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OZET

Rekombinant DNA Teknolojisi Kullamlarak Pankreatit ile Iliskili Protein (PAP)

Gelistirilmesi

Amagc:Sunulan bu tez ¢alismasinda prognostik belirteg, proliferasyon kontrolii, apoptozis,
hiicre migrasyonu, hiicre invazyonu ve immiinoassay g¢aligmalarinin kontrolii amaciyla
kullanilabilme potansiyeline sahip olan pankreatit ile iligkili proteinin (PAP) rekombinant
DNA teknolojisi ile gelistirilmesi amaglanmistir.

Yontem:Bu tez ¢alismasinda, erken teshis ve tedavi amagli veya ELISA kitlerinde standart
olarak kullanilmaya hazir rekombinant PAP proteini Pichia Pastoris X33 susunda,
indiiklenebilir AOX promotdrii ve salgilama sinyaline sahip pD912 vektorii ile tiretilmistir.
Uretilen rekombinant PAP proteininin antijenik dzellikleri, ELISA ve Western Blot testleri
ile kontrol edilmistir.

Bulgular:Calisma kapsaminda {iiretilen rekombinant PAP proteininin ticari PAP ile benzer
antijeniteye sahip oldugu belirlenmistir. Uretilen proteinler Western Blot ve ELISA testi ile
kontrol edilmistir. Analiz sonuglarina gore rekombinant PAP proteini basarili bir sekilde
tretilmistir.

Sonu¢: Sonug olarak, tan1 ve tedavi basta olmak iizere birgok alanda kullanilabilir ve
standart olarak kullanilabilme potansiyeli olan rekombinant PAP proteini basarili bir

sekilde iiretilmistir.

Anahtar Kelimeler:Rekombinant DNA Teknolojisi,Pankreatitle Iliskili Protein, PAP,
pD912 vektor, Pichia Pastoris , ELISA, Western Blot.



ABSTRACT

Development of Pancreatitis-Associated Protein (PAP) Using Recombinant DNA
Technology

Objective: In this thesis, it is aimed to develop pancreatitis related protein (PAP) which
has the potential to be used to control prognostic markers, proliferation control, apoptosis,
cell migration, cell invasion and immunoassay studies by recombinant DNA technology.
Method: In this thesis, the recombinant PAP protein, ready for use as a standard for early
diagnosis and treatment or in ELISA kits, was produced in the Pichia Pastoris X33 strain
with the inducible AOX promoter and pD912 vector with secretion signal.The antigenic
properties of the recombinant PAP protein produced were checked by ELISA and Western
Blot tests.

Result:It was determined that the recombinant PAP protein produced in the study had
similar antigenicity to commercial PAP.The proteins produced were checked by Western
Blot and ELISA test.Based on the results of the analysis, recombinant PAP protein was
successfully produced.

Conclusions: As a result, recombinant PAP protein with the potential to be used as a

standard is successfully used in many areas, especially in diagnosis and treatment.

Key words:Recombinant DNA Technology,Pancreatitis-Associated Protein, PAP, pD912
vector, Pichia Pastoris, ELISA, Western Blot.
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1.GIRiS

Gegtigimiz yiizyilda, rekombinant DNA teknolojisi, hedef genlerin ekspresyonlarini
kontrol ederek canlilarda arzu edilen 6zelliklerin gelistirilebileceginin bir hayal iiriinii idi.
Bununla birlikte, son dénemde, bu alan insan yasaminda ilerleme saglamada benzersiz
etkiler gostermistir. Bu teknoloji sayesinde, saglik sorunlar1 ve beslenme amaglar1 icin
gerekli olan 6nemli proteinler giivenli, uygun bir sekilde ve yeterince lretilebilir hale
gelmigtir (Khan ve dig. 2016).Rekombinant proteinler, biyomedikal biyoteknolojide
onemli atilimlar saglamistir. Bu proteinler sadece biyomedikal arastirmalarda degil aym
zamanda tedavide de ila¢ olarak kullanilmaktadirlar. Tedavide kullanilan ilk rekombinant
protein, 1982'de iiretilen rekombinantinsaninsiilinidir.1982 yilindan bu yana rekombinant
protein endiistrisi hizla biiylimiistiir. Bugiine kadar, 130'dan fazla rekombinant protein
klinik kullanim i¢in Amerika Birlesik Devletleri FDA tarafindan onaylanmistir. Bununla
birlikte, 170'ten fazla rekombinant protein diinya ¢apinda iiretilmekte ve saglik alaninda
kullanilmaktadir (Pham2018).

Rekombinant bir proteinin {iiretilmesi igin,bir ekspresyon sisteminin kullanilmasi
gerekmektedir. Uygun bir ekspresyon sisteminin se¢imi; rekombinant proteinin
Ozelliklerine ve amaclanan uygulamaya gore degismekte olupyeterli miktarda protein
tiretmek i¢in olduk¢a dnemlidir. Son 30 yilda,rekombinant teknolojide proteinleri eksprese
etmek icin Onemli gelismeler olmustur. Bu siirecte besifade sisteminin; Escherichia
coli,Pichia pastoris, baculovirus/bocek hiicresi, bitki ve memeli hiicrelerinin benzersiz
Ozellikleri ortaya g¢ikmustir.E.coli'nin aksine, Okaryotik P.pastoris, bakuloviriis / bocek
hiicresi, bitki ve memeli sistemleri, iyi protein katlanmasini ve bir¢ok post-translasyonel
modifikasyonu tesvik etmektedir(Burgess ve Deutscher 2009).

Insan PAP / REG3A (fare PAP / REG3b) veya pankreatit ile iliskili protein, akut
pankreatit (Keim ve dig. 1991), diyabet ve (Keim ve dig. 1992) kistik fibroz gibi pankreas
hastaliklarina karistigi icin kesfedilmis C tipi lektin benzeri salgilanan bir proteindir
(Barthellemy ve dig. 2001).PAP'in duyarliliginin ve 6zgiilliigiiniin viicut kitle indeksi gibi
diger klinik parametrelerden etkilenip etkilenmedigi heniiz belirlenmemistir. Ancak PAP'in
tek basina veya diger biyobelirteglerle kombinasyon halinde faydali bir belirteg olabilecegi
diisiiniilmektedir (Fitzgibbons ve dig. 2014).



Bu tez ¢alismasinda, pankreatit iligkili hastaliklarin tan1 ve tedavisine yonelik olarak
rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak yiiksek afinitede, biiyiik 6lcekte PAP antijeninin
gelistirilmesi ve karakterizasyonu amaclanmistir. Bu sliregte lretilen PAP'in farkl

proteinlerin tespitinde fayda saglayacak bir model olabilecegi diisiiniilmektedir.

1.1. Rekombinant Proteinlerin Kullanim Alanlari

Rekombinant DNA teknolojisi biyoteknoloji, tip, arastirma ve tani alanlarinda
kullanilabilmektedir.Rekombinant DNA'nin en yaygin uygulamasi, teknolojinin biyolojik
ve biyomedikal bilimlerde en giincel ¢aligmalar i¢in 6nemli oldugu temel aragtirmalardir
(Brown 2016). Rekombinant DNA teknolojisi, genleri tanimlamak, eslemek, siralamak ve
fonksiyonlarin1 belirlemek icin kullanilmaktadir.Rekombinant DNA problar, tek tek
hiicreler i¢indeki ve tiim organizmalarin dokular1 boyunca gen ekspresyonunun analizinde
kullanilmaktadir. Rekombinant proteinler, laboratuvar deneylerinde reaktifler olarak
yaygin sekilde kullanilmakla birlikte hiicreler ve organizmalar i¢indeki protein sentezini
incelemek, antikor problari iiretmek icin de kullanilabilmektedir (Peter ve dig. 2008).

Protein tiim organizmalar i¢in 6nemli bir bilesendir (Mattick ve J.S 2003). Her bir
protein molekiilii, amino asitlerden yapilmis bir veya daha fazla polipeptit zincirinden
olusur. Dogal olarak olusan 20 amino asit vardir. Farkli amino asit serileri, protein
zincirlerini olusturmak i¢in peptid baglari ile birbirine baglanir. Her protein kendine 6zgii
bir amino asit dizisine sahiptir (Zamyatnin ve A.A 1984).Yasam i¢in gerekli olan bilgi
DNA veya RNA tarafindan kodlanmis olsa da proteinler; kataliz, savunma, tasima, destek,
hareket ve diizenleme dahil olmak iizere organizmalar i¢inde genis bir biyolojik fonksiyon
yelpazesindegérev alir.Viicuttaki islevlerine gore, proteinler antikor, enzim gibi farkli
kategorilere ayrilabilir. Proteinlerin énemli fonksiyonlar1 géz oniine alindiginda, yogun
olarak ¢alisilmis ve genis ¢apta uygulama alan1 bulunmustur (Lodish ve dig. 2008).

