PROTEINLER

Protein tanimi ve proteinlerin yapilarindaki baglar

Proteinler, amino asitlerin belirli tiirde, belirli sayida ve belirli dizilis sirasinda karakteristik
diiz zincirde birbirlerine kovalent baglanmasiyla olusmus polipeptitlerdir. Proteinler, amino
asitlerin polimerleridirler. 20 standart amino asit, protein yapisinin dilinin yazildig1 bir alfabe
gibi diisiintilebilir; boylece tiir olarak cok sayida protein oldugu anlagilir ki yerytiziinde biitiin
canlilardaki protein tiirlerinin bir milyon kadar oldugu tahmin edilmektedir.

Proteinler, biitlin hiicrelerde ve hiicrelerin biitiin kisimlarinda bulunurlar; bir bakteri
hiicresinde yaklasik 4000 tiir protein bulunmaktadir. Proteinler, inanilmaz derecede bir¢ok
islev goriirler; yasamsal biitlin islevler proteinlere baglidir. Enzimler ve polipeptit hormonlar,
metabolizmanin diizenlenmesinde Onemlidirler. Kastaki kontraktil proteinler hareketi
saglarlar. Kemikte kollajen, kalsiyum fosfat kristallerinin depolanmasini saglar. Kanda
albiimin ve hemoglobin tagima gorevi alirken; immiinoglobiilinler bakteri ve viriislerin
yikilmasinda gorev alirlar.

Proteinlerin yapilarinda kovalent baglar ve kovalent olmayan baglar vardir. Proteinlerin
yapilarindaki kovalent baglar, peptit baglar1 ve disiilfid baglaridir; kovalent olmayan
baglar ise hidrojen baglari, iyon baglar1 ve hidrofob baglar (apolar baglar)’dur.

1) Peptit baglari: Bir amino asidin a-karboksil karbonu ile bir bagska amino asidin a-amino
azotu arasinda olusan C—N baglaridir:
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Bir C-N tek bagmimn uzunlugu 1,49 A° (149 pm) ve bir C=N ¢ift baginin uzunlugu 1,27 A°
(127 pm) oldugu halde peptit bagmin uzunlugu 1,32 A° (132 pm) kadardir:
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Peptit baginin uzunlugunun C=N ¢ift baginin uzunlugundan biiyilk C-N tek bagmin
uzunlugundan kiigiik olmasi nedeniyle peptit baginin kismen cift bag oldugu kabul edilir.
Bunun da nedeni, peptit baglarinda rezonans veya mezomeri denen durum olmasidir:
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Peptit baglarindaki rezonans veya mezomeri nedeniyle OC— N bagi %50 c¢ift bag niteligi
kazanmustir:

Cift baglarin eksen etrafinda dénmeleri siirli oldugundan, peptit bagi olusumuna katilan
gruplarin atomlar1 (3C, O, N ve H atomlar1) bir diizlemde bulunurlar; peptit bagi, rijit ve
diizlemseldir:

Peptit baginin iki yanindaki a-karbon atomlari, tek bag etrafinda ¢ ve y ile gosterilen agilarla
doniis yapabilirler. ¢, aC—N baginin doniis agisidir; y ise aC—C baginin doniis agisidir:
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2) Disiilfid baglan: Iki sistein kalintis1 arasinda, siilfhidril (tiyol, —SH) gruplarmin H
kaybetmeleri sonucu olusan S—S baglaridir.
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Disiilfid baglarinin bir protein molekiiliiniin seklinin olugmasinda ve korunmasinda 6nemli
etkisi vardir. Disiilfid baglari, bir polipeptit zinciri i¢erisinde kurulabilir veya c¢esitli polipeptit
zincirlerinin birbirine baglanmasini saglayabilir. Disiilfid baglari, riboniikleaz, oksitosin ve
vazopressinde ayni polipeptit zincirinde bulunur; insiilinde ise iki ayr1 polipeptit zincirini
birbirine baglar.

3) Hidrojen baglari: Polipeptit zinciri olusturan peptit baglarindaki rezonans veya mezomeri

durumundan dolay1, oksijenlerin bilinen keto gruplarindan daha negatif, azotlarin ise pozitif
ozellik tasimasinin sonucu olarak, bir polipeptit zincirdeki bir peptit diizleminde bulunan



oksijen atomu ile bir bagka peptit bag1 veya diizlemindeki azot atomu arasinda, aradaki
uzaklik yaklagik 2,7 A° oldugunda, hidrojen kopriisii seklinde (C=0---H---N) olusan baglardir:
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4) Iyon baglari: Polipeptit zincirlerindeki asidik ve bazik amino asit kalintilarinin
fonksiyonel gruplarinin  fizyolojik pH’da tamamen veya kismen iyonlasmis halde
bulunmalarinin sonucu olarak, elektronegatif ve elektropozitif gruplar arasinda gelisen
elektrostatik ¢cekim kuvveti ile (COO™-----H3N") olusan baglardir.

5) Apolar baglar (hidrofob baglar): Polipeptit zincirindeki amino asit kalintilarinin metil
grubu, alifatik grup, siklik grup gibi apolar kisimlarinin birbirlerine yeter derecede yakin
olmalar1 halinde gegici bir polarite gostermelerinin sonucu ortaya ¢ikan ve Van der Waals-
London ¢ekme kuvveti diye bilinen zayif ¢ekme kuvveti ile (CHjz-----CH3) olusan baglardir.
Hidrofobik etkilesimler gercek bag degildirler; elektron paylasimi yoktur. Hidrofobik
etkilesimler, proteinlerin i¢ kisimlarinin kararli olarak devamliligimin saglanmasinda rol
oynar.

Proteinlerin yapisinda itici gii¢ler de bulunmaktadir: 1) Aym yiikii tasiyan gruplar arasinda,
iyonik giiclerin tersi olan, elektrostatik itme olur. 2) Cok yakin duran atomlar arasinda Van
der Waals itici gii¢cleri vardur.

Protein molekiillerinin yapisi ve konformasyonu

Proteinlerde birinci (primer), ikinci (sekonder), tigiincii (tersiyer) ve dordiincii (kuarterner)
yapi1 diye dort yap1 tanimlanir:
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Bir proteinin primer (birinci) yapisi

Bir proteinin primer (birinci) yapisi, bir protein i¢in karakteristik ve genetik olarak tespit
edilmis olan amino asit dizilisidir; belirli tiirde, belirli sayida, belirli dizilis sirasinda amino
asitlerin birbirlerine peptit baglartyla baglanarak olusturduklart bir polipeptit zinciri
bicimindeki yapisidir:
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A. Insulin: primary structure
Bir polipeptitteki amino asit iiniteleri, siklikla amino asit kalintilari olarak isimlendirilirler.
Basit olarak bir polipeptit zincirden ibaret olan protein, zincir basindaki amino asit
kalintisinda serbest bir ai-amino grubuna sahiptir; zincir sonundaki amino asit kalintisinda ise
serbest bir a-karboksil grubuna sahiptir. Buna gore bir protein polipeptit zincirinin bir ucu
amino terminal u¢ veya N-terminal ug¢; diger ucu karboksil terminal u¢ veya C-terminal ug
olarak isimlendirilir:
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Bir proteinin primer yapisinin olugmasini ve siirdiiriilmesini saglayan, peptit baglaridir. Bir
proteinin primer yapisinda, peptit baglari ile birbirine tek baglarla bagli bir atomlar zinciri
olusmustur; diger atom ve kalintilar bu atomlar zincirinin disinda ve degisik yonlerde
bulunurlar:

