NUKLEIK ASITLER

Niikleotitler, — niikleik  asitlerin ~ yap1  taslaridir.  Niikleotitlerin,  hiicre
metabolizmasinda gesitli gorevleri vardir. Niikleotitler, metabolik doniisiimlerde enerji
birimi, hiicrelerin hormonlara ve diger hiicre disi uyarilara verdigi yanitta araci temel
molekiillerin ve bir dizi enzimin kofaktdrlerleri olup, ayrica metabolik ara bilesiklerin de
yapisal bilesenidirler. Son ama 6nemli bir islevleri de, genetik bilginin kaynag1 olan
niikleik asitlerin; deoksiriboniikleik asit (DNA) ve riboniikleik asidin (RNA) bileseni

olmalaridir.

Niikleotitler ti¢ tipik bilesenden olusurlar: (1) azot igeren bir baz, (2) bir pentoz,
ve (3) bir fosfat. Fosfat grubunu icermeyen molekiil niikleosit olarak adlandirilir. Azotlu

bazlar iki ana bilesik, piirin ve pirimidin tiirevleridirler.
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Sekil 1. (a) Niikleotit yapisi. (b) Piirin ve pirimidin bazlar

Niikleik asitler, adenin ve guanin (piirin) ile sitozin, timin ve urasil (pirimidin)
bazlarini igerirler. Pirimidin bazlarindan timin yalmizca DNA’da, urasil yalnizca RNA’da

bulunurken sitozin her ikisinde de bulunmaktadir.

DNA ve RNA’daki ardisik niikleotitler kovalent olarak fosfat grubu ‘kopriileriyle’
baghdir. Bir niikleotidin 5-fosfat grubu diger niikleotidin 3’-hidroksil grubuna

baglanarak fosfodiester bagini olusturur. Niikleik asitlerin omurgalar1 fosfat ve



pentozun tekrarlari seklindedir ve azotlu bazlar omurgaya belirli araliklarla tutunmus

yan gruplar gibi diisiiniilebilir.

Piirin ve pirimidin bazlar1 hiicrenin noétrale yakin pH'mnda oldukga
hidrofobiktirler ve suda ¢oziinmezler. Asidik veya alkali pH’da bazlar yiiklii hale gecer
ve suda ¢oziiniirliikleri artar. Pirimidinlerin ve piirinlerin islevsel gruplari, halkadaki
azotlar, karbonil gruplar1 ve halka dis1 amino gruplaridir. Amino ve karboksil gruplari
arasindaki hidrojen baglar1 niikleik asidin iki zinciri (nadir olarak ii¢ veya dort)
arasindaki en 6nemli etkilesim yoludur. En sik goriilen, A'nin 6zgiil olarak T (veya U) ile,
G'nin de C ile baglandig: hidrojen bag1 kurma kalib1 James D. Watson ve Francis Crick

tarafindan 1953’de tanimlanmis olandir.

Olusan baz eslesmeleri sonrasinda iki DNA iplik¢igi bir doniiste 10 baz ifti
bulunduracak sekilde birbirine vida biciminde sarilirlar boylece uzayda ii¢ boyutlu DNA
yapist olusur. Olusan hidrojen baglar1 ve hidrofobik etkilesimler ¢ift sarmalin

termodinamik kararliligini saglar.

Denatiirasyon

Ozenle ayristirilmis dogal DNA ¢ozeltileri oda sicakliginda (25°C) ve pH 7,0’de
oldukca viskozdur. Boyle bir ¢ozeltinin pH’sinda asir1 bir degisim ve sicakhiginda
80°C’nin {iistiinde olacak sekilde degisiklik yapildiginda DNA'nin, fiziksel bir degisime
ugradiginin gostergesi olarak, viskozitesi hizla azalir. Sicaklik ve ug¢ pH degerleri,
globiiler proteinleri bozduklar1 gibi, ¢ift sarmal DNA'min denatiirasyonuna veya
erimesine de neden olurlar. Eslesmis bazlar ve baz istifleri arasindaki hidrojen baglarimin
kopmasi, molekiiliin tamami veya bir kismi (kismi denatiirasyon) boyunca, iki ipligi
birbirinden uzunlamasma ayrilacak sekilde sarmalin agilmasma neden olur. DNA’da

kovalent baglar kirilmaz.

Niikleik asitteki istiflenmis bazlar arasindaki siki etkilesimler ayni miktarda
serbest niikleotit igeren ¢dzeltininkine oranla UV sogurmasinda azalmaya yol acar. Iki
iplik eslestiginde de sogurma azalir. Buna hipokromik etki denir. Cift sarmalli niikleik

asidin ¢oziilmesi de ters yonde etki eder: sogurmada artis hiperkromik etki olarak



bilinir. Dolayistyla ¢ift sarmaldan tek zincirli, denatiire olmus yapiya gegis 260 nm’de UV

sogurulmasi incelenerek izlenebilir.