Gegmiste, spesifik bir protein elde etmenin ana yolu, onu genellikle verimsiz ve
zaman alan dogal bir kaynaktan izole etmekti. Rekombinant molekiiler biyolojik
tekniklerindeki son gelismeler, spesifik bir proteini kodlayan DNA'y1 bir ekspresyon
vektoriine klonlamay1 ve proteini bakteri, maya, bocek hiicreleri ve memeli hiicreleri
gibi ekspresyon sistemlerinde eksprese etmeyi miimkiin kilmistir (Verma ve dig.
1998).Basit¢e soylemek gerekirse, rekombinant proteinler canli hiicrelerde eksojen
DNA'min iriinleridir. Rekombinant proteinlerin {iretimi genellikle iki ana adim

icerir.Bunlar; molekiiler klonlama ve protein ifadesidir. Glinlimiizde rekombinant protein



tiretimi, yasam bilimlerinde kullanilan en giiclii tekniklerden biridir. Rekombinant
proteinler asagida anlatildig: iizere tipta, temel bilim arastirmalarinda ve biyoteknolojide

genis uygulamalara sahiptir (Chilkoti 2006).
1.1.1.Arastirma

Rekombinant proteinler, protein-protein etkilesimlerini anlamada faydali araglar olup
molekiiler biyoloji, hiicre biyolojisi, biyokimya, yapisal ve biyofizik ¢alismalar ve diger
bircok arastirma alaninda siklikla kullanilmaktadir(Kim ve dig. 2008). Rekombinant
proteinler arastirma alaninda enzim, antikor, analiz standartlari, antijen veya algilayici
materyal olarak kullanilabilmektedir (Zhu ve Snyder 2003).Bunlarin disinda rekombinant

proteinlerin arastirma alaninda bir¢ok kullanim amaci1 bulunmaktadir.

1.1.2. Biyoteknoloji

Rekombinant proteinler tipta, ziraatte, hayvancilikta, ila¢ ve gida endiistrisinde bir
¢ok soruna ¢dziimler iiretebilmektedir. Ornegin, 21. yiizyiln diinya sorunlari arasinda yer
alan kiiresel 1sinma, iklim degisikligi, kuraklik, aclik (6zellikle Afrika ve Asya'da) gibi
sorunlara ¢6ziim bulmak icin tarimda besin degeri yliksek bitkiler elde etmek (altin piring),
hastaliklara, soguga, tuza, kurakliga, boceklere, herbisitlere (kimyasallara) direngli bitkiler
gelistirmek i¢in bu teknoloji yaygin kullanilmaktadir. Ayrica hayvancilikta; 1slah, verim
arttirma ve Urlin kalitesini iyilestirme, bilylimenin artirilmasi, siit veriminin artirilmasi,
transgenik hayvanlarda tedavi edici maddelerin siitle salgilanmasi, laktozsuz siit iiretimi,
dol veriminin, yiin veriminin artirilmasi, hastaliklara direnglerin artirilmasi, 1slah
endiistrisinde yem icerik maddelerinin besin degerini artirmak, yem ve atik yonetimi
maliyetlerini azaltmak, hayvan bagirsak sagligin1 desteklemek, hayvan performansini
artirmak ve cevreyi iyilestirmek i¢in hayvan yemine enzimler eklenmesi bu kapsamda yer
alan caligmalardir. Ayrica, laktik asit bakterileri, fermente gidalarin iiretimi i¢in uzun
zamandan beri kullanilmis ve son zamanlarda laktik asit bakterileri, insan / hayvan
sindirimini ve beslenmeyi iyilestirme gibi genis uygulamalara sahip olacak olan

rekombinant proteinlerin ekspresyonu icin tasarlanmistir (Dien ve dig. 2003).



1.1.3. Tip

Saglik alaninda, insan yasam kalitesini artirict ve sagligin1 koruyucu yeni teknolojik
tiriinlerin gelistirilmesinde, yeni ilaglarin olusturulmasi, ilaglarin sadece hastalik olan
bolgeye hedeflenmesinin saglanmasi, hastalik tanilarmin  gelistirilmesi, asilarin
gelistirilmesi, insan genomunun anlasilmasi ve gen tedavisinde de rekombinant DNA
teknolojisi yaygin bi¢imde kullanilmaktadir.

Terapotik proteinler, diyabet, kanser, bulasici hastaliklar, hemofili ve anemi gibi
cesitli hastaliklar i¢in dnemli tedaviler saglar. Yaygin terapdtik proteinler arasinda yer alan
antikorlar, Fc flizyon proteinleri, hormonlar, interlokinler, enzimler ve antikoagiilanlar
bulunur (Leader ve dig. 2008). Terapotik uygulamalar i¢in rekombinant proteinlere yonelik
artan bir talep vardir. Genetik miihendisligi ile elde edilen insan proteinleri, terapétik ilag
pazarinda dnemli bir rol oynamaktadir (Ferrer-Miralles ve dig. 2009). Giiniimiizde, biitiin
rekombinant terapdtik proteinlerin ¢ogu memeli hiicrelerinde tiretilmektedir, ¢linkii memeli
hiicreleri dogal olarak meydana gelenlere benzer sekilde yiiksek kaliteli proteinler
iiretebilmektedir. Ek olarak, pek ¢ok onaylanmis rekombinant terapotik protein, iyi
karakterize edilmis genetigi, hizli biiyiimesi ve yliksek verimli tiretimi nedeniyle E.coli'de

tiretilir (Huang ve dig. 2012).
1.1.4. Tam

Protein biyobelirtegleri, tibbi teshislerde kullanilan en yaygin biyobelirteg
tiridiir.Biyobelirte¢ arayisinda, aday proteinlere veya normal ve hastalikli dokular
arasinda kalitatif veya kantitatif olarak farklilik goOsteren translasyon sonrasi
modifikasyonlar i¢in rekombinant afinite reaktifleri iiretilebilir. Biyobelirtecler belirli bir
hastaligin gostergesi olarak tanimlandiktan sonra immiinolojik olarak tanimlanir ve kesin

bir teshis konulabilir (Cizim 1.1 ). (Kierny ve dig. 2012).
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Cizim 1.1.Biyobelirteg kesfinden hastalik teshisine kadar olan siireg. Kierny ve dig.
(2012)'den alinmustur.

Antijenler de bu alanda belirteg ve standart olarak kullamlmaktadir. Ozellikle kanser
teshisi icin rekombinant antijenlerin kullanimi siklasmistir (Meeusen ve dig. 2017).
Biyobelirteglerin tanimlanmasinin ardindan protein yapidaki biyobelirtecler siklikla
antikor-antijen etkilesimine dayali tani sistemleri ile belirlenmektedir. Bu noktada
rekombinant proteinler standart referans antijen olarak yer almaktadir.

Bu ¢alisma kapsaminda iiretilen rekombinant proteinlerin tani sistemlerinde referans

antijen olarak kullanilmas1 amaglanmaktadir.
1.2. Antijenlerin Ozellikleri

Organizmanin kalitsal yapisina yabanci olan ve organizmaya girdiginde kendine
0zgl immiin cevaba yol acan, immiin cevap sonucu ortaya ¢ikan iiriin ve hiicrelerle 6zgiil
olarak birlesme 6zelligindeki maddelere antijen denir.Molekiiler seviyede bir antijen, bir
antikorun antijen baglanma bdlgesinde "baglanma" kabiliyeti ile karakterize edilir (Gavin
ve dig. 2006).Antikorlar, antijenin yiizeyinde sunulan spesifik molekiiler yapilar arasinda
ayrim yapma egilimindedir. Antijenler genellikle proteinler, peptidler veya

polisakkaritlerdir.Bakteri, viriis ve diger mikroorganizmalarin pargalarimin yam sira (kat,
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kapsiil, hiicre ¢eperi, flagella, fimbria ve toksinler) viicuda "yabanc1" olarak tanimlanan ve
organizmada immiin yanit olusturabilecek her yapiy1 igerir.Lipitler ve niikleik asitler
yalnizca proteinler ve polisakaritler ile birlestirildiginde immiinojeniktir.Ornegin, lipitler
ve polisakaritlerin kombinasyonu, gram negatif bakteriyel endotoksinin birincil bileseni
olan lipopolisakaritlerdir (LPS).LPS, gram negatif bakterilerin hiicre duvarini olusturur ve
baglandiginda gii¢lii bir immiin tepkiye neden olur.Hiicreler, immiinojenik antijenlerini,
immiin sisteme, major doku uygunluk kompleksi (MHC) molekiili vasitasiyla
sunar.Sunulan antijene ve MHC molekiiliinlin tiiriine bagli olarak bir antijen nedeniyle
birka¢ immiin hiicre tipi aktif hale gelebilir.