H R O H R O H R O H R O H
N N N A A
wMSASAANAANAANSANA SN
O H R O H R O H R O H R O

Peptit bagindaki rezonans veya mezomeri nedeniyle OC—N bag1 %50 cift bag niteligi
kazanmistir; ¢ift baglarin eksen etrafinda dénmeleri sinirli oldugundan peptit bagi olusumuna
katilan gruplarin atomlar1 (3C, O, N ve H atomlar1) bir diizlemde bulunurlar. Peptit baginin
iki yanindaki o-karbon atomlari, tek bag etrafinda ¢ ve y ile gosterilen agilarla doniis
yapabilirler; ¢, aC—N baginin doniis agisidir; y ise aC—C baginin doniis acisidir. Polipeptit
zincirinin omurgasinin uzaydaki diizeni, bu iki doniis acisiyla belirlenir. Peptit baginin iki
yanindaki a-karbon atomlarimin tek bag etrafinda ¢ ve y ile gosterilen acilarla doniis



yapmalarinin sonucu olarak polipeptit zincirde art arda gelen kiigiik peptit diizlemleri ayni

diizlemde bulunmazlar:
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Polipeptit zincirinin omurgasindaki atomlarin 1/3’liniin hareketli, 2/3’iiniin hareketsiz olusu
yliziinden omurgada bir yar1 sertlik vardir.

Bir proteinin sekonder (ikinci) yapisi

Bir proteinin sekonder (ikinci) yapisi, yari sertlesmis polipeptit zincirlerinin biikiilmeler ve
katlanmalarla olusturduklar1 6zgiin kangallar bi¢imindeki yapisidir.

Bir proteinin sekonder yapisinin olugsmasini ve siirdiiriilmesini saglayan, primer yapi ile
meydana gelen polipeptit omurgasinin 6zelligi ve yan baglardan 6zellikle hidrojen baglaridir.

Bir proteinin primer yapist yani polipeptit zinciri omurgasi olusur olusmaz, 6zgiin dizilis
sirasindaki amino asit kalintilarinin R- yan gruplarindan uzanan 6zel kimyasal gruplar, 6zgiin
katlanmalar yonetirler. Proteinler i¢in, gelisigiizel kangallanim, o-heliks yapist ve [-
konformasyonu veya kirmali tabaka yapisi olmak iizere ii¢c degisik sekonder yap1 tanimlanir:
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B. Secondary structure

Proteinlerin gelisigiizel kangallanim tipi sekonder yapisinda, polipeptit zincirin R-
kalintilar1, a-karbonlar etrafinda dontisler yaparlar; fakat polipeptit zinciri boyunca
tekrarlanmig  bir Orne§ine rastlanmayacak bicimde davramislar olur.  Gelisigiizel
kangallanmimda hidrojen baglar: ve diger yan baglar rol almaz; peptit baglari diizlemleri
arasinda kurucu bir iligki yoktur.

Proteinlerin [-konformasyonu veya kirmah tabaka yapisi1 tipi sekonder yapisinda,
molekiiliin sekli, kirmali tabakali gériinlimdedir:




Proteinlerin kirmali tabaka yapisi tipi sekonder yapisinda, polipeptit zincirdeki amino asit
kalintilarinin R- gruplari, ya ayni yonde siralanma ile paralel dizilme gosterirler, ya da zit
yoOnlerde siralanma ile antiparalel dizilme gosterirler:
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Proteinlerin kirmal1 tabaka yapisi tipi sekonder yapisinda, hidrojen baglar1 6nemli rol almistir.

Proteinlerin a-heliks yapusi tipi sekonder yapisinda, polipeptit omurgasi, olugsmasi miimkiin
olan biitiin hidrojen baglarimin olusmasi i¢in, kivrimlar1 saga donen bir heliks bigiminde
biikiilmiistiir:




Proteinlerin a-heliks yapisi tipi sekonder yapisinda, a-heliksin her kivriminda 3,6 amino asit
kalintist bulunur ve bir kivrimin yiiksekligi 0,56 nm kadardir; polipeptit zincirdeki amino asit
kalintilarinin R- gruplari, heliks yiizeyinden disar1 sarkmislardir:
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Polipeptit zincirdeki bazi amino asit kalintilari, aynmi zincirin i¢ hidrojen baglarinin
olusumuna, yapist ve bulundugu kosullar nedeniyle olanak vermez; heliks olusumuna engel
olabilir. Yiikli bazi amino asitler heliks olusumunu engellerler. Glutamik asitten zengin
bolgeler, komsu glutamik asitlerin negatif yliklii karboksil gruplarinin birbirini itmesi
nedeniyle hidrojen baglarin stabilize edemez ve a-heliks olusturamaz. Ayni sekilde, pozitif
yikli R gruplart olan lizin ve arjinin de a-heliks olusumunu onler. a-heliks yapisinda
genellikle pozitif yiiklii amino asitler, negatif yiikli amino asitlerden ii¢ kalinti uzakta
bulunur; iki aromatik halkali amino asit siklikla {i¢c kalint1 uzakliktadirlar ve hidrofobik
etkilesime neden olurlar. Prolinin peptit bagia giren azot atomu rijit halka yapisinin bir
parcast oldugundan, a-heliks olusumunda prolin, N—C baginin doniisiinii engeller; bu nedenle
prolin, nadiren a-heliks i¢inde yer alir. Heliks kiran veya kaliciligin1 bozan glisin, prolin,
serin, treonin, asparajin gibi amino asit kalintilarinin bulundugu yerlerde gelisigiizel
kangallanim meydana gelir.

Peptit baginin iki yamindaki o-karbon atomlarimin, tek bag etrafinda ¢ ve y ile gosterilen
acilarla doniis yapabildiklerini, aC—N baginin déniis agisinin ¢ oldugunu ve aC—C baginin
doniis agisinin ise \y oldugunu biliyoruz. Bir proteinin sekonder yapist i¢inde ¢ ve y agilari,
+180° ile —180° arasinda bir degerde olabilir. Bir proteinin  sekonder yapisindaki ¢
degerlerine karsilik ¢ degerlerinin noktalanmas: ile elde edilen grafige Ramachadran plot
denmektedir. Bilinen proteinlerin a-heliks, [-kirmali tabaka yapisi gibi sekonder yapilarinda
ver alan ¢ ve \y agilar: hesaplanarak Ramachadran plot grafiginde gosterilmistir. Buna gére,
sekonder yapist bilinmeyen bir proteinin ¢ ve \y agilari saptanarak bu grafikten sekonder
yapist hakkinda fikir edinilebilir:
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Bir proteinin tersiyer (ticlincu) yapisi

Bir proteinin tersiyer (li¢lincii) yapisi, polipeptit zincirinin, sekonder yap1 olusumundan sonra,
daha once agiklanan baglayici giiclerin hepsinin toplami ile uzayda daha ileri katlanmalar
veya lifler halinde diizenlenme sonucu olusan globiiler veya fibriler yapisidir:

2. Monomer: van der Waals representation
C. Tertiary structure

Bir proteinin tersiyer yapisinin olusmasina ve bu yapinin siirdiiriilmesine, primer ve sekonder
yapinin olugmasina katilan baglardan baska Van der Waals ¢ekimleri ve iyon baglar1 da
katilir. Bdylece, li¢ boyutlu, tam konformasyonlu ve yogunlagmis protein molekiilii meydana
gelir.

