Spektroskopik Teknikler ile Protein Isil Kararhhk ve

Denatiirasyon incelemeleri

AMAC:

1. Proteinlerin yap1 ve fonksiyonlarinin tartigiimasi
2. Yiiksek sicakliklarin protein yapisal biitiinliigii tizerindeki etkilerinin gézlenmesi

3. UV/visible spektroskopisi ile proteinlerin katlanma agilma motiflerinin incelenmesi

GIRIS:

Amino asitler proteinlerin yap1 taglarini olusturur. Bir amino asitin karboksil grubu ile
diger bir amino asitin amino grubunun peptit adi1 verilen kovalent baglar ile baglanmasi
sonucu protein denilen polimerler meydana gelir. Proteinlerin 4 farkli yapist vardir. Birincil
yapt (primer yapi), proteinlerdeki aminoasit dizini ve poliniikleotitteki baz dizini gibi
polimerlerin yapisinda bulunan farkli monomerlerin dizilimini icermektedir.

Biyolojik polimerler farkli amino asit yan zincirlerinin etkilesimi, niikleik asit ve
bazlarin etkilesimi ile farkli molekiillerin suyla etkilesimi nedeniyle ¢ok nadir olarak tamamen
acik ve lineer zincirler halinde bulunurlar. Lineer zincirler halinde bulunmak yerine
katlanarak, karmasik {i¢ boyutlu yapilar olustururlar. Genel olarak, bir zincir boyunca belirli
bir pozisyonda bulunan monomerler lineer dizilim boyunca kendilerine yakin olan ya da belirli
bir uzaklikta bulunan diger iinitelerle cesitli etkilesimlerde bulunurlar. Bu etkilesimler (temel
olarak Hidrojen baglar1) bir araya gelerek ikincil yap1 (sekonder yapi) denilen yerel yapilari
meydana getirir. Proteinlerde bu yapinin en yaygin ornekleri alfa sarmali (alpha helix), beta
yapragi (beta sheet) ve doniislerdir (turns). Protein ikincil yapilari lineer dizilim ile bir dlgiide
iligkili olmakla birlikte, proteinlerin uzaydaki oryantasyonu ile ilgili ¢cok az diizeyde bilgi
vermektedir. Ugiinciil yapr (tersiyer yapi), makromolekiilleri olusturan atomlarm 3 boyutlu
uzayda meydana getirdikleri tiim etkilesimler sonucu ortaya ¢ikan yapiya verilen addir. Bir¢ok
biyolojik polimer, birbirleri ile etkilesimleri sonucunda membran ve filamentler gibi karmasik
yapilar meydana getirirler, bu yapilara ise dordiinciil yap1 (kuaterner yap1) ad1 verilir.

Zincirdeki tim baglarda serbest doniise sahip olan ve yan gruplarda herhangi bir
etkilesim igermeyen lineer polimerlere diizensiz sargi (random coil) adi verilir. Diizensiz

sargilar Brown deviniminin yikici etkileri nedeniyle herhangi bir 6zgiin ii¢ boyutlu yapiya

1



sahip degildir. Baska bir deyisle diizensiz sargi, her bir monomerin kendisine komsu olan
monomere gore miimkiin olan herhangi bir a¢iy1 yapabilme durumunu kapsar. Hicbir protein
tamamen esnek bir yapiya sahip olamaz. Fakat bir protein eger biiylik 6l¢iide esnek bir yapiya
sahipse ve cekici ve itici herhangi bir kuvvet icermiyorsa, o molekiiliin diizensiz sargiya bir
egilimi var demektir. Yalniz bu durum biyolojik makromolekiiller arasinda oldukca seyrek bir
bicimde goriiliir, ¢iinkii biyolojik molekiillerin monomerleri arasinda belirgin bir bigimde
etkilesim kurma egilimi vardir.

Biyolojik makromolekiiller genel olarak diizensiz sargi halinde bulunmazlar. Bunun
yerine uzayda karmasik bir oryantasyonda (iicilinciil yap1 halinde) bulunurlar. Proteinlerin
ticlinciil yapida bulunuyor olmalarinin sebebi ise bu katlanmanin protein aktivitesini kazanma
konusunda elzem olmasidir. Ugiinciil yapi, hidrojen bagi, hidrofobik etkilesimler, van der
Waals kuvvetleri, iyonik baglar ve yiik itimleri gibi omurga ve yan zincir atomlarinin
etkilesmesi ile saglanir. Yan zincir etkilesimleri, genel anlamda protein omurgasinin dahil
olmadig etkilesimler i¢in kullanilmaktadir. Olusan etkilesim eger genel olarak kiiresel ya da
eliptik bir bicimde ise protein globiiler, eger agik, uzatilmis ve gubuk gibi ise protein lifli
protein olarak smiflandirilir. Cogu kez etkilesimler molekiillerin hacmini diizensiz sargida

goriildiigiinden daha aza indirgerler. Bu durumda molekiil yapis1 kompakt hali alir.
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Figiir 1. Protein yapilar1 ve birbirleri arasindaki doniisiimleri