Antijenler, farkli antikor siniflar1 tarafindan baglanabilecek birka¢ yapisal etkilesim
bilesenine sahiptir.Bu farkli yapisal bilesenlerin her birinin, ayni zamanda antijenik
determinant olarak da adlandirilan bir epitop oldugu diisiiniilmektedir. Kompleks yapidaki
bir antijenin reseptorler ile birlesebilen ve uyartya yol agabilen bolgelerine "epitop" veya
"antijenik determinant" denir. Bu nedenle, ¢ogu antijen, her biri belirli bir epitopa 6zgii
olan birka¢ farkli antikorla baglanma potansiyeline sahiptir.Bir antikordaki antijen
baglayici reseptore paratop denir ve bu reseptdr antijenin epitopuna Ozgilidiir. “Anahtar-
Kilit” metaforunu kullanarak, antijenin kendisi her biri farkli bir kilitle eslesebilen bir

anahtar dizisi - herhangi bir epitop bir “anahtar” - olarak goriilebilir(Parham 2009).

1.3. Antijen Tipleri
1.3.1. Eksojen Antijenler

Ekzojen antijenler viicuda disaridan, 6rnegin soluma, yutma veya enjeksiyon yoluyla
giren antijenlerdir. Eksojen antijenler, en yaygin antijen tiirleridir ve alerjiye neden
olabilecek polen veya yiyecekleri, ayrica bakteri ve enfeksiyona neden olabilecek diger

patojenlerin molekiiler bilesenlerini igerir (Anonim 2015-07-30).

1.3.2. Endojen Antijenler

Endojen antijenler, normal hiicre metabolizmasinin bir sonucu olarak normal
hiicrelerin i¢inde, viral ya da hiicre i¢i bakteriyel enfeksiyon (her ikisi de ¢ogalmak icin
icerden hiicreleri degistiren) nedeniyle iiretilmistir. Ardindan fragmanlar, enfekte olmus

hiicrelerin yiizeyinde MHC sinif I molekiilleri ile birlikte sunulur(Anonim 2015-07-30).



1.3.3. Otoantijenler

Otoantijenler, normal "kendi" protein veya konagin kendi immiin sistemi tarafindan
saldirtya ugrayan ve otoimmiin bir hastalifa neden olan protein veya niikleik asit
kompleksidir. Bu antijenlerin normal sartlar altinda bagisiklik sisteminin hedefi olmamasi
gerekmesine ragmen genetik ve cevresel faktorler nedeniyle organizma kendi antjenlerine

kars1 normal bagisiklik toleransini kaybedebilmektedir (Anonim 2015-07-30).
1.3.4. Tiimor Antijenleri (Neoantijenler)

Bu antijenler, tiimor hiicrelerinin yiizeyindeki MHC I veya MHC II molekiilleri
tarafindan sunulur ve normal hiicrelerin kanser hiicrelerine malign transformasyonu
sirasinda tiimore 6zgli bir mutasyondan kaynaklanir. Bir¢ok tiimor, bu antijeni ifade
etmesine ragmen antijen tanima ve bagisiklik sistemi tarafindan dldiirtilmekten ka¢inmanin

yollarin1 gelistirmistir (Schumacher ve Schreiber 2015).
1.3.5. Dogal Antijenler

Dogal bir antijen, bir antijen sunucu hiicre (APC) tarafindan heniiz kiigiik parcalara
islenmemis bir antijendir. T hiicreleri dogal antijenleri baglayamaz, ancak APC'ler
tarafindan sindirilmelerini ve islenmelerini gerektirir, oysa B hiicreleri dnceden islenmeden

dogal olanlarla aktive edilebilir (Anonim 2015-07-30).
1.4. Antijen-Antikor Etkilesimleri

Antijenler, spesifik olarak T ve B hiicreleri tarafindan taninan molekiillerdir
(Janeway 2005). Antijenleri tanimlarken immiinojenite ve antijenite olmak tiizere iki
ozellik ayirt edilmelidir. Immiinojenite, verilen bir antijenin bir immiin yanit1 indiikleme
kapasitesi olarak ve antijenite ise T ve B hiicreleri tarafindan eksprese edilen antijene
spesifik reseptorler tarafindan taninacak antijen kapasitesi olarak tanimlanmaktadir. Bu
nedenle, her immiinojen bir antijendir, fakat tiim antijenler immiinojen degildir.

Antijenler, antijenik determinantlar veya epitoplar tarafindan olusturulur.Antijenlerin
bliyiik ¢ogunlugunu temsil eden proteinlerde, iki tip antijenik determinant ayirt edilebilir:
siirekli veya segmental determinantlar siirekli amino asit rezidiilleri primer sekansinda
bulunur. Siireksiz veya toplanmis determinantlar, primer dizilimde uzak olan ancak
proteinlerin  ligiinciil yapisinda topografik olarak toplanmig artiklar tarafindan
olusturulmustur. Antijene 6zgii T ve B hiicre reseptorlerinin birlesme sahasi, ti¢ boyutlu bir
amino asit agregati diizenlemesinden olusur ve bu nedenle bir polipeptit antijeninin bircok

yapist arasinda farkli baglanma davranislar1 goriilebilmektedir. Ornegin sentetik
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peptidlerin bazilar1 nativ antijene kiyasla (T ve B hiicre reseptorlerine) daha yiiksek afinite
ile baglanabilmektedir.Boylece, birlestirme sahasinin ii¢ boyutlu yapisi, en uygun
konformasyonunu tanimlar. Bu anlamda tiim antijenik determinantlar konformasyoneldir.
Antijene ya da immiinize edilen organizmaya bagli olarak, bir antijenin T ve B hiicreleri
tarafindan tercihen taninan epitoplari immiinodominant bolge olarak tanimlanir. (Adorini
1998).

Antikorlar veya immiinoglobulinler, hem membrana bagli hem de ¢6ziiniir formlarda
ifade edilen multimerik glikoproteinlerdir (Pier GB ve dig. 2004). Immiinoglobiilin agir
zincir geni, dort farkli segmental elemandan olusan lokuslarda kodlanir. Bunlar; degisken,
cesitlilik, birlestirme ve sabit bdlgelerdir. Ug farkli segmental eleman hafif zinciri kodlar;
degisken, birlestirme ve sabit bolgeler. Farkli hafif ve agir zincir gen familyalarini
olusturan segmental elemanlarin sayis1 farkl tiirlerde degisiklik gosterir (Litman ve dig.
1993). Antikorlar, adaptif bagisiklik sisteminin B hiicreleri tarafindan, ¢ogunlukla plazma
hiicreleri olarak adlandirilan farklilastirilmis B hiicreleri tarafindan salgilanir (Borghesi ve
Milcarek 2006). Antikorlarin genel yapisi Cizim 1.2.'de gosterilmektedir.

B hiicreleri iizerindeki immiinoglobulin reseptdrii, immiin tepkiler sirasinda B
hiicrelerinin aktivasyonunda ve T hiicrelerine sunulmasi igin antijenin igsellestirilmesinde
onemli bir rol oynar.Coziinen molekiiller olarak, antikorlar kanda ve sekresyonlarda
bulunur, yabanci antijenleri dolagimda tanimaya ve temizlemeye yarar (Pier GB ve dig.
2004).

Antikorlar hemen hemen her kimyasal maddeye karsi iiretilebilir ve bu nedenle

biiyiik yapisal cesitlilige sahiptirler (Pier GB ve dig. 2004).



hafif zincir

sabit bdlge

Cizim 1.2.Antikor Yapisi. Kyowa Hakko Kirin Co. Ltd'den alinmustir.