Bir proteinin {i¢ boyutlu yap1 sekli, sulu ¢ozeltide cesitlilik gosterir. Globiiler proteinlerde
eksenleri arasindaki oran 2:1’e varan rotasyon elipsoid sekil karakteristiktir. Fibriler
proteinlerde eksenleri arasindaki oran 30:1°e varan ¢ok gerilmis elipsoid sekil karakteristiktir.
Kan serumundaki lipoproteinlerde kiire seklinde yap1 gozlenir.

Bir proteinin kuarterner (dordiincii) yapisi

Bir proteinin kuarterner (dordiincli) yapisi, primer, sekonder ve tersiyer yapiya sahip
polipeptit zincirlerinin daha biiyiikk yapili agregatlar halinde biraraya gelmesiyle olusan
yapidir:

2. Zn2® complex in hexamers

D. Quaternary structure



Her proteinin kuarterner yapist olmayabilir, fakat molekiil agirligi 100.000°nin {izerinde olan
bir protein genellikle kuarterner yapiya sahiptir. Bir proteinin kuarterner yapisini olusturan
polipeptit zincirlerinin her birine alt birim veya monomer denir; bu monomerler, hidrojen
baglari, Van der Waals ¢ekmeleri ve iyon baglarn etkisiyle polimerize olmuslardir. Bir
proteinin kuarterner yapisini olugturan monomerlerin reverzibl diizlesmeleri veya ayrilmalari,
konformasyon degisikligine yol acar. Proteinlerin spesifik biyolojik fonksiyonlar: bunlarin
konformasyonlarina bagli oldugundan, konformasyonda meydana gelen degisiklik, proteinin
biyolojik aktivitesinin kaybolmasina neden olabilir.

Proteinlerin 6zellikleri

1) Proteinler, cesitli etkilerle denatiire olurlar. Bir proteinin denatiirasyonu, molekiiliindeki
yan baglarin yikilmasi ile polipeptit zincirin katlarinin agilmasi, gelisiglizel kangallanim
yapisina doniigmesi, sonra yeni bir bigimde yeniden katlanmasi olayidir.

Bir proteinin denatlirasyonu, proteinin tersiyer yapisinin bozulmasi, sekonder ve primer
yapisinin korunmasi bigiminde olursa reversibl (geri doniisiimlii)’diir. Denatiire olmus bir
proteinin tekrar eski haline donmesine renatiirasyon denir:
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1. Principle @ =
Bir proteinin denatiirasyonu, proteinin tersiyer ve sekonder yapisinin bozulmasi, yalnizca
primer yapisinin korunmasi bigiminde olursa irreversibl (geri doniigiimsiiz)’diir.

Bir proteinin denatiire olmasiyla fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinde degismeler goriiliir.
Proteinin ¢oziiniirligl ¢ok azalir, biyolojik aktivitesi kaybolur.

Bir proteinin denatiirasyonu, ¢ogu kez hidrojen baglarin1 yikan etkilerle olur. Bir proteinin
denatiirasyonuna neden olan etkiler sunlardir: Is1, X-151n1 ve UV 1ginlar, ultrason, uzun siireli
calkalamalar, tekrar tekrar dondurup eritmeler, asit etkisi, alkali etkisi, organik ¢oziiciilerin
etkisi, derigik tire ve guanidin-HCI etkisi, salisilik asit gibi aromatik asitlerin etkisi, dodesil
stilfat gibi deterjanlarin etkisi.

2) Proteinler, amfoter maddeler yani amfoter elektrolit veya amfolittirler; hem asit hem
baz gibi davranma 6zellikleri vardir.

Bir protein molekiilii, her protein i¢in farkli ve karakteristik olan, proteindeki elektriksel yiike
sahip R- gruplarinin sayilar1 ve elektriksel yiiklerinin ¢esidi tarafindan belirlenen ve
izoelektrik nokta diye tanimlanan bir pH degerinde iyonlasmis fakat dis ortama karsi
elektriksel yonden nétral bir yapidadir:
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(H,N------COOH) <>(H;N"-----CO0")

Bir protein molekiilii, izoelektrik noktasindan diisiik pH ortaminda pozitif yiikli katyon
(H3N*---..-COOH) seklinde bulunur; izoelektrik noktasindan yiiksek pH ortaminda ise negatif
yukli anyon (H,N-----COQ") seklinde bulunur.

Proteinler, amfolit olma ozellikleriyle ilgili olarak da cesitli ozelliklere sahiptirler:

a) Proteinlerin hem baz hem asit baglama ozellikleri vardwr. Bir proteinin baz baglama
yetenegi, amino asit kalintilarinin R- yan zincirlerindeki asidik gruplarin sayisina baghdir; asit
baglama yetenegi de amino asit kalintilarinin R- yan zincirlerindeki bazik gruplarin sayisina
baghdir.

b) Proteinlerin hem negatif iyon hem pozitif iyon baglama oézellikleri vardir. Proteinlere
baglanan bir¢ok iyon suda ¢6ziinmez tuz olusturur ve protein ¢oktiiriicli olarak etkilidirler.

Triklor asetik asit, pikrik asit, tungstik asit gibi ¢ok kullanilan protein c¢oktiiriiciilerinde
asitlerin anyonu, katyonlagsmis proteinlerle birlesir.

Hg™, Fe'", Zn®" gibi agir metal katyonlari anyonlagmus proteinlerle birlesir ve protein
¢Oktiiriicii olarak etki ederler.

Cu*, Ni*" gibi baz1 agir metal katyonlari, gelencksel tuz olusumu yerine proteinle
koordinasyon kompleksleri olustururlar.

¢) Proteinlerin su baglama ve bagl suyu verme yetenekleri vardir. 1g protein, yaklasik 0,3-
0,5 g su baglar.

Etanol, aseton, notral tuzlar gibi ¢ok hidrofil maddeler, bir proteinin bagladigi suyu ¢ekerek
protein ¢oktiiriicii olarak etki ederler.

d) Proteinler, elektriksel alanda farkli hizlarda gé¢ ederler. Bu gog, izoelektrik noktalarindan
disiik pH’larda katoda; izoelektrik noktalarindan yiiksek pH’larda anodadir. Proteinlerin
elektriksel alanda go¢me hizi, net elektrik yiiklerine ve ortamin pH degerine baghdir. Bir
protein, elektriksel alanda, izoelektrik noktasina esit pH ortaminda her iki kutup tarafindan
esit kuvvetlerle ¢ekilir; hi¢ bir kutba goc etmez; hareketsiz kalir.

3) Proteinler, polipeptit zincirindeki peptit baglarimin su girisi ile yikilmasi1 sonucu
hidroliz olurlar. Proteinlerin kismi hidrolizi ile proteozlar, peptonlar ve peptitler olusur; tam
hidrolizi ile amino asitler olusur.

Proteinlerin hidrolizi, kaynatma, asit etkisi ve enzim etkisiyle olabilir.
Proteinlerin yapilarina gére siniflandirilmalari

Basit proteinler

Basit proteinler, yalnizca amino asitlerden olusmus; hidroliz olduklarinda sadece amino
asitleri veren, polipeptit zincirleri yapisindaki proteinlerdir. Basit proteinler, degisik
niteliklerine gore alt gruplara ayrilarak incelenirler:

1) Globiiler proteinler: Molekiiliinlin ii¢ boyutlu sekli rotasyon elipsoid bigiminde olan
proteinlerdir. Globiiler proteinler de albiiminler, globiilinler, globinler, glutelinler,
prolaminler, protaminler, histonlar gibi alt gruplara ayrilirlar.

