acan teknolojilerden
birisidir. Hibridoma teknolojisinde, genelde belirli bir antijene karsi
bagisiklama sonucu elde edilen lenfositler Oliimsiiz kanser (mutant
miyelom) hiicreleriyle hibritlestirilir. Daha sonra normal hibritlesmemis

lenfositleri, miyelom hiicrelerini ve hibrit hiicrelerini iceren karigim
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selektif bir ortamda (=HAT medyumunda) kiiltiire alinir. Selektif ortam,
normalde zengin ortamda 6limsuz olan mutant miyelom htcrelerinin
yasamasini olanakli kilmayarak, 6lmelerine yol acar. Normal lenfositler
kiiltiirde yasama yeteneginden yoksun oldugundan, 4-5 gunlik bir slrede
ortadan kalkar. Lenfosit-miyelom hibrit hiicreleri ise bir yandan miyelom
hiicreleri gibi Oliimsiiz olma ve sinirsiz ¢ogalma oOzelliklerine, diger
yandan, normal lenfositlerin getirdigi saglam genler sayesinde, selektif
ortamda da yasama yetenegine sahip olduklarindan cogalmalarini
siirdiiriir. Bunun o6tesinde, hibrit hiicrelerin bazilar1 hibritleme Oncesi
antijenle uyarilan lenfositlerden olustuklar1 i¢in, sézkonusu antijen
tizerindeki 6zglin epitoplara kars1 antikor sentezleyerek, ortama salgilarlar.
Boyle hibritler (hibridomalar) seyreltilerek, tek tek ¢ogaltildiginda, herbiri
belirli bir epitopa 0Ozgii antikor salgilayan klonlar (monoklonlar)
gelistirilebilir. Bu klonlarin sentezledigi monoklonal antikor olarak
tanimlanan antikorlar, epitop 6zginlikleri nedeniyle, makromolekullerin
immiinolojik haritalarinin ¢ikarilmasinda, farklilasmis hiicrelerin 6zgiin
ylizey antijenlerine gore altgruplarina ayrilmasinda (6rnegin T-
lenfositlerinin altgruplarinin yiizey antijenlerine goére belirlenmesinde) ya
da klinik tanida ¢ok etkin ve genis kullanim bulmaktadir. Bunun 6tesinde,
ozellikle tiimor hiicrelerine 6zgii yilizey antikorlarina karsi gelistirilen
monoklonal antikorlar, kanserle savasimda etkili silahlar olarak
kullanilmaya baslanmigtir (Sekil 12-16).
12.14. Kanser problemi

Transformasyon sonucu ortaya c¢ikan kanser hiicresinin
ozelliklerinin kalitimsal niteligi -bu Ozelliklerin kanser hicresinden

tiireyen tiim hiicrelere aktarimi-, bastan beri, kanserin birincil nedeninin
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DNA diizeyinde aranmasi gerektigini sezindirmistir. Bu noktadan
hareketle, DNA’ya etkiyerek kansere yol agmasi beklenebilecek baslica
iki ana mekanizma iizerinde durulmustur.

1) Somatik mutasyon va da fiziksel ve kimyasal karsinogenez.

Bu mekanizmay1 savunanlar  transformasyon olayinin
mutasyonlar1 animsatan  Ozelliklerini  vurgulamistir. Buna gore,
fiziksel ya da kimyasal etmenler (6rnegin iyonlastirici 1ginlar ya da
kimyasal maddeler)  somatik hiicrelerin genomlarinda  yol
actiklar1 mutasyonlar (zerinden kansere neden olur.

2) Viral karsinogenez. Bu goriiste ise, DNA  ile  etkilesen

virislerin transformasyona, dolayisiyla da, kansere = neden oldugu
savunulmustur.

Uzun yillar karsilikli savunulan bu iki karsit goriisiin yerini 1969
yilinda Hiibner ve Todaro tarafindan gelistirilen onkogen kurami almistir

(Sekil 12-17).
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Sekil 12-16. Hibridoma hiicrelerinin gelistirilmesinde ana
asamalar.
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Sekil 12-17. Onkogen kuramu.
Her iki mekanizmaya da yer veren ve bunlar uzlastirmayr goriisleri
iceren bu kurama gore, yiiksek canli hiicrelerinin genomlarinda normalde
bastirilmis olarak kanser genleri (onkogenler) ve viral genler bulunur. Bir
kusaktan digerine aktarilan bu genler, baz1 kimyasal (karsinogenik)
maddelerin ve 1sinlarin etkisiyle ya da cok daha seyrek olarak
kendiliklerinden etkinlesebilir. Viral genlerin etkinlesmesiyle, viriis
genomunun hiicre genomundan ayrilarak litik bir ¢ogalma siirecini
baglatmasi beklenebilir. Diger yandan, ayni etmenler onkogenleri
aktiflestirerek transformasyona yol acabilir. Ugiincii bir olasilikta ise,
onkogen ve viral genlerin ayni anda etkinlesmesiyle, ortaya onkogenleri

tasiyan tiimor virlsleri (onkoviriisler) ¢ikar.

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

Rekombinant DNA tekniklerinin  kullamimiyla  siirdUrilen
caligmalar yukaridaki {i¢ degisik kuramin da belirli dlgiilerde dogrulugunu

ortaya koymustur.

12.14.1. Somatik mutasyonlar ve kanser:

Bu kavram, fiziksel ya da kimyasal etmenlerin karsinogen
olarak tanimlanabilmeleri i¢in ©nce mutagenliklerinin kanitlanmasi
kosulunu getirmektedir. Kimyasal maddelerin kansere yol agabilecegi
uzun zamandan beri bilinen bir olgudur. 18. yilizyilda Potts, ilk olarak,
baca temizleyicilerinde olusan skrotum kanseri sikligima ve bununla
kurum ve zifirde bulunan maddeler arasindaki olasi baglantiya dikkati
¢cekmistir. Kimya sanayinin geligmesine orantili olarak, karsinogen
(kanser olusumuna yol agma) niteligi saptanan maddelerin sayis1 zamanla
artmistir. Kanser olusumuyla baglantis1 saptanan bazi maddeler ile

bunlarin doku 6zgunlikleri Tablo 12-6’da gosterilmistir.

Kimyasal karisim Kanser olusturdugu doku
tipi
Zifir, kurum Deri, akciger
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Sigara zifiri

Kimya sanayi trunleri

Benzidin

2-Naftilamin

Nikel ve krom igerikli bilesikler
Asbest

Benzen

ilac ana maddeleri

Fenasetin
Dietilstilbestrol

Gida icerikleri

Aflatoksin (fistik tiirleri)

Nitrosamin (sosis, vb.)

Akciger, solunum yollari

Idrar kesesi
Idrar kesesi
Akciger
Akciger

Ldsemi

Bobrek
Vagina

Ag1z mukozasi, karaciger

Karaciger, bobrek

Tablo 12-6. Kansere yol agabilen bazi kimyasal karigimlar ve

maddeler.

Kanser olusumuyla baglantisin1 gosterebilmek amaciyla, karsinogen

niteliginden kusku duyulmayan, zifirin etkin maddesi olan, benziprenin

bakterilerdeki mutagenligi incelenmistir. Ancak benziprenin (mutagen

etkinin en kolay incelenebildigi) bakteri hiicrelerinde bir mutasyona yol

acmamasi bu goriisiin uzun siire zayif noktasini teskil etmistir. 1975

yilinda Ames burada islenen diisiince hatasim1 farkederek, karsinogen
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maddelerin mutagen etkisini arastirmak icin yeni bir sistem gelistirmistir.
Ames’e gore, karsinogen olarak tanimlanan maddenin yiiksek
organizmaya girmis olmasi, kanserlesme siirecinde bir Onkosul
olusturmaktadir. Dolayisiyla, maddenin kendisinden ¢ok, Okaryot
hiicrenin enzimlerinin etkisi altinda olusan, bir tlirevi gercek karsinogen
madde olabilir. Bu durumda, eger kanser mutasyon yoluyla olugmakta ise,
bakteri hiicresinde ana maddeden ¢ok tiirevinin mutasyona yol a¢masi
beklenir. Gergekten, karaciger oziitiiyle islem gordiikten sonra bakteri
hiicrelerine eklenen benziprenin mutagen etkinliginde biyiik artig
gorilmiistiir. Daha sonraki ¢alismalar, benziprenin aril hidroksilaz (AHH)
enziminin katalizledigi bir tepkime sonucu, karsinogen ve mutagen olan
5,6-epoksit tlirevine doniistiigiinii gdstermistir. AHH ¢ok halkali aromatik
hidrokarbon bilesiklerinin organizmadan atilmasindan sorumlu enzim
sisteminin bir Ogesidir. Bu enzim sistemi organizma i¢in zararh
metabolizma iiriinlerinin, ilag maddesi artiklarinin ve yabanci maddelerin
organizmadan, suda ¢oziiniir bir sekle sokularak, atilmasini saglar. AHH
bu siirecin ilk asamasini katalizlemekte olup, ayrica, doniisiimiini

sagladig1 hidrokarbon bilesiklerince indiiklenebilir (Sekil 12-18).
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Sekil 12-18. Cok halkal1 aromatik hidrokarbon
bilesiklerinin zararsizlagtiriima

(detoksifikasyon) sireci.

Kimyasal maddelerin yanisira, fiziksel etmenlerin de, somatik
mutasyonlarla kansere yol acgabilecegini giiclii bicimde destekleyen
bulgular mevcuttur. Kseroderma pigmentosum gibi DNA onarim
bozuklugunun gozlendigi kalitimsal hastaliklarda, bireyler, hemen hemen
istisnasiz olarak, gen¢ yaslarda gelisen kanserin kurbani olmaktadir.
Karsinogen maddelerle ve rekombinant DNA tekniklerinin yardimiyla
yurdtulen g¢alismalar, 1980°1i yillarin basinda, kanser arastirmalarinda
onemli atilhmlardan birinin gergeklesmesine zemin hazirlamistir.
Weinberg ve grubu, benzipren gibi ¢cok halkali aromatik bir bilesik olan,
benzantrasen uygulamasiyla, deney hayvanlarinda olusturduklari
timorlerde aktiflesmis kanser genini bularak, tanimlamak iizere

transfeksiyon admi verdikleri yontemi gelistirmistir. Bu yontemle, timor
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hiicrelerinin  DNA’s1 hazirlanarak, restriksiyon enzimleri aracilifiyla
parcalanmis ve olusan pargalara daha ileride kolayca taniabilmeleri i¢in
Ozglin (0rnegin bakteriden elde edilmis) DNA dizileri indikator olarak
takilmistir.

Bu DNA parcalarnyla, kiiltiirde Ca* tuzlarmm varliginda,
kanstirildiklarinda 3T3 fare fibroblast hiicrelerinin (=6liimsiiz, yerlesik
bir hiicre soyu) bazilarimin transformasyona ugrayarak odaklar
olusturdugu saptanmistir. Transformasyondan, bu asamada 3T3 hiicresine
giren, birden ¢ok sayida tiimoér DNA’s1 pargasinin sorumlu olabilecegi
diistiniilmistiir. Bu nedenle, transformasyona ugrayan 3T3 hiicrelerinden
hazirlanan DNA, yeniden ayni restriksiyon niikleaz1 enzimiyle kirilmig
ve olusan parcalarla yeni 3T3 hiicreleri transforme edilmis ve bu islem
cok kezyinelenmistir. BOylece, son transfeksiyon isleminden sonra da
transformasyona ugrayan, ayrica farelere aktarildiginda timor
olusturabilen hiicrelerin, bastaki timor DNA’sindan hazirlanan pargalarin
birinden fazlasin1 tasimasit olasiligi istatistiksel olarak ortadan
kaldirilmistir. Bulgular kimyasal karsinogenler araciligiyla aktiflesen tek
bir (kanser) genin(in), 3T3 fibroblastlarina transfeksiyon yoluyla
aktarildiginda, transformasyon icin yeterli olabilecegini gostermistir.
Calismalarda son transfeksiyon isleminde transformasyona ugratilan
hiicrelerin DNA’s1 yeniden parcalanarak bu kez bakteriyofaj genomlarina
eklenmistir. Rekombinant fajlarin, petri tabaklarindaki  bakteri
tabakalarinda yol actig1 plaklar arasindan, basta takilan indikator diziyi,
dolayisiyla, kanser genini tagiyan bakteriyofaj plagi belirlenmistir (Sekil
12-19). Faj genomunda klonlanan bu kanser geninin ras geni oldugu

gosterilmistir. Bu yaklasimla, daha sonraki yillarda, insan tiimérleri dahil
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cesitli timor dokusundan hazirlanan DNA orneklerinde kanser genleri

(onkogenler) elde edilerek tanimlanmustir.

12.14.2 Viral karsinogenez:

Kansere yol actigi saptanmis ilk virlisin (Rous sarkom
virlisiniin) 1912 yilinda bulunmus olmasina karsin, viral onkogenez
diistincesi, somatik mutasyon kuraminin yaninda, arka planda kalmistir.
Bu 6n planda arastirmacilarin uzun yillar kanserli dokuda hastaliga yol
acan virlis partikiillerini sonugsuz kalan cabalarla aramis olmalarindan

kaynaklanmustir.
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Sekil 12-19. Transfeksiyon deneylerinin akis diyagrama.
0--0, onkogen: e, DNA par¢alarina takilan
indikator dizi.

Gundmuzde, viris infeksiyonunun hiicrede degisik yollar
izleyebilecegi, hiicreye giren viriisiin ¢ogalarak hiicrenin 6liimiine yol
acabilecegi (litik mekanizma) gibi, hiicre kromozomuna girerek onun bir
bolima gibi mitozla birlikte yavru hiicrelere iletilebilecegi (lizojenik
mekanizma) bilinmektedir. Ozellikle, lizojenik mekanizmay: izleyerek,
hiicre kromozomunun bir bdlimi haline gelen ve proviris olarak

adlandirilan  virlis genomlariin karsinogen etkenler olarak rol
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oynayabilecekleri son yillarda yeterince kanitlanmistir. Tiimdrlere yol
actig1 bilinen virtislerle yapilan ¢alismalarda karsilagilan bir diger giicliik,
bu viriislerle infeksiyonun (deney hayvanlarinda) her zaman kansere yol
acmamast olmustur. Ancak, deney hayvanlarinin bagisik direncinin
bastirilmasiyla, (tiimor) virlisii infeksiyonlariin kansere yol agma orani
bliylik 06l¢iide artirilabilmistir. Gilintimiizde, viriislerin tiimorlere yol
acabilecegi bir olgu olarak kabul edilmektedir. Nitekim, istatistikler
insanda kanser olgularinin % 10-15’inin viral kdkenli oldugunu ortaya
koymaktadir (Tablo 12-7). TUmor virtsleri, DNA ve RNA virUsleri olarak
iki ana gruba ayrilir. Bu iki grubun konakc¢i hiicreyle etkilesimi ve

transformasyona yol acis mekanizmalar1 temelden farkliliklar gosterir.

12-15. DNA tiimor virisleri

DNA tiimor viriislerinin baslica temsilcileri arasinda maymun ve
fareye 6zgu simian virtsu 40 (SV 40) ve poliyoma virGsu ile insana 6zgi
papiloma virusleri (HPV), adenovirusler, herpes simpleks virusleri (HSV)

ve hepatit B-virtst bulunur (Tablo 12-8).

