2. Hafta: Protein Tayin Yontemleri: Lowry, Bradford, Bilre, Kolloidal altin yontemi,
Bikinkoninik asit yontemi, florimetrik ve spektrofotometrik yontemler.
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Bir enzim veya protein saflastirilmasi isleminde saflastirmanin gidisinin izlenebilmesi
amaciyla her adimda protein tayini yapilmasi gerekir. Ancak bu sayede calismanin verimi
ile ilgili yorum yapilabilir. Buna ilave olarak enzimin aktivite tayinlerinin de yapilmasi
gerekir. Clnkl saflastirilacak enzimin saflastirma asamalarinda aktivitesini kaybetmesi
istenmeyen bir durumdur. Bir saflagtirma islemindeki her bir adimin sonunda toplam
protein dlgiimlerinden elde edilen sonuglar, ilgilenilen enzimin aktivitesi ile kiyaslanarak
spesifik aktivite belirlenir ve bdylece saflastirma derecesi hakkinda bilgi edinilir. Bu ydndeki
calismalarda amag 6lgimiin basit ve hizli, spesifikliginin yiiksek olmasidir. Hizli dlgtimler,
saflastirma adimlari arasindaki bekleme zamanini azaltarak proteolizin olumsuz etkisini
Onler.

Saflastirma islemlerinde dikkat edilecek énemli bir konu, cikis kaynagindan veya
saflastirma adimlarindan ortama katilan bazi maddelerin enzim aktivitesi ve protein tayini
yontemlerine etkisinin olup olmadigidir. Dogru élglimler icin tayinden dnce girisim yapan
maddelerin ortamdan uzaklastirimasi sarttir. Ancak, proteinin aktivitesi icin gerekli bir
faktdriin saflastirma adimlar sirasinda ortamdan uzaklastiriimasi da sakincaldir.

Toplam protein tayini, genel bazi ydntemlere dayanir. Bunun icin glinimuze kadar
cok cesitli direkt ve indirekt teknikler gelistiriimistir. Bu yontemler Kjeldahl metodu,
infrared spektroskopisi, turbidimetri, flourimetri, refraktometri polarimetri olarak
sayllabilir. Glinimdizde, protein tayinleri genellikle UV-spektrofotometrik temellidir veya
proteinin gorinir bolgede olusturdugu Uriinin kimyasal yontemlerle belirlenmesine
dayanmaktadir.

Ultraviyole Bélgedeki Spektrofotometrik Olgiimler
280 nm deki Olgiimler

Proteinlerin igerdigi fenilalanin, tirozin (fenol halkasi) ve triptofan (indol halkasi)

amino asitlerinden dolay1 280 nm de absorban géstermesinden yararlanilarak tayin yapilir.

Bu yontemle 0,05-2.0 mg protein ml! araliginda tayin yapilabilir ve ayrica 280 nm de



absorpsiyon veren cesitli maddelerin girisiminden de etkilenir. Ozellikle ortamda purin ve
pirimidin bazlarini iceren DNA ve RNA oldugu zaman bu etki oldukca 6énemlidir. Boyle bir
durumda, 280 nm ve 260 nm de spektrofotometrik olarak dlgiimler alinir ve asagida verilen
dizeltme faktort kullanilarak hesaplama yapilir.

Protein(mg/ml)= 1,55 Azg0- 0,76 A260
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Protein ve peptitlerdeki peptit baglari 191-194 nm de 6nemli bir absorbans
gosterirler. Bu yontemle 0,01-0,05 mg/ml arasindaki proteinler tayin edilebilir. Bu yontem
proteindeki amino asit bilesiminden bagimsiz oldugu icin 280 nm deki dlglimlere gore gok
daha avantajlidir. Bu dalga boylarinda oksijen de absorbans verdigi icin 0&zel
spektrofotometreler kullaniimasi gerekir. Ancak dlgimler 205 nm de yapilir ve 280 nm deki
Olgimlerle birlestirilirse bu formille gok daha kesin sonuglar alinabilir. Bu ydntemde

saflastirilacak enzim karisimina bir 6n islem yapilmasina gerek yoktur.

Goriiniir Bolgedeki Spektrofotometrik Olciimler
Biiire Yontemi
Bu yontemde alkali ortamda Cu*?2 iyonlarinin protein ve peptitlerdeki peptit bagi
azotuyla verdigi reaksiyon sonucu olusan mavi-mor rengin 540-560 nm deki

absorbansindan yararlaniir. Bu yontemin duyarhdi fazla degildir (0.05-5.0 mg



protein/ml).Ydntem serbest amino asitlerden etkilenmez. Ancak tris gibi tamponlar ve

amonyum sllfat ¢oktlirmesinden sonra kalan amonyum girisim yapar.
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Lowry Yontemi

Protein tayininde en yaygin olarak kullanilan yéntem Folin-Lowry yontemidir.
Bilire reaktifi kullanilarak olusan Cu-protein kompleksi, fosfomolibdik fosfotungstik asit ile
heteropolimolibden mavisine indirgenir ve sonugta koyu mavi bir renk olusur. Yontem
cok duyarhdir (0.05-0.5mg protein.ml-I) ancak pH'ya bagimlidir. Absorbans cam veya
polistiren kivetler kullanilarak 750 nm de yapilir. Bu yontemde proteinin amino asit
bilesiminin etkisi orta dizeydedir. Ancak amino tlrevleri, tamponlar, deterjanlar, ilaglar,
lipitler, sekerler ve nikleik asitler girisim yapar. Enzim saflastirmasinda kullanilan birgok
reaktif de bu metodu interfere edebilir, bunun sonucu olarak her bir sorunu ¢ozebilmek

amaciyla bu ydntemin farkli modifikasyonlari bulunmaktadir.

