Kuvaterner Amino Asit
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960" h yillarda, mollusk fosil kavkilannda yag saptamak

amacla Hare ve Mitterer (1967) tarafindan kullanil-

maya baglanan amin Gsit’ ler gunumuzde jeokronolaji,

kionostratigrafi, paleoikim ve arkeoloji gibi birgok aragtir-
ma dalinda, &zellikle Kuvatemer doneminin incelenmesinde yaygin
uygulama alary bulmugtur? 3450 Amino asillerin yas tayini 6zellidi,
maolekuler yapilannin epimerizasyon ve rasemizasyon recksiyonlan-
N uygun olmasindan kaynaklanir. Simdi kenuyu biraz acolim.,

Protein ve amino asit nedir?

Bir canli kemiginin yaklogik olarak % 23'UnG olusturan proteinler,
canlilonn yapr fagi olarak bilinifler. Fosiller icerisinde protein kahntilan
ilk kez 1954 ylinda Abelson'” tarafindan bulunmugtur. Bir karbon (C)
atomuna bir amino (NH,) ve bir karboksilk asit (COOH) grubunun
boglonmasiyla bir amino asit motekull olusur ($ekil 1). Birgok amino
asit peptit ad verilen badlar yardimiyla uzun zincir ya da biyik bir
molekil proteinini olugturur. Peptit bag ikl amino osili bilegtimigse
di-peptit, U¢ ami-
no asili birleglimis
ise ti-peptit adin . o

alr. Proteinler ylz- | ‘ /.
lerce amino  asit- R © ‘ ,
o . —lay———— !
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tur. Bunlardan 25 adeti proteinlenn bunyesinde “amino
asit kahinhs)” olarok bulunur. Bu amino asiilerden 20 adeti
DNA (zerine kodlanrig olarak, kalan 5 tanesi ise protein
sentezi tamamilandiktan sonra biyokimyascal reaksiyonicr
ile protein Ozerinde sonradan olugmug olaniardy. Canli-
larda ve fosillerde en yaygin olarak bulunan 20 amino
asitin neler oldugu ydksek basingli sivi (High Pressure Liquid
Chromatography, HPLC) kromatogramindan gelis sralar
ve literattrdeki kisalhlimg isimleriyle Sekil 2 de verilmistir®!,

geliye kalan 19 amino asit giral merkezine sahiptir. Siral
merkezli molekuller ootikge aktifti, Optikge aktivite $ekil
J1e gosterilen ve polarimetre adi verilen bir cihaz ile &l-
cullr. Cihazin 6mek tipunde amino asit ikl siral mer-
kezli bir molekdl var ise, ip icinden gegen polarize igikia
polarimetreye Sekil 3'deki gibi bakidignda saga ya da
sola sapmatar gozlenir, Bu sapma miktarlan molekalian
uzaysal yopisina (configuration) baghdir. Sapma sola ise
L. scga ise D yapisindan bahsedilir (Sekil 4a). L- yapising

scthip bir amino asit H ato-

munun  aynl  molekulin
A Arp et Ly ILC-A : about 50 ka NH, E;rubuvku yer degigtir-
6k Slutomik ant §H mesi ile D- yapisina geger.
e 504 Bu molekdler donusum
6l Gltin Ly reaksiyonlanna organik
Arg Argenin : . .

Al Alania 0 kimyada  epimerizasvon
il Py § ve asemizasvon recksi-
Ehe gt ey 0 o Ja0 yonlan denir. Amino asitler
Cragl v - icinde Kuvaterner yaslan-

th 3 T & 2 & 7 wie :
drmalannda  en  yaygin
ILC-B : about 150 ka olarak kullanilanlar, iki siral
04 ’ g merkezine sahip izolGsin
. ; 3 4 amino asiti (Sekil 4b) ve
! .‘: » .fg > o & bir giral merkezli aspartik
dﬁ g g TE, T g1y i3 asit'fir. Ancak jeokronolojik
e Q% ﬁ ! < 2..‘. £ 252k o uygulamalarda, izolésin'in