Insanlarda bes farkli immiinoglobiilin simifi vardir: IgG, IgM, IgA, IgE ve IgD
(Cizim 1.3.). IgA ve IgG swasiyla iki ve dortli alt sinifa ayrilabilir. Biitiin
immonoglobiilinler, bir veya daha fazla disiilfit bagiyla birlestirililen 55-70kDa sinifina

0zgl agir zincirlerden (g, m, a, € and d) olusur (Maverakis ve dig. 2015).
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Cizim 1.3.iImmiinoglobiilin Tipleri. (Anonim 2014)

Bir antikor ve onun antijeni arasindaki etkilesim, yliksek tuz konsantrasyonlari, asir
pH, deterjanlar ve bazen de saf epitopun kendisinin yiiksek konsantrasyonlari ile rekabeti
yoluyla bozulabilir. Antikor molekiilii ile antijen etkilesimlerinde elektrostatik etkilesimler,
hidrojen baglari, Van der Waals kuvvetleri ve hidrofobik etkilesimlerin tiimii baglanmaya

katkida bulunabilir (Janeway ve dig. 2001).
1.5. Pankreatitle iliskili Protein (PAP)

Pancreatitis Associated Protein (PAP), literatiirde ve internet ortaminda Regenerating
Islet-Derived Protein III-Alpha, Regenerating Islet-Derived 3 Alpha, REG-3-Alpha,
HIP/PAP, PAP1, PAP adlar ile de yer almaktadir.

PAP insanlarda rejenere edici adacik tiirevi 3a (REG3A) geni tarafindan kodlanan
bir proteindir. Reg ailesi her biri sadece 16kDa’luk karbonhidrat tanima bolgesi ve N-
terminali salgilama sinyalinden olusan, ayr1 bir memeli C-tipi lektin grubunu olusturur.
Pankreatik adacik hiicre rejenerasyonu, pankreatik stellat hiicre aktivasyonu ve karaciger
rejenerasyonu ile iliskili salgilanan kalsiyum bagimli bir lektin proteindir.PAP,normal
pankreasta az miktarda salgilanan, pankreatitin akut fazi sirasinda yiiksek miktarda ifade

edilenbir proteindir. Bu protein, asiner hiicrelerin apikal bolgelerine immiinolokalize

olabilir(Li ve dig. 2016).
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C tipi lektinlerden olan PAP, birka¢ farkli yaklasim kullanilarak kesfedilmistir.
Ancak doku dagilimi, fonksiyonu ve diizenlenmesi biiyiik ol¢iide bilinmemektedir. Ancak
son yapilan ¢aligmalar PAP proteininin salgilandiginda olgunlagmis oldugunu ve normal
insan dokularinda bagirsak ve pankreasin hem endokrin hem de ekzokrin hiicre

boliimlerinde spesifik olarak dagitildigini gdstermektedir. (Christa ve dig. 1996).
1.5.1. PAP'1n Molekiiler Yapisi

PAP C tipi lektinler ailesi i¢erisinde tanimlanmis en kii¢lik proteindir (Christa ve dig.
1994). PAP ii¢ boyutlu yapist Cizim 1.4.'te gosterilmistir. Yapilan ¢alismalar fare ve insan
PAP kodlama dizilerinin yiiksek oranda korundugunu gdostermistir (Orelle ve dig.
1992).PAP"n birincil yapisi, bagka bir pankreas proteini olan reg / litostatin ile anlaml bir
benzerlik ortaya koymustur ve bakterilerin agregat olusturma kapasitesini agiklayabilen C
tipi lektinlerin karboksil terminal bolgesi ile onemli Olgiide benzerlige sahip oldugu
goriilmiistiir (Kemppainen ve dig. 1996). Insan PAP geni kemirgen-insan hibrit hiicreleri
ve in situ kromozomal hibridizasyonu kullanilarak kromozom 2pl2 ile haritalanmistir.
PAP geni 2748 baz cifti icerir ve kodlama dizisi alt1 ekzon iizerine yayilir. ilk ii¢ ekzon,
sirastyla olgun proteinin NH,-terminal ucunun mRNA'sinin 5' kodlanmayan bdlgesini,
sinyal peptidini ve 39 amino asidini kodlar (Dusetti ve dig. 1993). Gen TATAAA ve
CCAAT 28 ve 52 igeren bir promotdre sahiptir (Dusetti ve dig. 1994).Diger ii¢ ekzon,
hayvansal lektinlerin karbonhidrat tanima alani ile 6nemli homolojiye sahip bir protein

alanini kodlar (Dusetti ve dig. 1993).

Cizim 1.4.PAP Proteininin 3 boyutlu yapisi. (Anonim 2009)

11



1.5.2. PAP'1n Molekiiler Fonksiyonlari

PAP dizisi, proteinin salgilanmasinda yer alacak bir sinyal peptidine bagh tek bir
karbonhidrat tanima alanindan olugmakta ve karbonhidrat baglanmasi i¢in gereken iki
kalsiyum iyonunun koordinasyonunu biiylik Ol¢iide diizenlemektedir (Lasserre ve dig.
1992).PAP herhangi bir oligosakkarit ile secici ve kovalent olmayan bir sekilde etkilesime
giren ve yaklastk 20 monosakkarit rezidiisii iceren bir molekiil olup, glikosidik
baglantilarla baglanma saglayabilir. Yine secici ve kovalent olmayan bir sekilde,
peptidoglikan ile bakteri hiicre duvarlarinda bulunan glikokonjugat sinifindan herhangi bir
komponent ile etkilesime girebilir.

Insanlarda ReglA, ReglB, Reg3A (PAP), Reg3G ve Reg4 dahil olmak iizere bes
Reg aile liyesi tespit edilmistir. Pankreatik kanser hiicrelerinde ReglA geninin asir1
ekspresyonunun, hem in vitro hem de in vivo olarak hizlandirilmig hiicre proliferasyonu ve
timor biiylimesi ile sonuglandig1 gosterilmistir. Reg3 alt ailesi PAP (Reg3A) ve Reg3G,
inflamatuar uyaranlara yanit olarak aktivasyon gosterdikleri ic¢in pankreatit iliskili
proteinler olarak bilinir. Son g¢aligmalarda, PAP'in JAK2 / STAT3 sinyal yolu yoluyla
interlokin-6'ya yanit olarak pankreatik kanser hiicresi biiylimesini hizlandirdig:
bildirilmistir(Li ve dig. 2016).Pankreas enflamatuar kosullar altinda iken, proinflamatuar
sitokin IL-6'nin IL-6R ile birlestiginin, JAK2'nin ekspresyon seviyesinin azaldigi
goriilmektedir. Bu durumda STAT'larin tirozin fosforilasyonu, dimerizasyonu ve niikleer
lokalizasyonu tetiklenmekte, bunu takiben hiicrenin dogrudan Gl'den S faz1 igine
ilerlemesini hizlandirmaktadir. Sonug¢ olarak niikleer protein CyclinD1 ekspresyonunun
tesvik edilerek, Bcl familyasinin antiapoptozunu ve REG3A proteinlerinin 6ncii biiylime
ekspresyonlarini artirdigi belirlenmistir (Liu ve dig. 2015).

PAP’in en onemli 6zelliklerinden biri belirtildigi gibi timor olusumu sirasinda bir
onkogen gibi davranmasidir. Yapilan ¢calismalarda, pankreatik adenokarsinomlu hastalarda
pankreatik sivi veya serumda PAP konsantrasyonlarinin yiiksek oldugu belirlenmis ve
pankreatik dokularda PAP asir1 ekspresyonu pankreatik kanserde tiimdr aktivitesi ile
anlamli bir sekilde iligkili oldugu i¢cin PAP'm umut verici bir timér markorii
oldugudiisiiniilmektedir (Wang ve dig. 2014).PAP’in asir1 ekspresyonu, yiiksek
proliferasyon, invazyon, migrasyon, metastazlar ve timor seviyesi ile iliskilidir (Liu ve
dig. 2015). PAP’1n, gastrik kanser ve kolorektal kanser dahil olmak {izere bir¢ok kanser
tiriinde etkisinin oldugu bildirilmistir (Qui ve dig. 2018). Bunun sebebi PAP’1n artan
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ekspresyonuile timdr boyutunda biliyiime, olumsuz farklilagmalar, tiimor evresinin daha
hizli ilerlemesi ve daha diislik sag kalimla iliskili oldugu ve azalan ekspresyon ile de hiicre
migrasyonu ve invazyonunun inhibe edilmesidir (Ye ve dig. 2016). PAP, fosfatidilinositol
3 kinaz (PI3K) / Akt-GSK3p sinyal yolu ekseni boyunca gastrik kanser hiicrelerinin
invazyonunu, proliferasyonunu ve apoptozisini diizenleyebilir.

PAP’mn diyabet ve pankreatitde de ekspresyonu onemli Ol¢lide artmis oldugu icin
pankreatik inflamasyonda onemli bir rol oynar (Liu ve dig. 2015). Akut pankreatitte
niiklear faktor kappa B (NF-kB) sinyal yollarin1 aktive ederek kismen doku koruma
fonksiyonu uygular. PAP Akt kinaz ve up regiile eden CyclinD1 / Cyclin-bagiml kinaz 4
(CDK4) sinyal yolunu aktive ederek hiicre biiyiimesini uyarir (Xu ve dig. 2016).

