





PROTEIN YAPI VE FONKSIYONU

YAPI
primer yapi:

(a) MOLECULAR STRUCTURE Sekondel’ yq pl:

Primary (sequence)
tersiyer yapi:
kuarterner yapi:

Secondary (local folding)
Tertiary (long-range folding)

Quaternary (multimeric organization)

Supramolecular (large-scale assemblies) FONKSIYON

(b) -~ kimyasal reaksiyonlarin katalizi

Coffd

- OO fransport: asinmasi

Regulation Signaling Y

() ~ sinyal iletimi: o reaksiyon gosterme

e,  Jndias ilasyon: aktivitesinin kontroli
%‘M} Movement catalysis =fif genom organizasyonu, lipit bilayer membran

. g ve sitoplazma yapisinda bulunma

hareket icin gii¢ olusturma
sitokinler, imminoglobilinler




A GUIDE TO THE TWENTY COMMON AMINO ACIDS

AMINO ACIDS ARE THE BUILDING BLOCKS OF PROTEINS IN LIVING ORGANISMS, THERE ARE OVER 500 AMINO ACIDS FOUND IN NATURE - HOWEVER, THE HUMAN GENETIC CODE
ONLY DIRECTLY ENCODES 20. 'ESSENTIAL AMINO ACIDS MUST BE OBTAINED FROM THE DIET, WHILST NON-ESSENTIAL AMINQ ACIDS CAN BE SYNTHESISED IN THE BODY.
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Proteinlerin primer yapisinda ad’ler peptid baglariyla baglanir. Her aa
rezidistnin amid N atomu, C, atomu ve karbonil C atomu iskelet olusturur.
Lineer proteinin bir ucunda serbest amino (N-terminus), diger ucunda serbest
karboksil (C-terminus) grubu bulunur.

Peptid (20-30 aa’ten az)Polipeptid (1000 aa ve fazlasi)
Polipeptidlerin buyukligu, dalton (kitle birimi) veya MW olarak ifade edilir.
bir dalton 1 atomik kitle birimidir.

i ORN: 10000 MW protein 10000 Da = 10 kDa kitlesi vardir.
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HYDROPHOBIC AMINO ACIDS

coo~ coo~ 3 7 i ?00' coo~ coo~

proteinler ultraviyole
*HN c—H *HN—C—H + - + + H *H;N—C—H *H;N—C—H *HN—C—H .
CH, CH N N CH, CH, CH, trlptOfdn)

HiC CHy C=CH

da gi¢li absorbans

OH

alarinda onemlidir.

Alanine Valine Isoleucine Leucine Methionine Phenylalanine Tyrosine Tryptophan '
(Ala or A) (Vval or V) (He orl) (Leuorl) {Met or M) (Phe or F) (TyrorY) (Trp or W)

HYDROPHILIC AMING AGIDS Acidic amino acids Polar amino acids with uncharged R groups

Basic amino acids coo~ coo~ coo” em GS". hem bdz gibi
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HN—C—H  HN—C—H  *HgN—G—H CHy H—C—0H olar tyonlara zwitterion” denir.
00" OH CH,
(Ha GHa (e Aspartate Serine Threonine k" O I 1- d k. H
CH, CH, C—NH (Asp or D) {SerorS) (Thror T) U o Ur Ve or dmln O Cln q I p
CH, CH, ! u~CH c00” €00~ coo"
CHy H H H *HN—C—H *HgN—C—H  *H;N—C—H
NH C=NH7 CH, CH, CH,
Wi CH, c CH,

Lysine Arginine Histidine
(Lys or K) {Arg or R) {His or H) coo HoN 0 Cc

— st ” Proton donor
Glutamate Asparagine Glutamine
SPECIAL AMINO ACIDS (Glu or E} (Asn or N) (GlIn or Q)
-
+

[[:00' co0~ coo~
M A FIGURE 2-13 The 20 common amino acids used to (0]
+ — + -
HN—C—H HgN—C—H +H,N ¥ CH, bulld proteins. The side chain (R group; red) determines the |
CH, H i characteristic properties of each amino acid and Is the basis H N —C—C~— O.
SH HaC CH, for grouping amino acids into three main categorles: hydrophobic, 3 3 2
Bk ol Prok hydrophilic, and special. Shown are the ionized forms that exist at
(c"',: :,"é, (GI:::‘:E) (p,:o',‘;, the pH (~7) of the cytosol. In parentheses are the three-letter and
one-letter abbreviations for each amino acid.

Hidrofilik ad’lerin bir kismi fizyolojik pH'da iyonizedir.
Histidin, asitlikteki kiigik degisimlerle ya + yiklenir ya da yiksizdir.
Bircok proteinin akfivitesi R gruplarindaki histidinin ortam
asiditesindeki degisimlerle protonasyonuna gére ayarlanir.
Asparaijin, glutamin ve serin, treonin yiksizdir ama R gruplarinda N
ve Q polar amid; S ve T polar hidroksil gruplari tasirlar.




OTEINLERIN SEKONDER YAPILARI

< 3.6 residues per
. helical turn

P Her peptid bagindaki
karbonilin O atomu ile 4
sonraki aa rezidisinin amid H
arasinda olusan Hidrojen
baglaryla ortaya ¢ikar

donus (turn)
ilmik (loop)

Komsu lateral paketlenmis B tabakalar
arasindaki Hidrojen baglariyla stabilizedir. Her B-iplik 5-
10 aa rezidilik kisa segmentlerdir.

