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Proteinler Hiicresel Yasamin Temel
Aktorleridir

- Proteinler, hiicrede gerceklesen siireclerin neredeyse tamaminda goérev alan
son derece cesitli biyomolekiillerdir.
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- Hicresel islevleri anlamak i¢in oncelikle proteinlerin molekiiler
mekanizmalarinin ve biyolojik rollerinin incelenmesi gerekir.

- Proteinler hiicrelerde en bol bulunan biyolojik makromolekiillerdir ve kuru
hiicre kiitlesinin yaklasik yarisini olusturur.

- Proteinlerin yapisi ve islevi; amino asitler, peptitler ve proteinlerle
calismada kullanilan yontemler lizerinden ele alinir.
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Proteinlerin Yapisal ve
Islevsel Cegitliligl

- Proteinler, bakterilerden en karmasik canlilara kadar tiim organizmalarda
cok farkli tiir ve yapilarda bulunur.
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- En basit tek hiicreli canlilarda bile binlerce farkli protein, birbirinden farkl
molekiiler iglevler tlistlenir.

- Canlilarin yapisal 6zellikleri, genetik bilginin ifade edilmesini saglayan
proteinler araciligiyla ortaya cikar.

- Proteinler, amino asitlerden olusan polimerlerdir ve bazi proteinler birden
fazla makromolekiille birlikte i1slev gorir.
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Proteinlerin Biyolojik Islevlerine
Ornekler

- Ateg boceginin 1s1k tiretmesi, lusiferin ve ATP ile tepkimeyi katalizleyen
lusiferaz proteini sayesinde gerceklesir.
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- Eritrositler, oksijen tasiyan hemoglobin proteini nedeniyle kirmizi renkte
gorunur.

- Keratin; sac, yin, tirnak, tiiy ve boynuz gibi yapilarin temel protein
bilesenleri arasinda yer alir.
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Sinirllt Sayida Amino Asitten Buyik
Protein Cesitliligl Dogar

- Proteinlerin cogu, karakteristik dogrusal diziler halinde kovalent baglarla
birbirine baglanan 20 yaygin amino asitten olusur.
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- Bu amino asitler, protein yapisinin yazildig1 alfabenin 20 temel harfi olarak
degerlendirilebilir.

- Hicreler, ayni amino asitleri farkli kombinasyonlarda kullanarak cok farkl:
ozelliklere ve etkinliklere sahip proteinler iiretir.

- Enzimler, hormonlar, antikorlar, tasiyicilar, kas lifleri ve reseptorler bu
cesitliligin baslica 6rnekleridir.
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Amino Asitler Proteinlerin Yapi

Birimleridir

- Her amino asit kalintisi, belirli bir kovalent bag tiiriiyle bir sonraki amino
asit kalintisina baglanir.
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- “Kalint1” ifadesi, amino asitler birbirine baglanirken suyun bazi
bilesenlerinin uzaklastirilmasini yansitir.

- Proteinler hidroliz edildiginde kendilerini olusturan amino asitlere ayrilir ve
en eskl amino asit calismalar: buradan gelismistir.

- Proteinlerde yaygin olarak bulunan 20 farkli amino asit tanimlanmigstir.
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Amino Asitlerin Adlandirilmasinin
Tarihsel Kokenleri

- Proteinlerden tanimlanan ilk amino asit, 1806 yilinda kesfedilen
asparajindir.

B
~
+
wn
.-
g
)]
<
Q
@]
Do
-
S~
)
on
=
o
=
<
Q
—
~—

- Tanimlanan son yaygin amino asit treonindir ve bu amino asit 1938 yilinda
belirlenmistir.

- Glutamat bugday gliteninden, tirozin peynirden ve glisin ise jelatinden elde
edilerek adlandirilmistir.

- Baz1 amino asit adlar1 kaynaklarini veya 6zelliklerini yansitirken,
digerlerinin adlar1 daha az aciklayicidir.
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Amino Asitlerin Ortak
o-Amino Asit Yapisi
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—I - Yaygin 20 amino asivdin tamami a-amino asittir ve ayni o- C OO —
2 karbon atomuna bagli ortak gruplar tasir.
o=
=D - a-Karbona bir karboksil grubu, bir amino grubu, bir hidrojen
o0 atomu ve bir de R grubu baglanir. HSN_ C —H
A8 . Amino asitler; yapy, bityiiklitk, elektriksel yitk ve sudaki
°§ cozunirligi etkileyen R gruplariyla birbirinden ayrilir. R
(aa)
A
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Yaygin ve Degistirilmis Amino
Asitler

- Proteinlerde bulunan amino asit ¢esitliligi yalnizca 20 yaygin amino asitle
sinirli degildir.
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- Bazi nadir amino asit kalintilari, protein sentezlendikten sonra yaygin
amino asitlerin degistirilmesiyle olusur.

- Canlilarda bulunan yaklasik 300 farkli amino asidin bir béliimi proteinlerin
yapilarina katilmaz.
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Amino Asitlerin
Ozelliklerinin

| Propertiesand Conventions Associated with the Common Amino Acids Found in Proteins

Kar s 11 a s tlrll m a S 1 Abbreviation/ P, pﬁa[:]:cs pEy Hydropathy  Occurrence in
Amino acid symbol M* (—COO0H) (—NH3) (R group) pl “index’ proteins (%)
. . . Nonpolar, aliphatic
. — Yandaki tabloda amino asitler R s
o . Glyveine Gly G 75 2.34 0.60 5.O7 —0.4 T2
[r— grup]‘ar]‘nln ya’p]'Slna Ve elektrlkse]‘ Alanine Ala A 89 2.34 0.69 6.01 1.8 7.8
(] ozelliklerine gore siniflandirilmistir. profine oo lw e e -
@ Z Leucine Leu L 131 2.36 .60 5.98 a8 0.1
== Amino asitlerin bagil molekiiler R oL
] . . 1 1 Aromatic
e kiitleleri, iyonlagsma sabitleri ve e
Phenylalanine Phe F 1656 1.83 0.13 b.48 2.8 3.9
1zoelektrik noktalari tabloda
= . . o Tyrosine Tyr Y 181 220 8.11 10.07 b.66 —1.3 3.2
s = karsllastlrmah olarak Verllm1$tlr. Tryptophan Trp W 204 2.38 9.39 5.89 -0.9 14
L Polar, uncharged
R groups
Hldropatl 1ndek81’ bir amino asit yan Serine Ser 8 105 2.21 9.15 5.68 —0.8 6.8
Q == . . e . . . . e o Threonine Thr T 119 211 0.62 b8BT —0.7 5.9
m zincirinin hidrofobik veya hidrofilik Cysteine Cys C 121 1.96 10.28 818 507 2.5 1.9 =
d t Asparagine Asn N 132 2,02 8.80 b.d1l —3.5 4.3 %
avranls]‘nl yan81 1r' Glutamine Gln Q 146 217 0.13 b.65 —3.5 4.2 <
A :;ﬂ:]:l":l' :;:} charged g
Tablo ayrica her amino 881d11’1 Lysine Lys K 146 2.18 8.05 10.53 9.74 -39 5.0 é
. 1 . 1 d k- 1 Histidine His H 165 1.82 917 6.00 .59 —32 2.3 &
lnce enen prOteln er e 1 Orta ama Arginine Arg R 174 217 0.04 12.48 10.76 —4.5 b.1 Q
bulunma oranini da gostermektedir. Nosatively charged E
Aspartate Asp D 133 1.88 0.60 3.66 277 —3.5 b3
Glutamate Glu E 147 2.19 0.67 4.26 3.22 —3.5 £.3
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Amino Asitler I¢in
Uc ve Tek Hartli Kodlar

- Proteinlerdeki yaygin amino asitler1
gostermek i1¢in lic harfli kisaltmalar
ve tek harfli semboller kullanilir.

- Ucg harfli kisaltmalar genellikle

| Propertiesand Conventions Associated with the Common Amino Acids Found in Proteins

amino asit adlarinin ilk Gic harfinden —  Aromase

olusturulur.

- Tek harfli kodlar, delikl1 kart
doneminde amino asit dizilerinin
daha az yer kaplamasi1 amaciyla
geligtirilmistir.

pi, values

Abbreviation/ P, 3 pEy Hydropathy  Occurrence in
Amino acid symbol M* (—COOH) (—NH3) (R group) pl index" proteins (%)*
Nonpolar, aliphatic
R groups
Glyeine Gly G 75 2.34 0.60 597 —0.4 T2
Alanine Ala A 89 2.34 0.69 6.01 1.8 7.8
Proline Pro P 115 1.99 10.96 5.48 1.6 3.2
Valine Val V 117 2.32 8.62 587 4.2 6.6
Leucine Leu L 131 2.36 0.60 b.98 3.8 9.1
Isoleucine e 1 131 2.36 0.68 6.02 4.5 b.3
Methionine Met M 149 228 0.21 b.T4 1.9 2.3
R groups
Phenylalanine Phe F 1656 1.83 0.13 b.48 2.8 3.9
Tyrosine Tyr Y 181 220 8.11 10.07 b.66 —1.3 3.2
Tryptophan Trp W 204 238 0.39 b.89 —0.9 14
Polar, uncharged
R groups
Serine Ser 8 105 221 9.15 5.68 —0.8 6.8
Threonine Thr T 119 211 0.62 b8BT —0.7 H.8
Cysteine® Cys C 121 1.96 10.28 8.18 b.07 2.5 1.9
Asparagine Asn N 132 2,02 8.80 b.d1l —3.5 4.3
Glutamine Gln Q 146 217 0.13 b.65 —3.5 42
Positively charged
R groups
Lysine Ly= K 146 2.18 8.05 10.63 0.74 —3.9 7%
Histidine His H 165 1.82 B.17 6.00 7.69 —32 2.3
Arginine Arg R 174 217 8.04 12.48 10.76 —4.5 5.1
Negatively charged
R groups
Aspartate Asp D 133 1.88 0.60 3.65 2.77 —3.5 b.3
Glutamate Glu E 147 2.19 0.67 4.26 322 —3.5 £.3
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Tek Harthh Kodlarin
Belirlenme Ilkeleri

Properties and Conventions Associated with the Common Amino Acids Found in Proteins
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pi, values
Abbreviation/ P, pA: pEy Hydropathy  Oceurrence in
Amino acid symbol M* (—COOH) (—NH3) (R group) pl index" proteins (%)*
. . . - Nonpolar, aliphatic
— - Tek harfli kod mimkiin oldugunda e
o . 't d 'lk h f' d '1‘ Glyeine Gly G 75 2.34 0.60 5.O7 —0.4 T2
[Ra— amlno aS]‘ a ln]‘n 1 ar 1n en Secl 1r Alanine Ala A 89 2.34 0.69 6.01 1.8 7.8
o ve benzersiz bir sembol olusturur. profine oo lw e e -
> I.Ivuc:'uu' ].;u L 131 ;:3; U{:; 'i‘}‘i -’3:;‘3 f;lJ
E . A ni harﬂe ba la an amino asitlerde Isoleucine lle I 131 2.36 9.68 .02 4.5 5.3
y s y . . . L. ’ Methionine Met M 149 228 0.21 b.T4 1.9 2.3
Aromatie
e dahr:} yaygin olan amino §181de 1lgili e
p— harfin oncelikle verilmesi amaglanlr. Phenylalanine  Phe F 165 1.83 9.13 5.48 2.8 3.9
= Tyrosine Tyr Y 181 220 8.11 10.07 b.66 —1.3 3.2
° = . .. . . Tryptophan Trp W 204 238 0.39 b.89 —0.9 14
. - Alanin A, glisin G, 16sin L, prolin P ve  pees uchargea
treonin T harﬂeriyle gosterlhr Serine Ser S 105 2.21 9.15 5.68 —0.8 6.8
Q v Threonine Thr T 119 211 0.62 b8BT —0.7 5%
‘ I ' .. . . . E.‘-ysteinc;i Cys C 121 1.96 10.28 8.18 b.0T 2.5 1.9 €2
. AsparaJln N, glutamln Qa arginin R, ;\;:[mrugjnv ;@fu :; :raf fl}_ siéls: ='}.;11 —r:.a 43 E
. . . ilutamine iln 46 217 D.1: 565 —3.b 42
A fenllalanln F, trlptOfan W, aspal‘tat D :;-Jsiiivvl:r charged =
. . groups E
ve glutamat E SembOHerlnl allr, Lysine Lys K 146 2.18 8.95 10.53 0.74 -39 5.9 ;:8
Histidine His H 165 1.82 917 6.00 .59 —32 2.3 &
Arginine Arg R 174 217 0.04 12.48 10.76 —4.5 b.1 )
Negatively charged “5
R groups Q:"
Aspartate Asp D 133 1.88 0.60 3.66 277 —3.5 b3
Glutamate Glu E 147 2.19 0.67 4.26 322 —3.5 £.3
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Amino Asitlerde Kiralite
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Smmm - Glisin disindaki biitiin yaygin amino asitlerde o- £00” coo”
Q karbon, dort farkli gruba baglanir ve kiral merkez
tor— + Py H H c n
o olusturur. HyN gy O NH,
p—
© m— . . - .. . - -
o0 - o-Karbon cevresindeki baglarin tetrahedral diizeni, CH, CH,
&S atomlarin uzaydaki iki farkli yerlesimine olanak @) L-Alanine D-Alanine
= verir. coo- coo-
. e e e e e e —C— —C—=NH
g - Birbirinin ustiine cakistirillamayan ayna goriuntiisu s o
o« e . . . . . 113 113
— bicimindeki bu iki yapi, enantiyomer olarak (b) -Alanine p-Alanine
on adlandirilir. =
c|:oo— L|'f-00_ =
e e e . P .. - Lo =
A - Yandaki figlirde, Li-alanin ve D-alaninin ii¢ boyutlu HN—C—H H—C—NH, g
yapilari ile gosterim bicimleri sunulmustur. CHg CHy 3
(e) L-Alanine D-Alanine R
A
E
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- Yandaki figlirde alanin enantiyomerleri perspektif

formiiller ve Fischer projeksiyonlar: kullanilarak
gosterilmigtir.

- Perspektif formiillerde kama bicimli baglar kagit

dizleminden disariya, kesikli baglar ise diizlemin
arkasina yonelir.

- Fischer projeksiyonlarinda yatay baglarin disariya,

dikey baglarin ise diizlemin arkasina uzandig: kabul
edilir.

- Perspektif formiiller kesin konfiglirasyonu

gosterirken, Fischer projeksiyonlari bu amacla her
zaman yeterli olmayabilir.
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Stereokimyasal Gosterimlerde
Dikkat Edilmesi Gerekenler

COO~

Y,
nk =4

CH,

(a) L-Alanine

COoO"
HyN— C—H
CH,
(b) L-Alanine

$oo—
Hgﬁ—c|t—H
CH,

(e) L-Alanine

8=

CH,

D-Alanine

COO~
He c:‘ —~NH,
CH,

D-Alanine

$00—
H—L|'I-—I:TH3
CH,

D-Alanine
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Kiral Molekiiller Optik Aktivite
Gosterir
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—I - Kiral merkeze sahip molekiiller optik olarak aktiftir ve polarize 1s181n
O yonunu degistirebilir.
(o=
= - Amino asitlerde karbon atomlarini tanimlamak i¢in birbirini tamamlayan
o0 1ki farkli adlandirma sistemi kullanilir.
g - R grubundaki karbonlar a-karbondan baslayarak B, y, 6 ve ¢ harfleriyle
— siralanabilir.
|
- Diger sistemde karbonlar, en yliksek 6ncelikli grubu iceren karboksil
E karbonundan baslanarak numaralandirilir. .
o
€ o Y 51 f6Y E
6 5 4 3 2 1 -
A (EHZ—CHZ—CHQ—CHQ—(IJH—COO_ =
M
+NH, +NH, 5
Lysine ;%
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Amino Asitlerde Karbonlarin
Adlandirilmasi

- Numaralandirma sisteminde amino asidin karboksil karbonu C-1, a-
karbonu 1se C-2 olarak adlandirilir.
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- Dallanmis yan zincirlerde esdeger karbonlar, Yunan harflerinden sonra
verilen rakamlarla birbirinden ayrilir.

- Losinin yan zincirindeki iki esdeger karbon, 61 ve 62 karbonlar: seklinde
gosterilir.

- Heterosiklik R gruplarinda Yunan harfleriyle adlandirma

belirsizlegebildiginden numaralandirma sistemi tercih edilir.

) Y I51 «

6 5 4 3 2 1
(|3H2—CH2—CH2—CH2—(|]H—COO_

+NH, +NH,

Lysine
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Amino Asitlerin D ve L
Konfigirasyonlar:

- Kiral bilesiklerin mutlak konfigiirasyonlari, Hermann Emil Fischer
tarafindan gelistirilen 6zel bir adlandirma sistemiyle belirtilir.
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- Basit sekerlerin ve amino asitlerin stereokimyasal yapilari, D ve L
sistemiyle tanimlanair.

- Bu sistemin referans bilesigi, tic karbonlu gliseraldehit ve onun iki farkh
stereozomeridir.

- Fischer tarafindan onerilen gliseraldehit konfiglirasyonlarinin dogrulugu
daha sonra X-1s1m1 kirinimiyla dogrulanmistir.
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Alanin 1le Gliseraldehit Arasindaki
Stereokimyasal Iliski
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—I - Kiral bilesikler, L- veya D-gliseraldehitle 1(;H(Z) CHO
2 1ligkili Gi¢ boyutlu yapilarina gore L ya da D [O=2 (? 1 He C —OH
o olarak siniflandirilir. : :
E L-alaninin fonksiyonel gruplari, basit CH,OH CHLOH
- L-alaninin fonksiyonel gruplari, basi al 1dehvd G
&S kimyasal tepkimelerle L-gliseraldehittekilerle Lryeeraiceyde p-Glyceraldehyde
= eslestirilebilir. COO~ COO~
= . L-alaninin karboksil grubu aldehite, amino H,N—C —H H— C —NH,
grubu 1se hidroksil grubuna dontistirilebilir. CH CH
@ == 3 3
o - Alanin enantiyomerlerinin gliseraldehit L-Alanine D-Alanine
A konfigiirasyonlariyla iligkisi yandaki figiirde
gosterilmistir.
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- R grubu, amino asitlere ait Fischer

- D ve L gosterimleri stereokimyasal 1ligkiyi

D ve L Gosterimler: Birbirine
Dontisimu Ifade Etmez

- Yandaki figiirde kiral merkez ¢cevresindeki 'CHO
gruplar Fischer projeksiyonlarina uygun 92
. HO==C —H
bicimde siralanmaktadir. :
3CH,OH

] I ; . -Gl ldehyd
projeksiyonlarinda kiral merkezin altinda L-lyceraldehyde

konumlandirilir. COO~

- L-amino asitlerde amino grubu solda, D-amino H:gN-—(ij—-H

asitlierde 1se sagda yer allr CHg

L-Alanine

belirtir; bu molekiiller basitce birbirine
dontistirilemez.
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CHO
H—C —OH
CH,OH
D-Glyceraldehyde
COO™
: -
H=—C—=NH,

CHj;
D-Alanine

el

B
~
+
wn
.-
g
)]
<
Q
@]
Do
-
o
)
on
=
o
=
<
Q
—
~—

Prof. Dr. Bektags TEPE




D ve L Gosterimlerinin Gercek
Anlamzi
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~— . . . . . . - 1 - ~ i
- = D ve L gostellflmlerzl geg:rm?tle{ .pﬁlar.lz.e 15181 (é,H(_) (H()
O saga veya sola ceviren molekiiller icin HO=2C —I] He C —OH
o kullanilmigtir. : :
o o | | ] 3CH,OH CH,OH
(o= . Anqak bu.tvgn L-amino asitler 15181 sola L-Glyceraldehyde b-Glyceraldehyde
&S cevirmediginden, bu kullanim mutlak
E\ konfiglirasyon hakkinda belirsizlik olusturur. COO~ COO™
= - Fischer yaklagiminda D ve L, optik ézellikleri  H,Ne C—H H— C —NH,
— degil, kiral karbon ¢cevresindeki gruplarin CH CH
N konfigiirasyonunu belirtir. 3 3
L-Alanine D-Alanine
A

- Birden fazla kiral merkez tasiyan molekiillerin
konfigiirasyonu ise RS sistemiyle daha
ayrintili bicimde tanimlanabilir.
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Proteinlerde L.-Amino Asitler
Baskindir

- Kiral merkeze sahip biyolojik bilesiklerin ¢cogu, dogal olarak D veya L
bicimlerinden yalnizca biri halinde bulunur.
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- Proteinlerin yapisina katilan kiral amino asit kalintilar: neredeyse
tamamen L-stereoizomerlerden olusur.

- D-amino asitler yalnizca bazi kiiclik peptitlerde, 6zellikle belirli bakteri
hiicre duvarlarinda ve peptit antibiyotiklerde goriliir.

- Bu nedenle L-amino asitlerin protein yapisindaki belirgin tistiinligt,
biyolojik sistemlerin temel 6zelliklerinden biridir.
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Biyolojik Sistemlerde Stereokimyasal
Secicilik
- Siradan kimyasal tepkimelerde kiral bilesikler olustugunda genellikle esit

miktarda D ve L izomeri meydana gelir.
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- D ve L 1izomerlerinden olusan bu rasemik karisim, 6zel yontemler
kullanilmadikca birbirinden kolayca ayrilamaz.

- Buna karsilik hiicrelerdeki enzimlerin aktif bolgeleri asimetriktir ve L-
amino asitler1 secici bicimde tanir.

- Enzimlerin bu 6zgtilligi, katalizledikleri tepkimelerin stereospesifik
olmasini saglar.
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Amino Asitler R Gruplarina Gore
Siniflandirilir

- Amino asitlerin kimyasal 6zelliklerini bilmek, biyokimyasal yap1 ve
stireclerin anlasilmasi acisindan temel 6nem tasir.
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- Yaygin amino asitler, R gruplarinin 6zelliklerine gore bes ana sinif altinda
incelenebilir.

- Bu siniflandirmada R gruplarinin biyolojik pH’daki polaritesi, elektriksel
yiuki ve suyla etkilesimi dikkate alinir.

- R gruplari, apolar ve hidrofobik yapilardan oldukca polar ve hidrofilik
yapilara kadar genis bir cesitlilik gésterir.
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Nonpolar, aliphatic R groups Aromatic R groups
Slnlfl rfoo coo :ljoc:[:I Co0 Coo coo CO0
H;N ¢—H H:.S;—Ll,“—H . \__/ciCH H,N—C—H H,N ¢-a H;N— ¢ H;N C—H
H CH; i * CH
. . . . HyC—CH, Cﬁu\CH.’t c CH
. — - Yaygin amino asitler; apolar alifatik, Giycine  Alanine Proline Valine
Q aromatik, polar yukstliz, pozitif yuklu Cfooqeo - §oo
tre— A . ’ H.N—C—H HN—C—H H,N—C—H
o ve negatlf YUklu gruplara ayrlllr. (;7}12 H_?_CHJ l%sz Phenylalanine Tyrosine Tryptophan
~ 3 cﬁg\{:m3 ng EHE
(o= - Bu smiflar arasindaki farkliliklar, R : | Positively charged R groups
1 ]_ 1 t b 1] 1] kl 1] k Leucine Izoleucine ‘\-Iet.hic:-crf-ilr::e (|3C|'O I:l‘-DD oo
m gI'U.p ar1n11.1 PO e.lrl €, DUYUKIlUK ve ! H;;N—ﬂli—H H;;ﬂ'—il‘-—H HN— C—H
= bicim 6zelliklerinden kaynaklanir. cH, cn, CHy
: Polar, uncharged R groups I%EH‘E {:ZH? (|.|7 N\H
a . e Coo Co0 coo CH, CH, CH
- - Yaygin 20 amino asidin yapilari ve HA-—H - HA—C—1 .::Hz + . {f
siniflandirilmasi yandaki figiirde N e “NH, C—Nm,
@ v .. . . . CH, SH NH,
on toplu olarak gosterilmistir. Serine Threonine  Cysteine Lysine Arginive  Histidine .
A
=
g
Co0 CO0 MNegatively charged R groups ur
A H,N cl' H HN cl' H cl'.oo cl'.oo %
{:ng {:3H? H,N [f H HQN—fi‘-—H A
G CH CH CH =
2 3 3 )
w0 [ boo n .
BN O oo £
Asparagine Glutamine Aspartate Glutamate

Yaygin Amino
Asitlerin Bes Temel

(Lehninger-Biochemistry)
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Nonpolar, aliphatic R groups Aromatic R groups
I‘l I arl coo coo coo 000 C00 co0 coo
H,N—C—H H,;N—C—H _ oM H,N—C—H H;N c H  HN— é H HN I:‘ H
1'{ b H*T/ “CH, CH
. . . . HyC—CH, Cﬁu\CH.’t c CH
—I - Apolar alifatik simiftaki amino Gycine  Alanine Proline Valine ij éj
= asitlerin R gruplar1 genellikle o gooT  goo _ §o0
e . . . . . H.N—C—H  HN—C—H HN—C—H
o YUkSUZdur ve SUY].a Sll’llI'll etklle$1m +H2 H_{lj_CHa l%sz Phenylalanine Tyrosine Tryptophan
= kurar. s T CHy
3 a H; S pi o he
[ Positively charged R groups
m . . v . . ve _ _ CH, Co0 Co0 cOo
m ° A]_anln, Va]_]_n’ 10811’1 Ve 1ZOlOSln Leucine Izoleucine Methionine H.-N—(lj—H H.-ﬂ'—é‘.—[—l HiL e m
== proteinlerin icinde kiimelenerek 8 ¢, i,
. o o . . Polar, uncharged R groups .
°§ hidrofobik etkilesimlerle protein o0 oo o T iy ‘ﬁ =
o N o . N : | = 2 -
yapisinl kararli hale getirir. HN-C-H  HN-Ci HN-C-H l::H.z NH o
CH,0H H—C—O0H CH, *NH, f|:=NH?
© mm— o . . . e CH SH 3
on - Glisin yuksiiz olsa da oldukca kiciik Serine Threonine  Cystaine Lymine peomine Hitidine -
. . . . . . Ay
yan zincirl nedeniyle hidrofobik =
A etkilesimlere cok az katki saglar. N S Negatively charged t groups &
H.N—C—H  H;N—C—H 600 G00 X
) . . {:ng {:3H? H,N [f H HQN—fi‘-—H A
- Bu amino asitlerin yapilari, apolar A i, . s -
alifatik R gruplari baghg altinda Yo o [ z
yandaki figﬁrde gésterilmistir. Asparagine Glutamine Aspartate Glutamate

Apolar Alifatik
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Methionin ve Prolinin

Ayirt Edici Ozellikleri |,.i~

- Methionin, yan zincirinde apolar bir Gycine
tiyoeter grubu tasiyan iki kiikiirtli
amino asitten biridir.

- Prolin, belirgin bir halkali yapi iceren
alifatik bir yan zincire sahiptir.

Nonpolar, aliphatic R groups

Aromatic R groups

Coo 'EIEOCII COo
HN C H H, \ C H ,N C H
Phenylalanine Tyrosine Tryptophan

- Prolinin ikincil amino grubu,
polipeptit zincirinin belirli
bolgelerinde yapisal esnekligi azaltan
kati bir konformasyon olusturur.

- Methionin ve prolinin 6zgiin yan

zincir yapilar: yandaki figtirde
karsilastirmali olarak verilmistir.