Albiiminler, suda ve sulu tuz c¢ozeltilerinde c¢oOziiniirler; 1s1 ile denatiire olurlar; sulu
¢ozeltilerde amonyum stilfat ile doyurulmus bir ortamda ¢okerler; molekiil agirliklar: genel
olarak 100.000’in altindadir; glisince fakirdirler. Yumurta akinda bulunan ovalbiimin, kandaki
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serum albiimin ve siitteki laktalbiimin, hayvansal kokenli albiiminlerdir; baklagillerdeki
legumelin, hububattaki loykosin ise bitkisel kaynaklr albiiminlerdir.

Globiilinler, suda ¢oziinmezler; sulu nétr tuz ¢ozeltilerinde ¢oziiniirler; sulu ¢ozeltilerinden,
¢ozeltinin amonyum siilfat ile yar1 doyurulmasi suretiyle ¢coktiirme suretiyle ayrilabilirler; 1s1
ile de denatiire olurlar; molekiil agirliklar1 100.000°den yiiksektir; glisince zengindirler.
Yumurtadaki ovglobiilin, siitteki laktglobiilin, kan plazmasindaki o-, [, y globiilinler
hayvansal kokenli globiilinlerdir; kendir tohumundaki edestin, baklagillerdeki legumin,
fastilyedeki faseolin ise bitkisel kaynakli globiilinlerdir.

Globinler, Genellikle bilesik halde, baslica hemoglobin yapisinda bulunurlar.

Glutelinler, bitkisel kokenli basit proteinlerdir; suda ve sulu nétral tuz cozeltilerinde
¢oziinmezler; ¢ok sulu asit ve alkalilerde ¢oziiniirler; 1s1 ile denatiire olurlar. Bugdayda
bulunan glutenin, arpada bulunan hordenin ve piringte bulunan orizenin tipik glutelinlerdir;
glutenin molekiil agirligi 2-3 milyon kadardir.

Prolaminler, bitkisel kokenli basit proteinlerdir; suda, nétral tuzlarda ve alkolde ¢oziinmezler;
ancak %70-80’lik alkolde ¢oziiniirler; adlarini, ¢ok fazla igcerdikleri prolin amino asidinden
alirlar; sistin ve lizin yoOniinden fakirdirler. Prolaminler, ozellikle taneli bitkilerde ¢ok
bulunurlar; bugdayda bulunan gliyadin, misirda bulunan zein, arpadaki hordein, onemli
prolaminlerdir. Bugday unu hamuru akar su altinda nisastasini kaybedince, geriye ¢ok elastik
bir madde kalir; Gluten adin1 alan bu madde, gliyadin ve glutenin karigimidir.

Protaminler, suda, seyreltik asit ve alkalilerde, seyreltik amonyum hidroksit ¢ozeltisinde
coziinilirler; fazla miktarda arjinin icermelerinden dolay1 kuvvetli bazik karakterde basit
proteinlerdir; tirozin, triptofan ve kiikiirtlii amino asit igermezler. Protaminler, proteinlerin en
kisa zincirli olanlaridir; molekiil agirhigi 1000-5000 arasindadir. Protaminler, dokularda
asitlerle, 6zellikle niikleik asitlerle birlesmis olarak bulunurlar; tiirli protaminler, balik
spermalarindan biiyiik miktarlarda elde edilmislerdir; uskumrudan skombrin, som baligindan
salmin, ringa baligindan kliipein bunlara érnektir.

Histonlar, protaminler gibi, fakat daha biiyiikk molekiillii, daha az bazik basit proteinlerdir.
Uskumru baligindaki skombron, timus bezinden elde edilen timohiston onemli orneklerdir.

2) Fibriler proteinler: Molekiiliinilin {ic boyutlu sekli ¢ok gerilmis elipsoid bi¢iminde olan
proteinlerdir.

Skleroproteinler (Albiiminoidler), suda, notral tuz ¢ozeltilerinde, seyreltik asit ve alkalilerde
ve saf alkolde c¢oziinmezler;, pepsin ve tripsin gibi enzimlere direnclidirler; hayvansal
kaynakhdirlar. Boynuz, kil, yiin, sa¢ ve tirnaklarda bulunan keratin; bag doku, kemik,
kikirdak ve tendonlarda bulunan, organizma proteinlerinin yarisindan ¢ogunu olusturan
kollajen; ligament ve diger destek dokularda bulunan elastin; ipek fibroini, onemli
skleroproteinlerdir. Keratin, bir sistein dimeri olan sistin bakimindan zengindir; normalde a-
heliks yapisina sahiptir, fakat 1slak durumda B-kirmali tabaka yapisini alir. Kollajen, glisin,
prolin ve 4-hidroksiprolince zengindir; triptofan icermez. ipek fibroini, glisin, prolin, serin ve
tirozince zengindir.

Fibrinojen, kan plazmasi i¢inde ¢6ziinmiis olarak bulunur; kanin pithtilagmasi sirasinda gorev
alir.

Miyozin, kasta bulunur; kasin kasilmasinda gorev alir.
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Bilesik proteinler (Konjuge proteinler)

Bilesik proteinler (konjuge proteinler), amino asitlerden olusmus polipeptit zincirlerinin
prostetik grup denen yapilara baglanmasiyla olugmus; hidroliz edildiklerinde amino asitlerden
baska degisik nitelikte kimyasal maddeler de veren proteinlerdir.

1) Glikoproteinler: Prostetik grubu karbonhidrat olan bilesik proteinlerdir; %1-80 arasinda
degisen oranda karbonhidrat igerirler. Glikoproteinlerin genellikle karbonhidrat oran1 %4’ten
az olanlarma glikoprotein; 9%10-20 arasinda degisenlere mukoprotein, karbonhidrat orani
proteinden fazla olanlarina mukoid adi verilir.

Kan plazmasi proteinlerinden bazi tasiyici proteinler ve immunoglobiilinler, kemikteki
osseomukoprotein, tendonlardaki tendomukoprotein, kikirdaktaki kartilagomukoprotein,
tiikiiriikteki miisin, prostetik gruplart karbonhidrat olan proteinler yani glikoproteinlerdir.

2) Proteoglikanlar: %80-95 gibi ¢ok yiiksek oranda karbonhidrat igeren bilesik proteinlerdir;
polisakkaritler konusunda ayrintili olarak incelenmislerdir.

3) Lipoproteinler: Proteinlerin lipidlerle olusturduklar1 bilesik proteinlerdir; degisik
oranlarda trigliserid, kolesterol ve fosfolipid icerirler. Lipoproteinler, 6nemli oranlarda lipid
icermelerine karsin suda ¢oziiniirler; boylece kandaki lipidleri tasirlar. Lipoproteinin protein
kismina apolipoprotein veya apoprotein denir. Lipoproteinler, lipidler konusunda ayrintili
olarak inceleneceklerdir.

Proteinlerin  fosfolipidlerle  olusturduklari  suda  ¢oziinmeyen  bilesik  proteinler,
proteolipidlerdir; ozellikle miyelinin yapisinda bulunurlar.