4 ol - s Q jo

o a D/L orani zamana daha
o= hassas olmasi ve dig et-
] * o mum* kenlere daha dayanikh

Sekil 2. Bir gaz kromatograrmyla belirlenen en yaygmm amino asitler™
Amino asit kimyasi

Stereokimyasal olarak. bir karton atomuna molek(ler
agirid tarkh 4 grup baglanmig ise bu C atormuna “asimet-
ik siral merkezi”, veya “sital merkezi’ (chrial center) denir.
Amino asitler, (1) siral merkezsiz (asimetrik C atornuna 2
H (hidrojen) atomu bagdlanmaosi; drnek, Glisin), (2) fek siral
rerkezli (Gimek, aspartik asit) ve (3) ¢ift siral merkezi (iki
asimetrik giral merkezinden her birine molekuler adingi
farkle 4 grubun baglonmast; omek, izoldsin “iscleucine”)
olmak uzere U¢ gruba aynlirar. Gordldagu gibi glisin harig

Polarimetre

Tip xinde optikcs aktit amina

ast gbibr madde ver1atm

polr i2e g& diziemimn dormasm
nedac olur Top icinde optikga cktif

b madde yols o ddnme olmaz. o

bonebilan ve g
gelmedijiondy
optbga aktive
agismmn okundudu
ekran

Oroek Viipa
(10 ¢m wunivkta)

Normal g1 polorize
g eden bokin

1
-
=
\l’;& kaynadfi

Sekil 3. Polarimetre ve i¢ yapist

Poloriza gk tipten
gegorken ddrar

olmasindan doiayr tercih
edilmektedir.

L- Amino asit D- Amino asit

R = H, CH,, C,H,..
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L - alloizolgsin D - alloizolgsin

Sekil 4. L amino asitinin D amino asitine doniisiimii



Mavi Gezegen

Organizmanin lomu ve saatin galismaya
baslamas

Organizmaiar dldukien sonra dokulan ve  kavkilan
iginde pulunan proteinler dolayisiyla amine asitler, de-
niz tabannda Qzererini orten ve giderek arfan sediman
kalinhg ve diyajenez strecinde fiziksel ve kimyasal etkiler
sonucu degdisime ugrariar. Burada, fizikse! olaviar iginden
ikisi, organizrnanin amino asit kompozisyonunu etkiler: (1)
Kilenme (contamination) ve (2) Kabuktan 6zatleme {le-
aching). Bu arada muhtemelen fosil kavkilannin sert ve
dayanikh olmalarna bagh olarak clugan “kapal sistern”
sayesinde amino asitler opfimum olarck korunur. Ancak
kilenme sirasinda, aminc asit igeren yer ath sulannin di-
fuzyon yolu ite fosilin icine gimesi 56z konusudur. Kavk
i¢ine nuUfuz eden amino asifler organizma ile ayni yosta
degdilse (daha yash veya daha genc} bu kavkidan yapi-
lacak yas tayini gergegi yansitrnaz. Kaviidan ozitleme-
de ise, yine digandan fosil icine giren yeralt sulan Ozellikle
serbest amino asitleni Szutleyerek kavk digina ¢ikanr. Bu
Orbuting universa [planktik foraminifer) kavkist Uzerinde
yapllan amino asit onalizlieti neticesinde dligllen izolosi-
n+alloisoldsin konsairasyonund karg Gizien Allo/Iso oran
grafiginde de gayet iyi gozlienmektedin®, Allo/lsc oram
artarken yani rasemizasyon ilerlerken Allo 1 1so konsantias-
yonun czalmast kavkidg bulunan bir kisim serbest amino
asitin yeralh sulan ile ézitenmesi gibi yorumianabilir (Sekil
5). Her iki fiziksel olayin do amino asit yorurmilannda dikkart-
ie incelenmesi sonugiann guvenirliligini arthracakt,

100

L-Izoldsin + D~ Izelssin

L] 01 0,2 0,3 0.4 0,3
L-Izolosin /D- Yzolosin orani — » YAS

Sekil 5. Yeralti sularindan etkilenen Orbuling Universa'va aif L-
fzoldsin + D-Tzolosin Konsantrasyonunda gozlenen azalma®