PAP’mm bir diger fonksiyonu bakteriyel proliferasyonun kontroliinde bir
antimikrobiyal olarak gorev almasidir. PAP'n anti bakteriyel ve anti-apoptotik in vitro
oldugu gosterilmis olmasina ragmen, in vivo olarak kesin biyolojik fonksiyonu agik
degildir (Motoo ve dig. 2001).Antimikrobiyal fonksiyonuna ek olarak, insan PAP"iin fare
homologu olan RegllIG'nin ekspresyonu, mukozal hasar ve karaciger hasar1 gibi birkag
doku yaralanmasindan sonra arttig1 ve doku rejenerasyonunu etkiledigi 6ne stirtilmiistiir.
PAP'n psoriatik fenotip ile ilgili oldugunu dogrulamak i¢in, imiquimodla indiiklenen bir
psoriatik fare modeli degerlendirilmis ve hem mRNA'nin hem de RegllIG proteininin
kulak veya sirt derisinde artis gosterdigi belirlenmistir. Bu veriler, PAP veya RegllIG'nin,
psoriasisin hiperproliferatif keratinositlerinde yiiksek oranda eksprese edildigini, ancak
normal deride veya diger deri enflamasyonu veya hiperproliferasyon formlarinda evrensel
olarak eksprese edilmedigini gostermistir (Lai ve dig. 2012).

PAP, hiicre i¢i veya hiicre dist sinyallerin birlestirilmesi ve sinyalin, membran
aktivitesinde bir degisiklik baslatmasi veya sinyal transdiiksiyonunun bir pargasi olarak
durumunu iletmek i¢cin membranin bir tarafindan digerine iletilmesi gibi gorevlerde de yer
almaktadir. (Gaudet ve dig. 2011).PAP serum seviyeleri pankreatitin biyolojik belirteci
olarak da kullanilabilmektedir. Yapilan bir¢ok arastirmada PAP'in, yenidoganlarda Kistik
Fibrozis (KF) hastaliginin erken teshisinde belirleyici ajan olarak kullanilabilen 6nemli bir
protein oldugu gosterilmistir (Sarles ve dig. 1999; Sommerburg ve dig. 2014; Iovanna ve
dig. 1994; Barthellemy ve dig. 2001; Sarles ve dig. 2005). PAP, topuk kaninda ol¢iilebilen
ve pankreastan stres durumlarinda salgilanan bir proteindir. Genelde, normal serum PAP
konsantrasyonlarinin aralig1 0-25 ng/ml (ortalama 12.5 ng/ml)'dir. PAP konsantrasyonunun

artis1 hastaligin belirteci olarak kullanilmaktadir (Iovanne J.L. 1994).
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1.5.3. Patolojik Siirecte PAP

PAP'1n, diisiik mikromolar konsantrasyonlarda (1, 4) gram-pozitif bakteriler icin
dogrudan bakteri dldiiriicii oldugu ve memeli lektinleri i¢in benzersiz bir biyolojik islev
ortaya koydugu gosterilmistir. PAP, kisa peptidlerle ¢apraz baglanmis alternatif N-
asetilglukosaminve N-asetilmuramik asit polimeri olan hiicre duvari peptidoglikanina
baglanarak bakterisit aktivitesini saglamaktadir. Bu bulgu ile Reglll lektinleri, farkli bir
peptidoglikan baglayici protein sinifi olarak tanimlanmistir (Lehotzky ve dig.
2010).PAP’in aym1 zamanda viicut sivisinda antimikrobiyal peptidlerin aracilik ettigi
mikroplara kars1 immiin yanit olusumunda ve yine hiicre popiilasyonunun genislemesi ile
sonuglanan hiicrelerin ¢cogalmasinda etkili oldugu bilinmektedir (Gaudet ve dig. 2011).
Bunun yaninda plazma hiicresi membran adezyon molekiilleri {izerinden heterofilik hiicre-
hiicre adezyonu olusumunda da goérev almaktadir (Christa ve dig. 1996). Bunlara ek olarak
cok hiicreli organizmalarin gelisimi, keratinosit farklilagsmasinin negatif diizenlenmesi,
hiicre popiilasyonu proliferasyonunun pozitif diizenlenmesi, keratinosit proliferasyonunun
pozitif diizenlenmesi, yara iyilesmesinin pozitif diizenlenmesi, peptid hormonuna cevap ve
baz1 organizmalarda hiicre duvari bozulmasi gibi biyolojik siireglerin ilerleyisinde PAP
etkisinin oldugu yapilan ¢alismalarla bildirilmistir (Gaudet ve dig. 2011). PAP ile aktive

olan anti-enflamatuar yol Cizim 1.5."te gosterilmektedir.
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Cizim 1.5.PAP ile aktive olan anti-enflamatuar yol. Closa ve dig. (2007)'den alinmigtir.
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1.5.4. PAP ile Yapilan Klinik Calismalar

Akut pankreatit, hafif ve kendi kendini sinirlayan yaralanmalardan siddetli fulminan
nekroza kadar degisen, degisken siddeti olan bir hastaliktir. Yapilan testlerin (skorlama
sistemleri, laboratuvar parametreleri, BT taramasi) agir komplike pankreatiti tespit
etmekteki dogruluk seviyelerinin %60 ile %80 arasinda oldugu belirtilmistir. PAP ile
yapilan ilk ¢alismalar, hafif ve agir pankreatit vakalarin1 ayirt etme potansiyeli agisindan
umut verici olmustur. PAP normal pankreas sekresyonunda saptanamaz durumda olup
pankreatitin akut fazinda asir1 eksprese edilebilir durumdadir. Saglikli deneklerde (n=103),
PAP igin ortalama serum degeri 3.97 = 0.32 mg /1 ( 1.32 = 9.02 mg / 1 aralig1) araliginda
tespit edilmistir. Bu sonuglar, ELISA testinin arka plan degerinden istatistiksel olarak
farkli sonu¢ vermemistir. Bagvuru sirasinda, hafif pankreatitli hastalarin %34'i normal
PAP degerlerine sahip olmakla birlikte hi¢cbir zaman komplikasyon gelistirmemis olduklar
bildirilmistir. Siddetli pankreatitli hastalarinin serumlarinin ise her zaman anormal PAP
degerlerine sahip oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglardan ve literatiirden yola cikilarak
akut pankreatitli hastalarda serumdaki PAP degerinin izlenmesinin hastaligin siddetini
oldukga iyi tahmin ettigi sonucuna varilmistir (6zgiilliik %68, duyarlilik %47).

Yapilan ¢aligmalar, PAP ekspresyonunun, pankreatitte bir teshis yardimindan ziyade,
genel olarak pankreas hiicresel zedelenmesinin erken gostergesi olarak daha fazla
potansiyele sahip olabilecegini gostermektedir.PAP pankreasta sadece pankreatik strese
yanit olarak tretilir. Uzun siireli alkol tiiketiminden sonra, serum PAPkonsantrasyonlarinin

yiikseldigi tespit edilmistir (Paajanen ve Nordback 1999).
1.5.5. PAP'1n Tespitinde Kullanilan Yontemler

Bagisiklik testleri, antikorlarin hedef molekiillerin spesifik yapilarina gére baglanma
yeteneklerini gérmek amaciyla antikor-antijen etkilesimini temel alan biyokimyasal tespit
icin kullanilan yontemlerdir. Antikorlar, belirli bir antijen yapisi veya analit kullanilarak
gelistirilmis ve se¢ilmis oldugundan oldukca spesifiktirler ve sadece hedef yapilarina
baglanabilirler (Porsch-Ozciiriimez ve dig. 2004). Immiinblotlama ve Enzim bagh
Immiinosorbent deneyi (ELISA) yaygin olarak kullanilan bagisiklik testlerindendir.

Western blotlama (protein blotlama veya immiinoblotlama), elektroforez sonrasi
proteinlerin immiino-modiilasyonu i¢in gl¢lii ve Onemli bir prosediirdiir.1979'da
elektroforezlenmis bir jeldenprotein transferi protokoliiniin baslatilmasindan bu yana,
protein blotlama biiylik Olglide gelismistir (Kurien ve Scofield 2006).Western blot, jel

elektroforezinden sonra uygulanabilen molekiiler bir tespit yontemidir. Proteinleri antikor
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saptamasina hazir hale getirmek i¢in jelin i¢inden nitroseliiloz (NC) veya poliviniliden
difloriirden (PVDF) yapilmis membrana aktarmak gerekmektedir. Ardindan membran,
sigir serum albiimini (BSA) veya kazein gibi reaktif olmayan bir protein ile bloke
edilmektedir. Proteinin NC veya PVDF membranina spesifik olmayan baglanmasinin
onlenmesinden sonra, hedefe 6zgii birincil antikor membrana uygulanmaktadir. Ardindan
enzim ile isaretlenmis sekonder antikor, antikor-antijen etkilesiminin etiketlenmesi igin
kullanilmaktadir.Spesifik etkilesim substrat uygulamas: ile izlenebilmektedir (Porsch-
Ozciiriimez ve dig. 2004).Spesifik antikor-antijen etkilesiminin izlenmesi, substratin
uygulanmasiyla gergeklestirilir.