Smith (BCA) Yontemi
Diger protein tayin yontemlerine gore daha yeni olan bu yéntemde bikinkoninik asit
(BCA) reaktif olarak kullanilir. 562 nm de absorbans veren koyu mor renk ile karakterize

olur.



BCA yontemi proteinin amino asit kompozisyonundan az etkilenir ve girisim etkisi
gosteren cok fazla bilesik yoktur. Ancak BCA reaktifi pahalidir ve tekrarlanabilirlik dligtktr.
Amino asitler, deterjanlar, lipitler, sekerler ve nikleik asitler Lowry metoduna gore daha
iyi tolere edilir. Indirgen sekerler ve bakir selatlayici maddeler bu ydntemde girisim etkisi

gosterir. Cu*? iyonlari ile selat olusturan EDTA gibi maddeler de girisime yol agar.

Bradford (Coomassie Brillant Blue) Yontemi

Bu yontem oldukca fazla kullaniimaktadir ve oldukca hassastir. Yontem, organik
boyalarin, proteinlerin asidik ve bazik gruplariyla etkileserek renk olusturmasi esasina
dayanir. Boya baglama temelli yontemlerin en yaygini, Bradford tarafindan gelistirilen ve
Coomassie Brillant Blue G-250 boyasinin kullanildigi yontemdir. Bu boya kuvvetli bir asitte
¢Ozlindigli zaman, protonlanmadan dolayi kirmizi-kahverengi arasi bir renge donisir. Bu
boya, (+) ylkli bir proteine baglandiginda ise renk maviye dénislr. Bu yontem oldukca
duyarhdir ancak duyarlik daha da arttinlabilir (0.01-0.05 mg protein/ml).
Yontem bu boyanin farkli konsantrasyondaki protein g¢ozeltilerinde farklh siddette mavi
renk olusturmasindan yararlanilarak gelistirilmistir.
Boya 6zellikle arginin gibi bazik ve bazi aromatik amino asitlere baglanmaktadir.
Spector isimli bilim adami protein 6rnedi ile kullanilan boyanin hacmini uygun sekilde
oranlayarak ¢ok daha hassas protein tayinleri yapilabilecegini belirtmistir .
Bu yontemle oldukca genis bir aralikta protein tayini yapmak mimkindir. Kolay ve hassas
bir yontemdir.
Bu boyayla arginin amino asidi diger amino asitlere gére daha fazla cevap verir. Arginince
zengin bir proteinin miktar tayini yapildiginda standardin da ayni sekilde arginince zengin
olmasi gerekir.
G-250 boyasli sulu ortamda kirmizi(A) ve mavi(B)olmak Uzere iki sekilde bulunur. Asidik
ortamda kirmizi renkli A sekli fazladir ve 470 nm de maksimum absorbsiyon yapar. Bu
boya, (+) yUKklu bir proteine baglandiginda ise 595 nm de mavi bir renk olusur. Renk
olusumu 5 dakikada tamamlanir, ancak 10-15 dakika icinde ¢okmeler olabilir.
Sedmak ve Grossberg, boya-protein kompleksinin boyanin kaynagina bagh olarak

maksimum absorbans araliginin 595-620 nm arasinda degistigini bildirmistir.



Bu arastirmacilar protein miktarinin belirlenmesi icin 620 ve 464 nm deki absorbanslarin
oraninin kullanilmasinin daha uygun olacagini ve asidik bir ortam olusturmak igin
fosforik asit yerine perklorik asit veya HCI kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Bu yontemde duyarlik 150-750 g protein/ml civarindadir. Bu duyarlik mikro tayinlerle
daha da arttinlabilir (25-200 pg protein/ml).

Numunenin absorbansi lineer bélgenin Ustlindeyse toplam hacim 5 ml oluncaya kadar
Bradford calisma tamponuyla seyreltilebilir. Blank de ayni hacime seyreltilmelidir
(Spector, 1978).

Bu ydntem icin alternatif bir standart olarak ovalbiimin kullanilabilir.

Renk olusumunda proteinin amino asit bilesiminin (arginin gibi bazik amino asitlerle
aromatik amino asitler) reaksiyon Uzerinde etkili oldugu belirlenmistir.

Bradford yonteminde 595 nm de absorbans veren mavi rengin 6lgiimi esnasinda cam ve
polistiren kuvetler kullanilabilir. Ancak cam kiivetlerde renk cam ylizeyine absorbe
oldugundan bir kullanimlk polistiren kiivetler tercih edilmektedir. Cam kiivetlerin
kullanilmasi durumunda 0,1 M HCI de bekletme isleminin ardindan su ve asetonla

yikanmalidir.