Diyajenez esnasinda, aminoasitierde gonilen kimya-
sal dedisiklikler ise baghca dort reaksiyonla dzetlenebilir
(Sekil &) (1) Hidroliz, (2) Rasemizasyon, (3) Fonksiyonel
grup kaybn ve (4) Kondensdsyon'? %, Buniardon 3 ve 4'te
verlen kimyasal reaksiyonlar konumuzun disindadir bu
yuzden daha fazla deginimeyecekdir,

Hidroliz recksiyonian neticesinde arijinal protein-peptit
bagdlarn once kiguk ve daha sonra blyuk badlar seklinde
kintir. Sonucta tfam protein molekila pargalanarck serbest
aminc asitlere donusr. Serbest amino asitler yukanda
s6z0 edilen Sz20fleme islemi le fosil cigina, Gzellkle de
yeralh sulan yoluyla kolaylkla alinabilir. Hidroliz reaksiyon-

Rasemizasyon

————p

. D-Amino asit

L-Amino asit

Sekil 6. Diyajenez strasinda amino asitlerde goriilen kimyasal
degisiklikier

lan neticesinde fosil iginde var olon serbest amino asit
konsantiasyonian boylelikle azalmis olur. Zamon iginde
ise serest amino asitlerin, peplit bagh amino usitlere
oran artar, $ekil 7’de agk formulleri verilen amino asitler
hidroliz yolu ile degisik oranlarda olmak Uzere 5 farkl ya-
piya dondsurer: Serbest, C-ierminal, N-terminal, igsel ve
Diketopiperazine amine asitler'. Bu gruplann aminoasit
yasiandirmalanndaki dnemine asagida deginilecekdir.

Rasemizasyon vejfveya epimerizasyon reaksivonlan ile
organizma canll iken kavkilannda var olan optikce aktif
L- amino asitieri, (bu durumda D- amino asit konsant-
rasyonu sifir kabul edilmekiedin) sicoklik efkisi atnda D-
amino asitlere dontsur. Reaksiyon dengeye geldiginde
D/L orari 1 dir. D ve L molekulleri iki elin parmakian gibi
ust uste getilemez. Bunlaro "oplikce aklif izomer” ya da
enantiomer ad verilir, zolésin gibi ¢ift siral merkezlilerde
{omegin izoldsin; $ekil 4a) L den D ye ddnusume epime-
izasyon ve D ve L'den her biine diastereisomer ya da
epimer denilir,

Armino asiflerde goidlen rasemizasyon ve epimernizas-
yon reaksiyonlan amino asit yaglandirma teknidinin terne-
lini olusturur;, yani saatidir. Buna gbre, organizma canli
iken blnyelerinde bulunan L- amino asitlerini korur, bu du-
rumda saat caligmaz. Organizrnanin dliminden hemen
sonra L- amino asifleri D- amino asitlerine donismeye
baslar (Sekil 4a ve 4b). Saot arfik caligmaya baslamigtir.
D/ L =1 oldugunda saat durur (Organizmna gok yaglyso
fersine olarck D den L' ye dontsimlerde olabilir, dikkartli
olunmalidir). Araghrmacilaor amino asit D/L oranlannt tayin
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Sekil 7. Aminoasitlerin hidroliz ile doniistigit yapiar™.

etrmekle bir bakima saatin baslamasiyla durmas) arasin-
da gegen sureyi elde ederler. Isfe saatin baglamasiyla
cdurmasi arasinda gecen surenin D/L oranlanndaki artig
degerlernyle (vil) ifade edilmesine “amino asit ile yaglan-
drma” teknigi divoruz. D ve L rasemik bir bilesik Olugtur-
mug ise (D—1) fosillerin D/L oranlan kantitatif yaglandirma
yetine goreceli (relative) yaslandirmada kulicniir. Ayni
zamanda, fosiller ve bunlarla liskili sedimaniann goreceli
yas iliskilerinin belilenmesinde D/L oranlannin kullaniimasi,
“anminostratiarafi” olarak adlandirbr,

Sicaklik faktdrQ

Bu yaslandirma yonteminde D/L orani; amino asite,
ortamin sicakliging, nem igerigine, zamana, ortamin
pH sarlanna, fosiin cinsine ve metal iyonlannin varkgi
ile bunlann konsantrasyonian gibi etkenlere bagh olarak
degisim gdésterdiginden numunenin dikkatli alinmast ge-
rekmektedir.