Kanserin yeri Olgu sayis1 | Ylzde Neden(ler)
Bilinen Olasi
Akciger 157.000 15 Tatin
Kolon ve rektum 155.000 15 Hayvansal yag, Alkol, hareketsiz
diistik lif icerikli | yasam bi¢imi
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beslenme
Gogiis 150.900 15 Over hormonlari
Prostat 106.000 10 Testosteron Ostrojen
Idrar kesesi 49.000 5
Non-Hodgkin 35.000 3 (HIV, HTLV-I)
lenfoma
Uterus 33.000 3 Ostrojen
(endometrium)
Ag1z boslugu ve 30.500 3 Tatan, alkol
farinks
Pankreas 28.100 3 Tutin
Losemi 27.800 3 X-1smlar1
Melanom 27.600 3 Ultraviyole
1sinlar1 (glines
yanig1)
Bobrek 24.000 2 Tatin Agr kesiciler, idrar
sokuculer
Mide 23.200 2 Tuz, titln Helicobacter pylori
Over 20.500 2 Ovulasyon
Beyin ve diger 15.600 2 Travma, X-
sinir sistemi 1sinlari
Serviks 13.500 1 Papilloma virusler
Karaciger 13.100 1 Hepatit virtsleri, | Tutin
alkol
Larinks 12.300 1 Tdtln, alkol
Tiroid 12.100 1 lodin fazlah@
Multipl miyeloma 11.800 1
Yemek borusu 10.600 1 Alkol, titln
Hodgkin hastali1 7.400 <1
Testis 5.900 <1 In utero 6strojen
Biitiin diger 69.500 7 Cesitli etmenler
yerler
Toplam 1.040.000 100

Tablo 12-7. 1990 yilinda ABD'de belirlenen yeni kanser

olgulari, yerleri ve ana nedenleri

SV 40, poliyoma virlsii ve HPV, papova viriisii grubu kapsamina

giren kiiciik tiimdr virtisleridir. SV 40’1 igerdigi c¢ift sarmal halkasal

DNA molekiiliiniin agirligr yaklagik 3 000 000 Dalton olup, ii¢ proteini

Istanbul Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali




Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

sifreledigi  bulunmustur. Bu proteinlerden ikisi viriisiin  kapsiil
proteinleridir. TUmor ya da T-antijeni olarak adlandirilan ii¢lincii protein
ise, konake¢i hiicrenin DNA sentezinde rol oynayan bir ¢ok enzimin
etkinliginde artisa yol agar. Konakg¢i hiicrenin transformasyonunda rol
oynamaya baglica aday protein T-antijenidir. Sistemin bu denli basit olusu

ve pek cok 6zelliginin simdiden

1 Papova virisleri
- Simiyan virisu 40 (SV 40)

- Poliyoma virisl

- Papiloma virisu

2 Hepadnaviris Grubu

- Hepatit B virisu

3 Herpesviris Grubu

- Epstein - Barr virlsu

4 Adenovirus Grubu

Tablo 12-8. DNA timor virusleri.

ayrintili olarak bilinmesi, SV 40’1 karsinogenez mekanizmasma 11k
tutabilecek bir model sistem olarak belirlemistir. Papova virlis grubunun

diger temsilci HPV insanda anogenital kanser olgularina, 6rnegin rahim
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kanserine yol agmasi nedeniyle, 6zel bir 6nem tasimaktadir. HPV E6/E7
proteinleri kiiltirde hiicreleri 6liimsiizlestirme etkisine sahiptir.

Genellikle soguk algmliklarina yol agmalariyla bilinen
adenoviriisler ve agiz uguklarinin (herpes simpleksin) nedenini teskil eden
herpes simpleks viriisleri (HSV) de deney hayvanlarinda kansere yol
actiklar1 kanitlanmis viriislerdir. Herpes viriislerinin bir alt grubunu teskil
eden Epstein-Barr viriisii (EBV) son yillarda insanda kanserle baglantisi
gozlenen ilk viriis olarak onem kazanmistir. Normalde anjin ve lenf
bezlerinin sismesiyle cereyan eden infeksiyoz mononiikleoz hastaligini
yol acan bu virlis, Afrika’da ¢ocuklarda endemik olarak gelisen lenf
timorlerinde de (Burkitt lenfomalarinda) bulunmustur. Kiiltirde B-
lenfositlerini 6limsiizlestirici etkisi gozlenen EBV, bu etkisini EBNA
I/EBNA 2 gibi proteinler iizerinden gdosterir. Diger yandan, Burkitt
tiimdrlerinde gbzlenen 8/24, 8/2 ve 8/22 translokasyonlari ile EBV iliskisi
heniiz agiklanmamustir.

DNA tiimor virlislerinin tasidiklar1  onkogenlerin — sifreledigi
proteinler, konake¢i hiicrede replikasyonu tetiklemelerinin yanisira, bu
viriislerin c¢ogalabilmeleri i¢in de elzemdir. DNA tiimor viriislerinin
sifreledigi baz1 6zgiin (onko)proteinler G1/S gecisini denetim altinda tutan
pRb ve p53 gibi proteinlerle etkilesme 6zelligi gostermektedir (Sekil 12-
20). Bu yolla, DNA tumor virGslerinin bu proteinlerin denetim
islevini devre dis1  birakarak replikasyon siirecini  baslattiklari

diistiniilmektedir (Sekil 12-21). DNA tumor virdsleri transformasyona yol
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Sekil 12-20. DNA timor virtslerinin onkoprotein-
lerinin pRb ve p53 gibi diizenleyici
proteinlerle etkilesimi.

acabildikleri gibi, “permissive” hiicrelerde litik ¢ogalma siirecine de
girebilir. Bu hucreler virisin normalde infeksiyona yol agtigi tiirden hiicre
kiiltiirlerine aktarilmis hiicrelerdir.

12-16. RNA tiimor virisleri

[Ik bulunan tiimér viriisiiniin (Rous sarkom viriisiiniin) bir RNA
viriisii olmasma kargin, bu viriislerin DNA diizeyinde cereyan ettigi
varsayilan bir olaya etkisi uzun bir siire anlasilamamistir. Bu viriislerin
varligt gen anlatimma iliskin diisiincelerle celiskili bile goriilmiistiir.

1960’larda Temin bu ¢eliskiyi ¢dzmeye aday bir mekanizma olarak, RNA_
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Sekil 12-21. DNA tumar viruslerinin onkoproteinlerinin
etkilesimleri sonucu G1/S ge¢isinin denetim-
den ¢ikisi. Rb-P, fosforillenmis retinoblastoma
proteini

timor viriislerinde, RNA’y1 kalip olarak kullanarak, onu tamamlayict
(komplementer) DNA zinciri olusturabilen bir ters transkriptaz (RNA’ya
bagimli DNA polimeraz) enziminin varligini1 6nermistir. Bu diisiince 1969
yilinda sézkonusu enzimin bulunmasiyla kanitlanmistir. Buna gore,

hiicreye giren virlis RNA’smin ters transkripsiyon yoluyla DNA’ya
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cevrilmesi, viris genomunun (DNA virislerinde oldugu gibi) konakg1
hiicre kromozomuna yerlesmesine olanak saglamaktadir.

Ters transkriptazin, RNA zinciri iizerinde olusturdugu DNA
zincirini ikinci agsamada kalip olarak kullanarak ona komplementer DNA
zincirini olusturmasiyla ¢ift sarmalli viris DNA molekiilii ortaya ¢ikar.
RNA tlmor virislerinin birliklerinde getirdikleri tRNA molekulleri DNA
sentezi i¢in “primer”, baglatici niikleik asit gorevini iistlenir. Diger DNA
polimerazlarinda oldugu gibi, ters transkriptazda bir baslatici molekiiliin
3’-OH grubuna ilk niikleotidi ekleyerek sentezi baslatir.

RNA tiimor virtislerinin hepsi tek bir sinifa, retroviriis smifina

girer (Tablo 12-9).

Retroviriis Grubu

- Insan T-hiicresi l6semisi

virisu (HTLV-1) T-hiicresi lenfomasi
- Insan immun yetmezlik viriisii

(HIV-1, AIDS-virlsi) Kaposi sarkomu, vb.
-"Acute Transforming

Retroviruses"

Tablo 12-9. RNA tumor virlsleri.
Retrovirlls, hiicreye girdikten ve genomu c¢ift sarmal DNA’ya
dontistiikten  sonra, kalici bi¢imde hiicre DNA’sina yerlesir.
Transkripsiyon yoluyla olusan yeni RNA viriis genomlar1 sitoplazmada
viriis proteinlerinin olusumu ic¢in kalip islevini de yiiriitiir ve sonra

bunlarla birleserek viriis partikiillerini olusturur. Meydana gelen viriis
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partikUlleri ise, hiicre yizeyinden “tomurcuklanma” mekanizmasiyla
aciga ¢ikar (Sekil 12-22). Buna gore, RNA tumor virtsleri (DNA
timor virGslerinin litik mekanizmayla yaptigi gibi) konak hiicrenin

6limune yol agmaz.

Sekil 12-22. RNA timor virlslerinin genomunun hicre
kromozomuna girisi ve virs partiktllerinin
hiicrede ¢ogalima.

Ancak, kalict  bigimde genomuna yerlestikleri bu  hiicreyi,
tomurcuklanmayla c¢evreye yayillan, pek c¢ok sayida yeni viris

partikiiliiniin kaynag1 durumuna doniistiiriir.
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RNA virislerinin kapsilleri icinde bulunan RNA, sedimentasyon
katsayis1 70S olarak bulundugundan, 70S RNA’s1 olarak da tanmnir. 70S
RNA’s1 iki esdeger (molekiil agirligi 3x10° dalton) 35S RNA zincirinden
olusmustur. RNA zinciri kapsiil proteini (gag), ters transkriptaz (pol) ve
zarf proteini (env)nin sentezi i¢in gerekli bilgiyi tasir. Lineer sekliyle iki
ucundaki tekrarlanan diziler (“long terminal repeat” (LTR)) wiriis
genomunun hiicre genomuna yerlesmesinde oynadiklar1 roliin tesinde
icerdikleri gli¢lii promoter ve “enhancer” bolgeler araciligiyla virls gag,
pol, ve env genlerinin 6ncelikli trankripsiyonunu saglar (Sekil 12-23).

DNA timor virGslerinin onkogenlerinin aksine, RNA timér
viriislerinin onkogenleri bunlarin ¢ogalmalar1 i¢in gerekli degildir.
Dolayisiyla, RNA viriislerinin kansere yol agmayan, fakat cogalma
yeteneklerini  koruyan mutantlart bulunmustur. Genellikle eksilme
mutantlart olan bu viriisler normal virlistin genomunun yaklagik %
15’inden yoksun olabilir. Virtislerin onkogenleri, rekombinant DNA
teknikleriyle 1980°1i yillarda klonlanarak, tanimlanmigstir. Retroviris
onkogenlerinin normal ve kanserli dokularda varligini saptamak igin
yiirlitiilen molekiiler hibritleme calismalar1 ise, bu genlerin hiicrelerde

bulundugunu gostermistir (Sekil 12-24).
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Sekil 12-23. Mutant (onkogenden yoksun) retrovirlslerin
yardimiyla onkogenlerin normal viriis geno-
mundan kazanimi. Klonlanan onkogenin hiicre
DNA’s1 ile hibritlenme islemi.
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Sekil 12-24. Yinelenen, uzun ug diziler (LTR) Gzerinden
retroviriis genomunun hiicre genomuna
yerlesmesi.

12.17. Onkogenler (ve proto-onkogenler)

Bir yandan transfeksiyon deneyleri, diger yandan g¢esitli
retroviriisler ile calismalar yaklasik iki diizine onkogenin varligin1 ortaya
cikarmistir. Klonlanan bu genlerin dizi analizleri yapilmis ve sifreledikleri
proteinler kismen tanimlanmistir. Klonlanmis retroviriis onkogenleriyle
yapilan hibritleme c¢alismalari, bunlara karsilik gelen dizi ve genlerin
yiiksek canli hiicrelerinin genomlarindaki varligini gostermektedir. Bu
bulgulara gore, retrovirlis onkogenleri normalde hiicre genomunda

bulunan fizyolojik islevli genlere karsilik gelmektedir. Bu genlerin hiicre
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genomundan ayrisan viriis genomuna transdiiklenmeleri, onlarin viral
LTR bolgelerinin denetimi altina girmeleriyle sonuglanmaktadir. Bu
genler fizyolojik kosullarda hiicrelerin ¢ogalmasindan sorumlu olup, viral
kontrol bolgelerinin denetimi altinda sinirsiz aktiflesmeyle, kanser genleri
niteligini kazanmaktadir. Nitekim, bulunan onkogenlerin hemen timi
cogalma sinyali iletimi yollarindaki agsamalardan sorumlu genlerin mutant
ve/ya da transdiiklenmis tiirevleridir.

Bu dogrultuda, onkogen iiriinii ErbB proteini, EGF (epitelyal
cogalma faktorii) reseptOriiniin,yalnizca membran i¢i ve sitoplazmik
bolumlerini iceren, bir tlrevidir. sis proteininin ise PDGF’nin  kendisi
oldugu bulunmustur. ras proteinini etkileyen  mutasyonlarin
transformasyondaki rolii ise yukarida irdelenmistir. Biitiin bu bulgular,
cogalma  sinyali iletiminin  degisik  asamalarindan  sorumlu
protoonkogenlerin, asagida anlatilacak mekanizmalar araciligiyla,
denetimsiz aktiflesmesinin transformasyona yol agabilecegini gosterir.

Retroviral onkogenler, hicresel proto-onkogenlerle Kkarsilas-
tirildiklarinda, 6nemli bazi farkliliklar gosterir. Bunlar hicresel
kontrol bolgelerinden oldugu kadar, proto-onkogenlerin intronlarindan da
yoksundur. Bu husus, retroviral onkogenlerin ancak, transkripsiyon ve
bunu izleyen kirpilma islemlerinden sonra, retroviriisin RNA
niteligindeki genomunun bir bdliimii  haline  doniisebilmeleriyle
aciklanabilir. Cogalma sinyali iletimi yollarindan sorumlu olan
protoonkogenlerin evrim boyunca biiylik 6l¢lide korunmus yapilara sahip
olduklar1 bulunmustur. Ornegin, mayada da bulunan ras proto-
onkogenlerinin birincil yapilar1 aradan gegen ¢ok uzun bir evrim sirecine

karsin insan ras proto-onkogenleriyle yaklasik % 70 oraninda benzerlik

Istanbul Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

gOstermektedir. Bu, proto-onkogenlerin yiiksek canlilarin yasaminda
tistlenmis olduklar1 6nemli islevlerin bir kanit1 olarak disiiniilebilir. Bu
bulgu ayrica sdzkonusu islevin, daha 6nce, histonlarin 6rnegindeki gibi,
yapidaki bir degisikligi ¢ok sinirli dlgiide kaldirabilen bir nitelige sahip
oldugunu gosterir. Retroviral ve transfeksiyon deneyleriyle belirlenen
hlcresel onkogenler Tablo 12-10’da topluca verilmistir.

12.18. Proto-onkogenlerin onkogenlere doniismesi

Retroviriis genomuna transdiiklenerek aktiflesmesinin yanisira
(hicresel) proto-onkogenlerin baslica iki ana mekanizmayla aktiflesmesi
ve transformasyona yol agmasi olanaklidir.

1) Proto-onkogenlerin  sifreledigi proteinlerin  hiicre igindeki
miktarlarinda artisa yol acan mekanizmalar. Normalde, 6zellikle
eriskin organizmada, hiicre ¢ogalmasindan sorumlu genler
baskilanmis olarak bulunur. Buna bagli olarak ta, bu genlerin
sifreledigi proteinler (6rnegin hiicre ¢ogalma faktorleri ve
reseptorleri) hiicrelerde ¢ok diisiik miktarda sentezlenir.