ELISA teknigi, Isve¢ Stokholm Universitesi'nden bas arastirmaci Peter Pearlman ve
Eva Engvall tarafindan kavramsallastirilmistir (Lequin 2005). ELISA tipta, bitki
patolojisinde ve biyoteknolojide teshis araci olarak ve ¢esitli endiistrilerde kalite kontrolii
i¢cin kullanilmistir. ELISA, bir numunede antikor veya antijenin varligini tespit etmek icin
immiinolojide kullanilan enzim bagh bagisiklik testi yontemidir (Crowther 1995). ELISA
metodunda basitce, numuneden alinan antijenler 96 kuyucuklu plak yiizeyine
uygulanmaktadir. Antijene baglanmak iizere yiizeye spesifik bir antikor uygulanmaktadir.
Bu antikor bir enzime baglanmakta ve son olarak enzimin substratini iceren bir madde
ortama eklenmektedir. Sonu¢ olarak, reaksiyon genellikle renk degisikligi olarak
saptanabilen bir sinyal iiretmektedir (Engvall ve Perlmann 1971). Ortaya ¢ikan renk
degisimi spektrofotometre cihaziyla saptanabilmektedir. Elde edilen absorbans degeri iiriin
miktarinin saptanmasina olanak saglamaktadir (Cabrini ve dig. 1990). Dort farkli ELISA
uygulamasi vardir; direkt, indirekt, sandvi¢ ve yarigimlt ELISA (Cizim 1.6.).

Substrat
Substrat
0§ 7\
Substrat
Substrat Sekonder Antikor
/ \Konjugatl
. Inhlbltomntuen/ \
Primer Antikar
/ \Konjugatl / \ \ / . / \
Amijen . Yakalayicl Antikor
Direkt ELISA indirekt ELISA Sandvi¢ ELISA Yar|§|mI| ELISA

Cizim 1.6.ELISA tipleri. (Anonim 2017)
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Direkt ELISA yonteminde, plakanin ylizeyi dogrudan antikor veya antijen ile
kaplanmaktadir.Bir enzim ile etiketlenen antikor veya antijen Ol¢iimii saglamakta olup
sinyal, antijen veya antikor miktarin1 belirlemek icin Ol¢iilmektedir (Engvall 2010;
Hornbeck 2001).

Indirekt ELISA,1978 yilinda direkt ELISA y&nteminden ilham alan Lindstrém ve

Wager tarafindan gelistirilmistir.Bu yontemin indirekt yontem olarak adlandirilmasinin
nedeni, Olc¢iilecek antijeni belirleyen ve ayiran seyin birincil antikor degil, ortama
yerlestirilmis bagka bir antikor olmasidir.
Bu yontemde hastalik tasiyan serum, antijen kapli kuyulara ilave edilmekte ve hasta
serumundaki antikorlar plaktaki antijenlere baglanmaktadir. Ardimdan antijen-antikor
kompleksini goriinlir hale getirmek igin serumdaki antikoru tantyan ve enzim ile
etiketlenen ikincil bir antikor ortama eklenmektedir(Aydin 2015).

Sandvi¢ ELISAyonteminde, kuyular bir yakalayici antikor ile kaplanmakta ve ornek,
antikorla kapli plakakuyularina eklenmektedir. Ardindan, antijene 06zgli enzim ile
etiketlenen antikorlar eklenmektedir. Ilgili protein iki antikor molekiilii arasinda sikismig
oldugundan, bu yonteme Sandvich ELISA adi verilir.Sandvi¢ ELISA'larin diger tim
ELISA'lardan 2-5 kat daha duyarli oldugu bildirilmistir (Aydin 2015).

Yarisimli ELISA yonteminde,kuyularin yiizeyi, antijene 6zgii antikor veya antikora
6zgii antijen ile kaplanmaktadir.Olgiilecek olan numune ve enzim etiketli antijen veya
antikor ayn1 anda kuyuya yerlestirilmektedir. Etiketli ve etiketsiz antijen (hasta antijeni)
veya antikor molekiilleri, kuyucuklardaki antikor veya antijene baglanmak i¢in birbirleriyle
rekabet etmektedir. Analit konsantrasyonu ile elde edilen renklenme yogunlugu arasinda
ters bir orant1 vardir. Baska bir deyisle, serumda analiz edilen antijenin veya antikorun
miktar1 diisiik oldugunda, daha yliksek miktarlarda absorbans gozlemlenmektedir (Aydin

2015).
1.6.Fc Fiizyon Proteinleri

Rekombinant fiizyon proteinleri biyolojik arastirmalarda veya tedavi alaninda
kullanim i¢in rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak yapay olarak {iretilir (Baldo ve
B.A 2015).1989 yilinda ilk bagisiklik yetmezligi (HIV) viriistiniin T hiicrelerine girmesini
engelleyen CD4-Fc-flizyon antagonistlerinin tanimlamasindan bu yana, Fc-flizyon
proteinleri, piyasaya siiriilen bircok Onemli basar1 ile bir dizi patolojiyi azaltmadaki
etkinlikleri bakimindan yogun bir sekilde arastirilmistir. Fc temelli flizyon proteinleri,

dogrudan baska bir peptide baglanan bir immiinoglobin Fc bolgesinden olusur.Ekli Fc
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alan1 ayrica, bu molekiillerin, onkolojik terapilerde ve asilarda kullanimlari i¢in 6nemli bir

ozellik olan bagisiklik hiicrelerinde bulunan Fc reseptorleriile etkilesime girmesini saglar

(Czajkowsky ve dig. 2012). Fc flizyon poteinlerinin genel yapis1 Cizim 1.7'de

gosterilmistir.

Fc-flizyonlarla mevcut ¢calismanin en biiyiik odag: terapotik uygulamalarda olmustur

ve son zamanlarda kayda deger birkag basar1 Cizelge 1.1.'de gdsterilmistir.

Cizelge 1.1.Klinikte Anahtar Fc-Fiizyon proteinleri ve monoklonal antikorlar (mAb).

Czajkowsky ve dig. (2012)'den alinmustir.

Ticari ad (genel ad) Apklama {lk FDA onaymn helirtilmesi evre sirket
Fe-fiizyon
Nulojix (belatacept) CTLA-4, msan [oGlin Fe deferne kavnasmustr  Orzanreddt FDA Onayland: (2011) Bristol-Mevers Squibb
Exlea (aflibercept) VEGFRI/VEGFRY, insan [gGlin Fe'sine bagh  Yasa bagl makula dejenerasyonu FDA Onayland: (2011) Regeneron [lag
Arcalyst (rilonacept) IL-1R, insan IaGlin Fe degerine kavnagtk Krivopirin tliskili perrvodik sendromlar FDA Onayland: (2008) Regeneron [lag
NPlate (romiplostim) fisan TzGin Fe'sine kaynastk trombopoistin Kronik immiin trombositopenik purpura hastalarmda FDA Onaylandh (2008) Amgen | Pfizer
baglavict peptid trombositopeni
Orencia (abatacept) Mutasvona udramus CTLA, isan IoGlin Fe'sine Romatoid artrit FDA Onayh (2003) Bristol-Meyers Squib
kanasmig
Tyi niyetli (alefacept) LFA-3, msan IgGlin Fe degerine kavnagmustr.  Sedzfhastaludy ve nakil reddi FDA Onayh (2003) Astellas Pharma
Enbrel (etanersept) TNER, insan [gGlin Fe degerine kaynastk Romatoid artrit FDA Onayl (1998) Ampen | Pfizer
mAbler
Ritusan / MabThera Kimerik fare / insan IgG1 CD20'vi hedef alir B hiicreli lenfomalar FDA Onayh (2006) Biogen [dec / Genentech Hoffman-La
(rituximab) Reche (Avrupa)
Herceptin (trastuzumab) ~ HER2'vi hedef alan kimerdk fare 'insanIoG11 Meme kanseri ve gastrodzofageal bileske adenckarsinom FDA Onayh (2006) Genentech
Campath / Lemtrada B ve T lenfosttlertnde CD32 vt hedefleven B hiicres krontk lenfositik [6semt. Faz [TTda multipl skleroz - FDA Onaylands (2007) Genzyme
(alemtuzumab) hiimanize [gG1 ifin denemeler
Prolia/ Xgeva (denosumat)  Tam insan IeG2 hedefleme RANKL osteoporoz FDA Onayland: (2010) Amgen
Tysabri (natalizumab) Hitmanize [eG4 hedefleme alfa4 integrin Multip! skleroz ve Crobn hastalsd: FDA Onayl (2004) Biogen [dec ve Elan
Vectibix (panitomomab) — EGFR, ErbB-1 ve HER L' hedef alan tamamen  Metastatik kolorektal kanser (mutasvona uiramams KRAST  FDA Onayl: (2006) Amgen

msan [gG2

hastalarda)
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Cizim 1.7.Fc-Flizyon Protein Yapisi. (Anonim 2015)

