HAFTA XI

Recombinant protein saflastirma
teknikleri

Saflastirilan rekombinat proteinin
aktivite testi



Protein Aktivite Deneyleri

Biyolojik proseslerin blyuk cogunlugu yasayan organizmalar icinde
cok cesitli fonksiyonlara sebebiyet veren proteinler tarafindan
gerceklestirilmektedir. Proteinler metabolik prosesler, hiicresel
sinyalizasyon ve regulasyon icin vazgecilmezdir ve molekullerin
hareketini ve aktif olarak transportunu saglayabilir.

Enzimatik reaksiyonlar substrat molekdulleri kimyasal olarak
modifiye Urtnlere donustlrebilirler. Bu modifikasyonlar proteolitik
ve glikolitik degredasyon, fosforilasyon, asetilasyon, glikolizasyon ya
da oksidatif ve rediiktif prosesler icerir. Disreglile olmus protein/
enzim aktivitesi hastalik olusumuna sebep olabilir.

Bu derece 6nemli fonksiyonlara sahip proteinlerin/enzimlerin
rekombinant olarak Uretilmesinin ve saflastirilmasinin ardindan
aktivitesinin 6lculmesi ve dogrulanmasi biyik onem tasimaktadir.



Protein Aktivite Deneyleri

Protein aktivite assaylerinden biri olan immunocapture
yontemi ile ilgili proteinin saptanmasi, substrat ve Grin
devrinin olctulmesi ile yapilmaktadir.

Bu teknik sadece monoklonal antikorlarda
kullanilabilmektedir.

Enzimler aktif formunda ve kompleksler halinde izole edilir ve
in sitd iliskileri aciga cikarilir.

Teknikte enzimin diger proteinlerden saflastirilarak tek basina
calisilmasi esastir.



Rekombinant Proteinin Immun
Yakalamasi




Protein Aktivite Deneyleri

e Bakteriyel transformasyonla elde edilen rekombinant
proteinlerin fonksiyonel olup olmadigini test etmek icin s6z
konusu proteinlere aktivite testi yapiimalidir. Enzim
karakterli proteinlerde aktivite testi enzim assayleri ile,
non-enzimatik karaktere sahip proteinlerin aktivitesine ise
ELISA yontemi ile bakilabilir

* Enzim assayleri hicresel aktiviteyi 6lcmek ve saflastirilmis
enzim proteini monitorize etmek icin kullanilan 6nemli
tekniklerden biridir.

* Enzim kinetiginin olctlmesi, enzimin katalizleme
mekanizmasi ve enzimin subtratlar, inhibitorler, ilaclar ve
ilac adaylari ile olan iliskisi hakkinda bilgi edinilmesini
saglar.



Protein Aktivite Deneyleri

Bir rekombinant proteinin biyolojik aktivitesi kemotaksis ya da
hiicre proliferasyon assayleri gibi bioassayler ile enzim assayleri ya
da fonksiyonel ELISA testi ile Olcllebilir.

Enzim aktivitesi hazirda bulunan aktif enzim kantitesini dlcer ve bu
yuzden ortam kosullarina baghdir.

Bir enzimin spesifik aktivitesi, aktif enzimin total protein
miligramina ortalamasi gdsterir. Deney 6ncesi enzimin kaliteli bir
sekilde saflastirildigindan emin olunmalidir.

Enzim aktivitesi 6lcmenin iki yolu vardir: ya substratin ortamdan
eksilmesi ya da Grinln oraya ¢cikma hizi ile olculebilinir. Ortaya Urin
cikma hizi genellikle aktivite dlcimlerinde daha dogru bir sonug
elde edilmesini saglayacaktr.

Enzim aktivite deneylerinde Michaelis-Menten kinetigi modeli
kullanthr.



Spektrofotometrik Deneyler

* Enzim aktivite saptama
deneylerinden en cok
kullanilan deney
spektrofotometrik
deneylerdir. Bu teknikle
spektrofotometreden
elde edilen absorbans
degerleri kinetik 6lcimle
kombine edilir ve Beer
kanunu kullanilarak
enzim aktivitesi
hesaplanir.

apsorpance

Disappearance of Product

Legend

- Curxrve B