Hiicresel baskiy1 ortadan kaldiran her mekanizma hiicrelerin

cogalmasini saglayarak proteinlerin denetimsiz sentezine,

dolayisiyla transformasyona yol agabilir. Bu baglamda,

Tumor Transfeksi-
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Adi Kaynak Retroviriis | yon deneyleri Izole edildigi tiir

src Rous sarkom viriis - Tavuk

yes Y73 Sarkom viriisil - Tavuk

fps(=fes) Fujinami(St Felin) - Tavuk (kedi)
sarkom virlisii

abl Abelson murin I6semi Ldsemi Fare (insan)
virlisl

ros Urll avyan sarom - Tavuk
virisu

for Gardner-Rasheed felin - Kedi
sarkom virisi

ErbB Avyan eritroblastoz - Tavuk
virisi

fms McDonough felin - Kedi
sarkom virlisii

mos Maloney murin Losemi Fare
sarkom virlsii

raf(=mil) 3611 Murin sarkom - Fare
virisu

sis Simyan sarkom - Maymun
virisu

Ha-ras Harvey murin Karsinom Sigan (insan)
sarkom virlsii

Ki-ras Kirsten murin sarkom Karsinom,Ldsemi Sigan (insan)
virisi ve Sarkom

N-ras - Losemi,Sarkom Insan

myc Avyan miyelositomatoz - Tavuk
virisi

N-myc - Noroblastom Insan

myb Avyan miyeloblastoz Losemi Tavuk (insan)

fos FBJ osteosarkom - Fare
virisi

ski Avyan SKV 770 - Tavuk
virlisi

fel Retikiloendotelyoz - Hindi
virlisl

ErbA Avyan eritroblastoz - Tavuk
virisi

Blym - Lenfoma Insan (Tavuk)

mam - Karsinom Insan (Fare)

neu - Noroblastom Sigan

Tablo 12-10. Onkogenler.

a.  Kimyasal mutagenler, proto-onkogenlerin diizenleyici bélgelerinde

yol agtiklar1t mutasyonlarla, hiicresel denetimi devre dis1
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birakabilir;

b. Retrovirlis genomu, ¢evresine yerleserek, proto-onkogeni denetimi
altina alabilir. Boyle bir durumda retroviriisiin  kendisinin bir
onkogen tagimasina gerek yoktur. Ayrica, LTR’in igerdigi
enhancer” bolgeler nedeniyle virlis genomunun proto-onkogenin
arkasina (3’-yanina) yerlesmesi de aktiflesme i¢in yeterli olabilir

(Sekil 12-25).

Sekil 12-25. Proto-onkogenlerin, ¢evresine yerlesen
viriis genomunun etkisiyle, aktiflesme.

c.  Proto-onkogenin aktif bir kromozoma translokasyonu

gerceklesebilir. Bu mekanizmayla kanser olusumunun tipik bir
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ornegi, Burkitt timorlerinde (B-hiicrelerinin olusturdugu lenfo-
malarda) goriilmektedir. Burkitt hiicrelerinde aktiflestigi goriilen
myc proto-onkogeni normalde kromozom 8’de bulunur. Burkitt
hiicrelerinde ise, kromozom 8 ile, biiyilk siklikla, kromozom 14,
daha seyrek olarak ise, kromozom 2 ya da 22 arasinda karsilikli
translokasyonlarin olustugu gozlenmistir (Sekil 12-26). myc_
geninin Ig genlerinin bulundugu (yani yogun bir transkripsiyon
etkinliginin gerceklestigi) bu kromozomlara translokasyonla
aktarimi sonucu aktiflestigi sanilmaktadir. Nitekim, rekombinant
DNA c¢alismalar1 bu olgularda translokasyon sonucu myc geninin
Ig genleriyle kafa kafaya bir konuma (ve Ig genlerinin guglu
“enhancer” bolgesinin yakinina) geldigini gostermektedir
(Sekil 12-26). Burkitt timdrlerinde bulunan Epstein Barr
viriisiiniin bu translokasyonlarin olusumunda bir rol oynayip
oynamadigr su anda kesinlikle bilinmemektedir.

Insanda kansere yol agt1g1 bilinen diger bir translokasyon

ornegini Filadelfiya kromozomu olusturur. Filadelfiya
kromozomu, 9. ve 22. kromozomlar arasindaki karsilikli
(“resiprok”) translokasyon  sonucu, 22. kromozomdan tlireyen
kromozoma verilen addir. Bu translokasyon abl proto-onkogeninin

9. kromozomdan 22.kromo zoma aktarilmasiyla sonuglanir.
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Sekil 12-26. Burkitt timorlerinde kromozom 8
ve 14 arasinda translokasyon.

Filadelfiya kromozomunun olusumu, sirasiyla, kronik miyelogen
16semi (“chronic myelogenic leukemia”(CML)), akut, lenfositik olmayan
losemi (“acute nonlymphocytic leukemia”’(ANLM)) ve akut lenfositik
I6semi (“acute lymphocytic leukemia”(ALL)) olgularinda rol oynar.
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2)

Sekil 12-27. Burkitt timérlerinde myc geninin
(kromozom 8), Ig agir zincir genlerinin
bulundugu lokusa (kromozom 14), karsi-
likl1 (resiprok) translokasyon sonucu aktarimi.

Son bir mekanizmada ise bu proteinlerin hiicrede miktarlarinin
artmasi, gen amplifikasyonu, yani proto-onkogenlerin sayilarinin
artmasiyla, orantili olarak ortaya ¢ikar.

Protoonkogenlerin, diizenleyici bdlge ya da sayilarinda meydana
gelen degisiklikler yerine, sifreleyen boliimlerinde (eksonlarinda)
meydana gelen mutasyonlarla da kanser  olusabilir. Boyle bir
durumda sifrelenen proteinin hiicre i¢indeki miktarindan
cok niteligi degisecektir. Bunun en tipik 6rnegini insanda kanser
olgularinin pek ¢ogunda aktiflesmis olarak bulunan ras geninde
gozlemek olanaklidir. Daha Once de belirtildigi gibi, yapisal
geninde meydana gelen nokta mutasyonlart sonucu ras

proteini p21 GTPaz etkinligini yitirir, ancak GTP baglama
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0zelligini korur. Bunun hedef enzim (raf) sisteminde sirekli
uyariya yol agabilecegi yukarida tartisilmistir.

12.19. Onkogenlerin sifreledigi proteinler-Kanser proteinleri

Onkogenlerin, sifreledikleri proteinlerin hiicre i¢indeki konumu ve
biyokimyasal Ozelliklerine gore, simiflandirilmast Tablo 12-11°de
verilmistir. Kanser proteinleri, konumlarina gore, membranla baglantili,
sitoplazmik, ¢ekirdek i¢i ve hiicre dis1 olmak iizere baslica dort ana gruba
ayrilabilir (Sekil 12 - 28). Molekilsel 06zellikleri agisindan bunlardan,

Sekil 12-28. Onkogen urunlerinin (kanser proteinlerinin)
hiicre i¢i konumlari.

Ad Hiicre Konumu Simif Islev
Src Plazma membrani
Yes Plazma membrani (?)
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fps (=fes) Sitoplazma

Abl Plazma membran (1) | Tirosin Kinaz

Ros Sitoplazma, plazma

membrani

For Plazma membrani

erbB Plazma membran Cogalma faktorii
reseptor tirevi

Fms Sitoplazma (2) | Smuf(1)ile

Mos Sitoplazma baglantili kinaz

raf (=mil) Sitoplazma

Sis Hiicre dis1 (3) | Hucre ¢ogalma
faktoru tirevi

Has-ras Plazma membrani

Ki-ras Plazma membran (4) | G-proteinleri

N-ras Plazma membrani

Myc Cekirdek

N-myc Cekirdek

(5) | Regulatif

Myb Cekirdek kromatin
proteinleri

Fos Cekirdek

Ski Cekirdek

Rel (? (6) | Smuflandiri-
lamayan

Tablo 12-11. Onkogenlerin sifreledikleri proteinlerin
(onkoproteinlerin) 6zelliklerine gore siniflandirilmasi.

Ozellikle membran baglantili konumu olanlarin Tablo 12-10°daki siif 1
temsilcileri) tirokin kinaz, Tablo 12-10’daki sinif 2 proteinlerinin ise serin

ya da treonin kinaz etkinligine sahiptir. ras sinifi proteinler daha once de
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belirtilmis oldugu gibi, G-proteinleridir. Cekirdek i¢ci konumlu ve myc
proteininin bas1 ¢ektigi proteinler ise, diizenleyici nitelikli (6rnegin,
transkripsiyon faktori gibi) kromatin proteinleridir.

Diger yandan, hiicre ¢ogalmasi gibi, ¢ok dnemli bir olayin negatif
geri besleme mekanizmalariyla pek ¢ok asamada siki bir denetim altinda
olmast beklenir. Boyle olunca, tek bir asamadan sorumlu genin
aktiflesmesinin transformasyon i¢in yeterli olup olmadigi tartismalidir.
Genellikle, transformasyon i¢in en az iki onkogenin (6zellikle ras ve myc
onkogenlerinin) aktiflesmesinin gerektigi kabul edilmektedir. Nitekim,
Weinberg tarafindan yiiriitiilen transfeksiyon deneylerinden ¢ikarilan, ras
geninin tek basina transformasyon i¢in yeterli oldugu, sonucunu burada
diizeltmemiz gerekir. Zira, bu deneylerde kullanilan 3T3 fibroblastlar
Oliimsiiz, yani transformasyon i¢in gerekli ilk kosulu gerceklesmis (ve
myc geninin aktiflesmis oldugu) hiicrelerdir. En son c¢aligsmalar
kanserlesme i¢in mutasyona ugramasi gerekli gen sayisinin bes ya da
altiya ¢ikabilecegini gostermektedir. Bu olgu kanserin uzun sureli, ¢ok
asamal olusum siireci ile uyumludur.

12.20. Supresor genler

Onkogenlerin yanisira, son yillarda, hiicre ¢ogalmasinda ve kanser
olusumunda rol oynayan ikinci bir gen grubu bulunmustur. Bu grubun
temsilcileri tumor stpresor genleri olarak adlandirilmaktadir. Siipresor
genler hiicre c¢ogalmasi siirecinde G1/S gegisini ve replikasyonu
denetleyen ve baskilayan genlerdir. Onkogenlere karsit yonlii isleve sahip
olan bu genlerin, mutasyonlar sonucu, inaktiflesmesi transformasyona yol
acar. Timor supresdor genlerinin bilinen temsilcileri arasinda

retinoblastom (Rb), p53, nérofibromatoz (NG-1), DCC (“deleted in colon
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carcinoma”), Wilms tiimori (WT) ve erbA genleri bulunmaktadir. Bu
genlerin arasinda en iyl tanimlanmis olan Rb geni, insanda
13.kromozomda (q**) bulunur. Bu genin genis delesyonlarla ortadan
kalktig1 olgular bilinmektedir. 13.kromozomda boyle bir mutant bdlge
tagiyan bireylerin yasamlar1 sirasinda, ikinci Rb allelinin de yeni bir
mutasyon sonucu devre dis1 kalmasi, retinoblastom olusumuna yol
acar.P53 geni ise, insan kanserlerinin ¢ok buyuk bir yuzdesinde
inaktiflesmis olarak bulunmustur. pRb ve p53’iin yukarida aciklanan etki
mekanizmalarinin 1s181inda, onlarin genlerini inaktiflestiren mutasyonlarin
ya da DNA tiimor viriislerinin pRb ve p53’ii baglayarak, tutuklayan
onkoproteinlerinin, hiicrelerin S evresine gegis siirecini denetimden
cikardigr anlasilmaktadir (bkz.Sekil 12-21). Son donem ¢alismalari,
yukarida belirtildigi gibi, 6zellikle, p53’lin inaktiflesmesine yol acan
mutasyonlarin, insanda, kanser olgularinin yaklasik yarisindan sorumlu
oldugunu ortaya koymaktadir. Bu baglamda, ¢esitli kimyasal mutagenlerin
p53 geninde yol agtiklari mutasyonlar tanimlanmistir. Aflatoksinin bu tiir
mutasyonlarla primer karaciger kanserine yol actigi, son olarak ta
benziprenin epoksi tlirevinin akciger (brons epitel) hiicrelerinde p53
geninin 157., 248. ve 273. kodonlarindaki guanin gruplarina kovalent
baglandig1 gosterilmistir. Bu kodonlar p53’tin  DNA ile etkilesim
bolgelerinde bulunan amino asitlere karsilik gelmekte ve akciger
kanserinde en sik mutasyona ugrayan kodonlar olarak bilinmektedir (Sekil
12-29). Bu bulgular sigara ile akciger kanserinin olusumu arasindaki
iliskiyi de en acik bi¢cimde ortaya sermektedir. Konu bir genelleme ile
baglanacak olursa, proto-onkogenlerin denetimsiz aktiflesmesi ve/ya da

stipresor genlerinin inaktiflesmesi transformasyona yol agmaktadir.
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Sekil 12-29. Akciger kanserinde p53 mutasyonlarinin
siklig1.

1221.Sonug

Kanser olusumunda dis (6rnegin kimyasal ve fiziksel) ve i¢
etmenlerin bir olgudan digerine degisen oranda katki gosterdikleri goriiliir
(Sekil 12-30 ve Sekil 12-31). Bunlarin kanserlesmedeki pay1 bir spektrum
tizerinde gosterildiginde, spektrumun bir ucunda i¢ etmenlerin, diger
ucunda ise, dis etmenlerin etkisi altinda karsilasilan kanser olgulari
bulunur. Sayisal agidan agirlik tagimayan bu ug 6rneklerin yanisira, kanser
olgularinin biiyiik ¢cogunlugunda degisen Slgiide her iki tip etmenin de rol
oynadig goriiliir:

Ic ve (ya da) dis etmenlerin etkisiyle transformasyona ugrayan

hucrelerin tumor gelisimine yol agip agmayacag ise, ortaya ¢ikan kanser
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hiicrelerinin sayisina, cogalma ve ¢evreye yayilma yeteneklerine (habislik
derecesine), antijenik 6zelliklerine ve ayrica makroorganizmanin bagisik

konumuna baglhidir.

Sekil 12-30. I¢ ve dis karsinojenik etmenlerin spektrumu.
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Sekil 12-31. Kanser olusumunun akis diyagrami.
— kanserlesme yoniinde aktiflesme
—1| baskilama (inhibisyon)
* kalitilan mutasyonlar (6rnegin siipresor
genlerini ya da DNA onarim sistemini

inaktiflestirici mutasyonlar)

KAYNAKLAR (Genel)

1. Alberts,B., Bray,D.,Lewis,J.,Raff,M.,Roberts,K., and Watson,JD.:
Molecular Biology of the Cell, Garland, New York (1989).

2. Cameron,R.J.,Skofronick,J.G.: Medical Physics, A Wiley-Interscience

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

Publication New York (1978).

3. Caner,Y.: Biyofizik, Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesi Yayinlari
(1996).

4. Cromer,H.H.: Physics for the Life Sciences, McGdaw Hill Book
Company, New York (1977).

5. Celebi,G.: Biyofizik I, Caglayan Kitabevi. Istanbul (1989).

6. Celebi,G.: Editor. Spektroskopi ve Tibbi Goriintiileme Y ontemleri.
V.Ulusal Biyofizik Kongresi Panel Metinleri. Biyofizik Dernegi
Yayinlari, Izmir, (1993).

7. Freifelder,D.: Physical Biochemistry. Implications to Biochemistry and
Molecular Biology. W.T.Greeman and Company, San Francisco
(1982).

