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  XI	
  

Recombinant	
  protein	
  saflaş7rma	
  
teknikleri	
  

Saflaş7rılan	
  rekombinat	
  proteinin	
  
ak<vite	
  tes<	
  	
  



Protein	
  Ak<vite	
  Deneyleri	
  
•  Biyolojik	
  proseslerin	
  büyük	
  çoğunluğu	
  yaşayan	
  organizmalar	
  içinde	
  

çok	
  çeşitli	
  fonksiyonlara	
  sebebiyet	
  veren	
  proteinler	
  taraKndan	
  
gerçekleş<rilmektedir.	
  Proteinler	
  metabolik	
  prosesler,	
  hücresel	
  
sinyalizasyon	
  ve	
  regülasyon	
  için	
  vazgeçilmezdir	
  ve	
  moleküllerin	
  
hareke<ni	
  ve	
  ak<f	
  olarak	
  transportunu	
  sağlayabilir.	
  

•  Enzima<k	
  reaksiyonlar	
  substrat	
  molekülleri	
  kimyasal	
  olarak	
  
modifiye	
  ürünlere	
  dönüştürebilirler.	
  Bu	
  modifikasyonlar	
  proteoli<k	
  
ve	
  glikoli<k	
  degredasyon,	
  fosforilasyon,	
  ase<lasyon,	
  glikolizasyon	
  ya	
  
da	
  oksida<f	
  ve	
  redük<f	
  prosesler	
  içerir.	
  Disregüle	
  olmuş	
  protein/
enzim	
  ak<vitesi	
  hastalık	
  oluşumuna	
  sebep	
  olabilir.	
  	
  

•  Bu	
  derece	
  önemli	
  fonksiyonlara	
  sahip	
  proteinlerin/enzimlerin	
  
rekombinant	
  olarak	
  üre<lmesinin	
  ve	
  saflaş7rılmasının	
  ardından	
  
ak<vitesinin	
  ölçülmesi	
  ve	
  doğrulanması	
  büyük	
  önem	
  taşımaktadır.	
  



Protein	
  Ak<vite	
  Deneyleri	
  
•  Protein	
  ak<vite	
  assaylerinden	
  biri	
  olan	
  	
  immunocapture	
  

yöntemi	
  ile	
  ilgili	
  proteinin	
  saptanması,	
  substrat	
  ve	
  ürün	
  
devrinin	
  ölçülmesi	
  ile	
  yapılmaktadır.	
  	
  

•  Bu	
  teknik	
  sadece	
  monoklonal	
  an<korlarda	
  
kullanılabilmektedir.	
  	
  

•  Enzimler	
  ak<f	
  formunda	
  ve	
  kompleksler	
  halinde	
  izole	
  edilir	
  ve	
  	
  
in	
  sitü	
  ilişkileri	
  açığa	
  çıkarılır.	
  	
  

•  Teknikte	
  enzimin	
  diğer	
  proteinlerden	
  saflaş7rılarak	
  tek	
  başına	
  
çalışılması	
  esas7r.	
  	
  



Rekombinant	
  Proteinin	
  İmmün	
  
Yakalaması	
  



Protein	
  Ak<vite	
  Deneyleri	
  
•  Bakteriyel	
  transformasyonla	
  elde	
  edilen	
  rekombinant	
  

proteinlerin	
  fonksiyonel	
  olup	
  olmadığını	
  test	
  etmek	
  için	
  söz	
  
konusu	
  proteinlere	
  ak<vite	
  tes<	
  yapılmalıdır.	
  Enzim	
  
karakterli	
  proteinlerde	
  ak<vite	
  tes<	
  enzim	
  assayleri	
  ile,	
  
non-­‐enzima<k	
  karaktere	
  sahip	
  proteinlerin	
  ak<vitesine	
  ise	
  
ELISA	
  yöntemi	
  ile	
  bakılabilir	
  

•  Enzim	
  assayleri	
  hücresel	
  ak<viteyi	
  ölçmek	
  ve	
  saflaş7rılmış	
  
enzim	
  proteini	
  monitörize	
  etmek	
  için	
  kullanılan	
  önemli	
  
tekniklerden	
  biridir.	
  	
  

•  Enzim	
  kine<ğinin	
  ölçülmesi,	
  enzimin	
  katalizleme	
  
mekanizması	
  ve	
  enzimin	
  subtratlar,	
  inhibitörler,	
  ilaçlar	
  ve	
  
ilaç	
  adayları	
  ile	
  olan	
  ilişkisi	
  hakkında	
  bilgi	
  edinilmesini	
  
sağlar.	
  



Protein	
  Ak<vite	
  Deneyleri	
  
•  Bir	
  rekombinant	
  proteinin	
  biyolojik	
  ak<vitesi	
  kemotaksis	
  ya	
  da	
  

hücre	
  proliferasyon	
  assayleri	
  gibi	
  bioassayler	
  ile	
  enzim	
  assayleri	
  ya	
  
da	
  fonksiyonel	
  ELISA	
  tes<	
  ile	
  ölçülebilir.	
  

•  Enzim	
  ak<vitesi	
  hazırda	
  bulunan	
  ak<f	
  enzim	
  kan<tesini	
  ölçer	
  ve	
  bu	
  
yüzden	
  ortam	
  koşullarına	
  bağlıdır.	
  	
  

•  Bir	
  enzimin	
  spesifik	
  ak<vitesi,	
  ak<f	
  enzimin	
  total	
  protein	
  
miligramına	
  ortalaması	
  gösterir.	
  Deney	
  öncesi	
  enzimin	
  kaliteli	
  bir	
  
şekilde	
  saflaş7rıldığından	
  emin	
  olunmalıdır.	
  

•  Enzim	
  ak<vitesi	
  ölçmenin	
  iki	
  yolu	
  vardır:	
  ya	
  substra7n	
  ortamdan	
  
eksilmesi	
  ya	
  da	
  ürünün	
  oraya	
  çıkma	
  hızı	
  ile	
  ölçülebilinir.	
  Ortaya	
  ürün	
  
çıkma	
  hızı	
  genellikle	
  ak<vite	
  ölçümlerinde	
  daha	
  doğru	
  bir	
  sonuç	
  
elde	
  edilmesini	
  sağlayacak7r.	
  

•  Enzim	
  ak<vite	
  deneylerinde	
  Michaelis-­‐Menten	
  kine<ği	
  modeli	
  
kullanılır.	
  



Spektrofotometrik	
  Deneyler	
  
•  Enzim	
  ak<vite	
  saptama	
  
deneylerinden	
  en	
  çok	
  
kullanılan	
  deney	
  
spektrofotometrik	
  
deneylerdir.	
  Bu	
  teknikle	
  
spektrofotometreden	
  
elde	
  edilen	
  absorbans	
  
değerleri	
  kine<k	
  ölçümle	
  
kombine	
  edilir	
  ve	
  Beer	
  
kanunu	
  kullanılarak	
  	
  
enzim	
  ak<vitesi	
  
hesaplanır.	
  