Bektas Tepe
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cCOo0 COO Ccoo
| ) | _H .
Ei‘- H:..\—Cll—H . G HaN (|3 H
H CH, H N CH, /CE
H,C——CH,y CH, CH,
Alanine Proline Valine
l|300 CO0 (i‘.DD
H,N c|: H HN—C—H H;-,_\'.'—cl'.—H
(T",Hg H—{lj—CH;] lsz
ot CH, ?Hz
CH;] CH:] HI] S
|
Leucine Izoleucine Methionine
Polar, uncharged R groups
CO0 COO0 (|)OC|'
H;;.\';—rf—H H;-,N—Klj—H H.N—C—H
CH»OH H—C—O0OH CHgz
CH, SH
Serine Threonine Cysteine
if-OO ({.DO
H;N cl' H HN cl' H
He e
C CHs
%
H?N/ \O (|:
rd
H;N \D
Asparagine Glutamine

Positively charged R groups

COO COO co0
H;-,N—(li—H H;-}'—cl'.—H H,;N—C—H
éHg {le? CH,
I%Hz {:ZH? C N\H
CH, CH, |
éHz I‘|~IH E_N
'1‘|JH:, (|3=NH?
N,
Lysine Arginine Histidine
MNegatively charged R groups
COO0 COO0
HyN—C—H HQN—é‘-—H
f|3H2 {lez
doo on,
{|300
Aspartate Glutamate

B
~
+
wn
.-
g
)]
<
Q
@]
Do
-
o
)
on
=
o
=
<
Q
—
~—

Prof. Dr. Bektags TEPE




oo o o Nonpolar, aliphatic R groups Aromatic R groups
O Z elllkl erl tl'.oo Ccoo ?O% CO0 Co0 »?oo CO0
H;N ¢—H H:.S;—Ll,“—H . \__/ciCH H,N—C—H H,N ¢-a H;N— ¢ H;N C—H
H CH; i * CH
. . . . . HyC—CH, Cﬁu\CH.’t c CH
Se— - Fenilalanin, tirozin ve triptofan Giycine  Alanine Proline Valine ij éj
Q aromatik yan zincirleri nedeniyle Cfoor o qeo - §oo
—— . . . . H;N—C—H H.N—C—H H,N—C—H
o gOI'eCQ apOlaI' aman 38113161'(111'. (!7}12 H—C—CH, éHz Phenylalanine Tyrosine Tryptophan
p— /l\ l|2H2 i:ZH-z
@ s .. . . . CH; CHa
o0 - Bu lic amino asit de protein yapisinin - i Positively charged R groups
k 1 hA]_ 1 1 1 V]_ Leucine Izoleucine ‘\-Iet.hic:-crf-ilr::e (|3C|'O I:l‘-DD oo
m .aI'aI' 1 .a e ge mgsnu Sag ayan. . : H:;N—ﬂli—H H;-,ﬂ'—cl‘-—H H,N—C—H
== hidrofobik etkilesimlere katilabilir. ¢, cn, ity
: Polar, uncharged R groups CH, CH, C—NH
| | N
° . .. . . Co0 CO0 Coo CH, CH, || CH
| - Tirozinin hidroksil grubu ve s T iy o e
. . . [ [
triptofanin indol halkasindaki azot N N C=NH,
Q@ v . . ey e CHj SH
- NH;
on atomu hidrojen baglar: kurabilir. Serino Threonine  Cysteine Lysine Arginine Histidine z
=
g
A if-OO if-DO MNegatively charged R groups g
H,N—C—H  HN—C—H 600 600 %
{:ng {:3H? H,N [f H HQN—fi‘-—H A
G CH CH CH =
2 ' ' Q
w0 [ bo n .
ERC oo £
Asparagine Glutamine Aspartate Glutamate

Aromatik Amino
Asitlerin Ortak

(Lehninger-Biochemistry)
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Aromatik Amino Asitler Ultraviyole

o/ o/
Is1g1 Sogurur
- Triptofan ve tirozin, fenilalanine gore ultraviyole 15181

daha belirgin bicimde sogurur.

- Triptofan ile tirozinin 1sik sogurma diizeyleri, 230—-310
nm araligindadir.

- Her 1ki amino asidin en yliksek 1s1k sogurmasi yaklasik
280 nm dalga boyu cevresinde gerceklesir.

Absorbance

- Fenilalaninin 1s1k sogurmasi ise proteinlerin
spektroskopik 6zelliklerine yalnizca sinirl katk: saglar.

Bektas Tepe
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Tryptophan

230 240 250 260 270 280 290 300 310

Wavelength (nm)
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Proteinlerin 280 nm’de Isik
Sogurmasl
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. - Yandaki figlirde ayn1 kogullardaki triptofan ve tirozin 6 F ot
cozeltilerinin ultraviyole sogurma spektrumlar: R
gosterilmektedir. 5

- Triptofanin ol¢iilen 1s1k sogurmasi, esit miktardaki 4

tirozininkinden yaklagik dort kat daha ytiiksektir.

Absorbance

- Aromatik amino asitler, proteinlerin yaklasik 280
nm’de karakteristik ve giicli bir 151k sogurmasi 5
gostermesini saglar.

- Arastirmacilar bu 6zellikten proteinlerin tanimlanmasi
ve miktarlarinin belirlenmesi sirasinda yararlanir.
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230 240 250 260 270 280 290 300 310
Wavelength (nm)
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Nonpolar, aliphatic R groups Aromatic R groups
rl I arl ti‘-OO (I:DO :lzoo Ccoo Coo0 (I:OO coO0
H;N ¢—H H:.S;—Ll,“—H » iH HyN ::: H H,N ¢-a H;N— ¢ H;N C—H
H,N CH,
H CH; = CH
. . . . . HL—CH, Cﬁu\CH.’t c CH
Se— - Polar yliksliz amino asitlerin R Giycine Alanine Proline Valine @ i;
Q gruplari, apolar amino asitlerin yan oo g0 . §oo
e . . ) . . . H;N—C—H H,N—C—H HN—C—H
o ZlﬂClI’lerlne gOI'e SUda daha lyl +H2 H_{lj_CHa éHz Phenylalanine Tyrosine Tryptophan
e ee e I
= ¢cOzunir. L8 CH CHy
m 2 2 Ha ? Positively charged R groups
. . . . .o CHy
- Serin, treonin, sistein, asparajin ve lewine  lsoloucine  Methionino | | o (o0 {00 T
S > ’ ’ HN-C—H HN—C—H  HN—CH
) glutamin bu siifta yer alir. CH, cH, cH,
: Polar, uncharged R groups +H2 {:ZH? (|_|“, N\H
a . . . Co0 CO0 Cco0 CH, CH, CH
| - Bu amino asitlerin yan R AN iy o g
. . . . . | | .
zincirlerindeki fonksiyonel gruplar, @ i “NH, C—NH,
@ =—m . . . CHy NH,
on su ve diger polar gruplarla hidrojen Serine Threonine  Cysteine Lysine Arginive  Histidine z
baglar1 kurabilir. 3
Co0 CO0 MNegatively charged R groups ur
A H;N cl' H HN cl' H Coo0 Coo0 Eﬁ
{le (le H,N r!* H H N—é‘—H 2
| 2 | 2 34 | 3 | X
8] CH CH CH =
2 3 3 )
o boo n .
BN 0 oo £
Asparagine Glutamine Aspartate Glutamate

Polar Yuksuz R

(Lehninger-Biochemistry)
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Polar Amino Asitlerin Hidrojen Bagi
Olusturmasi

- Serin ve treoninin polaritesi, yan zincirlerinde bulunan hidroksil
gruplarindan kaynaklanir.
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- Sisteinin stlfhidril grubu, oksijen veya azotla zayif hidrojen baglar:
kurabilir.

- Asparajin ve glutaminin amid gruplari ise hidrojen bagi olusturma
kapasitesine sahiptir.

- Bu etkilesimler, s6z konusu amino asitlerin suyla ve proteinlerdeki diger
polar gruplarla iliski kurmasini saglar.
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Asparajin ve
Glutaminin Yapisal
Iligkileri

Asparajin i1le glutamin, sirasiyla
aspartat ve glutamatin amidleri
olarak degerlendirilir.

- Bu amino asitlerin amid gruplari,
asparajin ve glutaminin kolayca
hidrolize edilmesini saglar.

- Hidroliz sonucunda asparajin
aspartata, glutamin ise glutamata
donisir.

- Asparajin ve glutaminin R gruplari

Aromatic R groups
Coo0 'EIEOCII COo
HN C H H, \ C H ,N C H

53 5

Phenylalanine Tyrosine Tryptophan

arasindaki yapisal benzerlik yandaki

figlirde gosterilmigtir.

Positively charged R groups

Nonpolar, aliphatic R groups

Coo CcoO Coo Co0
H;N r%‘ H H:.S;—Ll,“—H _/:ljiH HyN tn

i dn, H,N CH, |I:H
H,C——CH, cﬁa\Cm

Glycine Alanine Proline Valine
coo coo COO
H3N Cn H;N—C—H H;-,_\'.'—cl'.—H

+H2 H—{lj—CHa %Hz

CH CH;

Cﬁg\CHg H: é }

l51'1:::
Leucine Izoleucine Methionine

Polar, uncharged R groups

CoO CO0 Coo

H,N—C—H H,N—C—H H:N—Cll—H

f|3H20H H—llj—DH CHz

CHjy SH

Serine Threonine Cysteine

Coo Co0
H3N ¢ HjN e

(:ng (:3H'z

H?N/C\O EH?

H?N/ \D

Asparagine Glutamine

Bektas Tepe
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COO COO co0
H;-,N—(li—H H;-}'—cl'.—H H,;N—C—H
éHg {le? CH,
I%Hz {:ZH? C N\H
CH, CH, |
éHz I‘|~IH E_N
'1‘|JH:, (|3=NH?
N,
Lysine Arginine Histidine
MNegatively charged R groups
COO0 COO0
HyN—C—H HQN—é‘-—H
f|3H2 {lez
doo on,
{|300
Aspartate Glutamate

B
~
+
wn
.-
g
)]
<
Q
@]
Do
-
o
)
on
=
o
=
<
Q
—
~—

Prof. Dr. Bektags TEPE




Sistein Kalintilar: Distulfit Baglar:
Kurabilir
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T—I . Tki sistein molekili yiikseltgendiginde, R R
O kovalent distilfit bag: iceren sistin adh dimerik ~ ~ HN—CH H.N—CH
[ amino asit olusur. Cysteine CH, ] CH,
2H" + 2¢~
i e sH 08 ‘
o0 - Sistein 1le sistin arasindaki bu doniisiim s T~ |S Cystine
e tersinirdir ve indirgenme yoluyla yeniden | 2H' + 2 |
o . - CH, CH,
=== sistein olugabilir. Cysteine - -
(|:H—NH3 (|:H—NH3
D - Distlfit baginin olusumu ve tersinirligi yandaki COO- COO-
— figlirde kimyasal olarak gosterilmistir.
o - Sistein kalintilar: arasindaki distilfit baglari,
A bircok proteinin yapisinin kararli hale

gelmesine katki saglar.
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Disulfit Baglarinin Protein
Yapisindaki Rolu
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TN - Disulfit bagiyla birlesen sistein kalintilari . (|100— ) ?00‘
Q glicli bicimde hidrofobik 6zellik gosterir. _ H;N—CH H,;N—CH
E Cysteine (|?H2 (|?H2
= - Disulfit bag‘;lam, ayni polipeptit zincirinin uzak E|‘:H QH? 2 |s |
o0 bolimleri arasinda kovalent baglantilar s~ |S Cystine
&S kurabilir. (LH 2H* + 27 (LH
>\ Cysteine o N o N
.= - Bu baglar, iki farkli polipeptit zincirini } (:3H—NH3 (:IH—NHs
D birbirine baglayarak daha biiyiik protein COO- COO-
— yapilar: da olusturabilir.
(aa g, 1w ..
- Distlfit baglarinin proteinin kararh yapisina
A katkis1 yandaki figiirde gosterilmistir.

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



L4 Nonpolar, aliphatic R groups Aromatic R groups
BaZ1 |§ R GI‘ l I larl co0 C0o0 €00 C00 CO0 ¢00 Coo
H;N ¢—H H:.x‘—?—H e i:H H N % H H;N ¢ H,N— oo H,N G
H CH; i * CH
. oy HyC—CH, Cﬁu\CH.’t c CH
T - En hidrofilik R gruplar1 arasinda, Giyeine  Alanino Proline Valine
Q biyolojik pH’ta pozitif veya negatif . o0 oo . o0
" . . . H;N—C—H H,N—C—H H,N—C—H
o yuk ta$lyan yan ZlIlClI'leI’ blllunur. (;7}12 H_?_CHJ l%sz Phenylalanine Tyrosine Tryptophan
@ o= .. .o e e g cf1, “cn, ng EHE
o0 - Lizin, arginin ve histidin, pH 7.0 : | Positively charged R groups
. .. .- .. _ _ CH, COO0 CO0 CO0
m Clvarlnda be]_]_rg]_n pOZ]_tlf yuk Leucine Izoleucine Methionine H.-N—(lj—H H.-ﬂ'—é‘.—[—l HiL e m
=== tasiyabilen amino asitlerdir. CH, o, i,
: Polar, uncharged R groups +H2 (:31_]? (|_|j N\H
a L. . . . L. Coo CO0 oo CH, CH, CH
e - Lazin alifatik zincirinin ¢ konumunda O H;-,N—::Z—H HN—C—H I, I N
ey . . . . [ .
1kinci bir amino grubu tasir. N e “NH, o=t
[l ——: 4 CH;y SH NH,
m . . L. 3 . . . Serine Threonine Cysteine Lvsine Arginine Histidine )
- Arginin pozitif yiikli guanidinyum, E
A histidin ise aromatik imidazol grubu coo 600 Nogatively charged R groups >
. . HN—C—H  HN—C—H Go0 600 %
1¢erir. {:ng {:3H? H,N [f H HQN—fi‘-—H A
G CH CH CH =
2 3 3 a
w’ loo  m "
BN 0 oo £
Asparagine Glutamine Aspartate Glutamate

Pozitif Yuklu

(Lehninger-Biochemistry)
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Histidinin Degisken
Yik Durumu o5

Nonpolar, aliphatic R groups

Aromatic R groups

Coo 'EIEOCII COo
HN C H H, \ C H ,N C H
Phenylalanine Tyrosine Tryptophan

I CcoO :lzoo Co0
H.N—C—H H,;N—C—H _/ciH HN tn
]|{ (ltHa H,N™ TCH, |I:H
. . H,C——CH;, cﬁa\Cm
- Yaygin amino asitler arasinda Glcine  Alanine Proline Valine
yalnizca histidinin iyonlagabilir yan . o0 . §oo . oo
. o . - . . ’ H;N—C—H H;N—C—H H;N—C—H
zincirinin pK, degeri notr pH’a 1::}:2 idcn, .
|
yakindir. s = CHy
3 3 Hj S
|
. .« e CH,
° Bu nedenle hlstldln, pH 7.0’da Leucine Isoleucine Meathionine
protonlanmis ve pozitif yikli ya da
. . o e e e Polar, uncharged R groups
yuksiiz bicimde bulunabilir. o0 oo o
H;;.\';—rf—H H;-,N—Klj—H H:N—Cll—H
- Histidinin yiliksiiz yapis1 yandaki R iy
. .o . . . . CH,
figiirde gosterilmigtir. Serine Threonine  Cystaine
- Histidin kalintilar: proton verici veya oo coo
alic1 olarak davranarak enzimlerin B S
0 o W o . . . | = | Z
katalizledigi bircok tepkimeyi A i,
kolaylastirir. o
Asparagine Glutamine
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Positively charged R groups

COO COO co0
H;-,N—(li—H H;-}'—cl'.—H H,;N—C—H
éHg {le? CH,
%Hz (:ZH? C N\H
CH, CH, |
éHz I‘|~IH E_N
'1‘|JH:, (|3=I"~IH:‘-r
N,
Lysine Arginine Histidine
MNegatively charged R groups
COO0 COO0
HyN r!‘ H HQN—é‘-—H
f|3H2 {lez
doo on,
{|300
Aspartate Glutamate
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L4 L4 Nonpolar, aliphatic R groups Aromatic R groups
Asidik R Gruplar: |~ =5 . i .
H,N—C—H H,N—C—H el H,N—C—H H,N ¢-a H;N— ¢ H;N C—H
e e ML
. e 7 c el R cft, o, b CH
Se— - Negatif yukli R grubuna sahip iki Gycine  Alanine Proline Valine @ i;
(= yaygin amino asit aspartat ve oo oo _ §o0
— H;N—C—H HaN—C—H H;N—C—H
o glutamattlr . (!7}12 H—C—CH, éHz Phenylalanine Tyrosine Tryptophan
> /l\ l|2H2 i:ZH-z
e - . . CH, "CH;
(= a - Her 1iki amino asit de yan s P Positively charged R groups
. . . oy . cq - . _ _ A Coo Coo Co0
&S zincirlerinde 1kinci bir karboksil leuine  Teoloucine  Moth adeon mi-bon mi-in
) grubu tasir. ct, c, cH,
: Polar, uncharged R groups CH, CH; C—NH
o = , . Co0 CO0 €00 ,'sz '|:Hz || ;CH
» - Bu gruplar pH 7.0’da 1iyonlagsarak HA-0H  HA-Om  mA-o-n I, I N
. . | [ 4
aspartat ve glutamatin negatif yik CHhoR - Hopon i NI, C—NH,
@ o - 1 NH:
m kazanmaSIIll Saglar. Serine Threcnine Cysteine Lysine Arginine Histidine E
=
PERTER =
A - Aspartat ve glutamatin negatif yukli oo coo Negativaly charged R groups g
. . . . o . H;N—C—H H;N—C—H Ccoo Ccoo 4
yan zincirleri yandaki figtirde i, b, R 2
gosterilmigtir. ™o o = i A
N Yo oo Q%
Asparagine Glutamine Aspartate Glutamate

Negatif Yukla

(Lehninger-Biochemistry)
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Yaygin Olmayan Amino
Asitlerin Islevler:

- Proteinlerde, yaygin 20 amino asidin polipeptit zincirine
katildiktan sonra degistirilmesiyle olusan kalintilar da
bulunabilir.

- Prolin tiirevi 4-hidroksiprolin ile lizin tiirevi 5-hidroksilizin
bu amino asitler arasinda yer alir.

- Her iki1 tiirev bitki hiicre duvari proteinlerinde ve bag
dokularin lifli proteini olan kollajende bulunur.

- Bu yaygin olmayan amino asitlerin olusumu yandaki figiirde
gosterilmigtir.

Bektas Tepe
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|
HO—C——CH,
HECKN-}C[—I—CDG

A

H H
4-Hydroxyproline

H:N—CHE—?H—CHE—CHE—CH—COG

OH "NH;
5-Hydroxylysine

CH,—NH—CH,—CHy—CH,— CHy— CH—COO0

‘NH;
6-N-Methyllyzine

CiO0y

I
ODC—CH—CHE—['T‘-H—CDO
"NH,

“w
y-Carboxyglutamate

H,N  COO
“ofi

(CHg)s AEL

" o
CH—(CHg)z = (CHale—CH
' [ ™
()

H.N

Q0C

Desmosine

HSe—CH, IC|"[—I CoOO

"NH;
(o) Selenocysteine
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i
HO—C——-CH;

Proteinlere Ozgii Bazi
Degistirilmis Amino Asitler

4-Hydroxyproline

H:N—CHE—?H—CHE—CHE—CH—COG
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OH "NH,
. — - Miyozin proteini, lizin tiirevi olan 6-N-metillizin kalintilar: 5-Hydroxylysine
o= . 'NH;
= - Kanin pihtilagsmasinda gérev alan protrombin ve bazi 6-N-Methyllysine
— . () . .
o0 kalsiyum baglayici proteinler y-karboksiglutamat tagir.
o
(4] : ) . .. 00C—CH—CH,—CH—CO00
— - Elastinde bulunan desmozin, dort lizin kalintisindan olusan .
— daha karmasik bir amino asit tiirevidir. y-Carboxyglutamate
e .
. - P . e H.N COO
(@ - Desmozin, bag dokusunda bulunan lifli elastin proteininin Nefy
Q@ v==m * .
e yapisal bilesenleri arasinda yer alir. 1 (CHy) i .
_CH—(CHy), ~—(CHy);—CH =
00C { P “coo =
A | :
{(I3Hz].q 2
A A
H;N COo i
Desmosine 2
ol

HSe—CH, IC|"[—I CoOO

"NH;
gBeeZT::a?n-ll-gpter (o) Selenocysteine




i -
[ N ] | %
o J . HO—C——CH, &
Selenosistein Ozel Bir
A Q
H H e
d d d 4-Hydroxyproline CE
mino Asittir |
H:N—CHE—I:liH—CHE—CHE—CH—E‘-OG E
OH *NH, g
H— - Selenosistein, kiikiirt yerine selenyum atomu iceren ve 6-Hydroxylysina
Q sisteine benzeyen nadir bir amino asittir. CHLNHCH,—CH, CH,— Gl CH-CO0
o= , . 'NH;
= - Diger bazi 6zel kalintilardan farkli olarak, protein 6-N-Methyllysine
— . . . . [ . .
o0 sentezinden sonra gerceklestirilen bir degisiklikle meydana
(q= gelmez. ODIC‘-—LL,H—CHE—[’T‘-H—CDO
— - Selenosistein, serinden tiretilir ve protein sentezi sirasinda y-Carboxyglutamate
e - .
D dogrudan olugsmakta olan proteine katilir. L 660
N
cfl
E - Bu 6zel amino asidin yalnizca birkac proteinde bulundugu L (CHy); . .
bilinmektedir. CH—(CHy)z— S—(CHy)—CH =
' ™
00C { P Co0 =
- b
{I zhy e
/C\I:I -
H;N COO E
Desmosine E
HSe—CH, TH CO0
‘NH,
gBeezifltl?a?n-ll-gpfr (o) Selenocysteine




0

Gecicl Protein

0 ‘NH,

Degisiklikler s

)
o H—CH—C00
) "NH;
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Phosphothreonine

® mmm - Baz1 protein kalintilari, proteinin islevini degistirmek |
Q@ =y ’ 0
Q amaciyla gecici olarak kimyasal degisiklige ugratilabilir. .;._]'ll_D GCHE_?H_“O
(o= 0 N,
= - Fosforil, metil, asetil, adenil ve ADP-ribozil gruplar: . Phosmhetyosine
— . . . . ~ . . ;'\
o0 belirli amino asitlere baglanabilir. ) C—NH—CH;—CH,—CH,—CH—C00
HN ;
| NH,
(q e ] . . CH, -
— - Bu gruplarin eklenmesi veya uzaklastirilmasi, proteinin o-N-Methylarginine
o etkinligini artirabilir ya da azaltabilir. HN—CH;—CH;—CH;—CH,—CH—C00
:: C=0 "NH;
. . .. . e v e . . . . CHy
(@ - Fosforilasyon, gecici diizenleyici degisikliklerin 6zellikle 6-N-Acstyllysine
E yaygin goriilen bir 6rnegidir ve yandaki sekilde o .
osterilmistir H,C—0— —CH;—CHg—cl'-H—coo >
g s ° *NH, E
Glutamate methyl estar un
} <
A NH é
e : - N\‘ .
HT' c\ :-;'][ c”.r 5
TN TN O H,0—0—P—0 CH;—CH—CO0 o
| N | S
H H 0 "NH, A

OH OH

(h) Adenylyltyrosine
Bektas Tepe
gezimania_tr




Proteinlerin Yapisina Katilmayan
Amino Asitler
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. - Hicrelerde yaygin 20 gmino .aside ek olarak H,N—CH,—CH,—CH,—CH—C00"
yaklagik 300 farkli amino asit daha NH
belirlenmistir. Ornithine ’

- Bu amino asitler cesitli biyolojik islevler H,N—C—N—CH,—CH,—CH,—CH—COO"
tistlense de proteinlerin yapisal bilegsenleri g I|{ —IlJHS
arasinda yer almaz. (c) Citrulline

+ Ornitin ve sitrilin, proteinlere katilmayan
amino asitlerin onemli ornekleridir.

- Her 1ki amino asit de arginin biyosentezinde
ve Ure donguisiinde temel ara trinler olarak
gorev yapar.

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Amino Asitler Hem Asit Hem Baz
(Gib1 Davranabilir

- Amino asitlerin amino ve karboksil gruplari ile bazi R gruplari iyonlasabilir
ozelliktedir.
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- Iyonlasabilir R grubu bulunmayan bir amino asit, nétr pH’taki sulu
cozeltide dipolar iyon halinde bulunur.

- Zwitteriyon olarak adlandirilan bu yapi, hem proton verebilir hem de proton
alabilir.

- Bu cift yonli davranis nedeniyle amino asitler amfoterik bilesikler veya
amfolitler olarak adlandirilir.
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Amino Asitlerin Zwitteriyonik Yapisi
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H— - Amino asitlerin yiiksiiz olarak c¢izilen non-iyonik 1|{ Iﬁ
Q bicimleri, sulu ¢ozeltilerde 6nemli miktarlarda R—(|J—(|t=0 R—c|:—c|:::0
o bulunmaz. H,N OH H,N* O~
.Z ) . ) o ) L ) Nonionic form Zwitterionic form
o0 - Zwitteriyonik bicimde amino grubu pozitif, karboksil
e ogrubu ise negatif yik tasir. I|{ }|I
=
tters : R—C—CO0~ = R—C—CO00~ + H*
— - Zwitteriyon proton vererek asit, proton alarak baz f coo (|3 coom+H
D gibi davranabilir. *NH, NH,
Zwitterion
E - Amino asitlerin non-iyonik ve zwitteriyonik bi¢cimleri as acid .
1le asit—baz davranislar: yandaki figlirde o o E
A gosterilmigtir. | | Z
R—(|1—COO— +H — R—(|1—COOH 3
"NH, "NH, A
Zwitterion “é
as base =
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Glisinin Iyonlasabilen Gruplar:

- Glisin gibi basit bir monoamino monokarboksilik a-amino asit, tamamen
protonlandiginda iki iyonlagsabilir grup tasir.
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- Karboksil grubundaki protonun ayrilmasi, glisinin net ylikiinii +1’den 0’a
distirir.

- Amino grubundaki protonun daha sonra ayrilmasiyla net yiik 0’dan —1’e
iner.

- Glisinin protonlarini basamakli bicimde kaybetmesi, ¢6zeltinin pH’ina bagh
olarak gerceklesir.
A S
R—(—C00H AN R—(—C00" -, R—(—C00"
Net +NH3 +NH3 NH2
charge: +1 0 -1

Bektas Tepe
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- Asit-baz titrasyonunda, baslangictaki asidik ¢ozeltiye
Olcili miktarlarda baz eklenerek pH degisimi izlenir.

- Glisinin diprotik biciminin NaOH ile titrasyonu, iki
farkl iyonlagabilir grubun proton kaybetmesini
gosterir.

- Titrasyon egrisindeki iki ayri agama, glisinin iki farkl
grubunun de-protonlanmasina karsilik gelir.

Ce . . . . . . .. ) pH pl = 5.97
- Glisinin titrasyon egrisi ve baskin iyonik bicimleri

yandaki figiirde gosterilmistir.
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- Glisinin titrasyonunun ilk agamasi, monoproteik bir
asidin titrasyon egrisine benzer.

- Bu asamada proton verici —COOH grubu ile proton
alict —COO~ grubu birlikte bulunur.

. Tlk agamanin orta noktasinda pH 2.34’tiir ve bu deger
karboksil grubunun pK, degerine esittir.

- Yandaki figiirde karboksil grubuna ait bu deger pK.

H _
olarak gosterilmigtir. P pl = 5.97
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- Titrasyon 1ilerledikce ilk protonun uzaklastirilmasi |
tamamlanir ve amino grubundaki protonun ayrilmasi
baglar.

pK 1 | PKz |

- Bu gecisin ortasinda glisinin baskin bi¢cimi, net yuki
sifir olan dipolar zwitteriyondur.

- Glisinin net elektriksel yiik tasimadig: bu pH degeri
1zoelektrik nokta olarak adlandirilir.

pH |- pl = 5.97

- Glisinin 1zoelektrik noktasi yandaki figiirde plI 5.97
olarak gosterilmistir.
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(Lehninger-Biochemistry)

—I - Titrasyonun ikinci asamasi, glisinin protonlanmis
O amino grubundan proton uzaklastirilmasina karsilik
o gelir.
i
- Bu agsamanin orta noktasinda .60’tir ve protonlu
(o= Bu as t kt da pH 9.60’t protonl
e 1le protonsuz bicimler esit miktarda bulunur.
== |
.= - Amino grubuna ait pK, degeri, yandaki figiirde pK: |
D 9.60 olarak gosterilmistir. i
H R |
E‘ - Titrasyon ilerlediginde glisinin baskin bi¢cimi, net yiki ’ i o 5'97i | .
—1 olan anyonik yap1 haline gelir. L K, - 234 i | E
A N | 1 £
B | | | ‘:a
i - BE
0 | | “é
0 0.5 1 1.5 2 A

OH™ (equivalents)
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Titrasyon Egrisi pK. Degerlerimi
Gosterir

- Glisinin titrasyon egrisi, molekiildeki iyonlasabilir
gruplarin pK, degerlerinin nicel olarak belirlenmesini
saglar.
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- Karboksil grubunun pK, degeri 2.34, amino grubunun
pK. degeri ise 9.60t1r.