8. Guggenheim,E.A.: Thermodynamics, North-Holland Publishing
Company, Amsterdam (1967).

9. Guyton,A.C.: Textbook of Medical Physiology, W.B.Saunders
Company (1986).

10. Hallett,F.R.,Speight,P.A.,Stinson,R.H.: Introductory Biophysics,
Halsted Press John Wiley and Sons Inc. New York (1977).

11. Hope,W.,Lohmann,W.,Markl,H.,Ziepler,H.: Biophysics, Springer
Verlag (1983).

12. Klotz,I.: Introduction to Biomolecular Energetics. Academic Press,
New York (1986).

13. Laskowski,W., and Pohlit,W.: Biophysik I&Il, Georg Thieme Verlag
Stuttgart (1974).

14. Lehninger,A.: Bioenergetik, Georg Thieme Verlag, Stuttgart (1974).

Istanbul Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

15. Nurten,R.: Editor. V1. ve VII.Ulusal Biyofizik Kongrelerinde
Odiil Alan Posterler. Biyofizik Dernegi Yayinlari, Istanbul, (1996).

16. Nurten,R.: Diizenleyen. Biyofizik Uygulama Notlar1, Istanbul
(1996).

17. Pehlivan,F.: Biyofizik, Pelin Ofset Matbaasi, Ankara (1989).

18. Stanford,A.L.: Foundation of Biophysik, Acad.Press.New York
(1975).

19. Stryer,L.: Biochemistry, Wilt. Freeman and Company, New York
(1976).

20. Volkenstein,M.V.: Biophysics Mir PUBLISHERS- Moscow (1983).
21. Watson,J.,Hopkins,H.N.,Roberts,J.W.,Steitz,J.A., and Weiner,A.M.
Molecular Biology of the Gene, 4.Edition, The Benjamin/Cummungs,

Redwood City (1987).

22. Yildirim,H.: Biyofizik, Anadolu Universitesi Basimevi (1985).

Ek Okuma Kaynaklar:
BOLUM 2:
- Olmstead,E.G.: Mammalian Cell Water, Lea and Fabiger (1966).

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

- Cameron,J.R.,Skofronick,J.G.: Medical Physics. Wiley Interscience
Publication (1978).

BOLUM 3:

- Lawrance,C.W.: Cellular Radiobiology. Willian Clowes and Sons,
London (1971).

- Ozalpan,A.: Radyobiyoloji, Fen Fakiiltesi Basimevi Istanbul (1980).

- Sencer,E., Tiryaki,D., (diizenleyen) "Radyoimmunassay ve Tumor
Antijenleri Belirleme Yontemleri", Kurs notlari. Istanbul Tip Fakiiltesi
Basimevi, (1981).

BOLUM 4:

- Gary,F.: DNA. Sci.Am.253, (4), 58-67 (1985).

- Darnell J.E.: RNA. Sci.Am.253, (4), 68-87 (1985).

- Doolittle,R.F.: Proteins Sci.Am.253, (4), 88-99 (1985).

BOLUM 5:

- Morowitz,H.J.: Entropy for Biologist. Academic Press (1970).

- Warrick,H.M., and Spudick,J.A.: Myosin Structure and Function
in Cell Biology, 3, 379-421 (1987).

- Edsall,J.T.,Gutfreund,H.: Biothermodynamics. The Study of
Biochemical Processes of Equilibrium, John Wiley and Sons Inc.
(1983).

- Matsudaira,P.: Modular Organization of Actin Crosslinking
Proteins. TIBS 16, 87-103 (1991).

- Stein,W.D.: Transport and Diffusion Across Cell Membranes
Academic Press Inc. New York (1986).

- Bagshaw,C.R.: Muscle Contraction. Chapman and Hall London
(1993).

Istanbul Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

- Goca,N.,Sahin,Y. Molekiiliin yapisi. Cilt 1 ve 2. Atatiirk Universitesi
Fen-Edebiyat Fakiltesi Ofset Tesisleri (1993).

- Sackman,E.: Physical Foundations of the Molecular Organisation
and Dynamics of Membranes. In: Biophysics Hoppe,W.,Lohmann,W.,
Markl,H.,Ziepler,H. Springer Verlag Berlin (1983) Chapter 12.

- Appleton,G.J.,Krishnamoorthy,P.N. (Ceviren Y.Atakan):
Radyoizotoplarin Emniyetle Kullanilmasinda Saglik Fizigi.
T.C.Atom Enerjisi Komisyonu Yayinlari, Bilimsel Yayinlar
Seri B/18. Ankara (1966).

- Cokyiiksel,O.,0ber,A.,Camuscu,S.,Numan,F.: Rontgen Fizigine
Giris. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Yayinlar1 Istanbul (1987).

- Nurten,R.: Editor. V1. ve VII. Ulusal Biyofizik Dernegi Yayinlari,
Istanbul, (1996).

BOLUM 6:

- Hope,W.,Lohman,W.,Markl,H.,Ziepler,H.: Biophysik,

Springer Verlag Berlin (1977).

-Wiener,N.: Sibernetik, Say Kitabevi, Istanbul (1982).

- Songar,A.: Sibernetik, Temel Matbaa Istanbul, (1980).

- Steinbuch,K.: Automat und Mensch, Springer Verlag Berlin
(1971).

- Wyard,S.J.: Solid State Biophysics Mcgraw Hill Book Company

New York (1969).

- Changeux,J.P.: Beyinde kimyasal sinyaller, Bilim, Ocak, 38-45

Istanbul (1994).
- Alberts,B.,Bray,D.,Lewis,J.,Raff,M.,Roberts,K.,Watson,J.D. Molecular

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

Biology of the Cell. 2.edition Garland Publishing Inc. New York (1989).

BOLUM 7:

- Katchalsky,A.,Curran,P.F. Non-equilibrium Thermodynamics in
Biophysics, Harvard,Cambridge (1965).

- Morris,J.G.A. Biologists Physical Chemistry. 2.edition Edward Arnold
London (1976).

- Dixon,M.,Webb,E. Enzymes. 2.Edition Longmans Green London

(1967).

- Gutfreund. Enzymes. Physical Principles. Wiley-Interscience London
(1972).

- Stryer,L.: Biochemistry. Freeman Comp. San Francisco (1975).

- Rawn,J.D.: Biochemistry. Neil Patterson Publ. (1989).

BOLUM 8:

- Maniatis, T.,Fritsch,E.F.,Sambrook,J.: Molecular Cloning. Cold
Spring Harbor Lab. (1982).

- Watson,J.D.,Witlowski,Gilman,Zoller.: Recombinant DNA
Scientific American Books (1992).

- Weatherall,D.J.: The New Genetics and Clinical Pratice
Oxford Univ. Press (1991).

BOLUM 9:

- Hershfield et.al. New Eng.J.Med. 316, 589-596 (1987).

- Capecchi,M.R. Targeted Gene Replacement Sci.Am. March 34-41

(1994).

- Culver,K.W.,Ram,Z.,Walbridge,S.,Ishi,H.,Oldfield,E.H., Blaese,R.M.
In Vivo Gene Transfer with Retroviral Vector-producer Cells for
Treatment of Experimental Brain Tumors Science 256, 1550-1552(1992)

Istanbul Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

- Randall,T. Gene Therapy for Brain Tumors in Trials, Correction of
Inherited disorders a hope. JAMA 269 (17), 2181-2182 (1993)

- Newman,R.,Alberts,J.,Anderson,D.,Carner,K.,Heard,C.,Norton,F.,
Raab,R.,Reff,M.,Shuey,S.,Hanna,N. Primatization of Recombinant
Antibodies for Immonotherapy of Human Diseases: A Macaque/Human
Chimeric Antibody Against Human CD4. Biotechnology 10, 1455-

1460 (1992).

BOLUM 10:

- Gehring,W.: The Molecular Basis of Development. Scientific
American 253, 153-162 (1985).

- Grunstein,M.: Histones as Regulators of Genes. Sci.Am.

267, 40-47 (1992).

- Murray,A.W. and Kirschner,M.W.: What Controls the Cell Cycle.
Scientific American 264, 34-41 (1991).

- Duboule,D.,Dolie.,Gaunt,S.J.: Development of Genes in Mammals.
The World Scientist 38, 24-34 (1991).

- Beardsley, T.: Smart Genes. Scient. Amer. 265, 86-95 (1991).

- Kenyon,C.: If Birds Can Fly, Why Can’t We? Homeotic Genes and
Evolution. Cell 78, 175-180 (1994).

- Lawrance,P.A. and Morata,G.: Homeobox Genes: Their Function
in Drosophila Segmentation and Pattern Formation. Cell 78, 181-189
(1994).

- Krumlauf,R.: Hox Genes in Vertebrate Development. Cell 78, 191-201

(1994).
- Gehring,W. et al.: Homeodomain-DNA Recognation. Cell 78, 211-223

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

(1994).

BOLUM 11:

- Roitt,1.M.: Essential Immunology, ELBS/Blackwell Scientific
Publications (1988).

- Kennedy,R.C.,Melnick,J.L. and Dreesman,G.R.: Anti-idiotypes and
Immunity Sci.Am. 255, 40-48 (1986).

- Marrack,P. and Kappler,J.: The T cell and its Receptor, Sci.Am.
254, 28-37 (1980).

- Tonegawa,S.: The Molecules of the Immune System. Sci.Am.

253, 122-131 (1985).

- Young,J.D.E. and Cohn,Z.A.: How Killer Cells Kill. Sci.Am.
258, 28-34 (1988).

- Aaronson,S.: Growth Factors and Cancer. Science 254, 1146-1152
(1991).

- v.Boehmer,H. and Kisielow,P.: How the Immune System Learns
About Self. Scientific American 265, 74-81 (1991).

- Kisielow,P.: Tolerans in T-Cell-Receptor Transgenic Mice Involves
Deletion of Non-mature CD**®* Thymocytes. Nature 333, 742-746
(1988).

- v.Boehmer,H.: Developmental Biology of T Cells in T Cell-Receptor
Transgenic Mice. Ann.Rev.Immun. 8, 531-556 (1990).

- Nossal,G.J.V.: Cellular Mechanisms of Immunological Tolerance.
Ann.Rev.Immun. 1, 33-62 (1983).

- Smith,H.R. and Steinberg,A.D.: Autoimmunity-A perspective.
Ann.Rev.Immun. 1, 175-210 (1983).

- Jerne,N.K.: In, Idiotypes-Antigens on the Inside, ed.l. Western-Schnurr,

Istanbul Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

pp. 12-15 Basel: Editiones Roche.

- Bretscher,P. and Cohn,M.: A Theory of Self-Nonself Discrimination:
Paralyis and Induction Involve the Recognition of One and Two
Determinants on an Antigen Respectively. Science 169, 1042-

1049(1970).

- Leder,P.: Genetics of Antibody Diversity. Sci.Am. 246, 72-83
(1982).

BOLUM 12:

- Bermek,E.: Kanser-Viriis iliskisi. XXV.Tiirk Mikrobiyoloji Kongresi
Kitab1 2, 219-222 (1992).

- Berridge,M.J.: The Molecular Basis of Communication within the Cell.
Sci.Am. 253, 142-152 (1985).

- Ames,B.N.: Identifying Environmental Chemicals Causing Mutations

and Cancer. Science 204, 587-593 (1979).

- Gilman,A.: G Proteins. Sci.Am. 267, 36-43 (1992).

- Zur Hausen,H.: Viruses in Human Cancers. Science 254, 1167-1173
(1991).

- Bishop,J.M.: Cellular Oncogenes and Retroviruses. Ann.Rev.Biochem.
52, 301-354 (1983).

- Baltimore,D.: RNA-dependent DNA Polymerase in Virions of RNA
Tumor Viruses. Nature 226, 1209-1211 (1970).

- Huebner,R.J. and Todaro,G.J.: Oncogenes of RNA Tumor Viruses as
Determinants of Cancer. Proc.Natl.Acad.Sci. 64, 1087-1094 (1969).

- Temin,H.: Nature of the Provirus of Rous Sarcoma. Natl.Cancer
Inst.Monogr. 17, 557-570 (1964).

- Croce,C. and Klein,G.: Chromosome Translocations and Human Cancer.

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

Sci.Am. 252 (3), 44-61 (1985).

- Temin,H. and Mizutani,S.: RNA-dependent DNA polymerase in virions
of Rous sarcoma virus. Nature 226, 1211-1213 (1970).

- Weinberg,R.A.: Oncogenes of Spontaneous and Chemical Induced
Tumors. Adv.Cancer Res. 36, 149-164 (1982).

- Weinberg,R.A.: A Molecular Basis of Cancer. Sci.Am. 249 (5), 102-114
(1983).

- Wyllie,A.H.,Kerr,J.F.R. and Currie,A.R.: Cell Death: the Significance
of Apoptosis. Int.Rev.Cytol. 68, 251-306 (1980).

- Clarke,A.R.,Purdie,C.A.,Harrison,D.J.,Morris,R.G.,Bird,C.C.,
Hooper,M.C. and Wyllie,A.H.: Thymocyte Apoptosis Induced by
p53-Dependent and Independent Pathways. Nature 362, 849-852
(1993).

- Denissenko,M.F.,Pao,A.,Tang,M.S. and Pfeiffer,G.P.: Preferential
Formation of Benzo(a)pyrene Adducts at Lung Cancer Mutational
Hotspots in p53. Science 274, 430-432 (1996).

- Barbacid,M.: ras genes. Ann.Rev.Biochem. 56, 779-827 (1987).

- Fantl,W.J.,Johnson,D.E. and Williams,L.T.: Sigmaling by Receptor
Tyrosine Kinases. Ann.Rev.Biochem. 62, 453-481 (1993).

- Nishida,E. and Gotoh,Y.: The MAP Kinase Cascade is Essential for
Diverse Signal Transduction Pathways. Trends Biochem.Sciences 18,
128- 131 (1993).

- Sherr,C.J.: D-type cyclins. Trends Biochem.Sciences 20, 187-190(1995).

- Hale,A.J.,Smith,C.A.,Sutherland,L.C.,Stoneman,V.E.A.,
Longthorne,V.L.,Culhane,A.C. and Williams,G.T.: Apoptosis:
Molecular Regulation of Death.Eur.J.Biochem. 236, 1-26 (1996).

Istanbul Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

- Hunter,T.: The Proteins of Oncogenes. Scient. Amer. 251, 60-69
(1984).

Sekil ve Resimler Icin Kullanilan Kaynaklar Listesi:
Bolum 2:
Sekil 2-2., Halliday,D.,Resnick,R. : Physics (Part 2), Willey

Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

International Edition New York (1960); (Fig.26-4).

Sekil 2-4., Suard,M.,Praud,B.,Praud,L.: Physikalische Chemie, Stuttgart
(1976); (Abb.110).

Sekil 2-6 ve 2-9., Mathews,C.K., van Holde,K.E.: Biochemistry
Benjamin/Cummungs Publishing Co Redwood City Ca (1990);

(Fig.2-5 ve 2-1).

Bolum 3:

Sekil 3-9., Onen,S.: Radyasyon Biyofizigi (1993); (Sayfa 44).

Sekil 3-10,Sekil 3-12., Mathews,C.K., van Holde,K.E.: Biochemistry
Benjamin/Cummungs Publishing Co Redwood City Ca (1990);
(Fig.T.16-3,Fig.T.21-1).

Sekil 3-13., Biorad Catalogue (1996); (Fig.4).

Sekil 3-23., Metzler,D.E.: Biochemistry Academic Press New York,
(1977); (Fig.13-1).