Proteinlerin hidrofobik kor bdlgelerinde ¢ok fazla B-tabaka
yapisi gdzlenir. Bazi proteinlerin baglanma bdlgelerinde
dizlem olustururlar.

/

rasgele sarim (randomcoil)
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(a) C, backbone trace

2° yapilarda gézlenen H-baglari yerine, esasen nonpolar
R gruplar arasindaki hidrofobik interaksiyonlarla stabilize
olurlar. Ek olarak polar R gruplari arasindaki H-baglari ve
peptid baglari da tersiyer yapi konformasyonuna katki
saglar. Ugiincil yapiyr birarada tutan gicler, ikincil yapi

(c) Ribbons
elemanlarinin kompakt olarak birarada durmasini saglar.
Proteinlerin Ugincil yapilarindaki stabilizator

interaksiyonlar daha zayiftir. Dalgalanan gevsemeler

protein fonksiyonunun regilasyonunda olduk¢a 6nemlidir.

(b) Ball and stick




PROTEINLERIN DORDUNCUL YAPILARI

J/ IDISTAL & onuar

/d/

>HAT1 ve HA

> Protein Uc subunitesinde fibr6z domeynlerdeki

heliksler arasi interaksiyonlarla 4° yapi stabilize
olmustur.




PROTEIN EKSTRAKSIYONU

ekanik,

ondurma-¢ézme

gib , proteinaz K) gibi

kimyasal yontemler il

(f ® Proteaz inhibitori gerekebilir (fenilmetilsilfonil PMSF)
O




PROTEIN KONSANTRASYONUNUN BELIRLENMESI




PROTEIN KONSANTRASYONUNUN BELIRLENMESI

* Ajgo/Asso Orani (Warburg-Christian yontemi):

Bitret: 40-560

ord: arkli konsantrasyonlarda

hazirlanan prote k ortaya cikar. Absorbans-

konsantrasyon grafigi cizilerek 6rnek protein derisimi bulunur.

Fosfomolibdotungustik asit ¢ézeltisinin tirozin rezidileriyle realsiyona girerek mavi renk

olusturmasi esasina dayanir.



POLIAKRILAMID JEL ELEKTROFOREZI

® Kimyasal (¢ okimyasal (floresan isik)

(f ® Her ikisinde de TEMED (N,N,N’,N’-tetrametilenetilendiamin) katalizér olarak kullanilr.
O




Akrilamid (g) + Bis (g)

Hacim (ml)

Bis (g)

Akrilamid (g) + Bis (g)

* %T arttik¢a por ¢capi kiigilir. Herhangi %T kosulunda %5 bis bulunmasi optimum por
biUyUkligunu saglar. %5’in altindaki ve Ustindeki %C, .. degerleri por buyUkligini artirir.



10 total akrilamid)

a kullanilan tampon da farkl

ecilere _el boyunca pH gradyenti olusturulur.

Daha seyreltik ornekler icin uygun ayristirma

saglanir.




PAGE

=

nitratla, filtre ack,

Hint mirekkebi veya Ponceau S gibi boyalarla boyanir.
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. ® Proteinler denatire (SDS-PAGE) bir jelde molekil
O biyikligine; dogal (native) bir jelde ise molekul bigimi,
biyukligu ve yUkine gore ayrilirlar.
® Denatire ortamda elektroforez molekul agirhig
) belirlemelerinde kullanilir. Bu tir elektroforetik ayrimda Separated

proteins

¢6zUnirligyu az olan proteinlerin ayrismasi saglanabilir. Ancak
kullanilan 2-merkaptoetanol, DTT ve SDS varliginda biyolojik

aktivite ortadan kalkar.

®* Native elektroforezde suda ¢ozinebilen proteinler biyolojik Decreasing

|

ve enzimatik aktivitelerini kaybetmeden ayrilirlar.

Denature sample with
sodium dodecylsulfate

> SDS-coated
2 @ proteins

Place mixture of proteins on gel,
apply electric field

Cross-linked
polyacrylamide
gel

Direction of migration

Stain to visualize
separated bands




Cathode

Stacking

gel

Running

gel

Anode + -
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wells
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Duzlemsel poliakrilamid jel belli uzakhkta (0.5-2 mm) tutulan
iki cam plaka (jel kaseti) arasinda ve genellikle 8x10 cm veya
10x10 cm boyutunda hazirlanir. Polimerizasyon plakalarin
icinde gerceklestirilir.
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Protein bands
after staining
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|IZOELEKTRIK FOKUSLAMA VE 2 BOYUTLU JEL
ELEKTROFOREZ| (2-DE)

alar belli disik

molekil agirhkh amfolit er -geni_:;:_pH arahginda hem daha

dar pH araliklarinda gergeklestirilebilir.




PROTEINLERIN [ZOELEKTRIK FOKUSLANMASI
(1. BOYUT)
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IEF (1. BOYUT)

pH graagda

® IPG jelde proteinler
noktasinda denk gelen pH bélgesinde gicli

bantlar o|u§’rurur.

%




SDS-PAGE (2. BOYUT)

geleme
olay yerlesmesi

ankina elektriki alan uygulanir.

Dizlemsel jel ¢cikarilip boyanir.

spsaioydondeg P9 spjwehoreiiog




2D-PAGE ORNEGI

jrey
-cm
t (IPG)
second
-PAGE (sodium
nide gel
oteins were detected by

g. The nonlinear pH range of the
irst-dimension IPG strip is indicated along the top
of the gel, acidic pH to the left. The Mr (relative
molecular mass) scale can be used to estimate the
molecular weights of the separated proteins