- —NH;" grubunun pK, degeri, —COOH
grubununkinden 100 kattan daha ytiksek bir degere
sahiptir. pH | pl = 5.97

- Bu fark, karboksil grubunun protonunu amino
grubuna gore ¢cok daha kolay verdigini gosterir. i}
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Kimyasal Cevre pK. Degerini

- ® ) .
Degistirir
- Bir fonksiyonel grubun pK,
degeri yalnizca kendi yapisina

degil, cevresindeki kimyasal
grupfara da baghdir.

- Asetik asidin karboksil
rubunun pK, degeri 4,76
1ken, glisindeki a-karboksil
grubunun degeri 2.34’tur.

- Glisindeki pozitif yiuklii amino
grubu, karboksil grubundan
Eroton ayrilmasini .

olaylastirarak karboksilat
1iyonunu kararli hale getirir.

- Kimyasal cevrenin karboksil
ve amino gruplarinin pK,
degerlerine etkisi yangaki
figlirde gosterilmistir.

pK, 2 4 6 10 12
Methyl-substituted H* H
carboxyl and +
amino groups CH,—COOH “% CH,—CO0O~ CH,—NH, ‘% CH3—NH,
H H*
Acetic acid Methylamine

The normal pK, for a
carboxyl group is abaut 4.8.

+ +
Carboxyl and NH, o+ NH
amino groups | Z | ?
in glycine H—C—COOH H—C—COO~
\ \ |
H* H
a-Amino acid (glycine)
pK, = 2.34

Repulsion between the amino
group and the departing proton
lowers the pK, for the carboxyl
group, and oppositely charged
groups lower the pK, by stabi-

lizing the zwitterion.

Bektas Tepe
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The normal pK, for an
amino group is about 10.6.

o+ I|~IH2
L‘ H—C—COO~
\ |
H* H

a-Amino acid (glycine)

pK, = 9,60

Electronegative oxygen atoms
in the carboxyl group pull electrons
away from the amino group,

lowering its pK,.
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Amino Grubunun pK. Degeri de
(Cevreden Etkilenir

- Metilaminin amino grubunun
normal pK, degeri 10.6 iken,
glisinin amino grubunda bu
deger 9.60t1r.

- Glisinin karboksil grubundaki
elektronegatif oksijenler,
elektronlar: amino grubundan
kendilerine dogru c¢eker.

- Bu etki amino grubunun
proton verme egilimini artirir
ve pK. degerini diisirir.

- Yandaki figiir, glisinin her 1ki
1yonlagabilir grubundaki pK,
degisimlerini karsilastirmal
olarak gostermektedir.

The normal pK, for a
carboxyl group is abaut 4.8.

+ +
Carboxyl and NH, o+ NH
amino groups | Z | ?
in glycine H—C—COOH H—C—COO~
\ \ |
H* H
a-Amino acid (glycine)
pK, = 2.34

Repulsion between the amino
group and the departing proton
lowers the pK, for the carboxyl
group, and oppositely charged
groups lower the pK, by stabi-

lizing the zwitterion.

Bektas Tepe
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pK, 2 4 6 10 12
Methyl-substituted H* H
carboxyl and +
amino groups CH,—COOH “% CH,—CO0O~ CH,—NH, ‘% CH3—NH,
H H*
Acetic acid Methylamine

The normal pK, for an
amino group is about 10.6.

o+ I|~IH2
L‘ H—C—COO~
\ |
H* H

a-Amino acid (glycine)

pK, = 9,60

Electronegative oxygen atoms
in the carboxyl group pull electrons
away from the amino group,

lowering its pK,.
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pK. Degerler: Molektuler Ortama
Duyarhdir

- Iyonlagabilir bir grubun pK. degeri, icinde bulundugu kimyasal cevreden
biiytik 6lclide etkilenebilir.
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- Benzer degisimler, enzimlerin aktif bolgelerinde birbirine yakin
konumlanan kimyasal gruplar arasinda da ortaya cikabilir.

- Enzimler, proton veren veya alan gruplarin degisen pK., degerlerinden
katalitik mekanizmalarinda yararlanabilir.

- Bu nedenle serbest amino asitlerde gozlenen cevresel etkiler, proteinlerdeki
1slevsel gruplarin davranisini anlamaya yardimeci olur.
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Glisinin Tamponlama Bolgeleri

- Titrasyon egrisi, glisinin pK, degerlerinin ¢cevresinde
tamponlama gilicii gésterdigi iki bolgeyi ortaya koyar.

- Ilk tamponlama bélgesi pH 2.34’tin yaklagik bir pH
birimi altina ve tUstiine uzanir.

- Tkinci tamponlama bélgesi ise pH 9.601n yaklagik bir
pH birimi altini ve Gstiinii kapsar.

- Bu araliklarin disinda glisin, ilave edilen asit veya

e Y. 7 . pH - pl = 5.97
baza kars1 gliclii bir tamponlama gostermez.
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Glisinin Tamponlama Sinirlar:

- Glisin, hiicre ic1 s1v1 veya kandaki yaklasik pH 7.4 cevresinde etkili bir
tampon degildir.
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- Bu pH degeri, glisinin her 1ki tamponlama boélgesinin disinda kalir.

- Henderson—Hasselbalch esitligi, belirli bir pH’ta proton verici ve proton alici
bicimlerin oranini hesaplamayi saglar.

- Bu hesaplama, glisinin belirli kosullarda tampon olarak kullanilabilmesi
1¢cin gereken oranlari belirlemeye yardimeci olur.
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Titrasyon Egrisi Net Yik Degisimini
Gosterir

- Amino asit titrasyon egrisi, ¢ozeltinin pH’1 ile molekiiliin ortalama net yiukiu
arasindaki 1ligkiyi gosterir.
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- Glisin pl 5.97'de agirlikli olarak dipolar bicimde bulunur ve net elektriksel
yik tagsimaz.

- pl (1zoelektrik nokta) degerinin tizerindeki pH’larda glisin net negatif,
altindaki pH’larda ise net pozitif yiik tasir.

- Bu nedenle glisinin elektrik alanindaki hareket yonii, ortam pH’inin pl
degerine gore konumuna baglidir.
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pl = (pK; + pKj) = (2.34 + 9.60) = 5.97
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[zoelektrik Noktada Elektriksel
Hareket

. Izoelektrik nokta, molekiiliin net elektriksel yiikiiniin sifir oldugu
karakteristik pH degeridir.
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- Glisin pl degerinde bulundugunda elektrik alan uygulanmasina ragmen
elektrotlardan herhangi birine yonelmez.

- pl Gizerindeki glisin pozitif elektroda, pl altindaki glisin ise negatif elektroda
dogru hareket eder.

- Cozelti pH1 pI degerinden uzaklastikca molekiiliin net ytiikii ve elektriksel
hareketi artar.
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Glisinin Izoelektrik Noktas: Nasil
Hesaplanir?

- Glisinin yan zincirinde iyonlasabilir bir grup bulunmadigindan pl degeri 1ki
temel pK, degerinden hesaplanabilir.
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- Izoelektrik nokta, karboksil ve amino gruplarina ait pKi ile pK. degerlerinin
aritmetik ortalamasidir.

- Glisin i¢cin hesaplama % (2.34 + 9.60) biciminde yapilir.

- Bu hesaplama sonucunda glisinin izoelektrik noktasi1 5.97 olarak bulunur.
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pl = (pK; + pKj) = (2.34 + 9.60) = 5.97
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Amino Asitlerin Asit—Baz Ozellikleri
Farklilasir

- Ayn1 a-amino, a-karboksil ve iyonlagsmayan R grubu diizenine sahip amino
asitler glisine benzeyen titrasyon egrileri gosterir.
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- Bu amino asitlerde karboksil grubunun pK, degeri yaklasik 1.8-2.4 arasinda
degigsir.

- Amino grubunun pK, degeri ise yaklagik 8.8-11.0 araliginda bulunur.

- pK, degerlerindeki farkliliklar, her amino asidin R grubunun olusturdugu
kimyasal cevreden kaynaklanir.
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Iyonlasabilir R Gruplar: Titrasyonu
Karmasiklastirir
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T b I COOH cO0~ (o000 CcO0~ - - -
e - Iyonlasabilir R grubu I ol S S iy gm . (%flo N ;go N ;ff
=) ; tasiyan amino asitlerin T R S g 7 " [
. ) . . .o 7 = 9 — - 2 C— C— C—1 C—
'3 titrasyon egrilerinde li¢ ayri foon  doon koo boo- | oomee | ook [ e [ e
. H & ~ ®H H ___H - "
= lyonlagsma agamasi bulunur. et charge: +1 0 - S » o »
[
. | Glutamate Pk, = | | Histidine K, =
(=) - Bu agamalar, a-karboksil, (] S 9.67 e I X
(g o-amino ve iyonlagsabilir R sl ; ol |
— grubunun proton . 7 T ey |
— kaybetmesine karsilik gelir. o . i PH ® |
= ! I
o 4 S 4 '—2—5| i 4r i
- Yan zincirin titrasyonu 2 | | L |
.o ey .. g -0 ! ! ot 1O !
o diger iki iyonlasma iy ; ; 3 ;
[ a$am381y1a kismen 0 R T B R— 0 10 20 3.0 E
OI‘tU$€b1hI‘. (a) OH™ (equivalents) (b) OH™ (equivalents) =
A g
- Glutamat ve histidinin ¢ 3
agsamall titrasyon egrileri A
yandaki figiirde =
. . . . ~
gosterilmistir. A
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Glutamatin Titrasyon Egrisi
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. COOH C00- COO- CO0~
O . Glutamat,.ocjka‘rb(.)ksﬂ grubgna ek olarak R T S D T i
= grubunda ikinci bir karboksil grubu tasir. T G e
H, —L H, —% CHy —2% H,
< o boon  doom  doo- boo-
=N - Glutamatin pKi, pKR ve pK: degerleri sirasiyla
B .
(o= 2.19, 4.25 ve 9.67°dir. Net charge:  +1 0 -1 -2
(4= L : - pK, =
— - Tkinci karboksil grubunun varligi, glutamatin 10 Glutamate 9.67 7
1zoelektrik noktasini glisinden daha diisiik bir . |
. () . . . - | _
g degere 1ndirir. |
. .o . 6 i ]
E - Glutamatin proton kaybi ve net yiik degisimleri pH pKy = i -
yandaki figiirde gosterilmistir. g 429, I =
_ | |
4 ' péfllg i | z
pK1: Ilk iyonlasan grup (genellikle a-karboksil) g E-=i2oe ! ! ] %
I I I o)
pKR: R grubunun pKa’s1 i | i | I 5
‘ 0 1.0 2.0 3.0 e
pK2: Ikinci iyonlagsan grup (genellikle a-amino) (a) OH ™ (equivalents) o
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Glutamatin Izoelektrik Noktasi

- Glutamatin 1zoelektrik noktasi, molekiiliin net yiiksiiz bicimini cevreleyen
1ki disiik pK, degerinden hesaplanir.
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- Bu hesaplama sonucunda glutamatin plI degeri 3.22 olarak bulunur.

- Notr pH’ta 1ki karboksil grubu toplam —2, protonlanmis amino grubu ise +1
yik olusturur.

- Boylece glutamat, notr pH’ta toplam —1 net ylike sahip olur.
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Histidinin Titrasyon Egrisi

(Lehninger-Biochemistry)

. o g . . COOH CO0~ COO0-
—I - Histidin, a-karboksil ve a-amino gruplarina ek s (::H i %H s (:jH
Q olarak iyonlasabilir imidazol yan zinciri tasir. CH gy CH: CHo gy
o [ - -
- e 5 . oo | o ek |
=N - Histidinin pKi, pKR ve pK-: degerleri sirasiyla N = N —=
B .
(o= 1.82, 6.0 ve 9.17°d1r. +2 +1 0
(q =] e e | Histidine
— - Histidinin protonlanma durumu ve net o/ Ty
yiukiindeki basamakli degisimler yandaki ol
. . oo oe . . .
D figlirde gosterilmigtir. pKy =
6.0
<. o .. . pHO6 [T ==
E‘ - Imidazol grubunun pK, degerinin nétr pH’a .
yakinligi, histidinin asit—baz davranisini At | E
7 belirgin bicimde etkiler. P, = -
gp 182 | =
| | &
| =
l I I a
0 1.0 2.0 .
<
(b) OH™~ (equivalents) A
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Histidinin Izoelektrik Noktas: ve
Tamponlama Glici

(Lehninger-Biochemistry)

A - Histidinin izoelektrik noktasi, amino ve it mide mdde
Q 1midazol gruplarina ait iki pK, degerinin oHa - oH:
tor— C—N\ c—I\'\ C—N\
g ortalamasindan hesaplanir. | oot | o |
© = . « qe . - . HoH T oH B S ‘
o0 - Bu hesaplamayla histidinin pI degeri 7.59 +2 +1 0
e olarak belirlenir ve glisinin pl degerinden daha .o | Histidine
E\ yuksek bulunur. I -
a - e e « . 8r
D - Imidazol yan zincirinin pK, degeri yaklasik 6.0 pKy =
- oldugundan histidin nétr pH yakininda proton R
N alip verebilir. z
4r i =
A - Histidin, bu 6zellig1 sayesinde hayvan ve bakteri pfé; ?g
dokularindaki hiicre ici ve hiicre disi sivilarda i : i 3
tamponlama saglayabilir. | | | A
0 1.0 2.0 .
(b) OH™ (equivalents) &
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Peptitler ve Proteinler Amino Asit
Polimerleridir

- Peptitler ve proteinler, amino asitlerin belirli bir diizen icinde birbirine
baglanmasiyla olusan polimerlerdir.
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- Dogal polipeptitler, yalnizca birka¢ amino asitten binlerce amino asit
kalintisina kadar farklh uzunluklarda olabilir.

- Bu yapilarin kimyasal 6zelliklerini anlamak icin 6ncelikle amino asitleri
birlestiren temel bag incelenmelidir.
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Amino Asitler Peptit Bagiyla Birlesir

+ Iki amino asit, siibstitiie amid bag R H R
niteligindeki bir peptit bagiyla kovalent | |
olarak birbirine baglanabilir. H3N—CH—C—()H + H—-N—CH—COO
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- Peptit bagi, bir amino asidin a-karboksil
grubu ile digerinin a-amino grubu arasinda 4%}
H,0

kurulur.

- Bag olusurken karboksil grubundan bir
hidroksil, amino grubundan bir hidrojen | III f|{2
uzaklastirilarak su aciga cikar. Hgﬁ— CH—C—N— CH—COO"
- Peptit baginin kondensasyon yoluyla (”)
olusumu yandaki figlirde gosterilmistir.
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Peptit Bagi Olusumu Bir
Kondensasyon Tepkimesidir

- Peptit bag1 olusurken suyun bilesenleri R! 0 R
uzaklastirildig: icin bu siire¢ kondensasyon

tepkimesi olarak degerlendirilir. H3N—(|JH—C—()H + H—l\|T—(|JH—C 00
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- Kondensasyon tepkimeleri canli hiicrelerde

yaygin olarak gerceklesen kimyasal stlirecler
arasinda yer alir. 1,0 4}

- Yandaki figlirde amino grubunun azotu

niikleofil, karboksil karbonu ise elektrofil | III f|{2

olarak davranir. Hgﬁ— CH—C—N—CH—COO"
- Hidroksil grubu zayif ayrilan grup (”)

oldugundan peptit bagi olusumu fizyolojik

pH’ta kendiliginden belirgin 6l¢tide

gerceklesmez.
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Peptit Zincirler: Uzunluklarina Gore

Adlandirilir

- Tki amino asidin tek peptit bagiyla birlesmesi sonucunda dipeptit olusur.
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. Uc amino asit tripeptit, dért amino asit tetrapeptit ve bes amino asit
pentapeptit meydana getirir.

- Birkac¢ amino asitten olusan kisa zincirler oligopeptit, cok sayida amino asit
1ceren zincirler polipeptit olarak adlandirilir.

- Proteinler binlerce amino asit kalintisi icerebilen bir veya daha fazla
polipeptit zincirinden olusabilir.
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Peptit ve Protein Terimlerinin
Kullanimi

- Peptit ve polipeptit terimleri uygulamada zaman zaman birbirinin yerine
kullanilabilir.

B
~
+
wn
.-
g
)]
<
Q
@]
Do
-
o
)
on
=
o
=
<
Q
—
~—

- Molekiil kiitlesi yaklagsik 10.000 Dalton’un altinda bulunan yapilar
genellikle peptit olarak adlandirilir.

- Bu simirin tizerindeki molekiiller ise cogunlukla protein olarak
degerlendirilir.

- Bununla birlikte peptitler ve proteinler arasindaki ayrim kesin bir molekiil
buytkliigi sinirina dayanmaz.
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Peptit Zincirinin Iki Farkl Ucu
Bulunur
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uctaki kalinti ise karboksil-terminal veya
C-terminal kalintidar.

T . Peptit icindeki her amino asit birimi, P

O suyun bilesenlerini kaybettigi icin amino o
g asit kalintisi olarak adlandirilir. Noft

@ mesmon ~ - B |

o0 - Zincirin serbest a-amino grubu tasiyan AR i o (|’H2 foGHs H (H
] ucundaki kalint1 amino-terminal veya N- HBN_?—(Hj_N_(f_(”j_N_?_(lf_N_(f_ﬁ_N_(f_coo_
== terminal kalintidar. H O H O H O H O H

% = Amino- Carboxyl-

e - Serbest a-karboksil grubu tasiyan diger terminal end terminal end

Q@ v==m

(aa
A

- Peptit zincirinin amino ve karboksil uclari
yandaki figiirde gosterilmistir.
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Peptit Diziler: Belirli Bir Yonde
Yazihr
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: e e . OH
H— - Peptit veya protein dizisi gésterilirken
Q amino-terminal kalint1 sol tarafa |
s A CH, CH
o yerlegtirilir. Nods
— |,
@ msmen . . . . e - N - H. >
o0 - Karboksil-terminal kalint1 ise dizinin sag | (HeOH FLAU G, ED CH il CHs
S tarafinda bulunur. HBN—(ll—(Hl—N—<|3—(”3—N—(|3—(”1—N—(|1—(”3—N—(|:—coo—
p— H O H O H O H O H
°§ - Amino asit dizisi, amino-terminal ugtan Amino- Carboxyl-
. baslanarak soldan saga dogru okunur. terminal end terminal end
Q v==mw
A
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Bir Pentapeptidin Yapis1 ve
Adlandirilmasi
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- Peptit adlandirilirken amino-terminal
kalintidan baslanir ve yalnizca karboksil-
terminal amino asidin tam adi kullanilir.

TN - Yandaki figiirde serin, glisin, tirozin, OH

O alanin ve l6sinden olusan bir pentapeptit o on
o obsterilmistir. et

(== - Bu peptit ‘serilglisiltirozilalanillosin' o (HeOH | Iﬁ f|1 i fll (IH f|1 (|sz
S adiyla ifade edilir. HsN—(ll—(Hl—N—ﬁ?—(”?—N—(ll—(lf—N—(li—ﬁ—N—C'?—COO‘
— H O H O O HO H

= - Aym dizi Ser—Gly-Tyr—Ala—Leu bigiminde s Carboxyl-

. veya SGYAL tek harfli koduyla da terminal end terminal end

- yazilabilir.

(aa)
A
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Peptit Baglar: Hiicresel Kosullarda
Kararhdir

- Peptit baginin hidrolizi enerji aciga cikaran ekzergonik bir tepkimedir.
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- Buna ragmen ytliksek aktivasyon enerjisi nedeniyle bu hidroliz tepkimesi
oldukca yavas gerceklesir.

- Cogu hiicre ic1 kosulda peptit baglarinin ortalama yar: 6mri yaklasik yedi
yildir.

- Bu kinetik kararlilik, polipeptit zincirlerinin hiicresel ortamda uzun siire
korunabilmesini saglar.
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Peptitlerin Iyonlasabilen Gruplar:

- Peptitler, zincirin z1t uclarinda yalnizca bir serbest a-amino ve bir serbest o.-
karboksil grubu tasir.
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- Bu ucg gruplar, serbest amino asitlerde oldugu gibi iyonlasabilir ancak
1iyonlasma sabitleri farkl olabilir.

- Peptit baglarina katilan a-amino ve a-karboksil gruplar: ise artik
1iyonlasamaz.

- Bu nedenle peptitlerin asit—baz davranisina yalnizca serbest uc¢ gruplar ile
1iyonlasabilir R gruplar: katkida bulunur.
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Peptidin Net Yuku Yapisindan
Ongorilebilir

- Peptidin toplam asit—baz davranisi, serbest uc¢ gruplar ile iyonlasabilir R
gruplarinin 6zelliklerine baglhdir.
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- Peptidin net ytiki, pH ile iyonlasabilir gruplarin sayisi ve yapisi dikkate
alinarak tahmin edilebilir.

- Peptitler de serbest amino asitler gibi karakteristik titrasyon egrilerine ve
1zoelektrik noktalara sahiptir.

- Ancak peptitler, 1zoelektrik noktalarinda mutlaka elektriksel bir alan icinde
hareketsiz kalmaz.
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Iyonlasabilen Bir Tetrapeptit Ornegi

TN - Yandaki figlirde ‘alanilglutamilglisillizin’ dizisine 1\‘TH3
O sahip bir tetrapeptidin yapis1 gosterilmektedir. Ala (EH—CH.S
- .y . . 0=C
=D - Bu tetrapeptit bir serbest a-amino grubu, bir serbest |
o0 o-karboksil grubu ve 1ki iyonlagabilir R grubu tasir. I\EH o
5 Glu  CH—CH,—CH,—COO"
— - Glutamatin karboksil yan zinciri ile lizinin amino yan o:(|3
°§ zincirl peptidin toplam ylikine katkida bulunur. 1\|IH
2 |
- Yandaki figlirde pH 7.0’da 1iyonlasmis durumda Gly (|3Hz
E bulunan gruplar kirmizi renkle gosterilmistir. 0—(|3
I~|JH
A Lys CH—CH,—CH,—CH,—CH,—NH,

| :
COO~
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Peptitlerde R Gruplarinin pK.
Degerler1 Degisebilir

- Bir peptitteki iyonlasabilir R grubunun pK., degeri, serbest amino asitteki
degerinden farkl: olabilir.
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- Degisimin yonii ve biiytkliigii, grubun yakinindaki diger R gruplariyla ve
cevresel etkenlerle kurdugu etkilesimlere baghdir.

- Serbest amino asitler icin bilinen pK, degerleri, peptitlerdeki R gruplari i¢cin
yaklagik bir rehber saglar.

- Ancak bu degerler, peptitlerin 6zel molekiiler cevrelerine kesin bicimde
uygulanamaz.
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Biyolojik Peptit ve Proteinlerin
Buyuklikler: Degiskendir

- Biyolojik olarak etkin peptitler ve proteinler icin gecerli tek bir molekiil
buytkliigi genellemesi yapilamaz.
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- Dogal peptitlerin uzunluklar: iki amino asitten binlerce amino asit
kalintisina kadar uzanabilir.

- En kiiciik peptitler bile canli sistemlerde 6nemli biyolojik etkiler
olusturabilir.
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Kiucuk Peptitler Onemli Islevler
Ustlenebilir
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- Oksitosin dokuz, tirotropin salgilatici faktor ise
Ui¢c amino asit kalintisi icerir.

—I - Ticari olarak tliretilen aspartam, yalnizca iki
O amino asit kalintisi iceren bir dipeptit tiirevidir.

(o= , . . . COO
= - Aspartam, L-aspartil-L-fenilalanin metil ester
o0 yapisinda yapay bir tatlandiricidir. CHs; O CH, (”)

-

g - Omurgali hormonlarinin bir boliimii, cok diisik ~ HsN—CH—C—N—CH—C—OCH;
.= derisimlerde etkili olabilen kiicilik peptitlerden H
D olusur. L-Aspartyl-L-phenylalanine methyl ester
. (aspartame)
(aa)

A
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Zehirler ve Antibiyotikler Arasinda
Kicuk Peptitler Bulunur

- Oksitosin arka hipofizden salgilanir ve rahim kasilmalarini uyarir.
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- Tirotropin salgilatici faktor hipotalamustan salgilanarak 6n hipofizden
tirotropin salinmasini uyarir.

- Amanitin gibi baz1 son derece zehirli mantar toksinleri kiiciik peptit
yapisindadair.

- Bazi antibiyotikler de biyolojik etkinlige sahip kiiciik peptitler arasinda yer
alir.
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Proteinlerin Zincir Uzunluklar
Buyik Farkliliklar Gosterir

- Insan sitokrom c proteini, tek polipeptit zincirinde birbirine baglanmig 104
amino asit icerir.
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- S181r pankreas kimotripsinojeni 245 amino asitten olusur.

- Titin yaklasik 27.000 amino asit ve yaklasik 3.000.000 molekiil kiitlesiyle
cok daha biytk bir proteindir.

- Bununla birlikte dogal proteinlerin cogu, 2.000’den daha az amino asit
1cerir.
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Proteinlerin Molekiiler Ozellikleri

Karsilastirilabilir

- Yandaki tablo, baz1 proteinlerin | Moleaar Dataon Some Proteins
molekil kutlelerini, amino asit Molecular— Number of Number of
. . . L. weight residues polypeptide chains

Sayllarlnl Ve I)‘Ollpeptlt Z1nciri . Cytochrome ¢ (human) 12,400 104 1
S&Yllarlnl blrllkte géstermektedlr. Ribonuclease A (bovine pancreas) 13,700 124 1
Lysozyme (chicken egg white) 14,300 129 1
. Tablodakl érnekler pI'Otein Myoglobin (equine heart) 16,700 153 1
e e e ’ . Chymotrypsin (bovine pancreas) 25,200 241 3
bUYUklugunun ve Z1Nnc1r Sayl‘Slnln Chymotrypsinogen (bovine) 25,700 245 1
proteinler arasinda genis ol¢lide TR By — 64,500 574 4
- . . cwe e Serum albumin (human) 66,000 609 1
deglseblldlglnl ortaya koyar. Hexokinase (yeast) 107,900 972 2
. . RNA polymerase (E. colz) 450,000 4158 5
° KUQUk pI’OtelnleI‘ gene].].lkle tek Apolipoprotein B (human) 513,000 4 536 1
ZinCirliyken, baZI buyuk proteinler (;Ok Glutamine synthetase (E. coli) 619,000 5,628 12
Titin (human) 2,993,000 26,926 1

sayida polipeptit zinciri tasiyabilir.

- Ornegin glutamin sentetaz 12, RNA
polimeraz ise bes polipeptit
zincirinden olusur.

Bektas Tepe
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Proteinler Tek veya Birden Fazla
Zincir Tasiyabilir

- Baz1 proteinler yalnizca tek bir polipeptit zincirinden olusurken, digerleri
birden fazla zincir icerir.
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- Cok zincirli proteinlerde polipeptit zincirleri birbirinin ayni veya birbirinden

farkli olabilir.

- Ayni1 proteindeki ayr1 polipeptit zincirleri, proteinin alt birimleri olarak
adlandirilir.

- En az iki 6zdes alt birim tasiyan proteinler oligomerik proteinler olarak
tanimlanir.
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Oligomerik Proteinlerde Protomer
Kavrami

- Oligomerik bir proteindeki tekrarlayan yapisal birimler bir veya daha fazla
polipeptit zincirinden olusabilir.
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- Bu tekrarlayan 6zdes birimlerin her biri protomer olarak adlandirilir.

- Hemoglobin, 1kisi a ve 1kisi  olmak tizere toplam dort polipeptit zinciri
1cerir.

- Protein, dort zincirli bir tetramer veya iki aff protomerinden olusan bir
dimer olarak degerlendirilebilir.
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Baz1 Polipeptit Zincirler: Kovalent
Baglarla Birlesir

- Cok zincirli proteinlerin polipeptitleri cogunlukla kovalent olmayan
etkilesimler araciligiyla bir arada tutulur.
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- Baz1 proteinlerde ise iki veya daha fazla polipeptit zinciri kovalent baglarla
birbirine baglanabilir.

- Insiilindeki iki polipeptit zinciri, zincirler arasinda kurulan disilfit
baglariyla bir arada tutulur.