4) Fosfoproteinler: Prostetik grup olarak fosfat iceren bilesik proteinlerdir.
Fosfoproteinlerde, proteinin yapisindaki serin, tirozin ve treonin gibi amino asidi kalintilarinin
hidroksil gruplar1 fosforik asitle esterlesmistir. Siitte kazein; yumurtada vitellin, livetin ve
fosvitin; balik yumurtasinda ihtulin 6nemli fosfoprotein drnekleridirler.

5) Niikleoproteinler: Protaminler, histonlar ve diger basit proteinlerin niikleik asitlerle
baglanmasi sonucu olugsmus bilesik proteinlerdir. Niikleoprotaminler, en basit
niikleoproteinlerdir; niikleik asit ile proteinler, arjinin-fosfat bagi ile baglanmustir; balik
spermalarinda boldurlar. Niikleohistonlarda da niikleik asit ile proteinler, arjinin-fosfat bagi
ile baglanmistir; balik spermalarinda ve kus eritrositlerinde boldur. Yiiksek niikleoproteinler,
ribozomlar, kovalent bagli RNA-protein, DNA-protein bilesiminde sitoplazma ve
mitokondrilerde bulunurlar.

6) Metalloproteinler: Prostetik grup olarak Fe, Cu, Zn gibi agir metalleri igeren bilesik
proteinlerdir.  Demirli  metalloproteinlerden  ferritin  ve  transferrin,  bakirli
metalloproteinlerden seruloplazmin, 6nemli metalloprotein ornekleridirler.

7) Kromoproteinler: Metal-porfirin kompleks sistemleri ile olusmus bilesik proteinlerdir.
Hemoglobin, miyoglobin, sitokromlar, peroksidaz, demir igeren O6nemli kromoprotein
ornekleridirler. Kromoproteinler, porfirinler konusunda anlatilacaklardir.

Turev proteinler

Tiirev proteinler, ilk iki protein grubunda yer alan proteinlerin belirli etkilerle degismeleri
sonucu olusan proteinlerdir; primer tiirev proteinler ve sekonder tiirev proteinler olmak tizere
iki alt grupta incelenirler.

1) Primer tiirev proteinler: Peptit baglarina dokunmadan, asit, baz ve 1s1 gibi etkilerle
protein molekiillerinin degismesi sonucu olusmus tiirev proteinlerdir; denatiire tip proteinler
olarak da adlandirilirlar. Suda ¢éziinmeyen bu proteinlerin seyreltik asitler ve enzim etkisiyle
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olusanlarina protean denir; asit ve alkalilerin siirekli etkisiyle olusanlarina metaprotein denir;
kaynatma, calkalama, UV 1smlar1 ve etanol etkisiyle olusanlarina pihtilagmis protein veya
koagule proteinler denir.

2) Sekonder tiirev proteinler: Peptit baglarin1 kismen yikan asit veya enzimlerin etkisiyle
olusan tiirev proteinlerdir. Peptit baglarinin bu sekilde parcalanmasiyla protein molekiilleri,
gitgide daha kiiciik parcalara boliiniirler. Boyle bir parcalanmada biiylik parcalara proteoz
(albiiminoz) denir; kiiclik parcalara pepton denir; daha kiiciik zincirler de polipeptitler ve
peptitlerdir. Sekonder tiirev proteinler, kaynatmakla ¢okelmez veya 1s1 ile pithtilagmazlar.

Proteinlerin biyolojik rollerine gére veya fonksiyonel olarak siniflandiriimalari

1) Katalitik proteinler: Biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize eden enzimler, yiiksek derecede
spesialize proteinlerdir. Amilaz, pepsin, lipaz onemli katalitik protein veya enzim
ornekleridirler.

2) Tasiyic1 proteinler (transport proteinleri): Spesifik molekiilleri veya iyonlar1 baglayip
bir organdan bir bagka organa veya hiicre membraninin bir tarafindan diger tarafina transport
eden proteinlerdir. Serum albiimin, en 1iyi bilinen tasiyici proteindir; bilirubin, kalsiyum, yag
asitleri ve birgok ilag serum albiimine baglanarak tasinir. Hemoglobin, oksijen tasiyan;
lipoproteinler, lipid tasiyan, transferrin, demir tasiyan OJnemli tasiyict protein
ornekleridirler.  Biitiin  organizmalarin  plazma  membranlarinda ve intraselliiler
membranlarinda bulunan tasiyici proteinler, glukoz, amino asitler ve diger maddeleri
baglarlar, bunlari membranin bir tarafindan diger tarafina tasirlar.

3) Besleyici ve depo proteinler: Yumurta akinin esas proteini ovalbiimin, siitiin esas proteini
kazein besleyici proteinlerdir; bir ¢ok bitki tohumu da ¢imlenen tohumun biiylimesi i¢in
gerekli besleyici proteinleri depolamistir. Ferritin, demir depolayan proteindir.

4) Kontraktil proteinler: Kasilabilen veya kendiliginden hareket edebilen proteinlerdir.
Miyozin ve aktin, iskelet kaslarinin kontraktil sisteminde ve ayni zamanda bir ¢ok kas
olmayan hiicrede islev goriir. Tubulin, mikrotubilleri olusturan proteindir. Hiicrelerde
bulunan mikrotubuller, hiicreleri yiiriitmek i¢in kamg¢t ve kirpiklerdeki dynein proteini ile
birlikte hareket eder.

5) Yapisal proteinler: Tendonlarin ve kikirdagin esas yapisini, ¢ok yiiksek gerilme giicline
sahip kollajen olusturmustur; kosele, hemen hemen saf kollajendir. Ligamentler, iki boyutta
gerilme yeteneginde bir yapisal protein olan elastin igerirler. Sag, tirnak ve tiiyler, keratin
igerirler. Ipek liflerinin ve &riimeek aglarmin esas komponenti fibroindir. Baz1 boceklerin
kanat eksenleri, resilinden yapilmistir.

6) Savunma (defans) proteinleri: Organizmalar1 diger tilirler tarafindan istilaya karsi
savunan, organizmay! hasardan koruyan proteinlerdir. fmmiinoglobiilinler, omurgalilarin
lenfositleri tarafindan yapilan, spesialize (6zgiillesmis) proteinlerdir; organizmayzi istila eden
bakterileri, viriisleri veya baska tiire ait yabanci proteinleri (antijenler) taniyabilirler ve
presipite edebilirler (¢coktiirebilirler) veya noétralize edebilirler. Fibrinojen ve trombin gibi
kan pihtilagsma proteinleri, vaskiiler sistem yaralandiginda yaralanan yerin kan pihtist ile
kapatilarak kan kaybinin 6nlenmesini saglarlar. Yilan zehirleri, bakteriyel toksinler ve risin
gibi toksik bitki proteinleri, ayni zamanda savunucu fonksiyonlara sahip gibi
goriinmektedirler.

Savunma proteinlerinin fibrinojen, trombin ve bazi zehirler dahil bazilari, aymi zamanda
enzimdirler.

7) Diizenleyici proteinler: Selliler dizenleme veya fizyolojik aktiviteye yardim eden
proteinlerdir. Imsiilin, biiyiime hormonu gibi bazi hormonlar, diizenleyici proteinlerdir;
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insiilin, seker metabolizmasinin diizenlenmesinde etkilidir; biiyiime hormonu ise biiylimenin
diizenlenmesinde etkilidir. Bir ¢ok hormonal sinyal i¢in selliiler yanita, siklikla G proteinler
denen, GTP-baglayan proteinler sinifi aract olur. Baz1 diizenleyici proteinler, DNA’y1 sarar;
enzimlerin ve RNA molekiillerinin biyosentezini diizenlerler.