Biyofiziksel bakis a¢isindan, Fc domeni bagimsiz olarak katlanir ve ortak molekiiliin
hem in vitro hem de in vivo ¢oziiniirliigiinii ve stabilitesini gelistirebilirken, teknolojik bir
bakis acgisindan, Fc bolgesi protein liretiminde afinite kromotografisi ile protein G / A ile
uygun maliyetli etkin saflastirmaya izin verir (Carter ve P.J. 2011). Bizim ¢alismamizda bu

nedenle insan Fc bolgesi tercih edilmistir.
1.7. Pichia Pastoris X33

P. pastoris, genellikle rekombinant DNA teknikleriyle protein iiretimi i¢in kullanilan
bir mayadir. Bu mayanin protein ifadesi i¢in avantajlar1 arasinda fermentatif biiylimenin
yant sira solunumla biiyiime i¢in siki diizenlenmis ve etkin promotorlerinin bulunmasi yer
almaktadir.P.pastoris, basit alkollii metanol ile biiyiiyebilen bir metilotroftur ve diger
mikroorganizmalarin ¢ogunu ve koruyucu sistemlerini oldiirebilecek giice sahip, oldukca
giiclii metanol soliisyonlarinda kolaylikla yetistirilebilir (Cregg ve dig. 2009).P.pastoris
metanol ve gliserol metabolizma yolagi Cizim 1.8. 'de gosterilmektedir.

P. pastoris, ilk olarak 1973'te Philips Petroleum tarafindan, tek hiicreli proteinin
(SCP) hayvansal yem talebini yerine getirmesi i¢in kullanildi. O zamandan beri c¢esitli

rekombinant proteinlerin iiretilmesi i¢cin kapsamli bir sekilde
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arastirilmaktadir.Endiistrilesen enzimler ve biyofarmasoétikler dahil olmak tizere 500'den
fazla protein bu ekspresyon sisteminde ifade edilmis olup, son yillarda artan sayida ticari
irlin pazara ulagmistir (Safder ve dig. 2018).Bu maya, kolay ¢ogalmasi ve genomunun
kolayca manipiile edilmesi ile birlikteE. coli'nin avantajli 6zelliklerinin birgoguna sahiptir.
Fakat bunun yaninda okaryot olmasi nedeniyle gelismis katlanma ve c¢esitli post-

translasyonel modifikasyon yeteneklerine de sahiptir (Brondyk2009).
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Cizim 1.8.Pichia pastoris'in basitlestirilmis karbon metabolizmasi, gliserol ve metanol
metabolizmasinda yer alan yolaklardan tanimlanmis enzimler. Zepeda ve dig. (2018)'den
alinmustir.
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1.7.1. P. pastoris ifade Sistemi

P. pastoris kullanilarak yabanci herhangi bir genin ifadesinde ii¢ temel adim vardir:
1) Genin ifade vektoriine eklenmesi,

2) ifade vektériiniin P.pastoris konagina girmesi,

3) Yabanci genin ifadesi i¢in potansiyel kolonilerin incelenmesi.

P.pastoris'teki heterolog protein iiretiminin ¢gogunlugu, metanol metabolizmasi igin
gerekli olan enzimlerinsadece hiicreler metanol iizerinde biiyiidiigiinde mevcut oldugu
gercegine dayanmaktadir(Macauley2005).Diger tiim rekombinant protein {retim
sistemlerinde oldugu gibi P.pastoris kullanarak rekombinant protein {iretmek igin plazmid
vektorlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Plazmidler, ¢ift sarmalli ekstra kromozomal DNA dizileridir ve genellikle konake1
hiicrenin ¢ogaltma makinesini kullanirlar (Del Solar ve dig. 1998). Plazmidler, otonom bir
sekilde, dairesel ekstrakromozomal DNA'y1 kopyalarlar ve genelde 15 kb'ye kadar DNA
ekini klonlamak icin kullanilabilirler (Casali ve Preston 2003).Spesifik yapili 6zelliklere
sahip olan plazmidler, laboratuvarda klonlama amaciyla yaygin olarak kullanilir. Klonlama
icin uygun olan vektorlerde genellikle restriksiyon enzimi kesim bdlgelerini i¢ceren ¢oklu
klonlama bolgeleri yer alir. Plazmidleri iceren bakteriler, saatler icindebakteride
milyonlarca vektoriin kopyasini olusturabilir ve cogaltilan bu vektorler, daha fazla
manipiilasyon i¢in bakterilerden izole edilebilir.Plazmidler, 6zellikle transkripsiyon
vektorleri olarak kullanilabilir ve bu plazmitler, protein ekspresyonu i¢in ¢ok onemli
dizilerden yoksun olabilir.

Protein ekspresyonu i¢in kullanilan plazmidler, protein iiretimi i¢in temel araglar
olup ifade vektorleri olarakadlandirilir. ifade vektorleri destekleyici, ribozomal baglanma
bolgesi ve baglangic kodonu gibi bir dogru translasyon baslatma dizisi, bir sonlandirma
kodunu ve bir transkripsiyon sonlandirma dizisi gibi protein translasyonu igin elementler
igerir. (Brown TA 2010; Old ve Primrose 1981).Vektor, giiclendirici ve promotdr bolgeler
olarak gorev yapan ve ekspresyon vektorii Tlizerinde tasinan genin verimli
transkripsiyonuna yol acan diizenleyici sekanslari icerecek sekilde tasarlanmigtir (Amann
ve dig. 1983). lyi tasarlanmus bir ekspresyon vektoriiniin amaci, proteinin verimli
tiretimidir ve bu, daha sonra proteine doniistiiriilebilen 6nemli miktarda kararli haberci
RNA'nin iiretilmesiyle basarilabilir. Bir proteinin ekspresyonu, siki bir sekilde kontrol

edilebilir ve bazi sistemlerde bir indiikleyici kullanimiyla istenen protein yiiksek miktarda
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iiretilebilir (Old ve Primrose 1981).Prokaryotlar ve Okaryotlar arasinda protein sentezi
sistemlerinde farkliliklar vardir, bu nedenle ekspresyon vektorleri secilen konak i¢in uygun
ekspresyon elementlerine sahip olmalidir.Ornegin, prokaryot ekspresyon vektorleri,
ribozomlarin baglanmasi i¢in translasyon baslama yerinde bir Shine-Dalgarno sekansina
sahip olurken 0karyot ekspresyon vektorleri Kozak konsensiis sekansini igerecektir (Kozak
1999).

Promotdr, transkripsiyonu baslatir ve bu nedenle klonlanmis genin ekspresyonu i¢in
kontrol noktasidir.Ekspresyon vektoriinde kullanilan promotdrler genellikle indiiklenebilir
ozelliktedirler. Bununla birlikte gen ekspresyonu, bazi ekspresyon vektorlerinde yapisal
(yani protein siirekli eksprese edilir) da olabilir. Siki kontrol edilen promotorlere sahip
ekspresyon vektorlerinde bile indiiksiyon olmadiginda diisiik seviyeli protein sentezi
gozlemlenebilir (Corden ve dig. 1980).Bir promotor, belirli bir genin transkripsiyonunu
diizenleyen DNA bolgesidir.P.pastoris'teifade i¢in kullanilan promotorlerin  ¢ogu,
genellikle hiicrede yiiksek konsantrasyonlarda bulunan metanol metabolizmasinda yer alan
enzimleri kodlayan genlerden elde edilmistir.S. cerevisiae gibi model maya tiirleriyle
karsilagtirildiginda, P. pastoris'te kullanilabilir promotdr dizilerinin sayisi oldukca
diisiiktiir ve ayrica gii¢lii promotorlerle sinirlidir.Bununla birlikte, bazi uygulamalar igin
saperonlarin ekspresyonu veya diger salgilama faktorlerinin ifadesi gibi, daha diislik
transkripsiyon aktivitesi olan bir promotdr kullanilmasi daha uygun olabilir (Shen ve dig.