- Insiilin polipeptitleri, ayr1 alt birimler yerine geleneksel olarak zincirler
seklinde adlandirilir.
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Proteinlerin Amino Asit Bilesimler:
Farklidir I
e
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o - Proteinlerin amino asit bilesimi, farkli proteinler arasinda B
y . - ine _
o bu uk OlQUde deglseblllr Amino Bovine Bovine
E acid cytochrome ¢ chymotrypsinogen
= - Yaygin 20 amino asit bir proteinde yaklasik esit = = =
— . - . AT =
o0 miktarlarda bulunmak zorunda degildir. Asn 14
m Asp 3 9
. . . . . . . Cys 2 10
— - Baz1 amino asitler belirli bir proteinde yalnizca bir kez yer ., 5 0
alirken, digerleri cok sayida bulunabilir. Gl 9 5
H Gly 14 23
Hpe | i,y :
(@ . Protein bilesimindeki bu degiskenlik, yandaki tabloda iki & - i
E‘ farkl protein tizerinden gosterilmistir. - E E .
Mwet 2 2 E
Phe 4 6 =
A Pro 4 9 £
Ser 1 28 [:8
Thr 8 ZE as
Trp 1 8 E
Tyr 4 4 S
Val 3 2 =
Total 104 245
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Farkli Proteinler Farkli Amino Asit
Dagilimlar: Gosterir —

(Lehninger-Biochemistry)

Amino Acid Composition of
Two Proteins
o — - Yandaki tablo, si81r sitokrom ¢ ve si81ir kimotripsinojeninin B
Q amino asit bilesimlerini karsilastirmaktadir. s Bovise Bovine
o acid cytochrome ¢ chymotrypsinogen
= - Sitokrom c ile kimotripsinojen, farkl islevlerine paralel = ° =
— . . . .o . . £ = -
o0 olarak amino asitlerin goreli miktarlari bakimindan Asn 14
e belirgin bicimde ayrilir. o . .
p— Gin 3 10
o - Sitokrom c¢ 104, kimotripsinojen ise 245 amino asitten Gl 9 5
@ Gly 14 23
e olusur. e 5 _
Q Ile 6 10
‘— - Tablodaki sayilar, her proteinin kendine 6zgi bir amino . — - .
asit bilesimine sahip oldugunu gostermektedir. Met 2 2 E
Phe 4 6 -
A Pro 4 9 £
Ser 1 28 [:8
Thr 8 23 o
Trp 1 8 E
Tyr 4 4 &
Val 3 23 =
Total 104 245
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Aminoasit Sayist Molekiil Kiitlesinden
Yaklasik Olarak Hesaplanabilir

- Yalnizca amino asitlerden olusan basit bir proteindeki yaklasik kalint1
sayis1, molekiil kiitlesinden hesaplanabilir.
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- Yaygin 20 amino asidin ortalama molekil kiitlesi yaklasik 138 Dalton’dur.

- Proteinlerdeki amino asitlerin bulunma sikliklar: dikkate alindiginda
agirlikh ortalama yaklagik 128 Dalton’a yaklasir.

- Her peptit bagi olusurken su uzaklastirildig: icin proteinlerdeki bir amino
asit kalintisinin ortalama kiitlesi yaklagik 110 Dalton’dur.
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Bazi Proteinler Yalnizca Amino
Asitlerden Olusur

- Riboniikleaz A ve kimotripsin gibi bircok protein yalnizca amino asit
kalintilar: icerir.
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- Amino asitler disinda kalic1 bir kimyasal bilesen tagsimayan bu yapilar basit
proteinler olarak degerlendirilir.

- Ancak proteinlerin kimyasal bilesimi, yalnizca polipeptit zincirlerinden
olusan bu temel yapiyla sinirl degildir.
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Konjuge Proteimnler Ek Kimyasal
Bilesenler Tasir

- Baz1 proteinler, amino asitlere ek olarak proteinle kalici bicimde iligkili
kimyasal bilegenler icerir.
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- Bu tir proteinler konjuge proteinler, amino asit disindaki bilesenleri ise
prostetik grup olarak adlandirilir.

- Konjuge proteinler, prostetik gruplarinin kimyasal yapisina gore
smiflandirilir.

- Prostetik gruplar cogunlukla proteinin biyolojik islevinde 6nemli bir rol
ustlenir.
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Konjuge Proteinlerin Baslica
Siniflar:

- Lipoproteinler lipit, glikoproteinler seker gruplari, metalloproteinler ise
belirli metal iyonlar: icerir.

B
~
+
wn
.-
g
)]
<
Q
@]
Do
-
o
)
on
=
o
=
<
Q
—
~—

- Baz1 konjuge proteinler birden fazla prostetik grubu ayni yapi icinde
tasiyabilir.

- Prostetik grubun niteligi, konjuge proteinin kimyasal 6zelliklerini ve islevsel
kapasitesini belirleyen unsurlardan biridir.
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Konjuge Proteinler Farkli Prostetik

Gruplar Tasir

- Konjuge proteinler, polipeptit . ConjugatedProteins
zincirlerine ek olarak kalici bicimde Prosthetic
b ,1 t tk 1 . . Class group Example
ag anmls pI'OS etl grup ar lgerlr' Lipoproteins Lipids B-Lipoprotein of blood
. . Glycoproteins Carbohydrates Immunoglobulin G
o Bu protelnler, yapllarlndakl Phosphoproteins Phosphate groups Casein of milk
pI‘OStetik grubun kimyasal Hemopmte.i_ns Hem.e (iron po-rph}“rm:}l Hem:ljg,lobi_n
. cw e .. Flavoproteins Flavin nucleotides Succinate dehydrogenase
niteligine gore farklh siniflara . Lon Fersitin
ayl‘lhr. Zincl Alcohol dieh}’drogellase
Calcium Calmodulin
Molybdenum Dinitrogenase
- Lapitler, karbonhidratlar, fosfat Copper Plastocyanin

gruplari, hem, flavin niikleotitleri
ve metaller basglica prostetik grup
ornekleridir.

- Konjuge protein siniflari, prostetik
gruplari ve 6rnekleri yandaki
tabloda verilmistir.

Bektas Tepe
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Konjuge Proteinlerin Basglica
Ornekler:

- Kandaki B:-lipoprotein lipit, . ConjugatedProteins

immiinoglobulin G ise karbonhidrat Prosthetic
d t tk t Class group Example
yap181n a pI'OS etl grup a$1r. Lipoproteins Lipids B-Lipoprotein of blood
. . Glycoproteins Carbohydrates Immunoglobulin G

- Fosfoproteinlerden kazein fosfat Phosphoproteins Phosphate groups Casein of milk

gruplarl, hemoglobin ise demir Hernopmte.i_ns Hem.e (iron po-rphy'rin} Hem:ljg,lobi_n
.. . Flavoproteins Flavin nucleotides Succinate dehydrogenase
porfirin yapisindaki hem grubunu Metalloproteins - —
3 3 Zine Alcohol dehydrogenase
1Gerir. Calcium Calmodulin
Molybdenum Dinitrogenase
- Stiksinat dehidrogenaz, flavoprotein fEE S

siifinda yer alir ve prostetik grup
olarak flavin niikleotidi tasir.

- Bu proteinlerin siniflandirilmasi ve
prostetik gruplari yandaki tabloda
karsilastirilmigtir.

Bektas Tepe
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Metalloproteinlerin yapisinda
demir, ¢cinko, kalsiyum, molibden
veya bakir gibi metal iyonlari
bulunabilir.

Ferritin demir, alkol dehidrogenaz
cinko ve kalmodulin kalsiyum
1ceren metalloproteinlere 6rnektir.

Dinitrogenaz molibden,
plastosiyanin ise bakir iceren

metalloproteinler arasinda yer alir.

Metal iceren konjuge proteinlerin
ornekleri yandaki tabloda toplu
olarak sunulmustur.

_ Conjugated Proteins

Metalloproteinler Farklh Metal
Iyonlar: Icerebilir

gezimania_tr

Prosthetic
Class group Example
Lipoproteins Lipids B-Lipoprotein of blood
Glycoproteins Carbohydrates Immunoglobulin G
Phosphoproteins Phosphate groups Casein of milk
Hemoproteins Heme (iron porphyrin) Hemoglobin
Flavoproteins Flavin nucleotides Succinate dehydrogenase
Metalloproteins Iron Ferritin
Zinc Alcohol dehydrogenase
Calcium Calmodulin
Molybdenum Dinitrogenase
Copper Plastocyanin
Bektas Tepe
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Proteinlerle Calismanin Temel
Gereklilikler:

- Proteinlerin yapi ve iglevlerine iligkin bilgiler, cok sayida farkl proteinin
ayri1 ayri incelenmesiyle elde edilmistir.
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- Bir proteini ayrintili incelemek i¢cin 6ncelikle onu diger proteinlerden saf
bicimde ayirmak gerekir.

- Arastirmaci, proteinin saf oldugunu gosterebilmeli ve 6zelliklerini
belirleyebilecek yontemleri kullanabilmelidir.

- Proteinlerin ayrilmasi ve incelenmesi i¢in gelistirilen yontemler
biyokimyasal arastirmalarin merkezinde yer alir.
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Protein Saflastirmanin Amaci

- Bir proteinin 0zelliklerinin ve etkinliklerinin giivenilir bicimde
belirlenebilmesi i¢cin saf bir preparata ihtiyac duyulur.
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- Hicreler binlerce farkli protein icerdiginden, bu proteinlerden yalnizca
birinin saflagtirilmasi sistematik bir yaklasim gerektirir.

- Proteinler buiytlklik, elektriksel ylik ve baglanma 6zellikleri gibi birbirinden
farkh 6zelliklerinden yararlanilarak ayrilir.

- DNA klonlama ve genom dizileme yontemleri bazi durumlarda protein
saflastirma stiirecini kolaylastirabilir.
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Protein Satflastirma Hiucresel
Ekstraktla Baslar

- Saflastirilacak proteinin kaynagi cogunlukla bir doku veya
mikroorganizmadair.
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- Tlk agamada hiicreler parcalanir ve proteinlerin ¢ozeltiye gecmesi saglanir.

- Hicrelerin parcalanmasiyla olusan protein iceren ¢ozelti ham ekstrakt
olarak adlandirilir.

- Gerektiginde diferansiyel santrifiij kullanilarak hiicre alt1 fraksiyonlar veya
belirli organeller ayrilabilir.
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Proteinler Fraksiyonlama Yoluyla
Ayrilir

- Ham ekstrakt hazirlandiktan sonra proteinleri saflagtirmak icin farkl
ayirma yontemlerinden yararlanilir.
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- Proteinlerin biiytklik veya yiik gibi 6zelliklerine gore farkh fraksiyonlara
ayrilmasi fraksiyonlama olarak adlandirilir.

- Saflagtirmanin 11k asamalarinda genellikle ¢ozlintirlik farkliliklarindan
yararlanan yontemler tercih edilir.

- Protein ¢cozliintuirligi pH, sicaklik, tuz derisimi ve diger ortam 6zelliklerinin
etkisi altinda degisir.
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Tuzla Coktirme Protein

oo W oo

(Cozunurliginden Yararlanir

- Yiksek tuz derisimleri bazi proteinlerin ¢éziinirligiini azaltarak ¢ozeltiden
cOkmelerine yol acabilir.

B
~
+
wn
.-
g
)]
<
Q
@]
Do
-
S~
)
on
=
o
=
<
Q
—
~—

- Bu olay “tuzla ¢oktiirme” olarak adlandirilir ve farkli proteinlerin secici
bicimde ayrilmasini saglayabilir.

- Belirli tuzlarin eklenmesi bazi proteinleri ¢coktiiriirken digerlerinin ¢ozeltide
kalmasina izin verir.

- Amonyum stlfat, proteinleri tuzla ¢coktiirmek amaciyla yaygin olarak
kullanilan etkili bir tuzdur.
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Diyaliz Kucik Cozinmiis Maddeleri
Uzaklastirir

- Tuzla ¢oktiriilen proteinler, geride kalan ¢ozeltiden santrifiij yoluyla
ayrilabilir.

B
~
+
wn
.-
g
)]
<
Q
@]
Do
-
o
)
on
=
o
=
<
Q
—
~—

- Proteini iceren ¢ozelti, sonraki saflagtirma asamalarindan 6nce diyaliz
1slemine alinabilir.

- Diyalizde protein ¢ozeltisi, yar: gecirgen bir zarla cevrili torba icine
yerlestirilir.

- Zar kiiciik molekiillerin gecisine izin verirken biiylik proteinleri torbanin
icinde tutar.
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Diyaliz Denge Olusuncaya Kadar
Devam Eder

- Diyaliz torbasi, uzaklastirilmak istenen kiiciik maddeleri icermeyen biiytik
hacimli tampon ¢ozeltiye birakilir.
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- Kiiciik maddeler, zarin 1ki tarafindaki derisimleri dengeye ulasincaya kadar
zar boyunca hareket eder.

- Bu yontem, protein preparatindaki amonyum silfati uzaklastirmak veya
kullanilan tampon ¢6zeltisini degistirmek i¢in uygulanabilir.

- Diyalizden sonra protein ¢ozeltisi daha ileri saflagstirma basamaklarina
hazir hale gelir.
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Kolon Kromatografisi Giicli Bir
Ayirma Yontemidir
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—I - Proteinlerin ayrilmasi ve fraksiyonlanmasinda en giicli
O yontemlerin ¢cogu kolon kromatografisine dayanir.

(o=
= - Bu yontemler proteinlerin yik, biiytiklik, baglanma
o0 egilimi ve diger ozelliklerindeki farkliliklardan yararlanir. :

Reselw’oir)f /

W8 . Uygun kimyasal 6zelliklere sahip gozenekli kat bir b

°§ madde, sabit faz olarak kolon i¢ine yerlestirilir. .
- Kolon kromatografisinin temel bilegenleri ve calisma g;;;g;lf /

el diizeni yandaki figiirde gosterilmistir. pois 11 -

" = N

) ) |
//"/ L | A
Effluent ) \
0 3
d
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Kolon Kromatogratisinin Temel
Isleyisi
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—I - Tampon ¢ozeltl hareketli faz olarak kolondaki gézenekli
O sabit fazin icinden gecirilir.

(o=
= - Protein karisimi kolonun iist kismina uygulanir ve
o0 ardindan hareketli fazla birlikte kolon boyunca ilerler. :

Reselw’oir)f /

A8 . Proteinler sabit fazla kurduklar farkli etkilegimler o

°§ nedeniyle kolonda farkli hizlarda hareket eder. .
- Kolonun altindan cikan eliiat, art arda gelen farkh [5:;52*9 /

el fraksiyonlar halinde toplanir. porus 1 ™~

N e e

) X
L ‘ | A
Effluent ) \
[ A
y
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Kromatograftik Ayirimin

oo W oo

Cozunurligu

- Kolondaki protein bantlari, ilerleme sirasinda birbirinden

farkli derecelerde ayrilabilir.

. Iyi ayrilmis protein bantlar1 kolondan farkl fraksiyonlar

halinde cikar ve ayri tiiplerde toplanabilir.

- Kolon uzadikca farkli protein tiirleri arasindaki ayirimin

cozunirligi genellikle artar.

- Ancak kolon uzunlugunun artmasi, protein bantlarinin

difiizyonla genislemesine ve ¢oziinirligin azalmasina da
neden olabilir.
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Proteinlerin Kolonda Ayrilmasi
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T - Yandaki figiirde A, B ve C proteinleri farkl 6zellikleri
O nedeniyle sabit fazla farkh dizeylerde etkilesir.
(o=
= - A proteini kolonda daha hizli ilerleyerek diger
(o= proteinlerden ayrilir. _
m Reser\"oir)‘/x‘ /
— - Kirmizi1 ve mavi proteinler arasindaki difiizyon kaynakl T
°§ bant genislemesi, tam ayrilmay1 sinmirlandirir. .
- Dolayisiyla proteinlerin kolondaki davranisi hem [5:;52*9 /
el etkilesimlere hem de diftizyona baghdar. pois 11 -
" - N

) X
L ‘ | A
Effluent ) \
[ A
y

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
2
A

Iyon Degisim Kromatografisi Protein

Yukiunden Yararlanir

. Iyon degisim kromatografisi, proteinlerin belirli bir
pH’taki net ylik farkhiliklarina dayanir.

- Kolon matrisi, zit yikli iyonlar: baglayan sabit iyonik
gruplar tasiyan sentetik bir polimerdir.

- Negatif yliklia gruplar iceren kolonlar katyon
degistirici, pozitif ytukli gruplar icerenler anyon
degistirici olarak adlandirilir.

- Iyon degisim kromatografisinin ¢alisma ilkesi yandaki
figlirde gosterilmigtir.
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@ Large net positive charge
© Net positive charge
© Net negative charge

o) ; ; = i e
@® Large net negative charge

syt

Polymer beads with negatively il
charged functional groups |

Protein mixture is added
to column containing
cation exchangers.

Proteins move through the column at rates
determined by their net charge at the pH
being used. With cation exchangers, é =
proteins with a more negative net charge L
move faster and elute earlier. 1 2 3 4 5 6

(a) Ion-exchange chromatography
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Proteinlerin Iyon Degistiriciye
Baglanmasi
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- - Proteinlerin kolon matrisiyle etkilesimi, protein ve © Large net positive charge
. v . . .. . . . et positive charge
sabit faz lizerindeki yiikli gruplarin cekimine ® Net negative charge
d ay anir. @ Large net negative charge
- Yandaki figlirde yer alan katyon degistiricide sabit seoama

faz negatif yukli gruplar tasir.

- Net pozitif yiki daha fazla olan proteinler matrise
daha gticli baglanarak daha yavas ilerler.

- Net negatif yiuk tasiyan proteinler ise matrise daha az ‘ : (
o .. Polymer beads with negatively )
baglandiklar: icin kolondan daha hizh ¢ikar. charged functional groups

Protein mixture is added
to column containing
cation exchangers.
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Proteins move through the column at rates
determined by their net charge at the pH
being used. With cation exchangers, é =
proteins with a more negative net charge L
move faster and elute earlier. 1 2 3 4 5 6

Prof. Dr. Bektags TEPE

(a) Ion-exchange chromatography
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Iyon Degisim Kolonundan
Proteinlerin Eliisyonu

- Proteinlerin iyon degistiriciye baglanma giicili, ortam pH’indan ve ¢ozeltideki
tuz iyonlariin derisiminden etkilenir.
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- pH, molekiiliin iyonlasma durumunu ve dolayisiyla proteinin net elektriksel
yukiini belirler.

- Proteinler, hareketli fazin pH’s1 veya tuz derisimi kademeli olarak
degistirilerek kolondan ayrilabilir.

- Boylece bir pH veya tuz gradyani olusturularak farkli proteinlerin ardisik
bicimde eliisyonu saglanir.
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Kolon Fraksiyonlar: Birlestirilerek
Saf Protein Elde Edilir

. Iyon degisim kolonlarinda protein bantlari, difiizyon nedeniyle hareketli faz
icinde giderek genisleyebilir.

B
~
+
wn
.-
g
)]
<
Q
@]
Do
-
S~
)
on
=
o
=
<
Q
—
~—

- Eltat ardisik tiiplerde kiiclik fraksiyonlar halinde toplanarak protein
dagilimi izlenir.

- Her fraksiyon, istenen proteinin varligi veya toplam protein derisimi
bakimindan test edilir.

. Istenen proteini tasiyan fraksiyonlar birlestirilerek ilgili kromatografi
basamaginin saflastirilmis iriini elde edilir.

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
2
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Boyut Dislama Kromatografisi
Proteinler: Buytikliklerine Gore Ayirir
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- Jel filtrasyonu olarak da adlandirilan boyut dislama
kromatografisi, proteinleri buiytikliiklerine gore ayirir.

- Sabit faz, belirli bliytikliikte gézenekler veya bosluklar
tasiyan capraz bagh polimer taneciklerinden olusur. popu"e.

- Biylk proteinler taneciklerin gézeneklerine
giremezken kiiclik proteinler gézenekli yapi icinde
ilerler.

P

o
O

Porous polymer beads

- Boyut dislama kromatografisinin ¢calisma ilkesi yandaki
figlirde gosterilmigtir.
Protein mixture is added

to column containing
cross-linked polymer.
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Protein molecules separate
by size; larger molecules
pass more freely, appearing
in the earlier fractions.
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(b) Size-exclusion chromatography
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Buytuk Proteinler Kolondan Daha

Erken Cikar

- Biylik proteinler polimer taneciklerinin arasindan
daha kisa ve dogrudan bir yol izler.

- Kiiciik proteinler gozeneklere girerek tanecikler i¢cinde
daha uzun ve dolambacli bir yol takip eder.

- Bu nedenle biiylik proteinler kolondan kiiciik
proteinlere gore daha erken cikar.

- Yandaki figlirde farkli buytliklikteki proteinlerin ayr:
fraksiyonlarda toplanmasi gosterilmistir.
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poeve.

Porous polymer beads

Protein mixture is added
to column containing
cross-linked polymer.

Protein molecules separate
by size; larger molecules ®
pass more freely, appearing 8
in the earlier fractions. 19 3

(b) Size-exclusion chromatography

B
~
+
wn
.-
g
)]
<
Q
@]
Do
-
S~
)
on
=
o
=
<
Q
—
~—

Prof. Dr. Bektags TEPE




Afinite Kromatografisi Ozgiil
Baglanmadan Yararlanir
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— - Afinite kromatografisi, bir proteinin belirli bir kimyasal ¢
— . - Protein of
Q gruba o0zgil olarak baglanmasina dayanair. interest
— P
o . . Ligand
=D - Ligand olarak adlandirilan bu kimyasal grup, kolon
— . *  ee . . . . . -
o0 matrisi tizerindeki taneciklere kovalent bicimde baglanir.
€S . . . i iy
— - Protein karisimi kolondan gecirilirken liganda gticli orture Soution
baglanan proteinlerin hareketi yavaslar.
|
. B . . . o e . —
(@ - Afinite kromatografisinin secici ayirma mekanizmasi
E yandaki figiirde gosterilmistir. .
=
g
A Protein mixture is ® g
added to column )
containing a N » M
polymer-bound E 4 :2? [
ligand specific for 12345 345678 A
protem of interest. Qa
Unwanted proteins Protein of interest Q—ﬁ

are washed through is eluted by ligand
column. solution.

(c) Affinity chromatography
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Istenen Protein Afinite Kolonundan
Nasil Ayrilir?
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—R - Hedef proteine 6zgi ligand secilerek bu proteinin kolon 6
Q matrisi tizerinde tutulmasi saglanabilir. interest
=) _ . . Ligand
=D - Karisimdaki baglanmayan proteinler hareketli fazla
B . .
o0 birlikte kolondan uzaklastirilir.
S L L . g et
— - Hedef protein, yliksek tuz derisimi iceren bir ¢ozelti veya — Mxue &) e en
| — serbest ligand kullanilarak eliie edilebilir. |
|
. . e . . . - — ——)
(@) - Yandaki figlirde hedef proteinin liganda baglanmasi ve i
E ardindan kolondan ayrilmasi gosterilmistir. .
=
S5
A Protein mixture is ® g
added to column )
containing a N » M
polymer-bound E 4 :2? [
ligand specific for 12345 345678 A
protem of interest. Qa
Unwanted proteins Protein of interest Q—ﬁ

are washed through is eluted by ligand
column. solution.

(c) Affinity chromatography
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ATP Baglayan Proteinlerin
Afiniteyle Saflastirilmasi

- Bir proteinin islevi ATP’ye baglanmayi gerektiriyorsa ATP, kolonda ligand
olarak kullanilabilir.
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- ATP kolondaki taneciklere baglandiginda, ATP’ye afinitesi olan proteinlerin
kolonda tutulmasini saglar.

- ATP’ye baglanmayan proteinler kolondan gecerken hedef protein sabit faz
uzerinde kalir.

- Hedef protein daha sonra yliksek tuz derisimi veya serbest ATP iceren
cozeltiyle kolondan ayrilabilir.
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Yiuksek Performansli Siva
Kromatografisi

- Yiiksek performansli sivi kromatografisi, kromatografik yontemlerin modern
ve gelistirilmig bir bicimidir.
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- Bu yontemde protein ¢ozeltisi, yliksek basinclh pompalar kullanilarak kolon
boyunca hareket ettirilir.

- Kolon materyalleri, yliiksek basinca dayanabilen ve ezilmeyen 6zellikte
hazirlanir.

- Kiiciik taneciklerin kullanilmasi difiizyonla bant genislemesini
sinirlandirarak protein ayiriminin ¢ozinirligini artirir.
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Protein Saflastirma Birden Fazla
Basamak Gerektirir

- Ham ekstrakt icindeki hedef protein, cogunlukla tek bir yontem kullanilarak
tamamen saflastirilamaz.
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- Farkli ozelliklere dayanan cesitli ayirma yontemleri ardisik bicimde
uygulanmalidir.

- Ornegin iyon degisimle ATP baglayan proteinler ayrildiktan sonra afinitesi
farkl olan proteinler bagka yontemlerle ayrilabilir.

- Yontemlerin secimi ve siralamasi genellikle deneme yanilma yoluyla
belirlenir.
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Satlastirma Stratejis1 Ekonomik
Bicimde Planlanir

- En etkili saflastirma yaklasimini belirlemek i¢in ¢ok sayida yontem
denenebilir.

B
~
+
wn
.-
g
)]
<
Q
@]
Do
-
o
)
on
=
o
=
<
Q
—
~—

- Deneme yanilma siireci, benzer proteinler icin daha 6nce gelistirilmis
yontemler temel alinarak azaltilabilir.

- Toplam hacim ve kirletici miktar: yliksekken tuzla ¢oktiirme gibi diisiik
maliyetli yontemler tercih edilir.

- Daha secici ve pahali kromatografik yontemler, 6rnek hacmi kicildikten
sonraki agsamalarda uygulanir.
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Saflastirma Sureci Sayisal Verilerle
Izlenir

Varsayimsal bir enzime ait
saflagtirma basamaklari ve her
asamada elde edilen degerler
yandaki tabloda verilmistir.

- Hipotetik Bir Enzimin Saflastirma Cizelgesi

Saflastirma ilerledikge fraksiyon  ; yonumsiata ikiime

hacmi ve toplam protein miktar:

belirgin bicimde azalir.

Hedef enzime ait toplam
etkinligin bir bolimi, her
ayirma basamaginda

kaybedilebilir.

Buna karsilik birim protein
basina diisen 6zgil etkinlik

saflagtirma ilerledikce ytlikselir.

| SemyadaRasaak Fraksiyon hacmi Toplam protein A!fti}lite 6zgﬁ! aktivite
(mL) (mg) (iinite) (iinite/mg)
1. Ham hiicresel oziit 1.400 10.000 100.000 10
280 3.000 96.000 32
3. Iyon-degisim kromatografisi 90 400 80.000 200
4. Boyut-dislama kromatografisi 80 100 60.000 600
5. Afinite kromatografisi 6 3 45.000 15.000

Bektas Tepe
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Saflastirmanin Ilerlemesi
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45.000 birime geriler.

= - Ham hiicresel ekstraktin 6zgiil [ Hipotetik Bir Enzimin Saflastirma Gizelgesi
Q etkinligi 10 birim/mg iken ;
e f . k f . d Il o g Fraksiyon hacmi Toplam protein Aktivite Ozgiil aktivite
(=) alinite kromatogratisi sonunda slem ya da basama (ml) gl (iinite) (linite/m]
= 15.000 birim/mg’a ulasir.
m 1. Ham hiicresel 6ziit 1.400 10.000 100.000 10
(q = - Toplam protein miktar1 10.000 2. Amonyu siifatla goktiime 280 3,000 9.000 3
== mg’dan 3 mg’a, fraksiyon hacmi
= ise 1 400 mL’den 6 mL’ye dﬁser 3. Iyon-degisim kromatografisi 90 400 80.000 200
| ' '
Q . . e . 4. Boyut-dislama kromatografisi 80 100 60.000 600
- Enzim etkinligi baslangictaki
Q v==mw o« . ; :
m 100000 blrlmden son asamada 5. Afinite kromatografisi 6 3 45.000 15.000
A

- Yandaki tablo, protein miktar:
azalirken hedef enzimin belirgin
Ol¢ciide zenginlestigini
gostermektedir.
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Elektroforez Proteinler: Elektrik
Alaninda Ayirir

- Elektroforez, elektriksel yiik tasiyan proteinlerin bir elektrik alanindaki
hareketine dayanan bir ayirma yontemidir.
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- Bu yontem genellikle bliyiik miktarlarda protein saflastirmak icin
kullanilmaz.

- Proteinlerin ayrilmasinin yaninda goriintiilenebilmesi, elektroforezi analitik
acidan oldukca kullanish hale getirir.