Sekil 3-24,3-25,3-26,3-28)., van Holde,K.E.: Physical Biochemistry.
Foundations of Modern Biochemistry Series, Prentice Hall, Inc.
Englewood Cliffs, New Jersey (1971); (Fig.8-3,Fig.8-4,Fig.8-5,

Fig.8-13).

Sekil 3-33., Spektroskopi Yontemleri (Derleyen G.Celebi). 5.Ulusal
Biyofizik Kongresi Panel Metinleri, Izmir (1993); (Sekil 8).

Bolum 4:

Sekil 4-1., Laskowski,W.,Pohlit,W.: Biophysik. Stuttgart (1974);
(Abb.5-2).

Sekil 4-7,Sekil 4-8,Sekil 4-9,Sekil 4-10,Sekil 4-11,Sekil 4-12,Sekil 4-13,
Sekil 4-18,Sekil 4-22., Mathews,C.K.,van Holde,K.E.: Biochemitry.

The Benjamin/Cummings Publ. (1990); (Fig.5-12a,Fig.5-12b,Fig.6-2,Fig.
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6-7,Fig.6-3,Fig.6-15,Fig.6-26,Fig.7-9,Fig.7-9

Sekil 4-26,Sekil 4-29., Streier,L.: Biochemistry 2.Edition. W.H.Freeman
(1981); (Fig. 4-7,Fig.23-7).

Sekil 4-29.,Darnel,J.,Jodish,H.,Baltimor,D.: Molecular Cell Biology, New
York (1986); (Fig.3-51).

Sekil 4-30., Voet,D. and Voet,V.G. Biochemistry. John Willey and sons
Publ.New York (1990); (Fig.28-6).

Sekil 4-31., Darnell,Lodish,Baltimore Molecular Cell Biology New York
(1986); (Fig.3-56).

Sekil 4-32,Sekil 4-33,Sekil 4-34., Mathews,C.K.,van Holde,K.E.:
Biochemistry. The Benjamin/Cumming Publ.(1990); (Fig.4-15,Fig.4-16,
Fig.4-20,Fig.4-19).

Sekil 4-35., Muscle Contraction. Clive R.Bagshaw 2.ed. Chapman Hall
London (1993); (Fig.3-1).

Sekil 4-36,Sekil 4-37,Sekil 4-38., Metzler,D.E.: Biochemistry.Academic
Press,London (1977); (Fig.2-28,Fig.2-29).

Sekil 4-39,Sekil 4-50., Lehninger ,A.L.: Biochemistry, Worth Publ.

New York (1970); (Fig.11-1, Fig.11-2,Fig.10-6).

Bolum 5:

Sekil 5-9., Darnell,J.,Codish,H.,Baltimor,D.: Molecular Cell Biology
(1986); (Fig.20-24).

Sekil 5-12., Mathews,C.K.,Holde,K.E.: Biochemistry. The Benjamin/
Cummings Publ. (1990); (Fig.18-25).

Sekil 5-13., Stryer,L.: Biochemistry. Freeman,W.H. Company San
Francisko. (1975); (Fig.10-5, Fig.10-6).
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Sekil 5-14, 5-15., Bretscher,M.: The Molecules of the Cell Membrane.
Sci.Am. 253, 100-109 (1983);

Sekil 5-17,5-18., Lienhard,G.E.,Slot,J.W.,James,D.E.: Mueckler,M.M.:
Sci.Am. 266 (1), 34-39 (1992).

Sekil 5-38, 5-39., Bangshaw,C.R.: Muscle 2.edition Contraction,
Chapman,Hall,London (1993); (Fig.3-1 ve Fig.3-2).

Bolum 7:

Sekil 7-2,Sekil 7-4,Sekil 7-6,Sekil 7-7., Mathews,C.K.van Holde,K.E.:
Biochemistry. The Benjamin/Cummings Publ. (1990); (Fig.10-3, Fig.10-
S,

Fig.10-8,Fig.10-15).

Sekil 7-19,7-26., Alberts,B.,Bray,D.,Lewis,J.,Raff,M.,Roberts,K.,
Watson,J.D.: Molecular Biology of the Cell. Garland Publ. (1989);
(Fig.10-13,Fig.3-61).

Bolum 8:

Sekil 8-13., Lehninger,A.L.: Principles of Biochemistry. (1993); (Fig
24-6).

Sekil 8-16., Lehninger,A.L.: Molecular of the Cell. Third edition. (1994);
(Fig.9-30).

Sekil 8-17, Sekil 8-21., Lehninger,A.L.: Principles of Biochemistry.
(1993)

(Fig.25-11,Fig.26-17).
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Bolum 9:

Sekil 9-18., Capecchi,M.R. Targeted Gene Replacement Sci.Am. March
34-41 (1994).

Bolum 10:

Sekil 10-2,Sekil 10-3,Sekil 10-4,Sekil 10-5.Sekil 10-8,Sekil 10-11.,
Alberts,B.,Bray,D.,Lewis,J.,Raff,M.,Roberts,S.K.,Watson,J.D. Molecular
Biology of the Cell. Garland Publ. New York (1983) ;(Fig.8-4,Fig.
8-3,Fig.8-5,Fig.8-24,Fig.14-3,Fig.14-9).

Sekil 10-22., Gehring,J.W.et al. Homeodomain-DNA Recognition, Cell.
78, 211-223 (1994).

Sekil 10-28., Beardsley,T. Smart Genes. Sci.Am. 265 (2), 86-95 (1991).
Bolum 11:

Sekil 11-6,Sekil 11-7.Sekil 11-14., Alberts,B.,Bray,D.,Lewis,J.,Raff,M.,
Roberts,S.K.,Watson,J.D. Molecular Biology of the Cell. Garland Publ.
New York (1983);(Fig.17-19,Fig.17-20,Fig.17-49).

Sekil 11-10., Silverton,E.W.,Navia,M.A.,Davies,D.R. Three-Dimensional
Structure of an Intact Human Immunoglobulin. Proc.Natl.Acad.Sci.USA.
74, 5140-5144 (1977).

Sekil 11-8., Capra,J.D.,Kehoe,J.M. Proc.Natl.Acad.Sci.USA. 71, 4032
(1974).

Sekil 11-11.Sekil 11-18,Sekil 11-30., Roitt,|.M. Essential Immunology,
ELBS Publ. Sixth Edition (1988); (Fig.4-9,Fig.3-24,Fig.8-11).

Sekil 11-24., Young,J.D.E.,Cohn,Z.A. How killer cells kill. Sci.Am. 258,
28-34 (1988).

Bolum 12:

Sekil 12-19.,Weinberg,R.A. A Molecular Basis of Cancer. Sci.Am.
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249 (5), 102-114 (1983).

Tablo 12-7., Zur Hausen,H. Viruses in Human Cancers. Science
1167-1173 (1991).

Sekil 12-23., Watson,J.D. Molecular Biology of the Gene. Third Edition
W.A.Benjamin,Inc. (1977).

Tablo 12-8,Tablo 12-10., Hunter,T. The Proteins of Oncogenes. Sci.Am.
251 (2), 60-69 (1984).

Sekil 12-26,Sekil 12-27)., Crace,C.,Klein,G. Chromosome Translocations
and Human Cancer. Sci.Am. 252 (3), 44-61 (1985).

Sekil 12-28., Hunter, T. The Proteins of Oncogenes. Sci.Am. 251 (2),
60-69 (1984).

Sekil 12-29., Denissenko,M.F.,Pao,A. Tang,M. Pfeifer Ged. Preferential
Formation of Benzo(a)pyrene Aducts at Lung Cancer Mutational Hotspots
in p53. Science 274, 430-432 (1996).

Baz Fizik ve Matematik Sabitleri
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S1 Sisteminin Temel Birimleri:

BuyukIUK

Ad1

Semboll

Tanim

Uzunluk

metre

m

Kripton-86 atomunun 2p1o ve 5ds
diizeyleri arasinda gec¢is sonucu
yayinladig1 1s181n dalga boyunun
1.650.763,73 kat1(1960)

Kitle

kilogram

kg

Uluslararasi Agirliklar ve
Olgtimler

Biirosu’nun Paris yakinlarindaki
Sevres’deki laboratuvarinda koru-
nan belli  bir platin-iridyum
silindirin ktlesi

Zaman

saniye

Cesium-133 atomunun temel diize-
yindeki ince yarilmalar arasindaki
gecisimlerinin yaydig1
radyasyonun periyodunun
9.192.631,770 kat1

(1967)

Elektrik
akimi

amper

Boslukta birbirinden 1 m uzaga
konmus,dairesel kesidi ihmal edi-
lebilir boyutlu 1 m uzunlugunda
iki telden gecen ve teller arasinda
2x107 N kuvvet doguran sabit
akim

Termodina-
mik sicaklik

kelvin

Suyun i¢li noktasinin termo-
dinamik sicakligiin 1/273.16’s1

Madde
miktari

mol

mol

karbon-12’nin 0.012 kilograminda
bulunan atom sayis1 kadar ele-
menter nesne igeren sistem

Aydinlatma
siddeti

mum

cd

101.325 N/m® basmngta ve platin
buharlasma sicakliginda bulunan
bir siyah cismin (1/600.000)m?*’lik
yiizeyde olusturdugu aydinlatma.

S1 Sisteminin Tiiretilmis Birimleri:
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Buyukluk Birimin Adi Sembolu
alan metrekare m°
hacim metrekiip m>
frekans hertz Hz(s™)
kitle yogunlugu metrekiip basina kiitle kg/m®
hiz saniyede metre m/s
acisal hiz saniyede radyan rad/s
ivme saniyede saniye bagina m/s*

metre
acisal ivme saniyede saniye basina rad/s”

radyan
kuvvet newton N (kg.m/s%)
basing paskal Pa (N/m°)
is,enerji,is1 Joule J (N.m)
guc watt W (J/s)
elektrik yuki coulomb C (A.s)
potansiyel farki volt V (W/A)
elektrik alan siddeti metre basina volt V/m
direng ohm Q (VIA)
kapasitans farad F (As/V)
manyetik aki weber Whb (V.s)
induktans henry H (V.s/A)
manyetik aki tesla T (Wb/m?
yogunlugu
manyetik alan siddeti | metre basina amper A/m
entropi kelvin basina joule JIK
1s1 iletkenligi kelvin bagina W (m.K)

watt/metre

Temel Fiziksel Sabitler
Sabit | Sembol Degeri
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Boslukta 11k hiz1 c 2,997925.10° ms™

Gravitasyon sabiti G 6,670.10 N/m°kg™

Elementer yilk e 1,6022.10™°C

Avogadro sayisi Na 6,0222.10%° mol™

Kitle Unitesi u 1,66053.10™" kg

Elektron duragan Me 9,1096.10™" kg

kitlesi

Proton duragan mp 1,67262.10°" kg

kitlesi

Nétron duragan Mh 1,67492.10" kg

kitlesi 1,008652 u

Faraday sabiti F 9,6487.10" C mol™

Planck sabiti h 6,6262.10°" Js

Gaz sabiti Ro 8,3143 J K 'mol ™,
1,9872 cal Kt mol™

Boltmann sabiti K 1,3806.10° J K™

Atomik mass amu 1,661.10*"g

unit(dalton)

Elektronvolt eV 1,602.10™J
3,828.10*kal

Curie Ci 3,70.10"
bozunum/saniye

1 Gray Gy 1 Joule/kg= 100 Rad

1 rad (absorplanan 1s1n rad 100 erg/g=Joule/g

diizu)

1 Becquarel Bq 3,7kBg=0,1 uCi

1 rontgen Normal kosullarda 1

cm®  kuru  havada
2,08x10° iyon cifti
olusturan  radyasyon
miktari
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Uzunluk birimleri degerleri

1 fermi =10"m
1 angstrom(A) =10"m
1 parsec = 3,084.10%km

1 astronomik birim = 1,495.10% km

Basing¢ birim degerleri

1 torr =1 mm Hg (0°C)
= 1,333.10% newton/m?
= 1,333.10% pascal
= 1,316.10°° atmosfer

Enerji birim degerleri

1 kalori (cal) = 4,187 joule

1 kilokalori (kcal) = 1000 cal

1erg =107 joule

1 kilowatt/saat =3,6.10° joule

1 beygir giicii = 2,685.10° joule

1 Joule =1 kgm?s?=10" erg = 0,239 cal = 1 watt/s

Istanbul Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

Onerilen Unite Onekleri:

Katlar Onekler Semboller
10" exa E
10" pecta P
10 tera T
10° giga G
10° mega M
10° kilo k
10° hecto h
10 deka da
10™ deci d
107 centi c
107 milli m
10° micro u
10” nano n
10 pico p
107 femto f
107° atto a
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Sicaklik Birimlerini Doniistiirme Cetveli

Déniistiiriilecek °K °Cc °F
Birim:
°K - °K -273,15 1,8.°K -459,67
°C °C+273,15 - 1,8.°C +32
°F 0,5.°F + 0,5.°F-17,7 -
255,372
Olcii Degisim Tablosu
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Yasam Bilimlerinde Son Altmus Yilda Molekiil Diizeyde Yapilan

Bashica Buluslar ve Bu Buluslarin Yol Actig1 Gelismeler*

1938

1939

1940

“Molekiiler biyoloji” deyiminin ilk kez Rockefeller Vakfi

Baskan1 Warren Weaver tarafindan kullanilmasi.
Weaver,W. Report of the Rockefeller Foundation
pp.203-203.

DNA kristal yapisinin X-1s1nlar1 kirmimu ile incelenmesi.
Astbury,W.T. and Bell,F.O. X-ray study of
thymonucleic acid. Nature 141, 747-748.

Hemoglobin ve kimotripsinin kristal yapilarmin X-1sinlari
kirinimi ile incelenmesi.
Bernal,J.D.,Fankuchen,l. and Perutz,M. An
X-ray study of chymotrypsin and hemoglobin.
Nature 141, 523-524.

Ellis ve Delbriick tarafindan ¢ogalma 6zelliklerinin tanim-
lanmasiyla bakteri fajlarinin genetik analizde kullanilmaya
baslanmasi.
Ellis,M.L. and Delbrick,M. The growth of
bacteriophage. J.Gen.Physiol. 22, 365-384.

Pauling’in kimyasal degerlilik kavraminin (Pauling, The
Nature of the Chemical Bond) biyolojik molekdl ve
siireclerin betimlenmesinde kullanima.
Pauling,L. and Delbrick,M. The nature of the
intermolecular forces operative in biological
processes. Science 92, 77-79.
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1941 Neurospora’nin biyokimyasal genetik ¢alismalarinda kul-
lanilmaya baslanmasi. Garrod’nun “Inborn Errors of
Metabolism” baslikl1 eserinden beri bu alandaki en énemli
ilerlemeyi olusturan bu ¢aligmanin model organizmanin
dogru se¢iminin 6nemini sergilemesi.
Beadle,G.W. and Tatum,E. Genetic control of
biochemical reactions in Neurospora.
Proc.Natl.Acad.Sci.USA. 27, 499-506.

Virislerin X-1sinlar1 kirinimi ve elektron mikroskopisi ile
incelenmeye baslanmasi.
Bernal,J.D. and Frankuchen.l. X-ray and crytal-
lographic studies of plant virus preparations. J.Gen.
Physiol. 25, 111-165.

1942 Bakteri fajlarinin elektron mikroskopisi. T2 fajinin
goriintiileri karsisinda bir mikrobiyologun bagirisi. “Mein
Gott. They have tails!” (Tanrim, kuyruklar1 da varms!).
Luria,S.E. and Anderson, T.F. Identification and
characterisation of bacteriophages with the electron
microscope. Proc.Natl.Acad.Sci.USA. 28, 127-130.