Protein Tayinlerinde Dikkat Edilmesi Gereken Konular
Protein Standartlan
Birgok protein tayin yonteminde bilinen bir proteinin kullanilmasiyla cizilen standart
grafikler yardimiyla bilinmeyen 6rnegin miktari bulunur. Protein tayinlerinde kullanilan
proteinin amino asit bilesimi ve eger varsa protein olmayan prostetik gruplarin (6rnegin
glikoproteinlerde karbohidrat gruplari gibi) varligi spektrofotometrik bir Olgiimde renk
olusumunu etkileyebilir. Bu nedenle eger miimkiinse, saflastiriimak istenen proteinin saf
bir 6rnegiyle 6lcimi kalibre etmek, benzer renk verimine ulasmak agisindan en iyi
c6ziimdr. Boyle bir ¢ézimiin mimkiin olmadigi durumlarda en yaygin kullanilan protein
standardi sigir serum albuminidir (BSA).
Kuivetler
Protein tayinlerinde farkli kosullarda farkli &zellikteki kivetlerden yararlanilir. Cam

kiivetlerle 320 nm nin Gzerinde, kuartz kivetlerle goérinir ve UV bdlgede calismak



mamkiindlir. Ancak gorinir bdlgede cam kivetlerden vyararlanmak mumkinken

ekonomik degeri oldukga yliksek olan kuartz kiivetleri kullanmak dogru bir secim degildir.

PROTEIN TAYININDE SPESiFIK YONTEMLER
Herhangi bir kaynaktan belirli bir protein veya enzimin saflastiriimasi ve karakterizasyonu,
gelismis teknik ve cihazlara ragmen oldukca gictiir. Bu gliclik protein karigimlarinin
kompleks olmasindan, elde edilen proteinin ¢ok dlslk konsantrasyonda olmasindan,
protein veya enzimin kararsizigindan ve saflastirmanin her asamasinda safligin kontrol
edilmesi gerekmesinden kaynaklanir. Elde edilen saf bir protein veya enzimin miktari, bu
proteinin biyolojik aktivitesi, karakterizasyonu ve yapi-fonksiyon iligkisinin aydintatilmasi
icin yetersiz olabilir.
Saf bir proteinin miktarini arttirmak icin ya gok fazla ekstrakt kullanilmasi gerekir veya gen
teknolojisinden faydalanilir. Gen teknolojisi, gen klonlanmasi, rekombinant DNA teknikleri,
gen transferi, PCR (polymerase chain reaction) gibi bircok konuyu icine alir. Gen teknolojisi
ile hicre genomundan tek bir gen cikarnllip bunun bir kag bin kopyasi yani gen
amplifikasyonu vyapilabilir. Klonlanan gen bir bakteri hiicresine veya bagka bir
organizmanin igine sokularak genin ifadesi olan proteinin bol miktarda sentezlenmesi
saglanir (rekombinant insulin ve interferon sentezleri gibi).
Proteinlerin dogasindan kaynaklanan gligliikler nedeniyle her zaman istenen saflastirma
saglanamaz. Burada biyokimyacinin yaraticihgi ve analitik ydntemlere hakimiyeti
O6nemlidir. Bazen ¢ok basit, spesifik yontemler proteinlerin tanimlanmasinda yeterli olabilir,
hatta hassas ve pahall ydntemlere gére daha fazla bilgi verebilir. Ozelllikle fraksiyonlu
amonyum siilfat ¢oktiirmesi yontemiyle, saflastirilacak proteinin hangi fraksiyonda oldugu
Oonceden belirlenebilir ve bdylece calisma daha cabuk tamamlanir.
Biitlin enzim tayin yontemleri, enzimin substratina olan afinitesinden ve spesifikliginden
yararlanarak gelistirilmistir. Bir enzimin aktivitesi, substrat ve koenzimiyle inklibe edilerek
ve absorbans 6lclimiiyle belirlenir. Bdylece o enzimin ortamdaki varligi belirlenmis olur.
Cok az sayida enzim aktivite gosterebilmek icin ayni kofaktéri kullanir. Ayni kofaktori

kullanan bagka enzimlerin de ortamda olmasi, spesifik aktiviteyi etkileyebilir. Ancak bu etki



ortama daha fazla substrat ve koenzim veya kofaktor ilave edilerek azaltilabilir. Clinki
yliksek substrat konsantrasyonu koenzimin diger enzimler tarafindan kullaniimasini énler.
Bir metal iyonunun enzimle kompleks yapmasi, o proteinin 280 nm deki protein pikinin
baska dalga boylarina kaymasina neden olur. Disaridan ilave edilen metal iyonunun
protein pikinde kaymaya neden olmasi, o proteinin ¢Ozeltide oldugunu gdsterir.
Saflastirilacak protein ¢oktirilerek (metal iyonu komplekslestirilerek) veya kromatografik

ve elektroforetik ydontemlerle ortamdan alinabilir.