- Elektroforez, protein karisimindaki protein sayisinin ve preparatin saflik
derecesinin hizli bicimde belirlenmesini saglar.
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Klektroforez Proteinlerin
Ozelliklerini Gosterir

- Elektroforez bir proteinin izoelektrik noktasi ve 75
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B
®

® e
O yaklagsik molekiil kiitlesi gibi 6zelliklerinin

g belirlenmesinde kullanilabilir.
E - Proteinlerin elektroforezi genellikle capraz bagh e o

&S poliakrilamid jeller icinde gerceklestirilir. = ‘!L Well
.= - Poliakrilamid jel, proteinlerin hareketini yavaslatan v Direction
D molekiiler elek gorevi gorir. migration
(aa

A

(a)
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Elektroforetik Hareketlilik Yuk ve
Surtinmeye Baghdir

- Elektrik alanindaki bir makromolekiilii hareket G
ettiren kuvvet, elektriksel potansiyelle iligkilidir.
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- Elektroforetik hareketlilik, molekilin hizinin
uygulanan elektriksel potansiyele orani olarak ifade

edilir. = 1

- Bu deger net yikiin siirtiinme katsayisina oranina WWTITV Dircction
0

esittir ve molekiiliin ylikiinden, biiytkligiinden ve migration
biciminden etkilenir.

Sample

Well

- Bu nedenle dogal proteinlerin jel icindeki hareketi @H
yalnizca molekiil kiitlelerine gore belirlenmez. —
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SDS Proteinlerin Yuk Farkliliklarini
Ortadan Kaldirir

- Saflik ve molekiil kiitlesi belirlemede yaygin olarak sodyum dodesil siilfat
iceren elektroforez yontemi kullanilir.
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- SDS, cogu proteine yaklasik olarak her iki amino asit kalintisi i¢cin bir
molekiil olacak bicimde baglanir.

- Baglanan SDS, proteine biiytik bir net negatif yliik kazandirarak proteinin
Ozgin yliklinl énemsiz hale getirir.

- SDS ayrica proteinlerin birbirine benzer bicimler kazanmasini saglayarak
bicim farkliliklarinin etkisini azaltir.
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SDS-PAGE Proteinler:1 Molekil
Kitlesine Gore Ayirir

- SDS ile kaplanan proteinler birbirine benzer yiik-kiitle oranina ve genel
bicime sahip olur.
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- Boylece SDS iceren elektroforezde proteinler biiylik 6l¢tide molekiil
kiitlelerine gore ayrilir.

- Kiiciik polipeptitler jel matrisi icinde daha hizli ilerlerken biiyiik
polipeptitler daha yavas hareket eder.

- Elektroforez sonunda kiiciik proteinler jelin alt kismina daha yakin
konumlarda bulunur.
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Protein Bantlar: Boyama Yoluyla
Goruntr Hale Getirilir

- Elektroforez tamamlandiktan sonra jel, & 3§

: - . 4. .. & A )
proteinlere baglanan ancak jelin kendisini § T F s &
boyamayan bir boyayla islenir. >y § oo F F £

k) & 2 >4 ¥ 3 (2
§ 53 SIs s s
- Coomassie mavisi bu amacla yaygin olarak M, ¥ & 5 S L S & &
kullanilan protein boyalarindan biridir. standards [
97,400 | e 4
oo . . . . . r
- Jel uz.erlndekl. hgr ]oant fgrkh bir proteini veya 45900 | : o
protein alt birimini temsil eder. Sum -
45,000 o —
S — . - Nm— S el
- SDS jel elektroforezinde protein bantlarinin 31,000 @ -
olusumu ve konumlari yandaki gsekilde L
gosterilmigtir. -
21,500 |
14,400 - e —
(b) &

Bektas Tepe
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SDS-PAGE Saflastirma Surecini
Izlemey1 Saglar
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H— - Saflagtirmanin her asamasindan alinan & f
- ornekler SDS-PAGE ile karsilastirilarak ¢ & F s & &
o protein bantlarindaki degisimler izlenebilir. >y § oo F F £
—_N F & F 2 K ¢ T F
o0 - Ilerleyen saflastirma basamaklarinda kirletici w g &S F &L S & &
. . . r Y ¥ =
e proteinlere ait bantlarin sayisinin giderek standards [
) azalmasi beklenir. 97,400 §
[ = — -
o m— e g : 66,200 . S
. - Yandaki figiirde, Escherichia coli RecA G — s
o e e . D, —
. proteininin ardisik islemlerle saflagtirilmasi o . - e
— .e . . -—— -
on gosterilmektedir. 31,000 | wae — -
- =
- . e ee S5
A - Sagdaki son hatta goriilen tek bant, yaklasik . 4
. .. . . « 3 21.500 - hv
38.000 molekil kiitleli saf RecA polipeptidini i 3
temsil etmektedir. 14,400 — ym — 5
s
(b) - -
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=
oo oo ° i 1 2 ,_aqa)
Molekiil Kiitlesi Protein ©
A
° ° ° i
Standartlariyla Tahmin Edilir Myosin. 200000 | e
<
e8]
© . . RS K . . B-Galactosidase 116,250 || e— =
—I - Molekiil kiitlesi bilinen standart proteinler, incelenen Glycogen phosphorylase b 97.400 || e
= ornekle birlikte ayni jel tizerinde yuritilebilir. Bovine serum albumin 66,200 || e
(o= :
ey . . . . . . . Ovalbumin 45,000 || e—
=D - Bilinmeyen bir proteinin jel icindeki konumu, ' —
B . . - ‘
o0 standart proteinlerin konumlariyla karsilastirilir. Carbonic anhydrase 31,000 || e
m ) o Soybean trypsin inhibitor 21,500 || —
— - Bu karsilastirma, incelenen proteinin molekiil Lysozyme 14,400 || e
kiitlesinin yaklasik olarak belirlenmesini saglar.
| ®
(@ - Standartlardan yararlanilarak molekiil kiitlesinin } M,  Unknown
. . . o« e . . . a tandards "ot
E tahmin edilmesi yandaki figlirde gosterilmektedir. S prE .
2
Unknown un
A L  protein g
= )
F ) F
_____ | f
| )=
| A
|
(b) Relative migration
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SDS-PAGE Protein Alt o
Birimlerimi Ortaya Cikarir

(Lehninger-Biochemistry)

-
. e g e _ B-Galactosidase 116,250 | —
LI - Bir protein iki veya daha fazla farkl alt birim Glycogen phosphorylase b 97 400 || e
= iceriyorsa SDS islemi bu alt birimleri genellikle Bovine serum albumin 66,200 || e
: blrblrlnden aylrlr’ Ovalbumin 45,000 ||
E___&
@ ey . . . . . . .o . - ‘
(o= - Ayrilan her farkli polipeptit alt birimi, jel tizerinde Carbonic anhydrase 31,000 | e
(q = ayri bir bant mGYdana getirir. Soybean trypsin inhibitor 21,500 || —
> Lysozyme 14,400 | —
- - Bu 6zellik, ¢cok alt birimli proteinlerin polipeptit
e . . . . . .
D bilesimlerinin belirlenmesine yardimeci olur. ©
Mr Unknown
& i— (a) standards protein
(aa] 5
=
Unknown o
A L  protein g
E ) -
- | l 5
I ks,
| o
|
(b) Relative migration
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SDS-PAGE 1le Molekil IR
Kiitlesinin Belirlenmesi

(Lehninger-Biochemistry)

-
ppu— SDS 1- k 01 -d . 1 1 k f . d k- . 1- B-C‘}ﬂlﬂctﬂsidﬂse 116250 —_—
0 e ¢ -pollaKkriiamia jel eie troforezindeki gorell Glyecogen phosphorylase b 97,400 || —
- hareketlilik, proteinin bagil molekil kiitlesiyle Bovine serum albumin 66,200 || e
: 111$k111d1r. Ovalbumin 45,000 ||
E
o0 - Molekiil kiitlesi bilinen standart proteinler, Carbonic anhydrase 31,000 || e
&S incelenecek proteinle birlikte ayni jel tizerinde Soybean trypsin inhibitor 21,500 || em—
= yurutulur Lysozyme 14,400 | —
o .o e . . . . e e .
D - Kiiciik proteinler jel icinde biiylik proteinlerden daha @
hizl1 hareket eder. @ M, _ Unknown
pp— standards protein
- Standart ve bilinmeyen proteinlere ait bantlarin E
A karsilastirilmasi yandaki figiirde gosterilmistir. Unlsovn 7
u rotein i
S ¢ =
g Y =
—_ l 5
! :
|
|
(b) Relative migration
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Standart Egri Bilinmeyen I
Proteini Tanimlar

(Lehninger-Biochemistry)

-
. . ep 1 . .o B-Galactosidase 116,250 || e
Smmm - Standart proteinlerin molekiil kiitlelerinin Glycogen phosphorylase b 97 400 || «mmm
- logaritmasi, jel icindeki goreli hareketliliklerine kars: Bovine serum albumin 66,200 || e
: grafige aktarilir. Ovalbumin 45,000 || e
o0 - Molekil kiitlesinin logaritmasi ile goreli hareketlilik Carbonic anhydrase 31,000 || e
e arasindaki iligki yaklasik olarak dogrusaldir. Soybean trypsin inhibitor 21,500 || -
> Lysozyme 14,400 | —
- Bilinmeyen proteinin goreli hareketliligi bu standart
< - .o .o . .
D dogruyla karsilastirilarak molekiil kiitlesi tahmin @
o M Unknown
& edilir. (a) standards protein
- Molekiil kiitlesinin standart grafik tizerinden E
A belirlenmesi yandaki figiirde gosterilmistir. Unienown 4
u protein E
s \ 2
= =
g0 | p
! 5
| ~
| A
|
(b) Relative migration
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[zoelektrik Odaklama Proteinleri pl

Degerlerine Gore Ayirir

- Izoelektrik odaklama, bir proteinin
1zoelektrik noktasini belirlemek icin
kullanilan elektroforetik bir yontemdir.

An ampholyte

. Diisiik molekiil kiitleli organik asit ve rnocperaiad P17 (@ i°
. . into a gel. —:'
bazlardan olusan amfolit karisimi jel boyunca -
kararh bir pH gradyani olusturur. = =
& =:'
. . o @ ﬁ ——
- Protein karisimi jele uygulandiginda her 3 <
. . . . - & =
protein, net ylikinin sifirlandig1 pH = N
bolgesine dogru hareket eder. -
pH3 | |® ® . ®

- Tzoelektrik odaklamanin temel ¢calisma ilkesi
yandaki figiirde gosterilmistir.

A stable pH gradient

is established in the

gel after application
of an electric field.

Bektas Tepe
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Protein solution is
added and electric
field is reapplied.

After staining, proteins
are shown to be
distributed along pH
gradient according to
their pl values.
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Proteinler Izoelektrik Noktalarinda

Odaklanir

- Elektrik alani uygulandiginda proteinler,
ortam pH’1 kendi pl degerlerine esit oluncaya
kadar jel icinde ilerler.

- Protein pl degerine ulastiginda net ytiku
sifirlanir ve elektrik alanindaki hareketi
durur.

- Farkl pI degerlerine sahip proteinler jel
boyunca farkl bolgelerde bantlar olusturur.

- Yandaki figlirde proteinlerin pH gradyani
boyunca pl degerlerine gore dagilimi
gosterilmektedir.

Bektas Tepe
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An ampholyte
solution is
incorporated
into a gel.

pH 9 S & O ©
— |
N
s —_— |
&0
g e
=5}
& e
2 =
o
—
~ S
pH3 | | |® @ @

A stable pH gradient

is established in the

gel after application
of an electric field.

Protein solution is
added and electric
field is reapplied.

After staining, proteins
are shown to be
distributed along pH
gradient according to
their pl values.
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Proteinlerin Izoelektrik Noktalar:
Genis Bir Aralikta Degisir
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o —— - Farkli proteinlerin izoelektrik noktalari, amino asit The Isoelectric Points
(= bilesimlerine bagh olarak birbirinden ayrilir. of Some Proteins
o= o .. , . L. .. Protein pl
— - Pepsinin pl degeri 1.0’1n altindayken lizozimin pl degeri :

© e 11 O’dlr Pepsin <1.0

- ) ) Egg albumin 4.6
(4] e e . . . Serum albumin 4.9
— - Serum albliimin 4.9, hemoglobin 6.8 ve miyoglobin 7.0 pl

o . .. Urease 5.0

— degerlerine sahiptir. ‘
o B-Lactoglobulin 5.2
Hemoglobin 6.8
Prp— Myoglobin 7.0
m Chymotrypsinogen 9.5
Cytochrome ¢ 10.7
A Lysozyme 11.0
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Iki Boyutlu Elektroforez Iki

(Lehninger-Biochemistry)

: . . : . First \_i i ecreasin
Ayirma llkesini Birlestirir amenion | P
Isoelectric |\
focusing .
T - Izoelektrik odaklama ile SDS elektroforez ardisik ol
O bicimde uygulanarak iki boyutlu elektroforez \_}
o gerceklestirilir.
= |
o0 - Bu yontem, karmasik protein karisimlarinin tek 7)) M)
e boyutlu elektroforezden daha yliksek ¢oziintrlikle ooloctri foousing —_—
E\ ayrilmasini saglar. e s placed n SDS
D - Tk boyutta proteinler izoelektrik noktalarina, ikinci
— boyutta ise molekiil kiitlelerine goére ayrilir.
(aa) l e
=
A £
~ Second -* " :- - Decreasing ;:3
dimension - T M, =
SDS polyacrylamide ~ g - 1 @
gel electrophoresis - . - Qﬁ
Decreasing »
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iki Boyutlu Ayirmanin

(Lehninger-Biochemistry)

v =1
ilk Basamag
N pl
Isoelectric |\
) focusing ol
LA - Ilk basamakta protein karisimi silindirik jel icinde i
Q 1zoelektrik odaklama islemine alinir. L
(o= ,
=N - Proteinler pH gradyani boyunca hareket ederek l
— . . .
o0 kendi 1zoelektrik noktalarinda ayri bantlar 1)) )))
S olusturur. L
Isoelectric focusing
> . gel is placed on 5DS
— - Izoelektrik odaklamayi tamamlayan jel, ikinci polyacrylamide gel
ot . o« o e
D ayirma islemi icin yatay konumda hazirlanir.
E - Yandaki figlirde i1lk boyuttaki ayirimin azalan pl .
yéniinde gerceklestigi gosterilmektedir. l :
A o
_ Second -, :- I“ Decreasing -
dimension _ - - M, 5
SDS polyacrylamide SR - 1 3
gel electrophoresis - - Qﬁ
Decreasing »
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iki Boyutlu Ayirmanin

(Lehninger-Biochemistry)

. - N
Ikinci Basamagi ot (2] P
Isoelectric |\
) focusing .
T - Izoelektrik odaklama jeli, SDS iceren poliakrilamid ol
O jelin Gst kismina yatay olarak yerlestirilir. \_{
(o=
=Y - Proteinler ikinci boyutta SDS-PAGE ile bagil |
o0 molekiil kiitlelerine gore ayrilir. 1)) )))
g - Yatay ayrilma pl farklihiklarimi, dikey ayrilma ise gol 1e oieced on SDE
°§ molekiil kiitlesi farklhiliklarini yansitir. polyacrylamide gel
- Boylece her protein jel tizerinde i1ki 6zelligine baglh
e Ozgin bir konumda goriiniir. .
| .
A £
~ Second -—* " :- - Decreasing ;:3
dimension - T M, =
SDS polyacrylamide ~ g - 1 @
gel electrophoresis - . - Qﬁ

Decreasing »
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[ki Boyutlu Elektroforezin Ayirma
Glicu

. Tki boyutlu elektroforez, ayn1 molekiil kiitlesine sahip
ancak pl degerleri farkli proteinleri ayirabilir.
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- Yontem, benzer pl degerlerine sahip fakat molekiil
kiitleleri farkl proteinleri de birbirinden ayirir.

- Tek bir 1ki boyutlu elektroforez jeli, 1.000’den fazla
farkl proteini ¢oziimleyebilir.

. Decreasin ==
- Iki boyutlu elektroforezle elde edilen karmasik protein ® o

oriintiisi yandaki figiirde gosterilmistir.
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Saflagtirilmamis Proteinler de
Olctlebilir

- Bir proteini saflastirmak icin her asamada hedef proteinin varligimi
belirleyecek bir 6l¢ciim yontemine ihtiya¢ duyulur.
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- Saflastirma islemi cogu zaman proteinin biytkliigi ve fiziksel 6zellikleri
tam olarak bilinmeden baslatilir.

- Bu nedenle ham ¢ozelti veya doku ekstraktindaki hedef protein secici
bicimde taninmali ve miktari 6l¢tilmelidir.

- Enzim proteinleri, katalizledikleri tepkimenin 6l¢ciilmesine dayanan etkinlik
testleriyle takip edilebilir.
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Enzim Etkinligi Olctimii Icin
Gereken Bilgiler

- Enzim ol¢iimi icin katalizlenen tepkimenin genel denklemi ve kaybolan
substrat1 veya olusan lirtini 6l¢me yontemi bilinmelidir.
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- Enzimin metal iyonlar: veya koenzimler gibi kofaktorlere ihtiyac duyup
duymadigi belirlenmelidir.

- Enzim etkinliginin substrat derisimine bagimlilig: ile optimum pH degeri
bilinmelidir.

- Ayrica enzimin kararl kaldig: ve yiiksek etkinlik gosterdigi sicaklik aralig:
belirlenmelidir.
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Enzim Testler: Standart Kosullarda
Yurutulir

- Enzim etkinligi testleri genellikle enzimin optimum pH ve uygun sicaklik
kosullarinda gerceklestirilir.
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- Bircok memeli enzimi i¢in uygun test sicakligi 25—-38 °C araliginda bulunur.

- Substrat, tepkime hizinin substrat derisimine bagimli olmadig1 kadar
yiksek bir derisimde kullanilmalidir.

- Bu kosgullarda ol¢iilen baslangic¢ tepkime hizi, enzim derisimiyle dogru
orantilidir.
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[ J [ o W © [ J [ [ J
Enzim Etkinligi Birimi
- Bir enzim etkinlik birimi, tanimlanmis kogsullarda belirli miktarda substrati
urine donistiren enzim miktarini ifade eder.
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- Cogu enzim icin bir birim, 25 °C’de dakikada 1.0 pmol substrati tirtine
doniistiren miktar olarak tanimlanir.

- Baz1 enzimlerde etkinlik biriminin tanimi, 6l¢iim yontemine ve enzimin
ozelliklerine gore farklilagabilir.

- Toplam etkinlik, bir ¢6zeltide bulunan enzime ait biitiin etkinlik
birimlerinin toplamidir.
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Ozgiil Etkinlik Saflastirmanin Temel
Gostergesidir

. Ozgiil etkinlik, toplam protein miktarinin her miligrami bagina diigsen enzim
etkinligi birimi olarak tanimlanir.
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- Bu deger, bir enzim preparatinin safligini degerlendirmek icin kullanilan
temel Olctitlerden biridir.

- Saflagtirma ilerledikce hedef enzimin toplam proteine orani arttigindan
ozgil etkinlik ytkselir.

- Enzim tamamen saf hale geldiginde 6zgil etkinlik en yliksek ve sabit
degerine ulasir.
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Toplam Etkinlik 1le Ozgﬁl Etkinlik
Arasindaki Fark

- Ayni1 sayida hedef enzim molekiilii iceren o6rnekler ayni
toplam enzim etkinligine sahip olabilir.
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- Ancak orneklerde bulunan diger proteinlerin miktar:,
hesaplanan 6zgiil etkinligin birbirinden farkli olmasina
neden olur.

- Daha az kirletici protein iceren o6rnekte hedef enzim
toplam proteinin daha buyilik bolimiini olusturur.

- Toplam etkinlik i1le 6zgiil etkinlik arasindaki bu fark
yandaki figiirde renkli bilyelerle gosterilmistir.
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Saflik Nasil Gosterilir?

- Figiirde kirmizi bilyeler hedef enzimi, diger renkler ise
kirletici proteinleri temsil eder.
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- Tki kapta ayn1 sayida kirmizi bilye bulundugundan toplam
etkinlik degerleri aynidir.

- Tkinci kapta toplam bilye sayis1 daha diigiik oldugundan
kirmizi bilyelerin toplam i¢cindeki orani daha ytiksektir.

- Bu nedenle ikinci kaptaki ornegin 6zgil etkinligi ve
protein saflig1 daha fazladir.
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Saflastirma Basamaklarinda
Etkinlik Nasil Degisir?

- Her saflastirma basamagindan sonra preparatin toplam etkinligi ve toplam
protein miktar: ol¢iiliir.
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- Ozgiil etkinlik, toplam etkinligin toplam protein miktarina oranlanmasiyla
hesaplanir.

- Saflagtirma ilerledikce hem toplam etkinlik hem de toplam protein miktari
genellikle azalir.
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Saflastirma Sirasinda Etkinlik Kaybi
Yasanabilir

- Toplam etkinlik, enzimin inaktivasyonu veya kromatografi materyalleriyle
gerl donlisimsiiz etkilesmesi nedeniyle azalabilir.
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- Saflastirma siirecindeki amac, hedef enzimin miimkiin oldugunca biiytik
bolimiini etkin durumda korumaktir.

- Basarili bir basamakta hedef olmayan protein kaybi, hedef enzimin etkinlik
kaybindan cok daha yiiksek olur.

- Boylece toplam etkinlik azalsa bile 6zgiil etkinlik artmaya devam eder.
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Bir Proteinin Saf Olduguna Nasil
Karar Verilir?

- Saflastirma ilerledikce 6zgiil etkinlik ylikselir ve enzim tamamen
saflastiginda sabit bir degere ulasir.
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- Elektroforez gibi yontemlerle yalnizca tek bir protein tiirti saptandiginda
preparat saf kabul edilebilir.

- Saflik degerlendirmesi, 6zgil etkinlik verileri ile proteinin fiziksel olarak
goriintilenmesini birlikte gerektirir.

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
2
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



KEnzim Olmayan Proteinler
Islevleriyle 1zlenebilir

- Enzim niteligi tasimayan proteinler icin hedef proteine 6zgi bagka 6l¢ciim
yontemlerinin gelistirilmesi gerekir.
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- Tasima proteinleri, tasinmasinda gorev aldiklar: molekiile baglanmalar:
lizerinden test edilebilir.

- Hormonlar ve toksinler, olusturduklari biyolojik etkiler dikkate alinarak
Olcilebilir.

- Ornegin baz1 hormonlarin etkinligi, kiiltiir ortamindaki belirli hiicrelerin
bliylimesini uyarma yetenekleriyle belirlenebilir.
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Her Protein Icin Uygun Bir Islevsel
Test Secilir

- Baz1 yapisal proteinler toplam doku kiitlesinin biiytiik bir bolimiuni
olusturdugundan kolayca taninabilir ve saflastirilabilir.
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- Diger proteinlerin takibi i¢cin ise hedef proteinin islevine uygun 6zel bir
fonksiyonel test gelistirilmelidir.

- Bu nedenle proteinleri saptamak ve miktarlarini belirlemek i¢cin kullanilan
yaklagsimlar, proteinlerin kendileri kadar cesitlidir.
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Protein Saflastirma Yapisal
Incelemenin Baslangicidir

- Bir proteinin saflastirilmasi, onun yapisini ve islevini ayrintili bicimde
incelemek icin baglangic olusturur.
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- Proteinleri enzim, hormon, yapisal protein veya antikor yapan o6zelliklerin
anlasilmasi amaclanair.

- Proteinler arasindaki en belirgin farkliliklar yapisaldir ve bu farkhiliklar
dogrudan gozle goriilemez.

- Bu nedenle protein yapisi, birbiriyle baglantili farklh karmasikhk diizeyler:
tizerinden incelenir.
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Protein Yapis1 Dort Duzeyde Ele
Alimir
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gmm - Protein yapisini tanimlamak i¢in bt tnsternary
O birincil, ikincil, tictineil ve dordiincil Prol Birmcture

g yapil olmak lizere dort diizey kullanilir. =\ Seoon - filary .

Thr structure structure

@ meszoe .. . . . o e e Asn
o0 - Bu yap1 diizeyleri, amino asit dizisinden [ e

&S cok alt birimli proteinlerin diizenine i a ‘?

== kadar uzanan kavramsal bir hiyerarsi - : —
:g olusturur. g:yﬂi / « Helix AN

- Proteinlerin dort farkl yap: diizeyi ve ‘e PR Assombled subunits
E aralarindaki iligkiler yandaki figiirde
gosterilmistir.
'\
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Birincil Yapi Amino Asit Dizisini
Tanimlar
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. . . . . Ami id Pol tide chai As i bid bunit:
polipeptitteki amino asit kalintilarinin = “ecue ARPESTEE R Wa e

1zledig1 dizidir.

. . . . . . . . . Primary
TN - Birincil yapi, polipeptit zincirindeki el Sudbernary
=) amino asit kalintilarini birbirine L Biptare
- .o .o - ASp " > V3
o baglayan biitiin kovalent baglari Ll \ Secondary ity
> > ) k ap sar. As; structure structure
m Val | P =
. - . .o . 157 L ”
S - Peptit baglar:1 ve varsa distilfit baglari Als a ‘?
E\ proteinin birincil yapisinin parcalaridir. | : | -
Gly
« Heli Y,
e Birincil sneml; v / Iy
. yapinin en énemli unsuru,
@ v
A
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Ikincil ve Uctinciil Yapi
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. . . . . Primary
1 - Ikincil yapi, amino asit kalintilarinin tiionil | Gasternary
Q diizenli ve tekrarlayan kararl yerel ol BERCEED
o . . . Asp » . y 3
(e diizenlenmelerini ifade eder. I\ Siconiins fiskiary
> Thr structure structure
@ scmen . ey . . . As
o0 - a-Heliks gibi yapilar, proteinlerin Val a — 2
. . . .o . L 2 : <
= ikincil yap1 6rnekleri arasinda yer alir. Al -
— o o - _:’: .
 — - Uclincil yapa, tek bir polipeptit e / o Helix |
D zincirinin li¢ boyutlu katlanmasinin Val W L
ve | oo . . . Amino acid Polypeptide chain Assembled subunits
biitliin yonlerini kapsar. sditiice
@ v
A
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Bazi proteinler, birbirinden ayr1 iki
veya daha fazla polipeptit zincirinden
olusur.

Bu proteinlerde alt birimlerin ¢
boyutlu diizenlenmesi dordiinciil yapi
olarak adlandirilir.

Dordiinciil yapi, onlarca veya binlerce
alt birim iceren karmasik protein
diizeneklerine kadar uzanabilir.

Hemoglobindeki alt birimlerin
olusturdugu dordiincil yap1 yandaki
figlirde gosterilmigtir.

Dorduincul Yap1 Alt Birimlerin
Diizenini Gosterir

Primary
structure
Pro|,
Ala|\
Asp
Lys
Thr
Asn

Secondary Tertiary
structure structure

Val | s 7

I "

Ala §

Ala :

Trp : ; b
Gly

Lys / « Helix
Val

Quaternary
structure

Amino acid Polypeptide chain
residues
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Assembled subunits
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Birincil Yap1 Protein Hakkinda
Temel Bilgiler Saglar

- Proteinlerin birincil yapilarindaki farkhliklar, yap1 ve islev iligkisini
anlamada 6zellikle bilgilendiricidir.
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- Her proteinin kendisine 6zgii bir amino asit dizisi bulunur.

- Bir proteinin birincil yapisi, onun kendine 6zgii lic boyutlu yapiya nasil
katlanacagini belirler.

- Olusan ti¢ boyutlu yap1 da proteinin biyolojik islevini belirleyen temel
etkendir.
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Her Protein Kendine Ozgii Bir Dizi
Tasir

- Escherichia coli hiicresi 3.000’den fazla farkl protein lretir.
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. Insanlarda yaklagik 25.000 gen, cok daha fazla sayida proteinin iiretimini
kodlar.

- Her protein, kendisine 6zgi bir amino asit dizisine ve bunun belirledigi ic¢
boyutlu yapiya sahiptir.

- Proteinin 6zgilin yapisi, hiicre icinde listlendigi 6zgilin islevle yakindan
1ligkilidir.
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Protein Islevi Amino Asit Dizisine
Baghdir

- Amino asit dizisi, proteinin li¢ boyutlu yapisini ve dolayisiyla biyolojik
1slevini belirleyen temel bilgiyi tasir.
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- Amino asit dizisindeki degisiklikler, proteinin yapisinin ve islevinin
degismesine neden olabilir.