Amino asitlerdeki rasemizasyon reaksiyonlar organiz-
manin dlirmidnden sonfa gegen zamana dedil, ayni za-
manda organizmanin olumunden sonia maruz kaldig si-
cokido da badlidir, Amino asit rasemizasyon orani soguk
kutup ve kutba yakin bélgelerde yavas ken, bu etkilenme
ozellikle sicakiga bagh bir sekilde logaritrik olarak art-
maktadi®;

Oralama wvillik siccklik (2Ch

=>25 (Ekvatora yakin bolgeler)
+10 (Ekvator-kutup arast bolgeler)
<-10 (Kutup bolgeleri)

Maksimum vas (i)

200 000 += 10000

2 Milyon = 200 000
10 Milyon =+ =400 000

Tablodan da gonildiga gibi sicaklik, degerinde ya-
pllacak %5 lik bir hata hesaplanan yasta %25-30 luk bir
hata ile sonuclanabilmekiedir. Bagko bir ifade ile amino
asitierle yas tayinlerinde, yasi fayin edilecek fosil kavkisina
it bolgenin yillik sicaklik orfalamasinin bifinmesi gerekir.

Amino asitler ile yag tayini

D/L oran ile stratigrafik yag arasindaki iliski derin deniz
karotlannda bulunan foraminiferlerde daha iyi gérulmek-
tedir. SIcakhgin daha durayh oldugu deniz fabanlannda

rasemizasyon reaksiyonlarn fecriye ¢ok uygun olarak mey-
dana gelmekiedir. Bu tip gaigmalarda iyl ianimlanmig
radyometrik yaslar (**C, uranyum serisi, 7" ve manye-
tostratigrafi, durayl oksijen izotoplan yolu ile ) DAL degerlerni
ile kalibre edilir. BOyle bir ¢aismadan alinan sonuglar $ekil
8'de grafiklenmigtir, Burada, Q00 000 villk stratigrafik bir
istifien (denizel KD Aflantik okyanusu sedimanilarn) alinan
foraminifer grubundan Orbulina universa ve Globorota-
fla tumida-menardilere ait D/L oranlan ile aymi omeklerin
raclyornetrik yaslan arasindaki yuksek korelasyon ilgi ceki-
cidir . Bu omek ayri zamandd rasemizasyon recksiyon-
lan Gzerindeki taksonomik etkiyi aciklamast bakimindan
da énemilidiv. GOMIAGHU gibi her durumda G.furmica Dit
dedereri O.universa Dt degerlerinden daha buyuikiUr,
Bunun nedeni buyuk olasilikia G. fumida’nin sahip oldugu
serbest amino asilin toplam amino asit oraninin O. univer-
sa'ya gore ¢gok daha blylk degere sahip olmasidir. $ekil
§'de dikkat edilirse her iki frent’ ten de baz sapmailar goze
carpmaktadi. Bu sapmalar su nedenlerden birinin veya
birkaginin beraber gergeklesmesi sonucunda olugakoilir:
(1) analitik belirsizlikler, (2) diyajensz esnasinda omek kir-
lenmesi (D/L degerlerini oldugundan kicuk hale getirr},
(3) toplam amino asitlerin divajenezle alterasyonu (spesifik
rasemizasyon oranlanni efkiler), (4) serbest amino asitterin
SzUilenmesi ve (5) sedimantasyon sirasinda dmegin ken-
dinden farkh yastaki amino asitierle kansmasicir. Her seye
ragmen Sekil 8'de elde edilen trent’ ler, benzer sicaklik
farihgesine sahip galsma alamna yakin bolgelerden ali-
nan karotlann yasglann, radyometrik analizier yapmaksizin
saglamada kullaniabilir. Kisaca, amino asit uygulama-
lannda, dmeklerin D/L oranlan ile radyornettik olarck eide
edilen yaslara it bir kalibrasyon edrisi elde ediilir. Bu ka-
librasyon egrisinin secilen calisma alaninin stratigrafik yas
yelpozesini temsil efmesi gerekir, Daha sonra ayni bdlge-
den/havzadan alinan émeklerin sadece D/L degerleriyle
fosil kavkilgnnin yasint tespit etmek mamkinddr.