8) Diger proteinler: Fonksiyonlar1 heniiz daha fazla bilinmeyen ve kolayca
siiflandirilmayan ¢ok sayida proteindir.

Proteinleri tanimlama deneyleri

Proteinleri denatiirasyon ve cokme tepkimeleri ile tanimlanma deneyleri

Proteinleri siilfosalisilik asit ile ¢oktiirme suretiyle tanimlama deneyi

Proteinlerdeki serbest bazik gruplarin, siilfosalisilik asit ile, suda ¢oOziinmeyen bilesik
olusturmalar1 prensibine dayanir.

Bir deney tiipiine 1-2 mL seyreltik serum konur. Deney tiipiindeki seyreltik serum iizerine 1-2
damla %20’lik siilfosalisilik asit ¢ozeltisi damlatilir. Deney tiipiinde beyaz bir bulaniklik
olustugu gozlenir.

Aciklama: Serumda bulunan proteinlerdeki serbest amino gruplari gibi bazik gruplar,
stilfosalisilik asit ile birlesirler ve protein-siilfosalisilik asit bilesigi olusur. Olusan protein-
stilfosalisilik asit bilesigi suda ¢oziinmediginden ¢oker. Deney tiiplinde gozlenen bulaniklik,
¢Oken protein-siilfosalisilik asit bilesiginden ileri gelmektedir.

Proteinleri konsantre nitrik asit ile ¢oktiirme suretiyle tammmlama deneyi (Heller’in
halka deneyi)

Proteinlerin, nitrik asit ile, asit-metaprotein (asit-albiimin) bilesigi olusturmalar1 prensibine
dayanir.

Bir deney tiipiine 1-2 mL konsantre HNO; konur. Deney tilipiindeki konsantre HNOj {lizerine 1
mL seyreltik serum tabakalandirilir. Deney tiipiinde HNO; ve serumun temas yerinde beyaz
bir halka olustugu gozlenir.

Agtklama: Serumda bulunan proteinler, nitrik asit ile birlesirler ve beyaz renkli asit-
metaprotein (asit-alblimin) bilesigi olustururlar. Deney tiiplinde gozlenen beyaz halka, asit-
metaprotein (asit-albiimin) bilesiginden ileri gelmektedir.

Proteinleri triklorasetik asit (TCA) ile coktiirme suretiyle tammmlama deneyi

Proteinlerin, triklorasetik asit (TCA) anyonlar ile baglanarak suda c¢oziinmeyen tuzlar
olusturmalar1 prensibine dayanur.

Bir deney tiipline 1-2 mL seyreltik serum konur. Deney tiiplindeki seyreltik serum iizerine 1-2
damla %20’lik TCA ¢ozeltisi damlatilir. Deney tiipiinde bulaniklik olustugu goézlenir.
Actklama: Serumda bulunan proteinler, TCA’in anyonlar ile baglanarak suda ¢6ziinmeyen
tuzlar olustururlar. G6zlenen bulaniklik, bu tuzlarin ¢okmesinden ileri gelmektedir.

Proteinleri 1sitma ile ¢coktiirme suretiyle tanimlama deneyi

Proteinlerin, 1s1 etkisiyle denatiire olmalar1 prensibine dayanir.

Bir deney tiipline 1-2 mL seyreltik serum konur. Deney tiipii dikkatli bir sekilde 1sitilir. Deney
tiiptinde beyaz bir bulaniklik olustugu gozlenir.

Agtklama: Serumda bulunan proteinler 1s1 etkisiyle denatiire olurlar ve ¢oziiniirliikleri azalir.
Deney tiiplinde gozlenen bulaniklik, ¢oziiniirliikleri azalan proteinlerin ¢okmesinden ileri
gelmektedir.
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Proteinleri kaynatma-asetik asitle coktiirme suretiyle taméimlama deneyi

Proteinlerin, 1s1 etkisiyle denatiire olmalar1 ve asetik asitin proteinlerin denatiirasyonunu
artirmasi prensibine dayanir.

Bir deney tiiptine 1-2 mL seyreltik serum konur. Deney tiipii dikkatli bir sekilde 1sitilir. Deney
tiiptinde beyaz bir bulaniklik olustugu gozlenir. Deney tiipiindeki bulaniklik {izerine birkag
damla asetik asit damlatilir; bulanikligin arttig1 veya degismedigi gozlenir.

Agtklama: Serumda bulunan proteinler 1s1 etkisiyle denatiire olurlar ve ¢oziiniirliikkleri azalir.
Deney tiiplinde gozlenen bulaniklik, ¢oziiniirlikkleri azalan proteinlerin ¢okmesinden ileri
gelmektedir. Asetik asit, proteinlerin denatiirasyonunu artirir.

Proteinleri renk tepkimeleri ile tanimlanma deneyleri

Proteinleri biiiret tepkimesi ile tanimlama deneyi
Proteinlerin, biiiret reaktifi ile mor renkli kompleks olusturmalari prensibine dayanir.
Bes deney tiipii alinarak numaralandirilir. 1.tlipe 1-2 mL protein ¢ozeltisi konur; 2.tiipe 1-2
mL glisin ¢ozeltisi konur; 3.tiipe 1-2 mL su konur; 4.tiipe spatiil ucu ile iire konur ve bu, 1-2
mL suda ¢oziiliir; 5.tlipe spatiil ucu ile iire konur ve bu, amonyak kokusu hissedilinceye kadar
ws1tilip sogutulduktan sonra 1-2 mL suda ¢oziiliir. Bes deney tiipline de 1-2 mL biiiret reaktifi
(Bitiret reaktifi: 6 g Na-K tartrat, 1,5 g kristalize bakir siilfat, 300 mL %10’luk NaOH, voliim
distile suyla 1 litreye tamamlanarak karistirilip ¢oziiliir.) eklenip karistirilir. 1.ve 5.tiiplerde
bitiret reaktifinin renginin mora doniistiigli gdzlenir.
Aciklama: Biiiret reaktifindeki Cu®" iyonlari, alkalik ortamda, en az iki peptit bag1 iceren
maddelerle mor renkli kompleksler olustururlar. Proteinlerin yapisinda en az iki peptit bagi
bulundugundan proteinler, biiiret reaktifindeki Cu®" iyonlar ile alkalik ortamda, mor renkli
kompleksler olusturmakta ve 1.tlipte mor renk olusumu goézlenmektedir. Glisin ve {iirenin
yapisinda en az iki peptit bag1 bulunmadigindan 2., 3.ve 4.tiiplerde ise mor renkli kompleks
olusmaz ve bu tiliplerde biliret reaktifinin rengi degismez; su iceren 3.tlip, renkleri
karsilastirma ig¢indir. S.tiipte iirenin kuru kuruya isitilmasiyla iki peptit bagi iceren biiiret
yapisi olustugundan bu tiipte de Cu®" iyonlari ile mor renkli kompleks olusumuna bagh olarak
mor renk gozlenmektedir.

*Bitiret tepkimesi, biyolojik materyalde proteinlerin kantitatif tayini igin de siklikla
kullanilmaktadir.