- Protein diziler1 ile biyolojik islev arasindaki yakin iligki, farklh deneysel
gozlemlerle desteklenir.

- Bu iliskinin anlasilmasi, proteinlerin nasil calistigini aciklamanin temelini
olusturur.
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Dizi Degisiklikleri Protein Islevini
Bozabilir

- Farkli iglevlere sahip proteinler, her zaman birbirinden farkli amino asit
dizilerine sahiptir.
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- Genetik hastaliklardaki protein kusurlari, amino asit dizisinde meydana
gelen degisikliklerden kaynaklanabilir.

- Orak hiicreli anemide dizideki tek bir amino asidin degismesi protein
1slevini etkiler.

- Duchenne kas distrofisinde polipeptit zincirinin biiyiik bir béliminiin kayba,
kisa ve 1slevsiz bir proteinin olusmasina yol acar.
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Birincil Yapidaki Kictlik
Degisiklikler Islevi Etkileyebilir

- Bir proteinin birincil yapisindaki degisiklik, proteinin biyolojik igslevinde
degisime neden olabilir.
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. Iglevleri birbirine benzeyen farkl protein tiirleri, cogunlukla benzer amino
asit diziler1 tasir.

- Benzer dizilerin korunmasi, belirli amino asit kalintilarinin protein islevi
acisindan onemli oldugunu gosterir.

- Boylece amino asit dizilerinin karsilastirilmasi, proteinlerin islevsel
1ligkileri hakkinda bilgi saglar.
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Ubikitin Dizis1 Giclu Bicimde
Korunmustur

- Ubikitin, diger proteinlerin parcalanmasinin diizenlenmesinde gorev alan 76
amino asitlik bir proteindir.
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- Bocekler ve insanlar gibi ¢cok farkl tiirlerde ubikitinin amino asit dizisi
birbirinin aynidir.

- Ubikitin dizisinin gliclii bicimde korunmasi, amino asit sirasinin biyolojik
1slev acisindan 6nemini gésterir.

- Uzak akraba tiirlerde benzer proteinlerin genel biiyliklik ve dizi
bakimindan benzer kalmasi da bu iligkiyi destekler.
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Protein Dizileri Belirli Olciide
Degiskenlik Gosterebilir

- Bir proteinin amino asit dizisi, her konumda mutlak bicimde degismez
olmak zorunda degildir.
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- Insan proteinlerinin yaklagik %20—30’u, toplum i¢inde amino asit dizisi
varyantlari tasiyan polimorfik proteinlerdir.

- Bu varyasyonlarin cogu, proteinin islevi tizerinde ¢ok az etki olusturur veya
hi¢ etki gostermez.

- Benzer islevli proteinlerin genel biiytlikliik ve dizileri, uzak akraba tiirler
arasinda bile onemli 6l¢tide korunabilir.
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Protein Dizilerimin Kritik Bolgeleri
Korunur

- Amino asit dizisinin bazi bolgeleri, biyolojik islevi etkilemeden énemli 6l¢tide
degisebilir.
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- Buna karsilik proteinlerin cogunda, islev i¢in vazgecilmez olan kritik
bolgeler bulunur.

- Bu kritik bolgelerdeki amino asit dizileri giiclii bicimde korunma
egilimindedir.

- Dizinin korunmasi, birincil yapi ile ti¢c boyutlu yapi ve iglev arasindaki
1ligkiyi ortaya koyar.
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H, NH,

——
o ]
F

Protein Dizilerinin Belirlenmesinde

(Lehninger-Biochemistry)

L (X (X ‘I’al
1953 Bir Doniim Noktasidir D
L
T - James Watson ve Francis Crick, 1953 yilinda DNAnin cift Fi—vs—s—s—iﬁ
O sarmall1 yapisimi ortaya koymustur. i %e ib
o . w Val w His
=D  Onerilen yapi, bir genin tasidigr molekiiler bilginin hassas bicimde Liz ff‘l
o0 kopyalanabilmesini aciklamigtir. i,@ i]
g - Ayni1 y1l Frederick Sanger, s1g1r instiilininin polipeptit ﬂE] ﬁf‘
°§ zincirlerindeki amino asit dizisini belirlemistir. % il"i
- S1g1r inslilininin 1ki polipeptit zinciri ve distilfit baglar: yandaki i:T_S/S_i
P~ figlirde gosterilmistir. Ao ia
55 giirde gosterilmis 5oL
: .
A o b :
by &
r
- £
a0 _.ida
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Sigir Instilininin Birineil
Yapisi

- S1g1r insiilini A ve B olarak adlandirilan iki ayri polipeptit
zincirinden olusur.

- Bu zincirler, zincirler arasi distlfit baglariyla birbirine baglanir.
- A zincirinde ayrica zincir ic¢i bir disilfit bagi bulunur.

- S1g1r inslilininin amino asit dizisi ve disilfit baglarinin konumlari
yandaki figiirde gosterilmistir.
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A chain N, T
Gly ﬁm

Im t?

Val Asn
ém éh

5 ém ﬁh
éﬁ Jﬂu
{__éu——s——s——éﬁ
s Lh éb
é ém- ém
+m 10 %E

E u

im‘ t;
fﬂu ém
+w La

5 éh 18 ﬁu
leu lT

lh Jiu
Lm éd
*yr S————éys

20 (g)'s—S/ ) 1!"1}'
Lﬂl &m
éDD +m
Gly

ﬁhe

= Do

Tor

T

ﬁm

%@

g La

t0o

B chain
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Insilin Dizileri Turler
Arasinda Farklilasabilir -
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é}ln lJ-h
. é‘-}'s J_.Q'Ll
— - Insilinin A zinciri insan, domuz, kopek, tavsan ve ispermecet Fé-ﬁ—s—s—éfs
3 . . o o . s .-L.la (E]y
O balinasinda birbirinin aynidir. I %e i
o . i Val 10 is
= - Inek, domuz, kopek, keci ve at insiilinlerinin B zincirleri de ayni iz ilr“l
(o= amino asit dizisini tagir. i& JLI
g - Bu durum, islevsel bir proteinin dizisinin farkl tiirlerde biiytlik ﬂE] ﬁf‘
°§ olctide korunabildigini gosterir. % Jl:
o n Val
- Tirler arasindaki bu benzerlik, amino asit dizisi ile protein islevi i;’“"_s/s_i

0 arasindaki yakin iliskiyi destekler. is ‘t )

R =

e P

- £

s

- £
0 Ala
too
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DNA Dizisi 1le Protein Dizisi
Arasinda Baglanti Kurulur

- Baslangicta bir polipeptidin amino asit dizisini belirleyen yapinin bir
nikleotit dizisi olabilecegi diisiintilmiistiir.
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- DNA’daki niikleotit dizisi ile proteinlerdeki amino asit dizisinin birbiriyle
1ligkili oldugu kisa siirede anlasilmigstir.

- Genetik kodun aciklanmasiyla DNA dizisindeki bilginin protein dizisine
nasil aktarildig: ortaya konulmustur.

- Boylece bircok proteinin amino asit dizisi, 1lgili genin DNA dizisinden
dolayli olarak belirlenebilir hale gelmistir.
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Genom Dizileme Protein Dizilerine
Hizli Erisim Saglar

- Glinlimuzde ¢cok sayida protein dizisi, genomik veri tabanlarindaki DNA
dizilerinden tiretilir.
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- Protein kimyasindaki modern yontemler, geleneksel polipeptit dizileme
yaklagimlarina gore daha hizli sonuc verebilir.

- Bununla birlikte geleneksel dizileme, protein sentezinden sonra olusan
kimyasal degisiklikleri dogrudan gosterebilir.

- Kimyasal protein dizileme ile yeni yontemler, protein dizisine ulasmak i¢in
birbirini tamamlayan bilgiler saglar.
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Kimyasal Dizileme Yeni Yontemleri
Tamamlar

- Gen dizisinden tiretilen bilgi, proteinin amino asit dizisine ulagsmak i¢in
onemli bir yol sunar.
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- Ancak DNA dizisi, protein sentezi sonrasinda amino asit kalintilarinda
gerceklesen degisiklikleri dogrudan gostermez.

- Geleneksel polipeptit dizileme yontemleri, bu degisikliklerin protein
tizerindeki gercek konumlarini ortaya cikarabilir.

- Birden fazla yaklasimin birlikte kullanilmasi, amino asit dizisi verilerinin
dogrulugunu artirir.
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Kisa Polipeptitler Otomatik
Yontemlerle Dizilenebilir
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— - Proteinlerin birincil yapisini incelemek
o 1cin amino-terminal kalintinin
. . . Polypeptide NO, NO.
— 1saretlenmesini ve tanimlanmasin )
— saglayan yontemler gelistirilmigtir. SL_ LA o,
b . . . \‘-lx o - N: & HC R,_N_E N E::i";'m Identify amino-terminal
- Frederick Sanger, amino-terminal @ L lo,.  acds reskduoof polypopide
g amino asidi belirlemek i¢in 1-floro-2,4- 2 Disitz- Hix 2.4 Diniirophony!
—N dinitrobenzen reaktifini gelistirmistir. i of amino-torminal
— E
o | - Dansil klortir ve dabsil kloriir gibi
baska reaktifler de amino-terminal » ~ 7 ™
. . " phenylisothio- y
o = kalintilarin isaretlenmesinde { Tomm 0 i
ey e i — C N
m kullanllablllr. !! ,/H: N o \ l%f' s=c" “c—0 Identify amino-terminal E
(h) >~ Ir“cCH w C—CH H HN—&H re.sidl_.le_;. purify _B.ﬂd recycle =
. . . - o Nbeo | : :ﬁﬂiﬁnﬁgdp;igdemﬁggmm o
A - Amino-terminal amino asidin Glu, | Anilinothissolinone  Phenylthiohydantoin e g
. . . . | derivative of amino derivative of amino ]
belirlenmesine yonelik temel R—#H | acid residue acid rosidue £
. o .e C=0 "\ N
yaklagimlar yandaki figlirde ¢ NP :
. R . . H, \—C— N O Shor_tened Q
gosterilmistir. PR st R et .
ol
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Sanger Yontemi Amino-Terminal

Kalintiy1 Belirle

- Sanger yonteminde FDNB,
polipeptidin amino-terminalindeki
serbest amino grubuyla tepkimeye
girer.

- Isaretlenen polipeptit daha sonra 6
M HCI ile kendisini olusturan amino
asitlere kadar hidroliz edilir.

- Amino-terminal kalintinin
dinitrofenil tiirevi diger amino
asitlerden ayrilarak tanimlanir.

- Bu yontemin temel tepkime
basamaklar: Figilir a’da
gosterilmistir.

r

Polypeptide N0, NO,
el -
( ] FONE ~ “NOD. ~# “NO,
Y o, NH NH
A R’—{]JH & u HCI R—CH N E::ifm Identify amino-terminal
(a) ; residue of polypeptide.
L 00~ acids
2,4-Dinitro- H_‘k 2.4-Dinitrophenyl
phenyl . é derivative
derivative R*—CH of amino-terminal
of polypeptide é:o residue
" phenylisothio- NH T | l
N cyanate | NH e
s ,/ Ilﬂ:-J o \ 7 X "=r| =i Identify amino-terminal
(b) S~ g SRUOOM e cH TS R residue; purify and recycle
OH N _é_o II Cﬁﬁ \R' : remaining peptide fragment
—] - through Edman process.
“*NH, | Anilinothiazolinone Phenylthichydantoin
2_‘% | derivative of amino derivative of amino
R |'H | acid residue acid residue
C=0 "\
E \_ $E ]|1!:
+ Shortened
N—C—O—N—C—0 .
HzN—C i N—C lﬁ‘/‘\/‘\ peptide
PTC adduct H & H H &
Bektas Tepe
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Sanger Yonteminin Siirliliklari

- Kuvvetli asit hidrolizi polipeptit zincirini biitiintiyle parcaladigi icin islem
yalnizca amino-terminal kalintiy1 belirler.
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- Bu yontem kullanilarak polipeptit dizisinin amino-terminalden sonraki
bolimi dogrudan okunamaz.

- Buna karsilik yontemin tekrarlanmasi, saflagtirilmig bir proteindeki farkl
polipeptit zincirlerinin sayisini gosterebilir.

- Insiilinde fenilalanin ve glisinin igaretlenmesi, proteinin iki farkli amino-
terminal uc tasidigini ortaya koyar.
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Floresan Reaktifler Duyarliligi
Artirir

- Dansil kloriir ve dabsil kloriir, amino-terminal amino asitleri isaretlemek
icin kullanilan alternatif reaktiflerdir.
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- Bu reaktiflerin olusturdugu tiirevler giiclii floresans gosterdigi icin kolayca
saptanabilir.

- Yiuksek duyarhlik, cok az miktardaki protein 6rneginde amino-terminal
kalintinin belirlenmesini kolaylastirir.

- Ancak polipeptidin tamamini dizilemek i¢cin amino-terminal kalintinin
ardisik bicimde uzaklastirilmasi gerekir.
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Edman Yikimi Dizinin Ardisik
Okunmasini Saglar

- Pehr Edman tarafindan gelistirilen
yontem, polipeptidin amino-terminal
kalintisini isaretleyip uzaklastirir.

- Tlk olarak amino-terminal amino
asit, hafif alkali kogullarda
fenilizotiyosiyanatla tepkimeye
girer.

- Tepkime sonucunda
feniltiyokarbamoil tiirevi olusurken
polipeptit zincirindeki diger baglar
korunur.

- Edman yikiminin kimyasal
basamaklar: figlir b’de
gosterilmistir.

Polypeptide N0, NO,
N0
N NH NH F
g Tee
. \‘-—-—,\ R’—{]JH _BuHO, R'—é‘-H + amino
a ;
L 00~ acids
2,4-Dinitro- H_‘k 2.4-Dinitrophenyl
phenyl . é derivative
derivative R*—CH of amino-terminal
of polypeptide é:o residue
[ ",_._T::ﬁ.‘- o
" phenylisothio- NH T | l
N cyanate | NH e
'Il ’=| = Cog N
(b) ,L.—J.R'-—?H CFCO0H c—CH I S
OH
\‘--.c=0 | dc? R! !
r-:IL'H2 | Anilinothiazolinone Phenylthichydantoin
R”—E‘H | derivative of amino derivative of amino
K | acid residue acid residue
C=0 "\
E \_ $E ]|1!:
+ Shortened
N—C——N—C—( .
HzN—C i N—C lﬁ‘/‘\/‘\ peptide
PTC adduct H & H H &
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[dentify amino-terminal
residue of polypeptide.

[dentify amino-terminal
residue; purify and recycle
remaining peptide fragment
through Edman process.
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Edman Déngiisiinde Ik Kalint1

Uzaklastirihir

- Olusan feniltiyokarbamoil tiirevi,
susuz trifluoroasetik asit
kullanilarak polipeptit zincirinden
ayrilir.

- Bu sirada yalnizca amino-
terminaldeki 11k peptit bagi
parcalanir.

- Serbest kalan tirev, kararh bir
feniltiyohidantoin tiirevine
donustirilerek tanimlanir.

- Geriye amino-terminal ucundan bir
kalint1 kisalmis ancak diger peptit
baglari korunmusg bir zincir kalir.

Polypeptide N0, NO,
el -
:‘ ] FDNE ~#“No, ~# “No,
e NH NH
A R’—{]JH & u HCI R'—é‘-[-l N E::ifm Identify amino-terminal
(@) : residue of polypeptide.
L 00~ acids
2,4-Dinitro- H_‘k 2.4-Dinitrophenyl
phenyl . é derivative
derivative R*—CH of amino-terminal
of polypeptide é:o residue
" phenylisothio- NH T | l
N cyanate | NH e
s ,/ Ilﬂ:-J o \ 7 X "=r| =i Identify amino-terminal
(b) S~ g SRUOOM e cH TS R residue; purify and recycle
OH N | Cﬁﬁ \R' : remaining peptide fragment
(_'?_0 | through Edman process.
“*NH, | Anilinothiazolinone Phenylthichydantoin
2_‘% | derivative of amino derivative of amino
R |'H | acid residue acid residue
C=0 "\
E \_ $E ]|1!:
+ Shortened
N—C—O—N—C—0 .
HzN—C i N—C lﬁ‘/‘\/‘\ peptide
PTC adduct H & H H &
Bektas Tepe
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Edman Yikimi Tekrarlanan Bir

Surectir

B
~
+
wn
.-
g
)]
<
Q
@]
Do
-
o
)
an
=
o
=
<
Q
—
~—

—R - Ilk amino asit uzaklastirildiginda
Q yenl bir amino-terminal kalint1 aciga Polsaptido o o
(o= cikar. \
@ sz . '\\"’J NO, NH NH Free  fgans —
o0 - Ayni igsaretleme, ayirma ve @ S g SO mdn o aming M amnetemne
. = 00~
S tanimlama basamaklar: yeni kalinti 2Distr- HE& 24 Dinirophens
E\ uzerinde yeniden uygulanir. orvative of amino-torminal
. - Dongtiler tekrarlanarak polipeptidin [
amino asit dizisl amino-terminal L ey TT‘ e )
Q@ === . . N cyanate . 7 g
laa) uctan itibaren okunur. : par - N I =
\.\ I J— -'“\ }* N "“'=ri =0 Idepnfy am1_rm—termmal ol
S N =
A Edman iSIQminin her dﬁngﬁSﬁnde (:_IT::J I| Ani][nothia,::linone Phen)’lthiohy::iantnin throngh Fdman process. g
aciga cikan amino asit tirevleri R i e e
. = Y . . .
ayrilir, tanimlanir ve miktarlar: ¢ o E Shorena =
kaydedﬂlr PTC adduct H E H H @ peptide ;%
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Otomatik Dizilemenin Verimliligi
Sonucu Belirler

- Edman yikiminda dogru bicimde dizilenebilecek polipeptit uzunlugu, her
kimyasal basamagin verimliligine baglidir.
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- Her dongiide tam olarak uzaklastirilamayan kalintilar, sonraki dongiilerde
arka plan sinyalinin artmasina yol acar.

- Bu birikim, belirli bir noktadan sonra siradaki amino asidin giivenilir
bicimde tanimlanmasini engelleyebilir.

- Bu nedenle dizileme veriminin yliksek olmasi, uzun ve dogru amino asit
dizileri elde etmek i¢in zorunludur.
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Dongu Verimindek: Kiiciik Kayiplar
Birikir
- Her dongtlide %97 verimle calisan bir yontemde uzaklastirilamayan

kalintilar giderek birikir.
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- Glisin—Pro—Lizin dizisinde ilk dongliden sonra molekiillerin %3’ amino-
terminalde glisin tasimayi strdurir.

- Tkinci déngiiden sonra 6rnekte amino-terminali glisin veya prolin olan farkl
zincirler birlikte bulunur.

- Onceki dongiilerden kalan kalintilar arka plani artirarak dizinin
1zlenmesini giderek gticlestirir.
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Modern Dizileme Daha Yuksek
Verim Saglar

- Modern dizileme cihazlari her dongide %99’dan daha yliksek verimlilik
saglayabilir.
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- Bu verimlilik, 50’den fazla ardisik amino asidin dogru bicimde
belirlenmesine imkan verir.

- Polipeptit dizileme otomatik hale getirildiginden kisa proteinler oldukca
hizli bicimde analiz edilebilir.

- Sanger ve calisma arkadaslarinin yillar icinde belirledigi instilin dizisi,
glinimiizde dogrudan dizilemeyle kisa siirede ¢oziilebilir.
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Buyuk Proteinler Daha Kiclik
Parcalara Ayrilmalidir

- Polipeptit uzunlugu arttikca amino asit dizilemesinin genel dogrulugu
azalir.
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- Biylk proteinler, etkin bicimde dizilenebilecek daha kiiclik parcalara
ayrilmalidir.

- Oncelikle protein tek tek polipeptit zincirlerine ayrilir ve varsa disiilfit
baglari parcalanir.

- Elde edilen her parca saflagtirilir ve daha sonra Edman yontemiyle ayr1 ayri
dizilenir.
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Parcalarin Protein Icindeki Sirasi
Yeniden Kurulur

- Ayr ayr1 dizilenen parcalarin 6zgilin polipeptit zincirindeki siralari
belirlenmelidir.
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- Parcalarin birbiriyle ortiisen dizileri, 6zgiin zincirdeki yerlerinin
bulunmasina yardimeci olur.

- Ayrica protein icindeki disilfit baglarinin hangi sistein kalintilari arasinda
kuruldugu belirlenir.

- Boylece parcalanmis zincirlerden proteinin biitiin birincil yapis1 yeniden
olusturulur.
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Dizilemeden Once Disiilfit Baglari
Parcalanir
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e - Distilfit baglari, polipeptit N Dlgsee
o zincirlerinin birbirinden CHASH NH 0=
o ayrilmasini ve dizileme islemini (HOH e e
o °7 CHOH —
engelleyebilir. |
— CH,SH
® S—— o . . Dithiothreitol (DTT)
(aa - Sistin kalintisi, Edman islemiyle
g peptit bagi pargalandlktan sonra
— baska bir zincire baglh kalabilir. N e
- | | | B
e v o HC—CH,—S—0~ ~0—S—CH,—CH HC—CH,—SH HS—CH,—CH
- - Bu nedenle distilfit baglari, o b R R n
polipeptit zinciri dizilenmeden iy Cysteie acid 4 o o
Y once indirgenerek Lodu‘:g;tm
(e rcal . - S
parcalanmalidir U o 5
[ - -
R, o 1C—CHy—S—CI,—C00~  ~00C—CI,—S—CIL,—CH W
A - Disulfit baglarini kirma ve o uh ki
yeniden olusmalarini énleme A Acetylated RS 3
yaklasimlari yandaki figtirde residues =
gosterilmistir. =§
ol
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Polipeptit Zinciri Ozgiil Noktalardan
Kesilebilir

- Biytlk polipeptit zincirlerinin kiiciik parcalara ayrilmasi icin cesitli
yontemler kullanilabilir.
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- Proteaz olarak adlandirilan enzimler, proteinlerdeki peptit baglarinin
hidrolizini katalizler.

- Baz1 proteazlar yalnizca belirli amino asit kalintilarinin yanindaki peptit
baglarini parcalar.

- Proteazlarin kesim ozgtlliikleri, polipeptitlerin éngorilebilir ve yeniden
olusturulabilir bicimde parcalanmasini saglar.
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Kesim Yontemler: Birbirini
Tamamlar

- Polipeptit zincirler: enzimlerin yaninda belirli kimyasal reaktifler
kullanilarak da parcalanabilir.
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- Bazi1 kimyasal reaktifler, belirli amino asit kalintilarinin komgulugundaki
peptit baglarini secici bicimde keser.

- Farkli kesim yontemleri, 6zgiin diziyi yeniden kurmak icin gerekli 6rtiisen
peptit parcalarini olusturabilir.
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Disiilfit Baglar1 Dizilemeden Once
Acilmalidir
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Disulfide bond

T - Disulfit baglari, polipeptit — ENH epiner =
. . . . . . . N QS =\
(=) zincirlerinin birbirinden Lo HC—CH, 88 CH,—
(e ayrilmasini ve amino asit r:,-HOH -
> .« . o« e . o« e CH,SH
o = d}.zﬂempl.n belirlenmesini .
(- glclestirir.
< . . . .
== - Bu baglarin dizileme 6ncesinde o e
| — . . .. | | ’ | .
- = kirilmasi 1¢1Nn yukseltgenme H("i—CHg—%—O’ ~O—5—CH—CH HG—CH—SH HS—CHy—CH
o . . . ey . l .
veya indirgenme temelli 1ki T et c=0 HN
v Cystglc acid j‘j Ifr— o
- farkli yaklagim kullanilabilir. residucs Jd‘;}z
(aa) - 5
- Her 1ki yaklasim da sistin 1 _ 0=¢ —
.. St e o 1C—CHy—S—CI,—C00~  ~00C—CI,—S—CIL,—CH W
A 1cindeki distilfit bagini ortadan bo k g
kaldirarak bagli polipeptit o Acetylated H &
bolgelerini birbirinden ayirir. resnes S
o
<
ol
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Pertformik Asitle Yiikseltgenme

- Sistin kalintis1 performik asitle
yikseltgendiginde distilfit bag:
kirilir ve 1ki sisteik asit kalintisi
olusur.

- Bu yiikseltgenme, sisteinin
kiikiirt iceren yan zincirini geri
doniisimsiiz bicimde degigtirir.

- Boylece ayrilan polipeptit
zincirlerl arasinda disulfit
baginin yeniden kurulmasi
onlenir.

- Performik asitle
yikseltgenmenin kimyasal
sonucu yandaki figiiriin sol
kolunda gorilmektedir.

Disulfide bond

Cl‘,HQSH
CHOH

|
CHOH

|
CH,SH

Dithiothreitol (DTT)

ﬁj (cystine) _IJ

NH O0=C

HC—CH,—S—S—CH,— (|‘H

0 | | O:(|‘,
—%—O’ ’O—E—CHQ—("H HLF—CHZ—SH HS—CH2—(|‘,H
0} O HN Cc=0 HN
Cysteic acid
residues acetylation
by
iodoacetate
L
I‘lJH 0=C
Hﬁ!—CHZ—S—CHZ—COO* *OOC—CHZ—S—CHQ—?H
C=0 HN
Acet_vltﬂted jﬂl

cystelne
residues

Bektas Tepe
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Ditiyotreitol ile Indirgenme
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. Disiilfit baglar ditiyotreitol o s

CH,SH NH 0—=C
veya B-merkaptoetanol 2 e

CHOH

H;,—S—5—CH,—CH

f )
—
Q
— . . - I \
o kullanilarak indirgenebilir. enon =
p— CH,SH
© m— - . . . Dithiothreitol (DTT)
o0 - Indirgenme sonucunda sistin,
&S serbest —SH gruplari tasiyan
=== 1ki sistein kalintisina dontustr. o e
- | | | B
. — . “q - H("’—CHQ—%—O’ ’O—E—CHz—Cl‘fH HLF—CHZ—SH HS—CH2—C|‘,H
. - Serbest siilfhidril gruplar: daha Fal 0  HN =0 HN
. Cysteic acid
Sonra 1y0doasetat1a Are":s:idues J{acetﬁlation
R . . M . ioduagetate
on asetillenerek yeniden disiilfit L .
- . - Ay
bag1 olusturmalar1 engellenir. l‘fH _ 0=¢ =
& HL|J—CH2—S—UH2—COO* *OOC—CHZ—S—CHQ—?H -
<
. . C=0 HN T
- Indirgenme ve ardindan = Actylted RS 3
gerceklestirilen asetilleme residucs =
basamaklari yandaki figiirde £
gosterilmistir.
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Polipeptitler Ozgiil Kesim
Yontemleriyle Parcalanir

- Uzun polipeptit zincirleri, dizilemeye uygun daha kiiciik peptit parcalarina
ayrilabilir.
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- Enzimsel ve kimyasal kesim yontemleri, belirli amino asit kalintilarinin
yakinindaki peptit baglarini hedefler.

- Her kesim yontemi, kendisine 6zgi bir peptit parcasi oriintiisi olusturur.
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Tripsin Bazik Kalintilarin Ardindan
Kesim Yapar

- Tripsin, yalnizca lizin veya arginin kalintilarinin katkida bulundugu peptit
baglarinin hidrolizini katalizler.
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- Kesim, polipeptit dizisinin uzunlugundan veya amino asit kalintilarinin
genel dagilimindan bagimsizdir.

- Tripsin, lizin ve arginin kalintilarinin karboksil tarafindaki peptit baglarin
parcalar.
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Tripsin Parcalarinin Sayisi
Ongorilebilir

- Tripsin kesimiyle olusacak kiiciik peptitlerin sayisi, proteindeki lizin ve
arginin kalintilarinin sayisindan tahmin edilebilir.
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- Bu kalintilarin 6zgilin polipeptit dizisindeki sayisi, saglam proteinin
hidroliziyle belirlenen amino asit bilesiminden 6grenilir.

- Lizin veya arginin icermeyen kiicliik peptit parcalar: da tripsin kesimi
sonucunda ortaya cikabilir.

- Tripsinle elde edilen parcalar, kromatografik veya elektroforetik
yontemlerle birbirinden ayrilir.
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Tripsin Parcalarinin Uclarinda
Belirlh Kalintilar Bulunur

- Tripsinle olusturulan peptitlerin biri disinda tiimii karboksil-terminal
uclarinda lizin veya arginin tasir.
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- Bu 6zellik, tripsin parcalarinin 6zgiin polipeptit zinciri icinde siralanmasina
yardimec olur.