1943 Direncin bakterilerin var olan bir 6zelligi oldugunun ,
direncli bakterinin bir bakteri toplulugu i¢indeki
seleksiyonu ile izlenebileceginin ve indiikleyici
ayiraglarin etkisi ile yeni ortaya ¢ikan bir 6zellik

olmadiginin gosterilmesi
Luria,S.E. and Delbrick,M. “Mutations  of
bacteria from virus sensitivity to virus resistance”.
Genetics 28, 491-511.

Hiicre  membranlarinda  potansiyel ve  impedans
Olctimlerinin yapilmasi
Goldman, D.E., Potantial, impedence and
rectification in membranes. J. Gen. Physiol, 27, 37-
60.
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1944 Pneumococcus’un DNA transferi yoluyla
transformasyonu.
Avery,0.T.,Macleod,C. and McCarty,M. Studies
on the chemical nature of the substance
inducing transformation by a desoxyribonucleic
acid fraction isolated from Pneumococcus type III.
J.Exp.Med. 79, 137-158.
E.Schrédinger’in - “What is Life?” bashkli kitabinin
yaymlanmasiyla fizik¢ilerin molekiiler biyolojinin ilging
konu ve problemlerine yonlendirilmeleri.
Schrodinger,E. What is Life? The Physical Aspect
of the Living Cell, Cambridge University Press.
1945 Faj genomlarinda mutasyonlarin ortaya ¢ikisinin goste-
rilmesiyle fajlarin genetikte etkin bigimde kullanilmalarina
baslanmasi.
Luria,S.E. Mutations of bacterial viruses affecting
their host range. Genetics 30, 84-99.
1946 Ikili biyokimyasal E,coli mutantlarmin kullanimiyla
bakterilerde rekombinasyonun gésterilmesi.
Lederberg,J. and Tatum,E.L. Gene recombi-
nation in E.coli. Nature 158, 558.
Niikleer magnetik rezonans teknigi birbirinden bagimsiz
olarak iki ayr1 fizikg¢i tarafindan bulundu.
Bloch, F.,Phys Rev. 70, 460
Purcell, E.M. ,Phys Rev. 70, 988
1948 Diploit hucrelerin haploit hiicreden iki kat daha fazla DNA

icerdiginin gosterilmesi.
Boivin,A.,Vendrely,R. and Vendrely,C. L’acide
desoxyribonucleique du noyau cellulaire,
depositairedes caracteres hereditaires: arguments
d’ordre analytique. C.R.Hebd.Seances Acad.Sci. ,
226, 1061-1063.
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1949

cells.

1950

1951

Normal bireylerin ve orak hiicre anemili hastalarin
hemoglobin 6rneklerinin farkli elektroforetik devinim 6zel-
liklerinin gosterilmesi.

Pauling,L.,Itano,H.,Singer,S.J. and Wells,1.C.

Sickle cell anemia: a molecular disease. Science
110, 543-548.

Fajlarda rekombinasyon olaylarinin gosterilmesi.
Hershey,A.D. and Rotman,D. Genetic recom-
bination between host range and plaque-type

mutants of bacteriophage in single bacteria

Genetics 34, 44-71.

Chargaff tarafindan DNA’daki A/T ve G/C oranlarina
iliskinkurallarin ortaya konmasi.
Chargaff,E. Chemical specificity of nucleic
acids and mechanisms of their enzymatic
degradation Experientia 6, 201-2009.

Lisojenik infeksiyonun tanimlanmasi.
Lwoff,A. and Gutman,A. Recherches sur un
Bacillus megatherium lysogene. Ann.Inst.Pasteur.
78, 711-739.

Lwoff,A.,Siminowitch,L. and Kjeldgaard,N.
Introduction de la production de bacteriophages
chez un bacterie lysogene. Ann.Inst.Pasteur. 79,
815-858.

Proteinlerin a-sarmal yapilarinin bulunmasi.
Pauling,L. and Carey,R.B. Proc.Natl.Acad.Sci.
USA. 37, 235-285.

Insiilinin amino asit dizilimine iliskin ¢alismalarin yayin-
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1952

lanmasi.
Sanger,F. and Tuppy,H. The amino acid
sequence of the phenylalanyl chain of insulin.
Biochem.J. 49, 463-490.

Mc Clintock tarafindan misirda hareketli genetik
elementlere (transposonlara) iliskin bulgu ve gozlemlerin .
yayinlanmasi
Mc Clintock,B. Chromosome organisation and
gene expression. Cold Spring Harbor
Symp. Quant Biol. 16, 13-57.

Faj DNA’sinin  faj proteinlerinden bagimsiz olarak
infeksiy6z oldugunun gosterilmesi.
Hershey,A.D. and Chase,M. Independent
functions of viral protein and nucleic acid in growth
of bacteriophage. J.Gen.Physiol. 36, 39-56.

Genetik caligmalar i¢in 6nemli tekniklerin gelistirilmesi.
Lederberg,J. and Lederberg,E.M. Replica
plating and indirect selection of bacterial mutants
J.Bacterial. 63, 399-406.

Sarmal yapinin belirlenmesinde Fourier transform analizi
yonteminin gelistirilmesi.
Cochran,W. and Crick,F.H.C. Evidence for the
Pauling-Corey a-helix in synthetic peptides.
Nature 169, 234-235.

Aksiyon potansiyelinin olusumunu belirleyen mekanizma-
larin tanimlanmasi.
Hodgkin,A.L. and Huxley,A.F. Currents carried
by sodium and potassium ions through the
membrane of the giant axon of Loligo. J.Physiol.
116, 449-472.

Hodgkin,A.L. and Huxley,A.F. A quantitative
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1953

1954

1955

description of membrane current and its application
to conduction and exitation in nerve. J.Physiol.
117, 500-544.

DNA ¢ift sarmal yapisi.
Watson,J.D. and Crick,F.H.C. Molecular
structure of nucleic acids-a structure for
deoxyribonucleic acid. Nature 171, 737-738.

Kalitimsal sifre tizerinde kuramsal ¢alismalar.
Gamow,G. Possible relation between deoxyribo-
nucleic acid and protein structure. Nature 173, 318.

In vitro protein sentezi kosullarinin  gelistirilmesi.
P.C.Zamecknik and E.B.Keller. Relationship
between phosphate energy donors and incorporation
of labelled amino acids into proteins. J.Biol.Chem.
209, 337-354.

Kas kasilmasia temel olusturan yapisal degisikliklerin

bulunusu.

Huxley,A.F. and Niedergerke,R. Structural
changes in muscle during contraction. Nature
173, 971-973.

Proteinlerin kristal yapilarinin X-1s1nlar1 kirtnimu ile anali-
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zinde agir metallerin kullanima.
Green,D.W.,Ingram,V. and Perutz,M. The
structure of hemoglobin. IV.Sign determination by
the isomorphous replacement method. Proc.R.Soc.
London Ser. A 225, 287-307.

Gen haritalama ¢aligmalarinin baglamasi. rIl bolgesinin
yapisinin haritalanmasi.
Benzer,S. Structure of a genetic region in bacte-
riophage. Proc.Natl.Acad.Sci.USA. 41, 344-354.

Niikleik asitlerin sentezini miimkiin kilan poliniikleotit
fosforilaz enziminin bulunusu.
Grunberg-Manago,M. and Ochoa,S. Enzymatic
synthesis and breakdown of polynucleotides: Poly-
nucleotide phosporylase. J.Am.Chem.Soc. 77,
3165-3166.

Adaptor hipotezi. Protein sentezinde adaptor molekdllerin
DNA’daki sifre sozciiklerinin karsiligi amino asitlerin
proteinlere yerlestirilmesinde islev gorebileceginin ileri sii-
ralmesi.
Crick,F.H.C. On degenerate templates and the
adaptor hypothesis.a note for the RNA Tie Club.

Niikleik asitlerin kimyasal sentezinde daha sonralari genis

kullanim bulacak tekniklerin gelistirilmesi.
Michelson,A.M. and Todd,A.R. Nucleotides
XXXI1.Synthesis of a dithymidine dinucleitide
containing a 3’:5’ internucleotide linkage.
J.Chem.Soc. 4, 2632-2638.

1956 E.coli hiicrelerinin fajlar tarafindan infeksiyonu siirecinde
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1957

hizl1 dontisiimlii ve baz igerigi faj genomunun baz icerigine
benzesik bir RNA kesimin ortaya ¢ikisinin gézlenmesi.
mRNA’nin varligina iliskin ilk bulumlar.
Volkin,E. and Astrachan,L. Phosphorus incor-
poration in E.coli ribonucleic acid after infection
with bacteriophage T2. Virology 2, 146-161.

Saf tiitiin mosaik viriisii RNA’sinin infeksiy6z oldugunun
gosterilmesi.
Gierer,A. and Schramm,G. Infectivity of nucleic
acid from tobacco mosaic virus. Nature 177,
702-703.

cAMP’nin bulunusu-Hcresel diizenlenme

mekanizmalarina iligkin bilgiye ¢cok dnemli bir katki.
Sutherland,E.W. and Wosiliat,W.D.
J.Biol.Chem. 218, 459.

Kalitsal sifre tizerine kuramsal c¢alismalarin devamu.
Kalitsal bilginin ardasik sirali, ancak Ortlismeyen
sozciiklerle aktariminin gerektiginin irdelenmesi.
Brenner,S. On the impossibility of all overlapping
triplet codes in information transfer from nucleic
acid to protein. Proc.Natl.Acad.Sci.USA. 43,
687-694.

Myoglobinin tighoyutlu yapisinin 6A‘luk ayirimda
aydinlanmast.
Kendrew,J.C.,Bado,G.,Dintzis,H.M.,
Perrish,R.G.. and Wyckoff,H.T. Three
dimensional structure of sperm-whale myoglobin
molecule obtained by X-ray analysis. Nature 181,
662-666.
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Ingram tarafindan normal (HbA) ve orak hiicre
hemoglobini (HbS) arasindaki farkin tek bir amino asit
degisikliginden (glutamine — valin) kaynaklandiginin
gosterilmesi.

Ingram,V. Gene mutations in human

hemoglobin the chemical difference between

normal and sickle cell hemoglobin. Nature 180, 326-

328.

Antikorlarin olusumuna iliskin olarak klonal seleksiyon
kavraminin ortaya atilmasi.
Burnet,F.M. A modification of Jerne’s theory of
antibody production using the concept of clonal
selection. Austry.J.Sci. 20, 67.

1958 Crick tarafindan adaptdér molekiillerinin niikleik asit yapilt
ve sifre sozciiklerini tiimleyen (komplementer) diziler tasiyan
molekiiller olarak tanimlanmasi.
Crick,F.H.C. On protein synthesis. Symp.Soc.
Exptl.Biol. 12, 138-163.

Crick’in adaptor molekiillerine iliskin diisiinceleri lizerine

transfer RNA molekiillerinin bulunusu.
Hoagland,M.B.,Stephenson,M.L.,Scott,J.F.,
Hecht,L.l1. and Zamecnick,P.C. A soluble
ribonucleic acid intermediate in protein synthesis.
J.Biol.Chem. 231, 241-257.

DNA’nin yar1 koruyucu mekanizma ile replikasyonunun
gosterilmesi.
Meselson,M. and Stahl.F.W. The replication of
DNA in E.coli. Proc.Natl.Acad.Sci.USA. 44,
671-682.

DNA polimerazin bulunusu.
Lehman,l.R.,Besman,M.J.,Simms,E.S. and
Kornberg,A. Enzymatic synthesis of deoxyribo-
nucleic acid. 1.Preparation of substrates and partial
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purification of an enzyme from Escherichia
coli. J.Biol.Chem. 233, 163-170.

1959 Calismasi icin dort niikleotit ve bir DNA baslatic1 mo-
lekli gereksinen RNA polimeraz enziminin eldesi.
Weiss,J.B. and Gladstone,L. A mammalian
system for the incorporation of cytidine tri-
phosphate into ribonucleic acid. J.Am.Chem.Soc.
81,4118-4119.

1960 Niikleik asit hibritleme yonteminin gelistirilmesi.
Marmur,J. and Lane,D. Strand separation and
specific recombination in deoxyribonucleic acids:
biological studies. Proc.Natl.Acad.Sci.USA. 46,
453-461.

Doty,P.,Marmur,J.,Eigner,J. and Schildkraut,C.
Strand separation and specific recombination in
deoxyribonucleic acids: physical chemical studies.
Proc.Natl.Acad.Sci.USA. 46, 461-476.

Rich,A. A hybrid helix containing both
deoxyribose and ribose polynucleotides and its
relation to the transfer of information between the
nucleic acids. Proc.Natl.Acad.Sci.USA. 46, 1044-
1053.

Kendrew ve Perutz gruplarinin proteinlerin (miyoglobin ve

hemoglobinin) kristal yapilarina iliskin ¢aligmalari.
Kendrew,J.C.,Dickerson,R.E.,Strandberg,B.E.,
et al. Structure of myoglobin: a three-dimensional
Fourier synthesis at 2A resolution. Nature 185,
422-427.

Perutz,M.F.,Rossman,M.G.,Cullis,A.F. et al.
Structure of haemoglobin: a three-dimensional
Fourier synthesis at 5.5A resolution, obtained by
X-ray analysis. Nature 185, 416-422.
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1961

1962

Operon kurami. Gen anlatimimin diizenlenmesi ve

mRNA’nin varligia iligkin, molekiiler biyolojiyi

derinden etkileyen diisiincelerin yayinlanmasi.
Jacob,F. and Monod,J.  Genetic  regulatory
mechanisms in the synthesis of proteins.
J.Mol.Biol._3, 318-356.

mRNA’nin varliginin bir dizi ¢aligma ile kesin olarak
kanitlanmasi.
Brenner,S.,Jacob,F. and Meselson,M. et al. The
presence of an unstable RNA in E.coli following
infection by T-even phage. Narute 190, 576-581.

Gros,F.,Hiatt,H.,Gilbert,W. et al. Unstable ribo-
nucleic acid revealed by pulse-labelling of
Escherichia coli. Nature 190, 581-585.

Hall,B.D. and Spiegelman,S. Sequence comp-
lementarity of T2-DNA and T2-specific RNA.
Proc.Natl.Acad.Sci.USA. 47, 137-146.

rll mutantlariyla yapilan ¢aligmalarla sifre sozciiklerinin

U¢-harfli olduklarinin gosterilmesi.
Crick,F.H.C.,Barrett,L.,Brenner,S. and
Watts-Tobin,J. General nature of the genetic code
for proteins. Nature 192, 1227-1232.

Genetik sifrenin ¢oziilmesine yol acan bulus. Poli U'nun

kullanildigi in vitro protein sentezleyen sistemde poli

Phe’nin sentezlendiginin gosterilmesi.
Nirenberg,M.W. and Matthaei,J.H. The
dependence of cell-free protein synthesis in E.coli
upon naturally occurring or synthetic polyribo-
nucleotides. Proc.Natl.Acad.Sci.USA. 47,
1588-1602.

Sifre sozciiklerinin taninmasinda adaptor (tRNA)
molekdllerinin (MRNA kodon-tRNA antikodon)
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1963

1964

etkilesimin belirleyiciligi. tRNA’ya eklenen yanlis bir
amino asidin o tRNA’ya 6zgii amino asit yerine proteine
girmesinin gosterilmesi.
Chapeville,F.,Lipmann,F., von Ehrenstein,G.
et al. On the role of soluble nucleic acid in coding
for nucleic acids. Proc.Natl.Acad.Sci.USA. 48,
1086-1092.