Proteinleri ksantoprotein tepkimesi ile tanimlama deneyi

Bu deney, aslinda proteinlerin yapisin1 olusturan fenil alanin, tirozin, triptofan gibi
aromatik yan zincirli amino asitlerle ilgilidir; amino asitleri tanimlama deneyi olarak
yapilacaktir.

Proteinleri kursun asetat tepkimesi ile tanimlama deneyi

Bu deney, aslinda proteinlerin yapisini olusturan ve siilthidril (tiyol; —SH) veya
distilfid (—S—S—) grubu i¢eren amino asitlerle ilgilidir; amino asitleri tanimlama deneyi olarak
yapilacaktir.

Proteinleri Sakagucchi tepkimesi ile tanimlama deneyi

Bu deney, aslinda proteinlerin yapisini olusturan ve guanidino grubu iceren arjinin
amino asidi ile ilgilidir.
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Proteinleri ayirma ve saflastirma yontemleri

Proteinleri, coziinuirliiklerine gore ayirip saflastirma yontemleri

Proteinler, ¢oziintirliikklerine gore ayirilip saflastirilabilirler. Sodyum siilfat veya amonyum
stilfat ile ¢oktiirme yontemleri, proteinlerin ayrilmasinda ve saflastirilmasinda kullanilan en
eski yontemlerdir. 38°C’de %22,2’lik Na,SO,4 (doymus sodyum siilfat) ¢ozeltisi, ve yari
doymus konsantrasyonda (NH4),SO4 (amonyum siilfat) ¢ozeltisi globiilini ¢oktiiriir; tam

doymus konsantrasyonda (NH4),SO4 (amonyum siilfat) ¢ozeltisi albiimini ¢oktiiriir.
Tuzlarmn protein ¢oktiiriicii etkisi, protein molekiillerinin bagladig1 suyu ¢ekmelerinden ileri gelir. Ayirma islemi

strasinda proteinlerin denatiire olmamast i¢in ¢oktiirmeler sogukta yapilmalidir. Ayrica ¢ozeltinin pH degeri

degistirilerek yontem iyilestirilebilir; proteinin izoelektrik noktasina esit pH’da ¢oziiniirliik en azdir.

Amonyum siilfat ile coktiirme suretiyle serumdaki globiilinlerle albiiminlerin ayrilmasi
deneyi

Globiilinlerin, yar1 doymus amonyum siilfat ¢ozeltisinde ¢dkmeleri; albliminlerin ise tam
doymus amonyum siilfat ¢dzeltisinde ¢okmeleri prensibine dayanir.

Bir deney tiipiine 2 mL serum konur. Deney tiipiindeki serum iizerine 2 mL su eklenerek
karigtirilir ve boylece serum seyreltilir. Deney tliplindeki seyreltik serum iizerine 4 mL
doymus amonyum siilfat cozeltisi eklenerek karistirilir. Bdylece olusan yar1 doymus
amonyum siilfat ¢ozeltisi i¢inde beyaz bir bulaniklik olustugu gozlenir. Deney tiipiindeki
bulanik karisim siiziiliir. Berrak olan siiziintiiye azar azar amonyum siilfat kristalleri atilip
karistirilarak doymus amonyum stilfat ¢ozeltisi elde edilir. Doymus amonyum siilfat ¢ozeltisi
icinde yeniden bulaniklik olustugu gozlenir.

Agtklama: Serumda bulunan globiilinler ve albiiminler, seyreltik ¢ozeltide c¢oziinmiis
haldedirler. Seyreltik ¢ozeltinin yar1 doymus amonyum siilfat ¢ozeltisi haline getirilmesiyle
globiilinler ¢okerler; yart doymus amonyum siilfat ¢ozeltisinde ¢okme, globiilinlerin
Ozelligidir. Siizme sirasinda globiilinler siizge¢ kagidinin lizerinde kalirken albiiminler
¢Oziinmiis halde siizge¢ kagidindan siiziintiiye gecerler ve boylece globiilinlerle albiiminler
birbirlerinden ayrilmis olurlar. Siiziintliniin tam doymus amonyum siilfat ¢ozeltisi haline
getirilmesiyle de albiiminler ¢dkerler; tam doymus amonyum siilfat ¢ozeltisinde ¢dkme,
albliminlerin 6zelligidir. Cozlinmiis proteinlerin amonyum siilfat gibi notral tuzlarin etkisiyle
cokmelerinin nedeni, protein molekiillerindeki bagli suyun ¢ekilmesidir.

Proteinleri elektrik yuklerine gore ayirma ve saflastirma yontemleri

Elektroforez, proteinleri, izoelektrik noktalarindan farkli bir pH degerine sahip elektriksel bir
alanda farkli gd¢gme hizlarina dayanarak ayirma yontemidir. Elektroforez isleminde proteinler,
pH’1 belli bir tampon ¢6zelti i¢inde ve bir tasiyict materyal iizerinde genellikle anoda dogru
goc ettirilirler. Farkli go¢me hizlarina gore tastyict materyal iizerinde ayrilan proteinler,
boyanarak goriiniir hale getirilir ve elde edilen elektroforegram, kantitatif olarak
degerlendirilir:
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Pattern before electrophaoresis
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Elektroforezde kullanilan tasiyict materyal, kagit, sellilloz asetat tabakasi, nisasta jeli,
poliakrilamid jeli, agar jeli gibi maddeler olabilir; tasiyict materyalin ¢esidine gore de farkli
elektroforez yontemleri tanimlanir.

izoelektrik fokusyon yéntemi, proteinleri izoelektrik noktalarinin farklihgina gére ayirma
yontemidir. Bu yontemde, yapay elektrolitler kullanilarak elektriksel alanda bir pH gradienti
olusturulur. Elektriksel alandaki pH garadientinde her protein molekiilii, izoelektrik noktasina
gbre uygun bir yere dogru hareket eder; iki yonde etki eden kuvvetlerin esit oldugu, pH’in
proteinin izoelektrik noktasina esit oldugu yerde hareketsiz kalir:

v
3 ®

——

A stable pH
gradient is
established in
the gel after
application of
an electric
field.

\M_,_/@
Protein
solution is
added and
electric field
is reapplied.

L)

After
staining,
proteins are
shown to be
distributed
along pH
gradient.
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Iyon degistirici kolon kromatografisi, sabit faz olarak pozitif yiiklii dietilaminoetil gruplari
veya negatif yiiklii karboksimetil gruplar ile donatilmig selliiloz preparat igceren bir kolona,
karsit iyonlar iceren hareketli faz i¢inde proteinler konur. Hareketli faza katilan proteinler,
yiik durumlarina gore buradaki karsit iyonlar ile degistirilir ve sabit faz tarafindan kolonda
tutulurlar. Daha sonra hareketli fazin pH’1 degistirilerek ayrilmak istenen proteinin izoelektrik
noktasina esit yapilir. Bu durumda kolondaki proteinler disaridan ytiksiiz gibi gdriinen formda
olduklarindan kolonun altindaki muslugun agilmasiyla eluata gecgerek ayrilirlar. Eluattaki
protein konsantrasyonu, UV-absorpsiyon 6l¢iimleri yardimiyla tayin edilir.

Proteinleri molekul buyukliklerine gore ayirma yontemleri

Ultrasantrifiigasyon, yer cekimi ivmesinin binlerce katina ulasan ¢ekim alanlarinda biiyiik
molekiillerin sedimente olarak (¢okerek) ayrilmalarina dayanan yontemdir.