- Ayrilan her tripsin parcasi, Edman yikimi veya kimyasal yontemlerle ayri
ayri dizilenir.

- Boylece uzun bir polipeptidin daha kiiclik ve yonetilebilir boliimlerine ait
diziler elde edilir.
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Proteazlarin Kesim Ozgilliikleri
Birbirinden Farklidir

- Submaksillar bez proteazi arginin, endoproteinaz Lys-C ise lizin
kalintilarinin karboksil tarafinda kesim yapar.

B
~
+
wn
.-
g
)]
<
Q
@]
Do
-
o
)
on
=
o
=
<
Q
—
~—

- Kimotripsin fenilalanin, triptofan ve tirozin kalintilarinin karboksil
tarafindaki baglari parcalar.

- Staphylococcus aureus V8 proteazi aspartat ve glutamatin karboksil
tarafinda kesim gerceklestirir.
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Bazi1 Proteazlar Amino-Terminal
Taraftan Keser

- Asp-N proteazi aspartat ve glutamat kalintilarinin amino-terminal
tarafindaki peptit baglarini parcalar.
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- Pepsin 16sin, fenilalanin, triptofan ve tirozin kalintilarinin amino-terminal
tarafinda kesim yapar.

- Ayni1 amino asitler: hedefleyen yontemler, kesimin gerceklegtig: taraf
bakimindan birbirinden ayrilabilir.
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Siyanojen Bromir Kimyasal Kesim
Saglar

- Polipeptit zincirleri proteazlarin yaninda siyanojen bromitr gibi kimyasal
reaktiflerle de parcalanabilir.
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- Siyanojen bromiir yalnizca metiyoninin karboksil grubunun katkida
bulundugu peptit baglarini keser.

- Boylece metiyonin kalintilarinin karboksil tarafinda 6zgiil peptit parcalar:
olusturulur.
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Peptit Parcalarinin Ozgiin Sirasi
Belirlenmelidir

- Tripsinle elde edilen parcalarin dizilenmesi, 6zgiin polipeptitteki siralarini
tek basina gostermeyebilir.
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- Bu nedenle ayni proteinin bagka bir 6rnegi, tripsinden farkli noktalarda
kesim yapan ikinci bir yontemle parcalanir.

. Tkinci kesimden elde edilen parcalar da ayrilir ve daha sonra ayr:i ayr
dizilenir.

. Tki farkli yontemin olusturdugu peptit dizileri karsilagtirilarak 6zgin
zincirdeki siralar: arastirilir.
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Ortiisen Diziler
Peptitler: Birbirine
Baglar

- Farkli kesim yontemleriyle olusturulan
bazi peptitler, ilk yontemle elde edilen
parcalarin sinirlarini asan diziler tasir.

- Bu ortiisen peptitler, 11k kesimden elde
edilen parcalar arasinda dizisel
sureklilik kurulmasini saglar.

- Amino-terminal amino asidin énceden
belirlenmesi, hangi parcanin zincirin
baslangicinda bulundugunu gosterir.

- Peptitlerin 6rtisen dizilerle
siralanmasi yandaki figiirde 6rnek bir
polipeptit izerinden aciklanmaktadir.

g— S Procedure

hydrolyze; separate
amino acids

Polypeptide

react with FDNB; hydrolyze;
\___ separate amino acids

reduce
dizulfide
bonds (if present)

SH
5 3

cleave with trypsin;
separate fragments; sequence
. by Edman degradation

cleave with cyanogen

QEEgOR

Result
5 H 2 R 1
2 I 3 S 2
4 K 2 T 1
2 L 2 V1
1 M 2 Y 2
3 P 3

2,4-Dinitrophenylglutamate

detected

| GASMALIK

EGAAYHDFEPIDFR
DCVHSD

YLIACGPMTK

Conclusion

Polypeptide has 38

amino acid residues. Tryp-

sin will cleave three times
(at one R (Arg) and two

K (Lys)) to give four frag-
ments. Cyanogen bromide
will cleave at two

M (Met) to give three
fragments.

E (Glu) is amino-
terminal residue.

T-Z/placed at amino

terminus because it
begins with E (Glu).

\T-3)placed at carboxyl

terminus because it
does not end with
R (Arg) or K (Lys).

EGAAYHDFEPIDPRGASM  (C-3) overlaps with

bromide; separate fmgments:_ i, - ;
\__ sequence by Edman degradation t’:f--é\_f- TKDCVHSD '-[-_ ] and -[-__}.:I‘ allowing
= them to be ordered.
C-3) ALIKYLIACGPM
establish 2) (T-1) (T-3)
\_ sequence — - -
- Amino | J I I I Ca rboxyl
. EGAAYHDFEPIDPRGASMALIKYLIACGPMTEDCVHSD .
terminus | 1l | terminus
@) ) =

Bektas Tepe
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[1k Yapisal
Bilgiler

- Ornek polipeptit hidroliz edildiginde
38 amino asit kalintisindan olustugu
belirlenir.

- Amino asit bilesimi, dizide ii¢ arginin,
1ki lizin ve 1ki methionin bulundugunu
gosterir.

- FDNB ile gerceklestirilen amino-
terminal analizi, glutamatin zincirin
11k kalintis1 oldugunu ortaya cikarir.

- Bu baslangic bilgileri, daha sonra
olusturulan peptit parcalarinin dogru
bicimde siralanmasini saglar.

g— S Procedure

.
~

hydrolyze; separate
amino acids

Polypeptide

react with FDNB; hydrolyze;
\___ separate amino acids

reduce
dizulfide
bonds (if present)

SH
5 3

cleave with trypsin;
separate fragments; sequence
. by Edman degradation

cleave with cyanogen
bromide; separate fragments;
. sequence by Edman degradation

establish

Result
A5 H 2 R 1
C 2 I 3 S 2
D 4 K 2 T 1
E 2 L 2 V1
F 1 M 2 Y 2
G 3 P 3

2,4-Dinitrophenylglutamate
detected

(T-1) GASMALIK
(T.9) EGAAYHDFEPIDPR
(1-3) DCVHSD

\]4 YLIACGPMTK

EGAAYHDFEPIDPRGASM
TEDCVHSD

(C-9) ALIKYLIACGPM

(1-2) (T-1) (T-4)

Conclusion

Polypeptide has 38

amino acid residues. Tryp-

sin will cleave three times
(at one R (Arg) and two

K (Lys)) to give four frag-
ments. Cyanogen bromide
will cleave at two

M (Met) to give three
fragments.

E (Glu) is amino-
terminal residue.

[_j placed at amino

terminus because it
begins with E (Glu).

(T-3) placed at carboxyl

terminus because it
does not end with
R (Arg) or K (Lys).

\CE: overlaps with

Z/'.[.'—.-l‘:' and [ --—-1\_]. allowing

\t'h:a:m to be ordered.

(1-3)

\_ sequence

Amino
terminus |

EGAAYHDFEPIDPRGASMALIKYLIACGPMTEDCVHSD Carboxyl
| T

| terminus

Bektas Tepe
gezimania_tr
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Tripsin ve Siyanojen
Bromiur Farkl Parcalar
Olusturur

- Yandaki figlirde tripsin, bir arginin ve
1ki lizin kalintisinda ti¢c kesim yaparak
dort peptit olusturur.

- Siyanojen bromir ise i1ki methionin
kalintisinda kesim yaparak ti¢ farkh
peptit meydana getirir.

- Her 1ki yontemle elde edilen peptitler
ayrilir ve Edman yikimiyla ayri ayr:
dizilenir.

- Farkli kesim trtnlerinin
karsilastirilmasi, 6zgiin polipeptit
dizisinin yeniden kurulmasini saglar.

\_ sequence

g- S Procedure

hydrolyze; separate
amino acids

Polypeptide

react with FDNB; hydrolyze;

. separate amino acids

reduce
dizulfide
bonds (if present)

SH
5 3

cleave with trypsin;
separate fragments; sequence

M by Edman degradation

cleave with cyanogen
bromide; separate fragments;

\__ sequence by Edman degradation

establish

QEEgOR

Result
5 H 2 R 1
2 I 3 S 2
4 K 2 T 1
2 L 2 V1
1 M 2 Y 2
3 P 3

2,4-Dinitrophenylglutamate

(1-1)

detected

GASMALIK

"2) EGAAYHDFEPIDPR

DCVHSD

YLIACGPMTK

EGAAYHDFEPIDPRGASM
TEDCVHSD

ALIKYLIACGPM

(1-1) (1-4)

Conclusion

Polypeptide has 38

amino acid residues. Tryp-

sin will cleave three times
(at one R (Arg) and two

K (Lys)) to give four frag-
ments. Cyanogen bromide
will cleave at two

M (Met) to give three
fragments.

E (Glu) is amino-
terminal residue.

[_j placed at amino

terminus because it
begins with E (Glu).

(T-3) placed at carboxyl

terminus because it
does not end with
R (Arg) or K (Lys).

\CE: overlaps with

Z/'.[.'—.-l‘:' and [ --—-1\_]. allowing

\t'h:a:m to be ordered.

(1-3)

Amino
terminus |

EGAAYHDFEPIDPRGASMALIKYLIACGPMTEDCVHSD Carboxyl
| T

| terminus

Bektas Tepe
gezimania_tr
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Ortiisen Peptitlerle
Tam Diz1 Kurulur

Amino-terminali glutamatla baslayan

g— S Procedure

hydrolyze; separate
amino acids

Polypeptide

i utamatia bag aya | S
tripsin parcasi, polipeptit zincirinin ilk e

bolimu olarak konumlandirilir.

- Karboksil ucunda lizin veya arginin
tasimayan tripsin parcasi, zincirin
sonuna yerlestirilir.

- Siyanojen bromiir parcalari, tripsin
parcalariyla ortiiserek aralarindaki
dogru baglantilar: ortaya cikarir.

- Yandaki figlirtin alt boliimiinde
ortisen parcalar kullanilarak
olusturulan tam amino asit dizisi
gosterilmistir.

bonds (if present)

SH
5 3

cleave with trypsin;
separate fragments; sequence
. by Edman degradation

cleave with cyanogen
bromide; separate fragments;
. sequence by Edman degradation

establish

Result
A5 H 2 R 1
C 2 I 3 S 2
D 4 K 2 T 1
E 2 L 2 V1
F 1 M 2 Y 2
G 3 P 3

2,4-Dinitrophenylglutamate
detected

(T-1) GASMALIK
'T-9) EGAAYHDFEPIDPR
(1.3 DCVHSD

\T-4) YLIACGPMTK

EGAAYHDFEPIDPRGASM
TEDCVHSD

(C-9) ALIKYLIACGPM

(r-9) (T-1) T-4)

Conclusion

Polypeptide has 38

amino acid residues. Tryp-

sin will cleave three times
(at one R (Arg) and two

K (Lys)) to give four frag-
ments. Cyanogen bromide
will cleave at two

M (Met) to give three
fragments.

E (Glu) is amino-
terminal residue.

T-Z/placed at amino

terminus because it
begins with E (Glu).

\T-3)placed at carboxyl

terminus because it
does not end with
R (Arg) or K (Lys).

\CE‘: overlaps with

"[.'—-l: and '['--—1_:'. allowing

th'e;m to be ordered.

(' T-3)

\_ sequence

Amino

| - .
EGAAYHDFEPIDPRGASMALI

Il
KYLIACGPMTEDCVHSD
[ER T

I Ca rboxyl

terminus | | terminus
TN N Y
(C-1) \C-3) C-2)

Bektas Tepe
gezimania_tr
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Yetersiz Ortiisme Yeni
Bir Kesim Yontemi
Gerektirir

- Ikinci kesim yéntemi ilk parcalar
arasinda yeterli ortiisme saglamazsa
buitiin dizinin sirasi giivenilir bicimde
kurulamaz.

- Boyle bir durumda farkl kesim
ozgulligiine sahip ticlinci bir enzim
veya kimyasal reaktif kullanilabilir.

- Gerekirse dordincii bir kesim
yontemiyle yeni ve ortiisen peptit
parcalari elde edilir.

- Yeterli ortiisme saglandiginda
parcalarin 6zgin polipeptit icindeki
siras1 kesin olarak belirlenebilir.

g- S Procedure

hydrolyze; separate
amino acids

Polypeptide

react with FDNB; hydrolyze;
\___ separate amino acids

reduce
dizulfide

bonds (if present)

SH
5 3

cleave with trypsin;
separate fragments; sequence
. by Edman degradation

cleave with cyanogen
bromide; separate fragments;

\__ sequence by Edman degradation

Result
A5 H 2 R 1
C 2 I 3 S 2
D 4 K 2 T 1
E 2 L 2 V1
F 1 M 2 Y 2
G 3 P 3

2,4-Dinitrophenylglutamate
detected

(T-1) GASMALIK
'T-9) EGAAYHDFEPIDPR
(1.3 DCVHSD

\T-4) YLIACGPMTK

(C-3) TKDCVHSD

(C-3 ALIKYLIACGPM

(T-2) (T-1)

Conclusion

Polypeptide has 38

amino acid residues. Tryp-

sin will cleave three times
(at one R (Arg) and two

K (Lys)) to give four frag-
ments. Cyanogen bromide
will cleave at two

M (Met) to give three
fragments.

E (Glu) is amino-
terminal residue.

T-Z/placed at amino

terminus because it
begins with E (Glu).

\T-3)placed at carboxyl

terminus because it
does not end with
R (Arg) or K (Lys).

(C-]) EGAAYHDFEPIDPRGASM  (C-J overlaps with

"[.'—-l: and '['--—1_:'. allowing

th'e;m to be ordered.

(' T-3)

establish
\_ sequence — - -
- Amino | J I I I Ca rboxyl
X EGAAYHDFEPIDPRGASMALIKYLIACGPMTEDCVHSD .
terminus | I | terminus
/t f C _3: C -2

Bektas Tepe
gezimania_tr
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Disulfit Baglarinin Konumlar: Ayrica
Belirlenir

- Birincil yap1 distlfit baglari iceriyorsa, bunlarin konumlari amino asit dizisi
tamamlandiktan sonra belirlenir.
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- Protein, bu kez distlfit baglar: 6nceden kirilmadan tripsin gibi bir reaktifle
parcalanir.

- Elde edilen peptitler elektroforezle ayrilir ve distilfit baglari acilmis 6rnegin
parcalariyla karsilastirilir.

- Bu karsilastirma, distilfit bagiyla birbirine baglanan peptit bolgelerinin
tanimlanmasini saglar.
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Disulfit Bagh Peptitler
Karsilastirmayla Bulunur

- Her distlfit bagi icin baslangictaki iki kiictik peptit kaybolur ve bunlarin
yerine daha bilyiik bir peptit ortaya cikar.

B
~
+
wn
.-
g
)]
<
Q
@]
Do
-
o
)
on
=
o
=
<
Q
—
~—

- Kaybolan 1ki peptit, saglam polipeptitte disiilfit bagiyla birbirine baglanan
bolgeleri temsil eder.

- Bu peptitlerin dizilerindeki sistein kalintilari, distilfit baginin hangi
konumlarda bulundugunu gosterir.

. Tki sistein tasiyan proteinlerde bagin konumu tek olasilikken, daha fazla
sistein icerenlerde farkli olasiliklar degerlendirilir.
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Kiitle Spektrometrisi Peptit
Dizilemesini Hizlandirir

- Amino asit dizilerinin belirlenmesi yalnizca kimyasal ve enzimsel parcalama
yontemleriyle sinirh degildir.
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- Kiitle spektrometrisine dayanan yeni yontemler, kisa polipeptitlerin
dizilenmesine olanak verir.

- Yaklagsik 20—-30 amino asit kalintisi iceren polipeptitlerin dizisi yalnizca
birkac¢ dakika icinde belirlenebilir.

- Bu yontemler, polipeptit dizilerinin dogrudan ve hizli bicimde analiz
edilmesini saglar.
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Gen Dizileri Protein Dizilerini Aciga
Cikarir

- Hizli1 DNA dizileme yontemleri, proteinlerin amino asit dizilerinin genlerden
dolayl1 bicimde belirlenmesini mimkiin kilar.
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- Oncelikle proteini kodlayan gen izole edilir ve gendeki niikleotit dizisi
belirlenir.

- Genetik kod kullanilarak her ii¢ niikleotitlik kodonun belirledigi amino asit
tanimlanir.

- DNA dizisi 1le amino asit dizisi arasindaki iligski yandaki figiirde
gosterilmistir.
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DNA ve Protein Dizileme Yontemler:
Birbirini Tamamlar

- Gen mevcutsa DNA’y1 dizilemek, proteinin dogrudan dizilenmesinden daha
hizli ve dogru olabilir.

B
~
+
wn
.-
g
)]
<
Q
@]
Do
-
S~
)
on
=
o
=
<
Q
—
~—

- Glnilimuzde proteinlerin cogunun amino asit dizisi, 1lgili genlerin DNA
dizilerinden elde edilir.

- Gen heniiz izole edilmemisse dogrudan peptit dizilemesi disiilfit baglarinin
konumunu gosterebilir.

- Kismi amino asit dizisi, 1lgili proteini kodlayan genin izole edilmesini de
kolaylastirabilir.
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Protein Diziler1 Genomlardan Elde
Edilebilir

- Gliniimuzde arastirmacilar ¢ok sayida proteini inceleyebilmek icin farkh
organizmalarin genom dizilerinden yararlanir.
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- Bir organizmanin biitiin DNA’sin1 olusturan genomun tam dizisi, ¢cok sayida
protein kodlayan geni ortaya cikarabilir.

- Virislerden bakterilere ve cok hiicreli 6karyotlara kadar bircok
organizmanin genom dizisi arastirmacilarin kullanimina aciktir.
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Proteom Bir Hiicrenin Butin
Proteinlerini Kapsar

- Genom dizileri, 6nceden bilinen bir islevi bulunmayan proteinleri kodlayan
cok sayida yeni gen ortaya cikarir.
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- Bir organizmanin biitiin genomunu tanimlamak i¢in kullanilan genom
kavramina benzer bicimde proteom terimi gelistirilmigstir.

- Proteom, bir hiicrede bulunan proteinlerin tamamaini ifade eder.

- Proteomik calismalar, hiicre ve organizmalarin biyokimyasina iliskin daha
butincil bir goriiniim saglamay1 amaclar.
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Proteomik Diger Biyokimyasal
Yaklasimlar: Tamamlar

- Proteomik, hiicresel ara metabolizma ve niikleik asit metabolizmasina
1liskin calismalarla birlikte ytrtutulir.
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- Bu yaklasimlarin birlestirilmesi, hiicre ve organizma diizeyinde
biyokimyanin giderek daha eksiksiz anlasilmasini saglar.

- Protein dizilerinin belirlenmesi, yeni proteinlerin iglevlerini arastirmak icin
onemli bir baslangi¢c noktasi olusturur.
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Kicik Peptitler Kimyasal Olarak
Sentezlenebilir

- Bircok peptit farmakolojik ajan olarak kullanilabilme potansiyeli tasir.
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- Peptit tiretimi 6nemli ticari uygulamalara sahip oldugundan belirli
peptitlerin sentezi yogun 1lgi goriir.

- Biylik proteinlerin belirli boliimlerinin sentezlenmesi, protein yapisi ve
1slevinin incelenmesinde 6nem tasir.

- Bu nedenle peptitlerin laboratuvar ortaminda kontrollii bicimde tiretilmesi
1cin farkl yaklagsimlar gelistirilmistir.

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Peptit Elde Etmenin Uc Temel Yolu
Bulunur

- Bir peptit dogal dokudan saflastirilabilir ancak cok diisiik derisimlerde
bulunmasi bu yaklasimi gticlestirebilir.
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- Peptitler genetik miithendisligi yontemleriyle tiretilebilir veya dogrudan
kimyasal olarak sentezlenebilir.

- Uygun yontemin secimi peptidin biytikligiine, kaynagina, miktarina ve
kullanim amacina baghdir.

- Glcli sentez yontemleri, peptitlerin hem temel arastirmalar hem de ticari
uygulamalar i¢cin hazirlanmasini saglar.
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Geleneksel Kimyasal Sentezin
Sinirlar:

- Proteinlerin karmasik yapisi, geleneksel organik sentez yéntemlerinin uzun
peptitlere uygulanmasini giiclestirir.
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- Klasik yaklasimlar, dort veya besten fazla amino asit iceren peptitlerde
pratik olmaktan cikabilir.

- Bu smarhilik, peptit sentezini daha kontrollii ve verimli hale getiren 6zel
yontemlerin gelistirilmesini gerekli kilar.
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Geleneksel Peptit Sentezinin Temel

Gucligu

- Geleneksel kimyasal yontemlerle peptit sentezlerken her basamaktan sonra
olusan uriniin saflastirilmasi gerekir.
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- Peptit zinciri uzadikca tekrarlanan saflastirma islemleri sentezi daha
zahmetli ve verimsiz hale getirir.

- R. Bruce Merrifield, 1962 yilinda peptit sentezindeki bu temel glicliigii
azaltan yeni bir yaklagsim gelistirmistir.
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R O

Katl Faz Peptlt om-o_i_i_aH_g_o

Amino acid
Fmoe residue

[
Insoluble
CHCH,y @ polystyrena
bead
Amino acid 1 with

a-amino group protected r _E [JJH—!’/—U _\‘ Attachment of carboxyl-terminal

by Fmoc group l:l:I amino acid to reactiv

\—c1
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- Merrifield’'in gelistirdigi yontemde
bliyliyen peptit zinciri, bir ucundan Fon —I—CH—LO—CHu { Qe
cozlinmeyen kat1 bir destege baglanar.
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D is removed

Protecting group
|€:| by flushing with sclution

containing a mild organic base

- Kat1 destek, kromatografide kullamlan (e
malzemelere benzeyen bir kolon igindeki  pesmesicuosiai.

R' O

- Il
H,;N—CH—C—0—CH, { %
\_f

|
cOzlinmeyen polimer recinedir. |
. e . : . |
. - Peptit zincirinin recineye bagl kalmasi, Fnoc o o epe . |
o ee e . H N Q i
her basamaktakl Urinin ayr1 ayr 5 I . /_yjf'!_“{_\) |
saflagtirilmasi ihtiyacini azaltir. 9 o -
Dheyelohexylurea byproduct I el
! =
- Kat1 faz peptit sentezinin temel b T _EH_L,_CH!@ Z
. e ! | ) _/ b
asamalar1 yandaki figiirde V _ _ 2
gosterilmigtir. A
=
ol

E. Bruce Merrifield
1921-2006
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T
CHQ—D—C—III— CH—C—0

Sentez Karboksil- o

Fmoe residue

polystyrens

Terminal Uctan Baslar _— e )@ g

a-amino group protected r _E [JJH—!’/—U _\‘ Attachment of carboxyl-terminal

by Fmoc group l:l:I amino acid to reactiv

\—c1
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- Sentezlenecek peptidin karboksil-
terminal amino asidi, reaktif karboksil e S
grubu tizerinden polistiren recineye )
baglanir.

D is removed

Protecting group
|€:| by flushing with sclution

containing a mild organic base

Ol

- Amino asidin a-amino grubu, Dieyhhesslabodimide
1stenmeyen tepkimeleri 6nlemek
amaciyla Fmoc koruyucu grubuyla
kapatilir. Fimoc

R' O

- Il
H,;N—CH—C—0—CH, { %
\_f

: 2 to form pe peptide band.

J‘\ A i_}:_.fj_\
- Recineye baglanma, ilk amino asidin () QT L\
daha sonraki sentez basamaklarinda L S
kat1 destek lizerinde tutulmasini saglar. | @ Fimoe —T—EH—%—E—EH—%—G—CH!_@_

Dheyelohexylurea byproduct
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H

- Tlk amino asidin recineye baglanmasi
yandaki figiirdeki birinci basamakta
gosterilmistir.
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T
CH;—O0—C—N—CH—C—0

Fmoc Grubu Amino !

Amino acid
Fmoe residue

Grubunu Korur _— G O E

a-amino group protected r _E [JJH—!’/—U _\‘ Attachment of carboxyl-terminal

by Fmoc group l:l:I amino acid to reactiv

\—c1
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- Fmoc grubu, amino asit kalintisinin o-
amino grubunun istenmeyen e —y—n—bo—on{ W) e

. . H ’
tepkimelere katilmasini 6nler.
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D is removed

Protecting group
|€:| by flushing with sclution

containing a mild organic base

+ Bir sonraki amino asit eklenmeden énce (e
Fmoc, hafif organik baz iceren ¢ozeltiyle  vomsicboini.

R' O

- I J k
HyN—CH—C—0—CH, 4
p—

|

(DCC) i

uzaklagtirilir. |

. : |
. - Koruyucu grubun cikarilmasi, recineye - e e v ;
bagh amino a81d.1n. a-amino grubunu § I e L |

yenl peptit bagi icin serbest birakir. () AN

Dheyelohexylurea byproduct I

- Fmoc grubunun uzaklastirilmasi
yandaki figiirdeki ikinci basamakta
gosterilmigtir.

H

F it =00
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Yeni Amino Asit

Amino acid
Fmoe residue

Zincire Eklenir OO 5=

a-amino group protected r _E [JJH—!’/—U _\‘ Attachment of carboxyl-terminal

by Fmoc group l:l:I amino acid to reactiv

\—c1
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- Zincire katilacak ikinci amino asidin o-
amino grubu Fmoc ile korunur. mee ——en-bo-cn{ B (e
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D is removed

Protecting group
|€:| by flushing with sclution

containing a mild organic base

- Bu amino asidin karboksil grubu,
disikloheksilkarbodiimid kullanilarak (o

R' O

etkinlestirilir. Dieyelhesyleashodimide Hol—CH—t—0—CH, @
’ - Etkinlestirilen karboksil grubu,
. recineye bagh ilk amino asidin serbest B | iy b
amino grubuyla peptit bagi olusturur. i T . M
EJ /_>_IL | \_/

Dheyelohexylurea byproduct

. Tkinci amino asidin baglanmas: yandaki

figiirdeki t¢iinci ve dordiinci , @ . _71_2; E—H; 1. ey

H

basamaklarda gosterilmistir.
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Peptit Zinciri
Tekrarlanan Donglilerle -

Insoluble
CHCH,y @ polystyrena
zatilir
Amino acid 1 with

a-amino group protected r _E [JJH—!’/—U _\‘ Attachment of carboxyl-terminal

by Fmoc group l:l:I amino acid to reactiv
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- - Her yeni amino asit eklenirken Fmoc I
grubunun uzaklastirilmas: ve karboksil mee ——en-bo-cn{ B (e
grubunun etkinlegstirilmesi basamaklar: ’ -
tekrarlanir. o © HhTEAT

Ol

- Her dongiliniin bagarili tamamlanmasi, Dicyelhesylearbodiimide

R' O

- I J k
HyN—CH—C—0—CH, 4
p—

i

bliyliyen zincire bir amino asit kalintisi |

2 daha ekler.
o x an |
Fmoc to ||"np-epld b-cn.d 1

P - | | |

+ Peptit istenen uzunluga ulagincaya i g e i)_.x-—{_‘p |

kadar sentez dongiileri otomatik olarak C _J I VA

.o .o .o o Dheyelohexylurea byproduct I
surdurilebilir. |
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- Tekrarlanan sentez donglisii yandaki
figlirde kesikli okla gosterilmistir.
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CHQ—D—C—III— CH—C—0

Tamamlanan Peptit H

Fmoe residue

Recineden Ayrihir . s

a-amino group protected r _E [JJH—!’/—U _\‘ Attachment of carboxyl-terminal

Amino acid

by Fmoc group l:l:I amino acid to reactiv
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. Istenen amino asit dizisi
tamamlandiginda peptit tizerindeki e S
koruyucu gruplar uzaklastirilir. '

aup is removed

Protecting group .
|€:| by flushing with sclution

containing a mild organic base

- Hidrojen florir, peptit ile recine o0
arasindaki ester bagini parcalayarak Dieychexylcabodimide
tamamlanmis zinciri serbest birakar.

P I
H;N—CH—C—0—CH,~¢{
\_f

= amino aci
to form p-epld b-cn.d

- Boylece sentezlenen peptit, coziinmeyen Fimoc

. . | |
polistiren destekten ayrilarak elde 8 I _ Lo/
edilir. L @TT I

Dheyelohexylurea byproduct
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Fmoc —T—CH—C—T—CH—G—O—CH:—@— - IETII R
H H —

yandaki figiiriin alt bolimiinde
gosterilmigtir.
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Kimyasal Sentez Biyolojik Sentezin
Ters Yonunde llerler

- Kati faz kimyasal sentezinde zincir, peptidin karboksil-terminal ucundan
baslanarak olusturulur.
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- Amino asitler sirayla eklenirken biiyiiyen zincirin amino-terminal ucu
uzatilir.