Mutlak yag veren diger metollar ile kalibrasyonun
mUmkin olmadgl durumlarda D/L oranlan, gdreceli yas
tayinin de kullanilabilir. Fosiller ve bunland iliskili sediman-
lann goreceli yas iligkilerinin belinenmesinde, amino asit
oraniannin kullanilarak olusturdugu "aminostatigrali’ yer-
sel ve bolgesel olarak yaygin sekilde kullaniimaktadir 12,

BUtUN canllann kendiletine $zgd, tir dizeyine kadar
inebilen amino asit kompozisyonlan vardr. Bu nedenle
fosil kavklanndan belitenen amino asit dagilimian takso-
nomi cahgmalannda da kullantlabilmektedir.

Orneklerme

1.Amine asit ile yas tayini, canh iken protfein iceren butun
organizmalarda yapikabilir.

2. Analiz icin yoklagik olarak 0.1-1.0 gr. omek yeterlidir.

3. Kuvatemer sedimonlannda bulunan mollusk ve forami-
nifera kavkilan gibi sk iskeletsel karbonat matrikse schip



olan foslller uygundur. Bunlara ek olarak, koprelitierds,
rmercaniarda, dis, kemik, sag ve agag pargalan uzernds
de amino aslt yaslandima teknigl kulionimigi.

4, Gavenlir D/l cranlan i¢in en az 3 anallzin etalomass
alinmalidir. Anatomik olarak kavkinin farkli yetlernden
alnan émeklerde oz do olsa farkh DA orani elde ed|l-
rmektedlr.

§. Kuvatemer dénemine ait fosillerin protein kalintian, pa-
leolkim, buzullar ve deniz seviyesl degdigimler il iighi de
yararh biiglier vermektedrr,

4. BUIOn cantilar 1Ur dizeyine kadar Inakilen kendilerine
Gzgun omino asit karmpozisyonlanna sahiplir, Bu nedsenle
fosil kavklanndan belidenen amine asit oranian taksono-
mi gabgrnalannda da kullantablimektedir (9,

7. Farkl tlrere ait D/ oranian, tosliler ayn yagta clsa blle
farkii yos yerurmlanna neden olabillr,

8. Sekll 7 de verllen tablonun gésterdidl gib! farkl yapilar-
da bulungn amino asifternin rasemizasyon hizan ve kap-
sarmlan {verabilscekler maksimurm yag-yil olarak) fakhider.
Dolayisyla igsel bir amino asifin O/L orani lle sermest bir
arning asitin D/L cranian kabinerivie karglaghnlimamailichs

9. Fosil kavklanndan uygun laborgtuvar tekniklerivie e.ds
adilen amino asiler, yuksek basingh v komatografin iie
anaiiz edlider. Her bir aming asidinin yOkseklidi, konsant-
rasyenu lle dogry orantill oldugundaon, goreceli korisant-
ragsyoniar plk beyian veya pikienn altinda kalan alanlann
cihez taiafindan otomatik olarck eiglimeslyie elde ediir.
Roha son amaca wygun lorak bir veyo pliden gok
amine asitin D/L oranlan hesaplanir,

G.tumida

Toplam sswino asit DA, oram

O WO 20 MO MO WS 6 6 S0 P e
YAS (x 1000 yil)

Sekif 8. Aynu tarificeye »ahip olsalar bile tiirler farkls D/I oraniar-

nig othip olabilivler. Yaghandirinada ayns tir kublandmaktadii®,
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