Farklilasmis bir hiicre ¢ekirdeginin ¢ekirdegi inaktif-
lestirilmis yumurta hiicresine aktarimi ile yeni bir
kurbaganin olusumu-Klasik klonlama deneyi.
Gurdon,J.B. The developmental capacity of nuclei
taken from intestinal epithelium cells of freeding
tad poles. J.Embryol.Exqg.Morph. 10, 622-640.

Allosterik etkilesimlerin protein etkinliginin diizenlenme-
sindeki rolu.
Monod,J.,Changeux,J-P. and Jacob,F.
Allosteric proteins and cellular control systems.
J.Mol.Biol. 6, 306-309.

Solid-faz peptit sentezi.
Merrifield,R.B. Solid phase peptide synthesis.
I.The synthesis of a tetrapeptide. J.Am.Chem.Soc.
85, 2149-2154.

DNA(mRNA) ve proteinlerde kolineerligin (esboyutlu-
lugun) gosterilisi.
Yanofsky,C.,Carlton,B.C.,Guest,J.R.,
Helinski,D.R. and Henning,U. On the colinearity
of gene structure and protein structure. Proc.Natl.
Acad.Sci.USA. 51, 266-272.

Rekombinasyon olaylarinda DNA ipliklerinin
davraniglarinin ve ortaya cikan ara yapilarin (“Holliday
structure”) tanimlanmasi.
Holliday,R. A mechanism for gene conversion in
fungi. Genet.Res. 5, 282-304.
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1965 “amber” ve “ochre” mutasyonlariin bitis (terminasyon)
sozciiklerinden (UAG ve UAA) kaynaklandiginin goste-
rilmesi.

Weigert,M.G. and Garen,A. Base composition

of nonsense codons in E.coli. Evidence from
aminoacid substitutions at a tryptophan site in the
alkalinephosphatase. Nature 206, 992-994.

Brenner,S.,Stretton,A.O. and Kaplan,S. Genetic
code: “nonsense” triplets code for chain termination
and their suppression. Nature 206, 994-998.

1966 Lac represoriiniin elde edilip, tanimlanmasi.
Gilbert,W. and Muller-Hill,B. solation of the lac
repressors. Proc.Natl.Acad.Sci. USA. 56,
1891-1898.

Protein sentezinin baslaticisinin N-formilmetyonil-(F-Met-)
tRNA oldugunun gdsterilmesi.
Adams, J.M. and Cappechi,M.R. N-formyl-
methionyl-sRNA as the initiator of protein
synthesis. Proc.Natl.Acad.Sci. USA. 55, 147-155.

Bretscher,M.S. and Marcker,K.A. Polypeptidyl-
s-ribonucleic acid and amino-acid-s-ribonucleic
acidbinding sites on ribosomes. Nature 211, 380-
384.

1967 Lizozimin l¢gboyutlu yapisinin ilk enzim olarak 2A
ayirimda belirlenmesi.
Blake,C.C.F.,Mair,G.A.,North,A.C.T.,
Phillips,D.C. and Sarma,V.R. On the confor-
mation of the hen egg-white lyzozyme molecule.
Proc.R.Soc.London Ser.B. 167, 365-377.

Blake,C.C.F.,Johnson,L.N.,Mair,G.A.et al.
Crystallographic studies of the activity of the hen
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1970

1971

1972

egg-white lyzozyme molecule. Proc.R.Soc.London
Ser.B. 167, 378-388.

Ters transkriptazin bulunusu.
Baltimore,D. Viral RNA-dependent DNA
polymerase. Nature 226, 1209-1211.

Temin,H.M. and Mizutani,S. RNA-dependent
DNA polymerase in virions of Rous sarcoma virus.
Nature 226, 1211-1213.

Ca®" tuzlarinin kullanimiyla hiicrelerin transformasyonu.
Mandel,M. and Higa,A. Calcium-dependent
bacteriophage DNA infection. J.Mol.Biol. 53,
159-162.

Restriksiyon niikleazlarin DNA kesimlerinde kullanilmaya
baslanmasi.
Smith,H.O. and Wilcox,K.W. A restriction
enzyme from Hemophilus influenzae. 1.Purification
and general properties. J.Mol.Biol. 51, 379-391.

Restriksiyon niikleazlarin DNA haritalama ¢aligmalarinda
kullanilmasi.
Danna,K. and Nathans,D. Specific cleavage of
simian virus 40 DNA by restriction endonuclease
of Hemophilus influenzae. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA. 68, 2913-2917.

Rekombinant DNA doneminin baglamasi.
Jackson,D.A.,Symons,R.H. and Berg,P. Bio-
chemical method for inserting new genetic
information into DNA of simian virus 40: circular
SV40 DNA molecules containing lambda phage
genes and the galactose operon of E.coli. Proc.Natl.
Acad.Sci.USA. 69, 2904-2909.
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1973

Mertz,J. and Davis,R.W. Cleavage of DNA by RI
restriction endonuclease generates cohesive ends.
Proc.Natl.Acad.Sci.USA. 69, 3370-3374.

Rekombinant DNA tekniklerinin ilk uygulamalariyla iki

direng geninin (kanamisin ve tetrasiklin direnc genlerinin)

ayni plasmide yerlestirilmesi.
Cohen,S.N.,Chang,A.C.Y.,Boyer,H.W. and
Helling,R.B. Construction of biologically func-
tional bacterial plasmids in vitro. Proc.Natl.Acad.
Sci.USA. 70, 3240-3244.

Analitik etidyum bromir-agaroz elektroforezi.
Sharp,P.A.,Sugden,B. and Sambrook,J.
Detection of two restriction endonuclease activities
in Hemophilus parainfluenzae using analytical
agarose-ethidium bromide electrophoresis.
Biochemistry 12, 3055-3062.

Hayvan hiicrelerinin ¢iplak DNA ile transformasyonu
(transfeksiyonu).
Graham,F.L. and Erb,A.J. A new technique for
the assay of infectivity of human adenovirus 5
DNA. Virology, 52, 456-457.

Farkli DNA ipliklerinin 3’ uclarina eklenen tiimleyici
homopolimerik kuyruklar (6rnegin poli A ve poli T)
araciligiyla ligasyonlarinin saglanmasi.
Lobban,P.E. and Kaiser,A.D. Enzymatic end-to-
end joining of DNA molecules. J.Mol.Biol. 78,
453-471.

Bakteri ribozomlarinin ayristirilarak, saflastirilan 6gele-

rinin (rRNA ve ribosomal proteinlerin) birlestirilmesiyle

yeniden olusturulmasi (“ribosomal self-assembly”).
Namura,M. Assebly of bacterial ribosomes.
Science 179, 864-873.
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1974 Rekombinant DNA teknolojisinin uygulamalarinin olas1
sonuglarmin irdelenerek kamuoyuna duyurulmasi (“the
Berg letter”).
Berg,P.,Baltimore,D.,Cohen,S.N. et al.
Potential biohazards of recombinant DNA mole-
cules. Science 185, 303.

Kromatin yapisinin aydinlanmasiyla sonuglanan
caligsmalarin hiz kazanmasi-Niikleozom kavraminin ortaya
atilmasi.
Kornberg,R.D. Chromatin structure: A repeating
unit of histones and DNA. Chromatin structure is
based on a repeating unit of eight histones and
about 200 DNA base pairs. Science 184, 868.

1975 Elektroforez ayrilmis ya da transformasyona ugratilmis
bakterilerin kolonilerinde 6zgiin DNA dizilerinin
varliginin hibritleme yontemleri (“Southern blot” ve
“colony hybridization”) ile belirlenmesi.
Southern,E.M. Detection of specific sequences
among DNA fragments separated by gel electro-
phoresis. J.Mol.Biol. 98, 503-517.

Grunstein,M. and Hogness,D.S. Colony hyb-
ridization: a method for the isolation of cloned
DNAs that contain a specific gene. Proc.Natl.
Acad.Sci.USA. 72, 3961-3965.

Ikiboyutlu poliakrilamit gel elektroforezi.
O’Farrell,P.H. High resolution two-dimensional
electrophoresis of proteins. J.Biol.Chem. 250,
4007-4021.

Monoklonal antikor hibridoma tekniginin gelistirilmesi.
Kohler,G. and Milstein,C. Continuous cultures
of fused cells secreting antibody of predefined
specificity. Nature 256, 495-497.

Istanbul Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



Istanbul T1p Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali

1976 Okaryot genlerinin cDNA klonlanmasi. Tavsan B-globin
geninin eldesi.
Maniatis, T.,Kee,S.G.,Efstratiadis,A. and
Kafatos,F.C. Amplification and charac-
terization of a B-globin gene synthesized in vitro.
Cell 8, 163-182.

Rabbits, T. Bacterial cloning of plasmids carrying
copies of rabbit globin messenger RNA. Nature
260, 221-225.

Somatik rekombinasyonun antikor ¢esitliligini
belirledigine iliskin ilk kanitlar.

Hozumi,N. and Tonegawa,S. Evidence for
somatic rearrangement of immunoglobulin genes
coding for variable and constant regions.

Proc.Natl. Acad.Sci.USA. 73, 3628-3632.

Viral onkogen (v-src)in hiicresel karsitinin normal
hiicrelerde bulunusu.

Stehelin,D.,Varmus,H.E.,Bishop,J.M. and
Vogt,P.K. DNA related to the transforming
gene(s) of avian sarcoma viruses is present in
normal avian DNA. Nature 260, 170-173.

Maya genlerin E.coli’de ekspresyonu.
Struhl,K.,Cameron,J.R. and Daview,R.W.
Functional genetic expression of cloned yeast
DNAIn E.coli. Proc.Natl.Acad.Sci.USA. 73, 1471-
1475.

Rekombinant DNA tekniklerinin dogum Oncesi tanida
uygulanmasi.
Kan,W.Y.,Golbus,M.S. and Dozy,A.M. Prenatal
diagnosis of alpha-thalassemia. Clinical
application of molecular hybridization.
N.Engl.J.Med. 295, 1165-1167.
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“patch clamp” tekniginin gelistirilmesi-Tek kanal Na®
akimlariin gézlenmesi.
Neher,E. and Sakmann,B. Single-channel
currents recorded from membrane of denervated
frog muscle fibres. Nature 260 799-802.

1977 Okaryot genlerinin béliinmiisliigiiniin (“split genes”)
gosterilmesi.
Berget,S.M.,Moore,C. and Sharp,P.A. Spliced
segments at the 5’ terminus of adenovirus 2 late
MRNA. Proc.Natl.Acad.Sci.USA. 74, 3171-3175.

Chow,L.T.,Gelinas,R.E.,Broker, T.R. and
Robert,R.J. An amazing sequence arrangement at
the 5* ends of adenovirus 2 messenger RNA. Cell
12, 1-8 [This issue of Cell contained three other
papers from the Cold Spring Harbor Laboratory

group.]

DNA dizileme yontemlerinin gelistirilmesi.
Maxam,A.M. and Gilbert,W. A new method for
sequencing DNA. Proc.Natl.Acad.Sci.USA. 74,
560-564.

Sanger,F.,Nicklen,S. and Coulson,A.R.
DNA sequencing with chainterminating inhibitors.
Proc.Natl.Acad.Sci.USA. 74, 5463-5467.

Kimyasal maddelerin hayvanlarda mutajenliklerinin belir-
lenmesinde yeni tekniklerin (“Ames test”) gelistirilmesi.
McCann,J. and Ames,B.N. The Salmonella/
microsome mutagenicity test: predictive value
for animal carcinogenicity. In Origins of Human
Cancer, H.H.Hiatt,J.D. Watson, and J.A.Winsten,
eds. Cold Spring Harbor Laboratory.
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1978

1979

1980

Okaryot (memeli) genlerinin bakteride ekspresyonu.
Chang,A.C.Y.,Nunberg,J.H.,Kaufman,R.F.
et al. Phenotypic expression in E.coli of a DNA
sequence coding for mouse dihydrofolate
reductase. Nature 275, 617-624.

Biiyiik DNA parcalarinin kosmit vektorler araciligiyla
klonlanmasi.
Collins,J. and Hohn,B. Cosmids: a type of
plasmid gene-cloning vector that is packageable
in vitro in bacteriophage lambda heads.
Proc.Natl.Acad.Sci.USA. 75, 4242-4246.

Y onlendirilmis mutagenez yontemi.
Hutchison,C.A.,Phillips,S.,Edgell,M.H. et al.
Mutagenesis at a specific position in a DNA
sequence. J.Biol.Chem. 253, 6651-6660.

200 niikleotitlik uzunluga kadar inebilecek restriksiyon
Fragmentlerinin insan genomunun haritalanmasinda

kullanilabilmesi.

Solomon,E. and Bodmer,W.F. Evolution of
sickle variant gene. The Lancet I, 923.

“Restriction fragment length polimorphism (RFLP)”
yonteminin DNA analizinde kullaniminin kuramsal
analizi.
Botstein,D.,White,R.L.,Skolnick,M. and
Davis,R.W. Construction of a genetic linkage
mapin man using restriction fragment length poly-
morphisms. Am.J.Hum.Genet. 32, 314-331.

Selektif olmayan bir genin selektif nitelikli bir genle
birlikte ikili transfeksiyon ydntemiyle hayvan hicrelerine
aktarimi.
Wigler,M.,Sweet,R.,Sim,G.K. et al.
Transformation of mammaliyan cells with genes
from prokaryotes and eukaryotes. Cell 16,
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777-785.

Adenil siklaz ektinliginin diizenlenmesinden sorumlu G
Proteinin saflastirilmasiyla sinyal iletisine (transdiiksiyona)
iliskin mekanizmalarin aydinlanmasiyla sonuglanan calis-
malar.
Northup,J.K.,Sternweis,P.C.,Jmigel,M.D.,
Schleitar,L.,Ross,E.M.,Gilman,A.G. Proc.Natl.
Acad.Sci.USA. 77, 6516-6520.

1981 Tetrahymena ribozomal RNA’siin kendini kirpma
ozelligi RNA molekiillerinde katalitik etkime yetkinligine
sahip olabileceklerinin gosterilmesi.
Cech,T.R.,Zauf,A.J. and Grabowski,P.J.
In vitro splicing of the ribosomal RNA precursor
of Tetrahymena: involvement of a guanosine
nucleotide in the excision of the intervening
sequence. Cell 27, 487-496.

“Enhancer” dizilerin bulunusu.
Banerji,S.,Rusconi,S. and Shaffner,W.
Expression of a p-globin gene is enhanced by
remote SV40 DNA sequences. Cell 27, 299-308.

Benoist,C. and Chambon,P. In vitro sequence
requirements of the S\V40 promoter region. Nature
290, 304-310.

Déllenmis fare yumurta hiicresinin proniikleusunu
mikroinjeksiyon  yoluyla gen aktarimi. Transgenik
hayvan teknolojisi.
Brinster,R.L.,Chen,H.Y., Trumbauer,M. et al.
Somatic expression of Herpes thymidine kinase in
mice following injektion of a fusion gene in eggs.
Cell 27, 223-231.
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1982 Bir nokta mutasyonunun kanser olusumuna yol acabilece-
ginin gosterilmesi.
Tabin,C.J.,Bradley,S.M.,Bargmann,C.1. et al.
Mechanism of activation of a human oncogene.
Nature 300, 143-149.

Reddy,E.P.,Reynolds,R.K.,Santos,E.

and Barbacid,M. A point mutation is
responsible for the acquisition of trans forming
properties by the T24 human bladder carcinoma
oncogene.Nature300, 149-152.