Her DNA tipinin kendine 6zgii bir denatiirasyon sicakligi, ¢6ziisme (erime)
noktas1 (fm, DNA parcasinin yarisinin ¢oziilmiis oldugu sicaklik) vardir: G,C ciftlerinin
icerigi artttkca DNA'nin erime sicakligi artar. Bunun nedeni G,C baz ciftlerinin
icerdikleri {i¢ hidrojen bag1 nedeniyleA=T baz ciftlerine gore denatiirasyonu igin daha

fazla 1s1 enerjisine gerek duymalaridir.

Deneysel Calismalar
Niikleik Asitlerin Kalitatif Tayini
Deney 1. Piirinlerin Kalitatif tayini

Deneyin prensibi: Piirin bazlarinin giimiis tuzlar ile ¢dziinmeyen beyazimsi tuzlar

olusturmasi esasma dayanur.

Deneyin yapilisi: 1 mL kas hidrolizati alinir ve igerisine kiigiik bir parca turnusol kagidi
atilir. Turnusol kagidinin rengi mavi olana kadar amonyak ilave edilir. Uzerine 1-2

mL %2.6 glimiis nitrat ilave edilir. Olusan beyazimsi ¢okelek piirinlerin varligini gosterir.

Deney 2. Pentozlarin Kalitatif Tayini I¢in Bial Testi

Deneyin prensibi: Kas hidrolizatinda bulunan riboz der. HCl ile 1s1t1ld181 zaman olusan
furfuraller demir iyonlarinin varliginda orsinol ile mavi-yesil kondenzasyon {iriini

olustururlar.

Deneyin yapilist: 1 mL kas hidrolizati ¢ozeltisine 3 mL Bial ayiraci eklenerek karistirilir

ve su banyosunda kaynatilir. Sonucta yesil renkli bir ¢ozelti gozlenir.

Deney 3. Fosfatlarin Kalitatif Tayini

Deneyin prensibi: Fosfat iyonlarinin amonyum molibdat ile sari1 renkli amonyum

fosfomolibdat ¢okelegini vermesi esasina dayanir.



Deneyin yapilisi: Kas hidrolizatindan 1 mL alinip {izerine 1 mL amonyum molibdat (%5)

ilave edilir. Olusan sar1 ¢okelek fosfat iyonlariin varligini gosterir.

Niikleik Asitlerin Kantitatif Tayini
Deney 4. Difenilamin Metodu ile DNA Tayini

Deneyin prensibi: DNA'nin kuvvetli bir asitle muamele edilmesi sonucunda seker-fosfat
iskeleti kopar ve ortaya c¢ikan deoksiriboz dehidrasyona ugrayarak w-hidroksilevunil
aldehit meydana gelir. Olusan aldehidin difenil amin ile kondense bilesikler olusturmasi

esasina dayanuir.

Deneyin yapilisi:

Cozeltiler (mL) Kor  Ornek Std.1 Std.2  Std.3
DNA DNA DNA

Standart DNA - - 0.2 0.4 0.8
Kas Hidrolizat: - 1.6 - - -
1N PCA 2 0.4 1.8 1.6 1.2
B Reaktifi 4 4 4 4 4

Tiipler 10 dk su banyosunda kaynatilir. Bu siirenin sonunda sogutularak 600 nm’de

spektrofotometrede Slgiim yapilir.

Cozeltiler
Standart DNA ¢ozeltisi: 50 mg DNA + 100 mL PCA igerisine kaynatilarak ¢oziiliir.

Kas hidrolizati: 1 g kas 20 mL 1 N PCA igerisinde kaynatilir ve siiziiliir. Stiziinti

deneylerde kullanilacak kas hidrolizatidir.

B Reaktifi: 1.5 g difenilamin, 100 mL der. asetik asit, 1.5 mL der. H2SOsve 0.5 mL sulu

asetaldehit (16 mg/mL) icerisinde ¢oziilmesi ile hazirlanir.

Deney 5. Bezelye DNA’sinin Saflastirilmasi

Deneyin yapilisi: Ayiklanmis ve buzdolabinda sogutulmus olan bezelyelerden bir
meziir yardimiyla 30 mL kadar alinir, bir havana konarak iyice ezilir ve {izerine 30 mL

soguk su ilave edilir, olusan ¢ozelti tiilbent yardima ile bir behere siiziiliir. Stizlintiiye 10



mL siv1 deterjan eklenerek karistirilir. Tiiplere bu ¢ozeltiden 3 mL ilave edilir ve iizerine
1-2 damla lens soliisyonu ve 3 mL soguk alkol (%70 etanol) yavasca eklenir. 30-60 dakika

sonra tiiplerde beyaz bulutumsu yapilar bezelyeden elde edilen DNA’lara aittir.
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