Proteinlerin Dogal ve Denatiire Halleri

Proteinlerin dogal hali;

1. makromolekiillerin dogada bulunan hallerinin yapisi,

2. makromolekiillerin enzimatik aktivitelerini koruyarak izole edilmis yapist,

makromolekiillerin herhangi bir biyolojik aktivite sergilemeden yalnizca ikincil

yaptya sahip olduklari durumu olarak ifade edilebilir.

Denatiire ise bir makromolekiiliin enzimatik aktivitesini kaybettigi, ya da daha az ikincil

yaptya sahip oldugu, makromolekiiliin dogal olmayan halleri i¢in kullanilan bir terimdir.

Kaynakca: Physical Biochemistry, David Freifelder, Freeman and Company, N.y. 1982.

Prosediir:

1)
2)
3)
4)

5)
6)

Sig1ir Serum Albiimin (Bovine serum albumin — BSA) Tamponunun Hazirlanmasi

5 mg BSA kii¢iik bir kapta tartilir.

1000ul fosfat ¢ozeltisi (pH=7.4) eklenip karistirilir.

Kap BSA stok tamponu olarak isaretlenir.

Omegin absorbanst UV spektrometre ile olgiiliir. Olgiilen absorbans ok yiiksek
olacagindan bu soliisyon seyreltilecektir.

Stok ¢ozeltiden 200 ul BSA alinir.

Uzerine 800 pl fosfat ¢ozeltisi eklenir. (200 pl BSA + 800 ul fosfat ¢ozeltisi). Bu
sekilde BSA seyreltilmis olacaktir.

Deneyin geri kalan asamalarinda UV spektrometrede seyreltilmis olan BSA

cozeltisi kullanilacaktir.

Proteinlerin Katlanma ve A¢ilmalarinin G6zlemlenmesi

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

8)

Spektrofotometre agilir.

Spektrofotometrenin baslangig (initialization) durumuna gelmesi beklenir.

Bu siireg i¢cinde 6rnek tutucunun agilmamasi gerekir.

1 ml fosfat ¢ozeltisi iki kuartz kiivete konularak kiivetler 6rnek tutuculara yerlestirilir.
“Baseline correction” yapilir.

Ornek tutucudaki kiivet ¢ikartilir ve igindeki fosfat ¢dzeltisi bosaltilir.

Kiivet tamamen kuruduktan sonra 1 ml seyreltilmis BSA stok ¢ozeltisi lizerine eklenir.
‘Return’ diigmesine basilarak menii kismindan ‘spectrum’ segilir.

SPECTRUM kismindan MODE agilir.



9) Dalgaboyu limitleri 240nm-800nm olarak belirlenir.

10) BSA’nin verdigi en yiiksek absorbansin dalgaboyunu bulmak i¢in ‘Scan’ tiklanir.

11) Bu sekilde o spektrumun tepe noktasi olan A degeri (A,) elde edilir.

12) RETURN tiklanir ve MODE segilir.

13) ‘Photometric’ kisim olan fotometrik ayarlarin yapildigi boliim segilir.

14) Ay degeri nm cinsinden yazilir.

15) ENTER diigmesine bastlir.

16) Farkli sicakliklardaki absorbans degerleri nm cinsinden kaydedilir. Her bir sicaklik
araliginda, 6rnegin istenilen sicaklikta dengelenebilmesi i¢in absorbans degerini
kaydetmeden 6nce 5 dk beklemek gerekmektedir.

17) Ornegin en yiiksek sicakliktaki absorbans degerlerinin okumasi bittikten sonra
spektrometreyi tekrar baslangic sicakligi olan 5°C’ye kadar sogutulur.

18) Sogutma isleminden sonra baslangi¢c sicakligi olan bu degerdeki absorbans degeri
tekrar okunur.

SONUCLAR:

Tablo 1. Sicakligin proteinler lizerindeki etkisi

Stok Tampon icerisindeki BSA
TCC) | e nm’deki Absorbans
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