1983 sis onkogeninin tiriiniiniin PDGF ile 6zdes oldugunun
gosterilmesi.
Waterfield,M.D.,Scrace,G.T.,Whittle,N. et al.
Platelet derived growth factor is structurally
similar to the putative transforming protein p28
of simian sarcoma virus. Nature 304, 35-39.

Doollitle,R.F.,Hunkapiller,R.F.,Wood,R.E.

et al. Simian sarcoma virus oncogene Vv-sis is
derived from the gene encoding a platelet-derived
growth factor. Science 221, 275-277.

Caenorhabditis elegans embriyonal kok hiicre soylarimin
yiiksek canlilarin embriyonal gelismelerini incelemede
bir model sistem olarak kullanilmasi.
Sulston,J.E.,Shierenberg,E.,White,J.G. and
Thomson,J.N. The embryonic cell lineage of
the nematode Caenorhabditis elegans. Dev.Biol.
100, 64-119.

Ti plasmitlerinin bitki hiicrelerinin transformasyonu ve
transgenik bitki soylarinin gelistirilmesi yoniinde
kullanimi

Herrera-Estrella,L.,Depicker,A.,

van Montagu,M. and Schell,J. Expression of
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1984

1985

chimaeric genes transferred into plat cells using a
Ti-plasmid derived vector. Nature 303, 209-213.

Bevan,M.W.,Flavell,R.B. and Chilton,M-D.

A chimaeric antibiotic resistance gene as a
selectable marker for plant cell transformation.
Nature 304, 184-185.

Homeokutunun bulunusu ve embriyonal gelismedeki rolii-

nilin tanimlanmasi.
McGinnis,W.,Levine,M.S.,Hofen,E.,Kuroiwa,A.
and Gehring,W.J. A conserved DNA sequence
in homeotic genes of Drosophila antennapedia
and bithorax complexes. Nature 308, 428-433.

McGinnis,W.,Hart,C.P.,Gehring,W.J. and
Ruddle,F.H. Molecular cloning and chromosome
mapping of a mouse DNA sequence homologous
to homeotic genes of Drosophila. Cell 38, 675-
680.

Buyik DNA (~ 500 kbq) pargalarmin elektroforetik
ayirimi.
Schwartz,D.C. and Cantor,C.R. Separation of
yeast chromosome-sized DNAs by pulsed field
gradient gel electrophoresis. Cell 37, 67-75.

Hicre ici sinyal iletiminde yeni bir ikincil habercinin,
inositol trifosfatin bulunusu.
Berridge,M.J. and Irvine,R.F. Inositol
triphosphate, a noral second messenger in
cellular signal transduction. Nature 312,
315-321.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)nun bulunmasi ve PCR
teknolojisinin dogusu.
Saiki,R.K.,Scharg,S.,Faloona,F. et al. Enzymatic
amplification of B-globin genomic sequences and
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the restriction site analysis for diagnosis of sickle
cell anemia. Science 230 1350-1354.

Homolog rekombinasyon yoluyla DNA dizilerinin dkaryot

genomda 6zgiin bolgelere yerlestirilmesi.
Smithies,O.,Gregg,R.G.,Boggs,S.S.,
Koralewski,M.A. and Kucherlapati,R.S.
Insertion of DNA sequences into the human
B-globin locus by homologous recombination.
Nature 317, 230-234.

1987 Maya yapay kromozomlariin (“yeast artificial chromo-
somes (YACs)”) ¢ok biiyiik DNA pargalarinin klonlan-
masinda kullanima.

Burke,D.T.,Carle,G.F. and Olson,M.V.
Cloning of large segments of exogenous DNA
into yeast using artificial chromosome vectors.
Science 236, 806-812.

Distrofinin Duchenne muskuler distrofi lokus driind
oldugunun bulunmasi.
Hoffman,E.P.,Brown,R.H. and Kunkel,L.M.
Dystrophin: the protein product of the Duchenne
muscular dystrophy locus. Cell 51, 919-928.

Embriyonal kdk hiicre kiiltiirlerinin gelistirilmesiyle,

memelilerde genetik degisimleri olanakli kilan gii¢lii bir

sistemin kazanimi.
Hooper,M.,Hardy,K.,Handyside,A.,Hunter,S.
and Monk,M. HPRT-deficient (Lesch-Nyhan)
mouse embryos derived from germline colo-
nization by cultured cells. Nature 326, 295-298.

Insan genomunun haritalanmasi ve dizi analizi ¢alisma-
larinin baslatilmasi.
Human Genome Initiative. Health and Environ-
mental Research Advisory Committee (HERAC)
of the Department of Energy (DOE).
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Nitrik oksidin yeni bir ndrotransmitter olarak
Tanimlanmasi ve daha 6nce varlig ileri siirtilen endotel
kokenli gevseme faktorii (“endothel-derived relaxing
factor(EDRF)") ile 6zdes oldugunun gosterilmesi.

Ignaro,L.J.,Buga,G.M.,Woo0d,K.S.,
Byrns,R.E.,Chaudhuri,G.

Endothelium-derived relaxing factor produced and
vein is nitric oxide. Proc. Natl. Acad. Sci (USA)
84, 9565-9269 (1987)

Palmer,R.M.J., Ferrige,A.G.,Moncada,S.

Nitric oxide release accounts for the biological
activity of endothelium-derived relaxing factor.
Nature 327, 524-526 (1987)

1988 Tiimor olusumunun supresor genlerin inaktiflesmesiyle de
gelistirilebileceginin gosterilmesi.
Whyte,P.,Buchkovich,K.J.,Horowitz,J.M. et al.
Association between an oncogene and an anti-
oncogene: the adenovirus E1A proteins bind to
the retinoblastoma gene product. Nature 334,
124-129.

1989 1970'li yillardan beri siiren g¢aligmalar sonunda hiicre
sikli-
siniin  (6zellikle mitozun) dizenlenmesinde siklin ve
sikline
bagimli kinaz(cdc2/p34)in roliine iligkin tablonun belir-
ginlesmesini saglayan bir dizi yayila sonuglandi.
Gould,K.L. and Nurse,P. Nature 342, 39-45.
Pines,J. and Hunter,T. Cell 58, 833-846.
Booker,R.N.,Alfa,C.E.,Hyams,J.S. and
Beach,D.H. Cell 58, 485-497.

1990 "RNA editing"- Yazinim iiriinii RNA'nin yeniden diizen-
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1991

1991/1992

lenmesi. Bir dizi ¢alismayla gen ekspresyonuna yeni bir
boyut katan bu mekanizmanin bir dl¢iide agikliga
kavusmasi.

Blum,B.,Bakalara,N. and Simpson,L. Cell

61, 879-884.

Sturm,N.R. and Simpson. Cell 61, 879-884.

Blat,G.J.,Koslowsky,D.J.,Feagin,J.E.,
Smiley,B.L. and Stuart,K. Cell 61, 885-894.

1970l yillarda ilk kez dile getirilen, 1980'li yillarda

daha olgunlastirilan apoptoz(programli hiicre Sliimii)

kavramini destekleyen bulgularin bir devami da timor

stppresor p53 ve onkoprotein c-myc'in bu strecteki

belirleyici rollerinin, bcl-2'nin ise apoptozu baskilayan

roliiniin tanimlanmast.
Yonish-Rouch,E.,Resnitzky,D.,Lotem,J.,
Sachs,L.,Kimchi,A. and Oren,M. Nature
353, 345-347.

Williams,G.T. Cell 65, 1097-1098.

Hdicre siklusiinde G1 — S gecisini belirleyen denetim
mekanizmalarinin ve aydinlanmaya baslayan S evresini
tetikleyen transkripsiyon faktori E2E'nin pRb ile etkile-
simleri ve DNA tiimor viriislerinin E2F i¢in pRb ile yarigi-
minin belirlenmesi.
Chellappan,S.P.,Hiebert,S.,Mudry,M.,
Horowitz,J.M.,Nevins,J.R. Cell 65, 1053.(1991)

Bagchi,S.,Weinmayn,R.,Raychandburi,R.
Cell 65, 1065.(1991)

Chittenden, T.,Livingston,D.M.,
Kaehlin.Jr W.G. Cell 65, 1073.(1991)

Hiebert,S.W.,Chellappan,S.P.,Horowitz,J.M.,
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1993

1996

1997

Nevins,J.R. Genes Develop. 6, 117.(1992)

DNA onarimu ile transkripsiyon arasindaki baglantinin

gosterilmesi. Helikaz etkinligi tasiyan transkripsiyon

inisiyasyon faktort TFIIH'nin, kseroderma pigmentosum

ve Cockayne sendromu ile ilintili, DNA onarimindan

sorumlu ERCC-3 geninin iiriinii oldugunun belirlenmesi.
Schaeffer,L. et al. Science 260, 58.

Selby,C.P. and Sancar,A. Science 260, 53.

HIV reseptorlerinin tanimlanmasiyla sagaltimina

yonelik yeni agilimlarin ortaya ¢ikmasi.
Feng,Y.,Broder,CC.,Kennedy,P.E.,Berger,E.A.
Science 272, 872

Cocchi F., et al. Science 270, 1881, (1995)
Klonlanan koyun. Eski bir uygulamanin (bkz.Gurdon
deneyi) yeniden daha ileri tekniklerle daha yiksek

canlilara ayarlanmasiyla olas1 sonugclara iligkin etik
tartismalarin yeniden alevlenmesi.

Wilmut,1.,Schnieke, A.E,McWhires,

I.,Kind,A.l.,Campbell,K.H.S. Nature Feb

27,810-813

* Bu listenin hazirlanmasinda J.Witkowski’nin bir c¢alismasindan
yararlanilmig, liste gerekli goriilen yerlerde yapilan eklemelerle
tamamlanmigtir. Witkowski,J. Fifty years on: molecular biology’s hall
of fame. Trends Biotech. 6, 234 (1988).
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AMP
cAMP
ATP
be

DEAE
dpm
DNA
cDNA
EF
FAD
FADH,
fMet

GDP

GMP

GTP

Hb

IF

Km

Kb (ya da kbc)
Mb

KISALTMALAR

Adenin

Adenozine monofosfat
Siklik AMP

Adenozin trifosfat

Baz cifti

Sitozin

Dalton

Dietilaminoetil
Dakikadaki bozunum
Deoksiribonikleik asit
Komplementer DNA
Elongasyon Faktor(
Flavin adenin dinukleotid (okside form)
Flavin adenin dinukleotid (redukte form)
N-formul metyonun
Guanine

Guanozin difosfat
Guanozin monofosfat
Guanozin trifosfat
Hemoglobin
Inisiyasyon Faktorii
Michaelis sabiti
Kilobaz cifti
Miyoglobin
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NAD* Nikotinamid adenin dinukleotit (okside form)

NADH Nikotinamid adenin dinlkleotit (redikte form)

NADP* Nikotinamid adenin dinukleotit fosfat (okside
form)

NADPH Nikotinamid adenin dinukleotit fosfat (redukte
form)

NMR Nikleer magnetik rezonans

PAGE Poliakrilamid gel elektroforezi

PCR Polimeraz zincir reaksiyonu

PEP Fosfoenol piruvat

P; Inorganik fosfat

RF Sonlanma Faktori

RNA Ribonikleik asit

MRNA (Mesenger) haberci RNA

tRNA Transfer RNA

S Swedberg Unitesi

SDS Sodyum dudesil sulfat

T Timin

TCA Trikarbonil asit

U Urasil

uv Ultraviyole

V max Maksimum hiz

Istanbul Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali



DIZIN

Sayfa
1,3-difosfogliserat 201,209
2,3-difosfogliserat 147,155
5-bromourasil 416-418
70S ribozom 362
80S ribozom 362
a-globin constant spring 424
a-globin Wayne 424
o-151N1 28
a-parcalanma 30
o-sarmal 127
B-galaktosidaz 406,408
B-1s1n1 28
B-parcalanma 30
B-yapist (B-konfiglrasyon) 125-127
y-151N1 28
y-parcalanma 30
y-Fc reseptorleri 540
AG 199,205
-A-
A band: 269
A-faj 440
abl proteini 636,638,641,642
acik sistem 187
acisal kuantum sayisi 5
ADA 474
adenil siklaz 595,597
ADP 311
ADP 203,210,308
ADRP riboz polimerazlar 361
agir element 26
aerobik oksitlenme 211
aflatoksin 644
agaroz gel elektroforezi 56
akar denge 281
akridin 420
aksiyon potansiyeli 256-258
aktif gen 493
aktif iletim 198,228,
241,244,245
aktif kromatin 514
aktiflesme enerjisi 188,315-319
aktin 269,274
akut lenfositik 16semi (ALL) 639

Sayfa
akut lenfositik olmayan I6semi (ANLM)
639

allellerin dislanmasi 557
allosterik diizenlenme 148,345
allosterik enzim 338
allosterik etki 339,343
allosterik mekanizma 130
altbirim 130
alic1 (acceptor) 21
Ames testi 618
amino asit 350
amino asitlerin asit-baz dzellikleri 117
aminoasil t-RNA sentetaz 394,401
aminoasil yeri 397
ana doku uyusum kompleksi (MHC)

561-562
ana kuantum sayisi 5
ana sdzcik dagarcig 287
anaerob canhlar 204
anensefali 463
anlamsiz mutasyon 419
anti-idiyotipik sistem 575
antiasense RNA 478
antijen 112,530
antijen baglama bdlgeleri 543
antijen 6zgurligi 535
antijenik boélge 530
antikodon 393
antikor (Ig) siniflart 535,536
antikor cesitliligi 550
antikor degisken bolgeleri 538
antikor degisken bolgeleri amino asit
dizileri 542
antikor olusum mekanizmalar: 535
antikor yapilan 535
antikor-antijen etkilesimi 544
antinétrino 28
apolar ya da hidrofobik R-gruplar
iceren amino asitler 113
apoptoz 601,605,607
arahikh 304
arahksiz 304
Arrhenius aktiflesme entropisi
dursayisi 317
artirict (aktivator) nitelikli dizenleyici
proteinler 493
asetil CoA 213,214

asetilazlar 361



asidik amino asitler 117
asit 106
asosiyasyon 132
ataksiya teleenjiektasya 437
atom cekirdegi 22
atom sayisi 22
atom yapisi 4,22
ATP 197,199,201,207,210,308,
310,311,355
ATPaz 273,311
ayrisim denge dursayist 105,106
ayrisim reaksiyonu 109
-B -
B band: 269
B (Bursa Fabricius)lenfosit 528-530
B-lenfosit aktiflesmesi 534
bagil refrakter dénem 265
bagisik ¢cokelek 547
bagisik tolerans 576
bagigik yanit 567
bagigik yanit diizenlenmesi 573,574
bakteriyel lipopolisakkarit (LPS) 567
Bam H, 470
Basedow-Graves hastaligi 580
basit diflizlenme 239

baskilayici (represor) nitelikli diizenleyici

proteinler 493
baz 106
bazik amino asitler 117
bazkes-yama onarim 434
baslama fazi (inisiyasyon) 394,399
bel x proteini 606
bcl-2 proteini 606
bellek hicreleri 531
Bence-Jones proteini 534
benziprenin aril hidroksilaz (AHH)
618,619
biliyer siroz 580
birincil bagigiksal yanit 533
birincil derece tepkimeler 312,313,315

birincil RNA (hnRNA=heterogen niikleer

RNA) 496
birincil (primer) hiicreler 583
birincil (primer) yap: 123
birlesme denge dursayis 546
bit 287,291
biyoelement 92

biyoenerjetik 186
biyoenerjetik ilkeleri 237

698

biyolojik etkinlik
biyolojik esdeger
biyolojik is

biyomolekdl

biyos