- Bu yon, canli hiicrelerde gerceklesen protein sentezinin ilerleme yoniiniin
tersidir.
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Kat1 Faz Peptit Sentezi
Otomatiklestirilebilir

- Kimyasal peptit sentezinde kullanilan tekrarlanan basamaklar otomatik
cihazlarla gerceklestirilebilir.
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- Amino asitler, standart tepkime dongiileri araciligiyla biiyliyen peptit
zincirine sirayla eklenir.

- Her dongtlide gerceklesen eksik tepkimeler, sonraki basamaklarda trin
verimini giderek azaltabilir.

- Bu nedenle her kimyasal dongliniin verimliligi, sentezin toplam basarisini
dogrudan belirler.
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Basamak Verimi Toplam Uriin
Verimini Belirler

- Her amino asit ekleme basamagindaki kiiciik verim kayiplari, peptit zinciri
uzadikca birikerek toplam verimi digtrir.
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- Basamak verimi %96 oldugunda 11 kalintili peptidin toplam verimi %66’ya
iner.

- Ayni basamak veriminde 51 kalintil1 peptidin toplam verimi yalnizca %13
olur.
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Yiksek Basamak Verimi Uzun
Peptit Sentezini Kolaylastirir
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T - Basamak veriminin %99.8’e ylikselmesi, uzun - Peptit Sentezinde Basamaklardaki
Q peptitlerin toplam sentez verimini biiyiik Verimin Toplam Verime Etkisi

e el e v imi agagidaki gibi oldugunda
0 olg:ude artirir. Her basamagin v.er'lml asagida S

g > Son polipeptitteki son peptidin toplam verimi (%)

o0 - Bu verimde 51 amino asitlik bir polipeptidin AR SR 9962 %8
e toplam verimi %90’dar. E 5% 98
= 21 44 96
= - Yuz amino asitlik bir polipeptitte toplam 31 29 94

D verim %96 basamak veriminde %1.8, %99.8'de 51 13 90

. 1se %82 olur. 100 1,8 82
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Modern Sistemler Uzun Polipeptitler
Uretebilir

- Kimyasal tepkimelerin 1yilestirilmesi, yaklasik 100 amino asitlik
proteinlerin birkac giin icinde sentezlenmesini mimkin kilmistir.
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- Buna karsilik ayni biiytikliikteki bir protein, uygun bir bakteri hiicresinde
yaklagik bes saniyede sentezlenebilir.

- Kimyasal yontemler biyolojik sistemlerden daha yavas olsa da belirli
dizilerin kontrollii tiretilmesini saglar.
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Peptit Parcalari Birbirine
Baglanabilir

- Peptitlerin etkin bicimde birlestirilmesine yonelik yeni yontemler, daha
biiytik polipeptit ve proteinlerin hazirlanmasini kolaylastirir.
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- Ozel kimyasal gruplar, dogal proteinlerde bulunmayan amino asitler dahil
olmak tizere belirli konumlara yerlestirilebilir.

- Boylece enzimin katalizini veya proteinin diger islevlerini sinamak i¢in yeni
protein bicimleri tiretilebilir.

- Kimyasal sentez, dogal proteinlerde bulunmayan yapisal 6zelliklerin
kontrollii bicimde incelenmesini saglar.
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Kimyasal Sentez Protein Yapisi
Arastirmalarini Destekler

- Arasgtirmacilar, protein yapisi ve islevi arasindaki iligkiyi test etmek icin
ozel diziler tasarlayabilir.
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- Tasarlanan protein dizileri, dogal proteinlerin belirli yapisal 6zelliklerini
taklit edecek bicimde hazirlanabilir.

- Bu yaklasim, bir peptidin birincil yapisini ¢6zeltide benimsedigi li¢ boyutlu
yapiyla iligkilendirmeye yardimeci olur.

- Yapay peptitler, protein katlanmasi ve igslevsel gruplarin roli izerine
deneysel bilgi saglar.
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Amino Asit Diziler:1 Biyokimyasal
Bilg1 Tasir

- Bir proteinin amino asit dizisi, onun li¢ boyutlu yapisi ve islevi hakkinda ilk
1puclarini saglayabilir.

B
~
+
wn
.-
g
)]
<
Q
@]
Do
-
S~
)
on
=
o
=
<
Q
—
~—

- Bu bilgiler cogunlukla yeni protein dizisinin, daha once incelenmis
proteinlerin dizileriyle karsilastirilmasindan elde edilir.

. Internet tizerinden erisilebilen veri tabanlarinda binlerce protein dizisi
bulunur.

- Yeni bir dizinin bu genis veri birikimiyle karsilastirilmasi, proteinler
arasindaki iligkileri ortaya cikarabilir.
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Dizinin Islevi Belirleme Giicii
Sinirhdar

- Amino asit dizisinin ii¢ boyutlu yapiy1 nasil belirledigi hentiz biitiiniiyle
anlasilmis degildir.
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- Yalnizca diziden hareketle bir proteinin islevini her zaman giivenilir
bicimde ongérmek miimkiin degildir.

- Buna karsilik ortak yapisal veya islevsel ozelliklere sahip proteinler
cogunlukla belirgin dizi benzerlikleri gosterir.

- Bu benzerlikler, proteinlerin aileler halinde siniflandirilmasini mimkin
kilar.
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Protein Aileler: Diz1 Benzerligiyle
Tanimlanir

- Proteinler, amino asit dizilerinin benzerlik diizeyine gore farkl ailelere
ayrilabilir.
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- Ayni ailedeki proteinler cogunlukla dizilerinin en az %25’inde 6zdes amino
asitler tasir.

- Protein ailesinin liyeleri genellikle bazi ortak yapisal ve islevsel 6zellikleri
paylasir.

- Diz1 benzerliginin derecesi, proteinler arasindaki muhtemel iligkiyi
degerlendirmede temel Ol¢ilitlerden biridir.

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Kritik Amino Asitler Kucliik Motifler
Olusturabilir

- Baz1 protein aileleri, islev acisindan kritik yalnizca birka¢ amino asit
kalintisinin 6zdegligiyle tanimlanabilir.
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- Protein dizilerindeki iki i1la dért amino asitlik kisa korunmus bolgeler dizi
motifleri olarak adlandirilir.

- Bu motifler, cogu zaman proteinin biyolojik islevi acisindan 6nemli bélgeleri
temsil eder.

- Kisa olmalarina ragmen dizi motifleri, bilinmeyen bir proteinin islevsel
ailesini belirlemede yol gosterici olabilir.
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Protein Domainleri Islevsel Birimler
Olusturur

. Islevsel olarak iligkili bir¢ok proteinde domain olarak adlandirilan belirgin
yapisal bolgeler bulunur.
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- Protein domainleri, olagan dis1 derecede kararli olan veya belirli bir ortama
uyum saglayan yapisal konformasyonlar olusturabilir.

- Belirli domainlerin varligi, proteinlerin ortak yapisal veya islevsel 6zellikler
tasidigini gosterebilir.

- Proteinler arasindaki iligkiler, yalnizca kisa motiflere degil, daha genis dizi
bolgelerindeki domain benzerliklerine dayanilarak da belirlenebilir.
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Sinyal Diziler: Proteinlerin Hiicresel
Hedetlerini Belirler

- Amino asit dizisindeki bazi bélgeler, bir proteinin hiicre icindeki konumunu
ve kimyasal degisikliklerini belirleyebilir.
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- Amino-terminalde bulunan 6zel sinyal dizileri, belirli proteinleri hiicre
disina yonlendirir.

- Diger proteinler ¢cekirdege, hiicre ylizeyine, sitozole veya bagka hiicresel
bolgelere tasinabilir.

- Bu yonlendirme bilgisi, yeni tanimlanan bir proteinin dizisindeki sinyal
bolgelerinden anlasilabilir.
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Diz1 Bilgisi Kimyasal Degisiklikler
Ongorebilir

- Baz1 amino asit dizileri, proteine seker gruplarinin veya lipitlerin eklendigi
bolgeleri belirler.
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- Glikoproteinlerdeki karbonhidratlar ve lipoproteinlerdeki lipitler, belirli dizi
sinyallerine gore proteine baglanabilir.

- Yeni bir protein dizisinin incelenmesi, bu tiir kimyasal degisikliklerin
gerceklesebilecegi bolgeleri ortaya cikarabilir.

- Boylece birincil yapi, proteinin hiicre icindeki islenme bicimi hakkinda da
bilgi saglar.
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Konsensus Dizileri Ortak Ozellikler
(GOsterir

- DNA, RNA veya protein dizilerinde bulunan islevsel bilgiler cogunlukla
konsensus diziler biciminde ifade edilir.
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- Konsensus dizi, birbiriyle iligkili bircok dizinin karsilastirilmasi sonucunda
ortaya cikarilir.

- Her konumda en sik bulunan niikleotit veya amino asit, konsensus dizinin
1lgili konumuna yerlestirilir.
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Konsensus Dizilerde Biyolojik
Cesitlilik Korunur

- Konsensus dizi, bir grubun tiyelerindeki biittin farkliliklar: ortadan kaldiran
tek ve degismez bir dizi degildir.
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- Her konumda 6zellikle iy1 korunmusg kalintilar, cogunlukla evrimsel olarak
korunmus islevsel bolgeleri temsil eder.

- Konsensus dizilerin olusturulmasi ve veri tabanlarinda tanimlanmasi i¢in
cesitli matematiksel araclardan yararlanihir.

- Bu araclar, protein dizileri arasindaki ortak 6zelliklerin daha sistematik
bicimde belirlenmesini saglar.
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Biyoinformatik Dizilerden Bilgl
Cikarir

- Gen, protein dizisi ve makromolekiiler yapi verilerindeki hizli artis,
biyoinformatik alaninin gelismesini saglamistir.
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- Biyoinformatik, biyolojik veri tabanlarindaki bilgileri incelemek i¢in
bilgisayar programlarindan yararlanir.

- Protein islevi biiylik 6lciide ti¢c boyutlu yapiya bagh olsa da yapi, birincil
amino asit dizisi tarafindan belirlenir.

- Bu nedenle protein dizilerinin karsilastirilmasi, yapisal ve igslevsel iligkilerin
arastirilmasinda temel bir yaklasim olusturur.
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Biyoinformatik Araclarinin Giuci
Surekli Artar

- Protein dizisinden elde edilebilecek bilgi, yapisal ve islevsel ilkelerin ne
kadar 1y1 anlasildigiyla sinirlidir.
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- Stirekli gelisen biyoinformatik araclar, proteinlerin olasi islevleri ve
birbirleriyle iligkileri hakkinda yeni ongoriiler saglar.

- Bu araclar, diziler ile ti¢ boyutlu yapilar arasindaki baglantilarin
kurulmasina yardimeci olur.

- Protein dizisi verileri, yasamin tarihinin arastirilmasinda da giderek daha
onemli bir kaynak haline gelir.
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Protein Diziler: Yasamin Tarihini
Yansitir

- Amino asit dizisi, proteinin zaman i¢inde gecirdigi degisimlere iligskin 6nemli
bilgiler tasir.
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- Protein dizilerinin sayis1 arttikca bu verilerden bilgi cikaran daha giicli
yontemler gelistirilir.

- Gen ve protein dizilerini iceren genis biyolojik veri tabanlari, evrimsel
1ligkilerin arastirilmasini kolaylastirir.

- Protein dizileri izerinden yasam tarihinin incelenmesi molekiiler evrim
alaninin temelini olusturur.
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Molekiler Evrim Dizilerdeki
Degisimler Izler

- Molekiiler evrim alani, Emile Zuckerkandl ve Linus Pauling’in niikleotit ve
protein dizilerini kullanmasina kadar uzanar.
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- Birbiriyle yakin iligkili organizmalarda gen ve protein dizilerinin benzer
olmasi beklenir.

- Organizmalar arasindaki evrimsel uzaklhik arttikca diziler arasindaki
farkhiliklar da genellikle artar.

- Dizilerde biriken degisiklikler, organizmalarin evrimsel iligkilerinin yeniden
kurulmasinda kullanilabilir.
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Ribozomal RNA Dizileri1 Evrimsel
Siniflandirmay1 Degistirmistir

- Carl Woese, 1970’lerde ribozomal RNA dizilerinden yararlanarak Arkeleri
ayri bir canli grubu olarak tanimlamastir.
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- Arkelerin Bakterilerden ve Okaryotlardan farkli oldugu bu molekiiler
karsilastirmalarla gosterilmigtir.

- Protein dizileri de yasamin evrimsel tarihini ortaya ¢cikarmak icin énemli
bilgiler sunar.

- Molekiiler veri tabanlarinin biiytimesi, biyolojik tarihin izlenebilecegi dizi
miktarini hizla artirir.
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Protein Diziler1 Evrimsel Bilgiy1 Egit
Olctide Tasimaz

- Proteinin etkinligi icin zorunlu olan amino asit kalintilari, evrim boyunca
gliclii bicimde korunur.
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. Islev acisindan daha az 6nemli bolgelerdeki amino asitler zaman icinde daha
fazla degisebilir.

- Amino asit degisiklikleri tamamen rastgele olmasa da bazi bolgelerde
protein igslevini bozmadan gerceklesebilir.

- Bu nedenle ayni proteinin farkli bolgeleri evrimsel degisime karsi farklh
diizeylerde tolerans gosterir.
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Proteinler Farkli Hizlarda
Evrimlesebilir

- Bazi proteinlerde amino asitlerin digerlerine gore daha fazla degisebildigi
bolgeler bulunur.
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- Farkl islevlere sahip proteinler, birbirinden farkli evrimsel hizlarda
degisebilir.

- Protein islevinin korunmasi, bazi amino asit degisikliklerini sinirlandirirken
digerlerine 1zin verebilir.

- Dizi farklihiklarinin yorumlanmasinda proteinin islevsel gereklilikleri
mutlaka dikkate alinir.
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Yatay Gen Transferi Evrimsel
Yorumu Karmasiklastirir

- Bir genin veya gen grubunun bir organizmadan digerine aktarilmasi yatay
gen transferi olarak adlandirilir.
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- Aktarilan genler birbirine oldukca benzeyebilir ¢clinkili aktarim zaman
bakimindan gorece yakin donemde gerceklesmis olabilir.

- Ayni1 organizmadaki diger genler ise birbirleriyle daha uzak evrimsel 1ligki
gosterebilir.

- Bakterilerde antibiyotik direnci genlerinin aktarilmasi, yatay gen
transferinin onemli orneklerinden biridir.
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Yatay Aktarilan Proteinler Ozel
Evrimsel Bilgi Tasir

- Aktarilan genlerin kodladigi proteinler, alici organizmanin diger
proteinlerinden farkl bir evrimsel gecmise sahip olabilir.
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- Bakterilerde yatay genlerle tasinan proteinler, sinirli evrimsel gecmigleri
nedeniyle 0zel arastirma adaylari olusturur.

- Molekiiler evrim calismalari, bu farkli gecmisleri dizi karsilastirmalar:
araciligiyla ayirt etmeye calisir.
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Molekiiler Evrim Calismalarinda
Protein Aileler1 Secilir

- Molekiiler evrim arastirmalari genellikle birbiriyle yakin iligkili protein
ailelerine odaklanir.
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- Secilen proteinlerin en eski canli hiicrelerde bulunmus temel iglevlere sahip
olmasi tercih edilir.

- Bu o6zellik, proteinlerin yakin donemde yatay gen transferiyle kazanilmis
olma olasiligini azaltir.

- Protein ailelerinden elde edilen dizi bilgileri, organizmalarin evrimsel
gecmisini 1zlemek 1¢in kullanilabilir.
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EF-1a ve EF-Tu Ortak Bir Protein
Ailesine Aittir

- EF-1a proteini tiim 0karyotlarda protein sentezinde gorev alir.
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- Bakterilerde ayni islevi EF-Tu ad1 verilen benzer bir protein yerine getirir.

- EF-1a 1le EF-Tu, ortak atadan gelen proteinlerden olusan ayni ailenin
tyeleridir.

- Ayni1 protein ailesinin liyeleri homolog proteinler veya homologlar olarak
adlandirilir.
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Homolog, Ortolog ve Paralog
Kavramlar:

- Homolog proteinler, ortak bir atadan tiiremis protein ailesinin tyeleridir.
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- Farkl tirlerde ayni protein ailesine ait iki protein ortolog olarak
adlandirilir.

- Ayni tliriin genomunda bulunan iki homolog protein ise paralog olarak
tanimlanir.

- Ortolog ve paraloglarin belirlenmesi, protein ailelerinin evrimsel yollarini
1zlemey1 kolaylastirir.
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Protein Diziler1 Bilgisayar
Programlariyla Hizalanir

- Homolog proteinler, secilen 1ki veya daha fazla protein dizisini dogrudan
karsilastiran bilgisayar programlariyla belirlenebilir.
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- Programlar genis veri tabanlarimi tarayarak sorgu dizisinin olas1 evrimsel
akrabalarini bulabilir.

- Elektronik arama siireci, dizilerin bastan sona karsilastirilmasiyla 1y1
eslesen bolgelerin belirlenmesine dayanir.

- Ayni protein ailesine ait kisa dizilerin hizalanmasi asagidaki figtirde
gosterilmistir.
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L
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Diz1 Hizalamasinda Puanlama
Kullanilir

- Dizilerin hizalanmasinda ayni amino asitlerin karsilastig:r her konuma
pozitif bir puan verilir.
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- Hizalamanin toplam puani, iki dizi arasindaki benzerligin kalitesini
degerlendirmek icin kullanilir.

- Farkli programlar farkli puanlama sistemleri kullanabileceginden sayisal
degerler programlar arasinda degisebilir.

- Yiksek hizalama puani, diziler arasindaki benzerligin daha giiclii oldugunu
gosterir.
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Diz1 Uzunluklari Farklhiysa Bosluklar
Eklenir

- Kargilastirilan proteinlerin uzunluklar: farkliysa diziler ayni anda
biitiintiyle hizalanamayabilir.
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- Program, en 1y1 eslesmeyi saglamak icin dizilerden birine bogluklar ekler.

- Bu bosluklar dizilerdeki amino asit eklenmelerini veya kayiplarini temsil
edebilir.

- E. coli ve Bacillus subtilis Hsp70 dizilerindeki bosluk kullanimi asagidaki
figlirde gosterilmigtir.
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Bosluklarin Kullanimi Kontrolli
Olmalidir

- Teorik olarak yeterli sayida bosluk eklenerek 1ki dizi icinde ¢cok sayida
eslesme olusturulabilir.
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- Bu nedenle hizalama programlari, bosluklarin acilmasi i¢cin negatif puanlar
uygular.

- Program, bosluk sayisini sinirlandirirken 6zdes amino asit kalintilarinin
hizalanmasini en iist diizeye cikarmaya caligir.

- Boylece yapay bicimde ylikseltilmis benzerliklerin ontiine gecilir.
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Koruyucu Amino Asit Degisimler: de
Degerlendirilir

- Evrimsel iligkileri belirlemek i¢in yalnizca 6zdes amino asitlerin sayilmasi
her zaman yeterli degildir.

B
~
+
wn
.-
g
)]
<
Q
@]
Do
-
S~
)
on
=
o
=
<
Q
—
~—

- Bir amino asidin benzer kimyasal 6zellikteki baska bir amino asitle
degismesi koruyucu degisim olarak degerlendirilir.

- Aspartatin glutamatla yer degistirmesi, 1ki kalint1 da negatif ytiikla
oldugundan koruyucu bir degisimdir.

- Koruyucu degisimler, kimyasal acidan uyumsuz degisimlere gore
hizalamada daha yliksek puan alir.
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I[statistiksel Testler Hizalamanin
Anlamini Sinar

- Homolog dizileri belirlemek icin kullanilan programlar, hizalamalarin
glivenilirligini sinayan yontemlerle desteklenir.
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- Dizilerden biri karistirilarak rastgele bir dizi olusturulur ve hizalama iglemi
cok sayida tekrarlanir.

- Ozgiin hizalama puanyi, rastgele dizilerden elde edilen puanlardan belirgin
bicimde yliksek olmalidir.

- Anlaml bir puan, benzerligi desteklese de tek basina kesin bir evrimsel
1ligkiyil kanitlamaz.
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Yapisal Benzerlikler Evrimsel
Ihiskiy1 Destekleyebilir

- Baz1 proteinlerin li¢ boyutlu yapilari, dizilerde belirgin homoloji bulunmasa
bile evrimsel iligkileri gésterebilir.
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- Yapisal benzerlikler, zaman icinde amino asit dizisi benzerliginin biiylik
olciide kayboldugu durumlarda korunabilir.

- Bu nedenle proteinlerin evrimsel iligkileri degerlendirilirken dizi ve yapi
bilgileri birlikte ele alinabilir.
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Imza Dizileri Belirli Gruplari
Tanimlar

- Bir taksonomik gruptaki proteinlerde bulunup diger gruplarda bulunmayan
bolgeler imza dizileri olarak kullanilabilir.
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- Imza dizileri, ait olduklar: grubun proteinlerini tanimaya yardimc olan
ayirt edici 6zelliklerdir.

- EF-1a ve EF-Tu protein ailesindeki imza dizisi asagidaki figiirde
gosterilmistir.

- Bu tir diziler, protein aileleri ile organizma gruplar: arasindaki evrimsel
iligkileri degerlendirmeyi kolaylastirir.

Signature sequence
Halobacterium halobium IGHVDHGKSTMVGRLLYETGSVPEHV[IEQH
Sulfolobus solfataricus IGHVDHGESTLVGRLLMDRGFIDEKTVEEA
Saccharomyces cerevisiae TIGHVDSGKSTTTGHLIYKCGGIDKRT|IEKF
Homo Sap.iens IGHVDSGESTTTGHLIYKCGGIDERTITIEKF
Gram-positive bacterium Bacillus subtilis IGHVDHGEKSTMVGR ITTV
Gram-negative bacterium Escherichia coli TGHVDHGETTLTAA ITTV
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EF-10/EF-Tu Ailesinin Imza Dizisi

- EF-1o/EF-Tu protein ailesindeki imza dizisi, amino-terminal ucun
yakininda bulunan 12 kalintilik bir eklenmedir.
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- Bu dizi biitiin Arkelerde ve Okaryotlarda bulunurken Bakterilerde yer
almaz.

- Arke ve okaryotlarda ayni eklenmenin bulunmasi, 1ki grubun ortak
atasindaki 6nemli bir evrimsel olay1 yansitir.

- Korunmus eklenme dizileri ve grubun imza bolgesi asagidaki figlirde
gosterilmistir.

Signature sequence
Halobacterium halobium IGHVDHGKSTMVGRLLYETGSVPEHV[IEQH
Sulfolobus solfataricus IGHVDHGESTLVGRLLMDRGFIDEKTVEEA
Saccharomyces cerevisiae TIGHVDSGKSTTTGHLIYKCGGIDKRT|IEKF
Homo Sap.iens IGHVDSGESTTTGHLIYKCGGIDERTITIEKF
Gram-positive bacterium Bacillus subtilis IGHVDHGEKSTMVGR ITTV
Gram-negative bacterium Escherichia coli TGHVDHGETTLTARA ITTV
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Imza Dizileri Evrimsel
Siniflandirmay: Destekler

. Imza dizileri, Okaryotlar ile Arkeler arasindaki evrimsel iligkinin
aciklanmasina katki saglar.
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- Farkli imza dizileri, organizmalarin evrimsel iligkilerini belirlemek i¢in
birbirini tamamlayan kanitlar sunabilir.

- Tek bir protein bélgesinden elde edilen bilgi, daha genis dizi
karsilagtirmalariyla birlikte degerlendirilir.
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Evrimsel Agaclar Protein
Dizilerinden Kurulabilir
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Evrimsel Agacin Dallar: Nasil
Okunur?
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Dal Uzunluklar: Diz1 Degisimini
Yansitir

. I¢ dugtimleri birbirine baglayan dallar, ortak atalari ayiran amino asit
degisimlerinin toplamini temsil eder.
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- Dallarin uzunlugu, bazi evrimsel agaclarda belirli bir 6lcekte dizi farkliligini
gosterecek bicimde cizilir.

- Farkl tiirlerin ayrilma zamanini belirlemek icin agac, fosil kayitlar ve diger
kaynaklarla kalibre edilmelidir.

- Bu nedenle dizi degisimi ile mutlak zaman arasindaki iligki ek verilere
dayanir.
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Coklu Diziler Daha Ayrintili Agaclar
Saglar

- Veri tabanlarinda daha fazla dizi biriktikce birden fazla proteine dayal
evrimsel agaclar olusturulabilir.
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- Ek genomik bilgiler ve gelismis analiz yontemleri, bu agaclarin
ayrintilarinin iyilestirilmesini saglar.

- Cok sayida proteinin birlikte incelenmesi, tek bir proteinden
kaynaklanabilecek sinirliliklar: azaltabilir.

- Bu calismalar, Diinya’daki yasamin ayrintili evrimsel tarihini ortaya
cikarmaya yoneliktir.
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Yasamin Konsensus Agaci

Cok sayida protein dizisi ve ek genomik
ozellik birlikte degerlendirilerek yasamin
konsensus agaci olusturulur.

Yandaki figiir, Bakteriler, Arkeler ve
Okaryotlar arasindaki genis evrimsel
1ligkileri gostermektedir.

Kesintisiz cizgili dallar izerinde
calismalar siirerken, kesikli ¢izgiler bazi

1ligkilerin hentiz belirsiz oldugunu belirtir.

Gosterilen agac, mevcut bilgilerin ve
cozlilmey1 bekleyen evrimsel sorunlarin
yalnizca bir bélimiini temsil eder.

Low G + C Crenarchaeota
gram-positive Plancto- Thermo- Desulfurococcales
Thermotogales mycetales proteales Sulfolobales
Aquificales Euryarchaeota
Spirochaetes Halobacteriales
Chlamydiales A R % Methanosarcinales
Bomococcales a8 Z Thermoplasmatales
High G + C, > == B 4 i Archaeoglobales
gram-negative acteria Archaea
Cyanobacteria” . Methanococcales
Prtasbactana Thermococcales
Eukarya
Land plants Opisthokonta
Green algae -- /' ' \ Fungi
Plantae Red algae \“ Choanoflagellates

Glaucophytes Metazoans
Mycetozoans (multicellular animals)
Pelobionts Radlolaria
Fon Entamoebae Cercozoa
oebozoa Al\eohtes Rhizaria
Diplomonads T 'ikObl i
rypto-

Euglenoids Stramenopiles
phvtes Haptophytes
Chromalveolata

Excavata
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Yasam Agaci Surekli Gelistirilen Bir
Modeldir
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T - Yandakai figlirde yer alan her canli grubu, e  Crenarchacota
1101 1 gram-positive Plancto- ermo-  Desulfurococcales
(= ken.d1 icinde oloduk(;a karmasik bir V. i P, B "
S evrimsel gecmis tasir. Aquificales . I;Il;ryart.:hlaeota
> Spirochaetes %a obacteriales
: Methanosarcinales
® == . . Chlamydiales .
o0 - Molekiiler evrim arastirmalari, daha fazla Demmm,esi\:; -/ Thermoplasmatales
171 1Q] 11 1 High G +C, — >»="" 7 A - Archaeoglobales
&S d1Vz1 ve genom verisi blrlktl.k(}e yasam cgr:‘;“o;‘:i:i‘i:‘/ Bicteria Archiea B
== agacinl yeniden degerlendirmeyi stirdirir. " o X Thermococcales
: . Eukarya
| - Dunya’daki organizmalarin evrimsel .\ A i
tarihinin anlasilmasi, heniiz Plantae Red algae ! Choanoflagellates
@ =—m ," . . . Glaucophytes ) Metazoans
oN tamamlanmamig ve stirekli gelisen bir i R:gul;icélulararﬂmals)
1olaria
E b
arastirma alanidir. Amocbozon pemne Ahg;gc;z;a e
J'ikoblds
A . . Euglenoids rypto- Stramenopiles
- Molekiiler evrim, canlilarin kokeni ve Excavata  Phyies Haptophtes

Chromalveolata

cesitlenmesi hakkindaki temel sorularin
yanitlanmasina katki saglar.
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