Jel filtrasyon kromatografisi (dislama kromatografisi), kiiciik ve orta biiyiikliikte protein
molekiillerinin, bir kolonda molekiiler elek olarak islev goren bir jelin partikiillerinin
oyuklarina girmeleri, daha sonra kolonu uygun bir ¢ézgen yardimiyla yikama suretiyle disari
c¢ikarilmalarina dayanan ayirma yontemidir:

&
Solvent _ ®

front 1_

Small
molecules
retarded

Front —
Large
molecules
eluted

Gel particle | ¥ v
@ Large molecule
Small molecule

Affinite kromatografisi, proteinlerin ¢ok kiiclik molekiilleri ¢ok spesifik bir sekilde
baglamalar1 6zelliklerine dayanan ayirma yontemidir. Bu yontemde bir substrat molekiili,
kimyasal bir reaksiyon vasitasiyla cogunlukla agaroz gibi bir polisakkarit olan bir tastyici
materyale baglanir ve bir kolona yerlestirilir. Kolondan bir protein karisimi gecirildiginde
substrat, karisimda bulunan kendine spesifik proteini yakalar ve tutar; diger proteinler
kolondan gecerler. Daha sonra kolondan substrat gegirilmesiyle protein kolondan sokiiliir ve
eluat icinde ayrilir.
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Proteinlerin amino asit siralarinin aydinlatiimasi

Proteinlerin amino asit siralarin aydinlatilmasi i¢in 6nce, protein tamamen saf hale getirilir,
sonra bir proteolitik enzimle ¢esitli peptitlere parcalanir; en son olarak da her peptidin amino
asit sirasi tayin edilir.

Bir peptit molekiiliindeki amino asitlerin dizilis sirasin1 aydinlatmak icin ¢esitli yontemlerde
peptit zincirinin uglarindaki serbest amino grubu veya serbest karboksil gruplarindan
yararlanilir.

Bir protein veya peptidin amino-terminal amino asidinin tayini yontemleri
Sanger yontemi ile bir protein veya peptidin N-terminal amino asidinin tayini i¢in
protein veya peptit, I-fluoro-2,4-dinitrobenzen ile reaksiyona sokulur. Bu reaksiyon
sirasinda, dinitrofenil kalintisi, peptidin N-terminalindeki serbest amino grubuna, hidrolize
dayanikli bir bag olusturarak baglanir:

LA T
+
F NO; + H—-N—C—COO0~ ~00C—C—N NO
Q Tk Y 4k Q ”
N02 NO2
1-Fluoro-2,4-dinitrobenzene  a-Amino acid 2,4-Dinitrophenylamino acid
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Daha sonra, asit ile peptit hidrolizi yapilir ve peptidin N-terminalindeki amino asit, 2,4-
dinitrofenilamino asit seklinde elde edilir ve tanis1 yapilir.

Geride kalan peptide ayni islemler uygulanarak peptidin N-terminalinden amino asit birimleri
teker teker ¢ikarilir ve bu suretle peptiddeki amino asitlerin dizilis siras1 anlagilir.

Edman parcalanmasi yontemi ile bir protein veya peptidin N-terminal amino asidinin
tayini i¢in protein veya peptit, pH 8-9 ortaminda fenil izotiyosiyanat ile reaksiyona sokulur:

¢y *

NH
) | N s
f=* N
g N H—(|)—NH
Phenylisothiocyanate R —(l:H R,
+ ! | Phenylthlohydantoin derivative
NH, <|3=0 of NH,-terminal amino acid
+
R,—CH
1 HN NH
I I I 2
G=0 R,—CH R,—CH
I 2 !
Hlil OH~ (|;=o HCl (|;=o
F‘z‘?” Hll\l Hril
¢=0 R;—CH Ry;—CH
| 3 3
HN cI:—o tI:—o
| [ N
Ra_?H HN HT
‘|7=° R—CH R,—CH
HT COOCH COOH
R,—CH Phenylthiocarbamoyl- Original peptide minus
S tetrapeptide NH,-terminal residue
COOH
Tetrapeptide

Dansil kloriir yontemi bir protein veya peptidin N-terminal amino asidinin tayini icin
protein veya peptit, dansil kloriir ile reaksiyona sokulur:

Hy sR H 9 R, H . He R H § R. H
e Hoe S
", %{R N N HN%(R N N2
o 2 HH § | o R HH 4
0=8§=0

|
o\ ! -
\S;/O Polypeptide

N
/7 \
N HC CH,
7\
. CH,
Dansyl chloride N-dansyl derivative of peptide
Hydrolysis
H H O H H
@D ®
H3N—$—COZH + HaN—<|:—cogH —eee F O=9—N=(—COM
y y SO
N
VAN
Hy ™ CH,

N-dansyl-amino acid
[highly fluorescent]
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Losin amino peptidaz enzimi de proteinlerin N-terminallerinden amino asitleri teker
koparir; proteinlerin veya peptitlerin amino asit dizisini tayinde kullanilir.

Bir protein veya peptidin karboksil-terminal amino asidinin tayini

yontemleri

Bir protein veya peptidin C-terminal amino asidini tayin i¢in, karboksipeptidazlar ile sinirl
proteoliz yontemi uygulanabilir:

N FI‘(IH) T (") Limited + T” /o Bin-1) 0
NH,~CH N proteolysis NH,— CH—C + NH,*~~CH—C
3 \C/ N (l:H 7N\ 0 Carboxypeplidase 8 \O_ 8 \O_
I
o R,

Free carboxyl terminus Polypeptide minus

Polypeptide
amino acid NH,-terminal residue

Cesitli  yontemlerle proteinlerin amino terminal veya karboksil terminal ucundan
serbestlestirilen amino asitler, iyon degistirici kolon kromatografisi veya partisyon
kromatografisi gibi yontemlerle taminirlar:

1. Principle 2. Dissociation curves
/Lf"_:,@ (? pH2 pH3 pH5 pH8
@ ® |
A= ;_} -] l
Statio-| = = ®
nary @@ 2 |
phase ] @
~_:’z)§ @,’:j
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o |
@ !
1a. Low pH
- N - :
.J;‘@ @ AT v pt ¢ o f )
Statio- e | [ ; %
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phase - | _
P = @ pH 2 IpH 2 IpH 3| pH 5 IpH8
- ‘:__II r/_' " ; (] ] N
| 5 e ot ) ° . .
- ! al J b R0 c Pa®s® d Pe®e" e "%
1b. High pH 3. Elution by raising the pH
A. lon-exchange chromatography of free amino acids
R S R i S
! ! /~\ _ (OH®) | I /7
H—C—NHz + Sl o) R G O
| Gy I & )
coo CoO PTC residue
Amino acid Phenylisothiocyanate PTC-amino acid
1. Derivatization Loading port
Sample === 3
"'"—L:V_;;'.: n = @ ] Column
Polar‘. IApoIar (S8t 7_____‘7:1"_;" = _; '| Recorder
; ~
S—— v 4 Absorption (284 nm)
e - e
® P .. J ;
o ! | |
e e ® | L' ’ | ||II
| | L g = 1
o ..\ I | ll || |
',. ‘e ! | I| || . |
® o . 0 = (1 |
.../ Solvent D iy ,'l I\_ i o
2. HPLC system 10 156 20 Time (min)
3. Elution profile
B. Partition chromatography of PTC-amino acids P
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