1998). AOX ve GAP promotorleri P.pastoris i¢in kullanilan promotorlerdir.

Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz (GAP) Promotorii

GAP promotorii, c¢esitli heterolog proteinlerin siirekli ifadesi icin kullanilir
(Waterham ve dig. 1997) ve bu promotdriin kullanimi metanol kullanimi gerektirmez
(Vassileva ve dig. 2001). Bu durum biiylime ve indiiksiyon islemi sirasinda karbon
kaynaginin degistirilmesinin gerekli olmadigi (Cereghino ve Cregg 2000), kiiltiiriin
uygulanmasinin daha kolay oldugu ve siirekli kiiltiirlerin uygulanmasi i¢in biiyiik
potansiyel gosterdigi anlamlarina gelmektedir (Vassileva ve dig. 2001).Bununla birlikte,
bu promotdr siirekli olarak ifade edildiginden, maya igin toksik olan proteinlerin {iretimi
icin iyi bir se¢im degildir. GAP promotoriinii kullanmanin avantaji, indiiksiyon igin
metanoliin gerekli olmamas1 ve kiiltiir i¢cin gereken karbon kaynagini degistirerek
deformasyonunbiiylimesinin engellenebilmesidir (Haberland ve dig. 2002).Bununla
birlikte, GAP promotdrii yapisal olarak eksprese edildiginden, maya icin toksik olan

proteinlerin {iretimi i¢in 1yi bir se¢im degildir (Cereghino ve Cregg 2000).
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Alkol oksidaz (AOX) Promotorii

P.pastoris, kuvvetle uyarilabilen promotor iceren AOX1 ve AOX2 olmak iizere iki
alkol oksidaz genine sahiptir (Daly ve Hearn 2005). P.pastoris'te, heterolog genler
genellikle metanol kullanim yolundaki ilk enzimi kodlayan ve siki bir sekilde diizenlenmis
olan alkol oksidaz I geninin (AOXI1), Paoxipromotdriiniin kontrolii altinda ifade edilir
(Tschopp ve dig. 1987). AOX enzimi, metanol, etanol ve 1-propanol gibi kisa alifatik
alkollerin oksidasyonunu katalizleyen, glukosemettanol-kolin oksidorediiktazlar ailesine
aittir.Baz1 metilotrofik maya tiirlerinde AOX, tetramerik ve heksamerik formlara sahip
olmasina ragmen, her biri prostetik bir grup olarak kovalent olmayan bir sekilde baglanmis
bir flavin adenin dintikleotit molekiiliine sahip sekiz ayni alt birimden olusan yiiksek
molekiiler agirlikli (600 kDa) bir molekiildiir (Zhang ve dig. 2009). Bu enzim AOX1 geni
tarafindan kodlanir ve hiicre siispansiyonlarindaki metanol oksidasyon hizi ortamda
¢Oziinen oksijen konsantrasyonuyla dogrusal olarak orantili iken O, i¢in diislik afinite
sunar (Harber ve Veenhuis 1989). AOX, metanol metabolizmasinda kilit bir enzimdir ve
metanol katabolizmasinda ilk adimi kataliz eder: metanolden ortaya ¢ikan H,O, iiretimi ile
formaldehite oksidasyonu.Amino asit dizisinde %97 6zdeslige sahip olan AOX1 ve AOX2
adli iki izoenzimi sunar, ancak ifadeleri farkli promotorler tarafindan kontrol edilir (Zhang
ve dig. 2009). Genellikle istenen protein i¢in olan gen AOX1 promotoriiniin kontrolii altina

sokulur, bu da protein iiretiminin metanol ilavesiyle indiiklenebilecegi anlamina gelir

(FitzGerald ve dig. 1997).

GAP ve AOX promotorlerinin se¢imi i¢in avantaj ve dezavantajlar Cizelge 1.2.'da

gosterilmistir.
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Cizelge 1.2.A0X1 Promotor sisteminin kullanilmasinda avantaj ve dezavantajlar.
Macauley ve dig. (2005)'den alinmistr.

AOX1 Promotor sisteminin kullanilmasinda avantaj ve dezavantajlar

Avantajlar Dezavantajlar

Baskilama / indiiksiyon mekanizmasinin |Islemler sirasinda metanoliin izlenmesi,
kontroliiyle yabanci proteinin transkripsiyonu | problarin  giivenilmezligi ve Ol¢limiin

sik1 sekilde diizenlenir. komplikasyonlarindan dolay1 genellikle
zordur.

Hiicre i¢in toksik olsalar bile yiiksek seviyede | Metanol yangin tetikleyicisidir;

yabanci protein ifade edilebilir. dolayistyla, islemler i¢in gerekli olan
miktarlarin  biiylik 6lgekte olmasi arzu
edilmez.

Gen ifadesinin asir1 ifade edilmesinden Once, | Metanol esas olarak, belirli gida iirlinleri
transkripsiyonun baslangigtaki karbon kaynagi|ve  katki  maddelerinin  {iretiminde
tarafindan baskilanmasi hiicre boliinmesinin | kullanilmaya uygun olmayan
verimli gergeklesmesini saglar. petrokimyasal kaynaklardan elde edilir.

Metanol ilavesiyle, transkripsiyonun | Kesin bir zaman noktasinda birinden
indiiksiyonu kolayca elde edilebilir. digerine gecis yaparken iki karbon
kaynag gereklidir.

Mayada rekombinant protein iiretimi i¢in 6nemli olan bir diger parametre proteinin
hiicre i¢i / dist iretilmesidir. Heterolog proteinler hemen hemen tiim durumlarda ya
sitoplazmaya hedeflenir ya da tercihen kiiltlir siipernatanina salgilanir.Sitoplazmik
ekspresyon, genellikle salgi yollarinin potansiyel sinirlamalar1 s6z konusu olmadigindan,
yiiksek ekspresyon seviyelerine yol acar.Bununla birlikte, sitoplazmada ekspresyon ile
ilgili birka¢ olumsuz &zellik mevcuttur. Ornegin, hiicrelerin patlatilmasi iiretim sirasinda
ek adimlar gerektirmektedir (Richardson ve dig. 1988). Hiicreler, genellikle yiiksek
basin¢li homojenizasyonla (maya hiicresi duvarlarinin ¢ok saglam oldugu bilinmektedir)
pargalanir, daha sonra lizatin ayrilmasi gerekir ve {irlin, hiicresel bilesenlerin sadece bir
kismidir (Weik ve dig. 1998). Bu yiizden ilave saflagtirma islemi yapilmalidir. Cogu
durumda protein katlanmasi ve islenmesi -Ozellikle disiilfit bag olusumu- sitoplazmik

ekspresyon i¢in ciddi bir sinirlama olusturur (Mattanovich ve dig. 2012).
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Alternatif olarak, proteinler uygun bir salgilama sinyal dizisi eklenerek salgilanmay1
hedefleyebilir. Sekresyon sistemi temel olarak protein miktarini arttirmakla ilgilidir (Idiris
ve dig. 2010).Maya sekresyon sinyali ortamda rekombinant proteinlerin iiretimini biiylik

Olciide kolaylastirir. Ayrica proteaz saldirisini azaltabilir ve proteinlerin dogru katlanmasini

saglayabilir.Vektorler, sekresyon sinyalleri ile veya sekresyon sinyalleri olmadan elde

edilebilir. Indiiklenebilir (AOX) veya konstriiktif (GAP) promotérii vardir ve antibiyotik

direnci tagirlar. P. pastoris'e transforme edildiklerinde vektorlerin genomuna entegre

olmasi beklenmektedir. Bu ¢aligmada kullanilmis olan pD912 vektoriiniin haritas1 Cizim

1.9. 'da gosterilmektedir.

Q@SS Apnafactor (full, KEX, STE)

P
PAP 11052018 '
S — pD912:335962
5078 bp
M Zeocins +
lgG1-noCH '-I-;-[-i-::r:rt:'EI?.-E::?-. cov:99.14]

| .
Term AOX |
- BerBI

Cizim 1.9. PAP-pD912 Plazmid Haritas1
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pD912 vektorii P. pastoris genomuna entegre olacak sekilde tasarlanmustir. Plazmid
tizerindeki bolgeler;

Ori_ pUC : Genomda replikasyonun baslatildigi sekanstir. pUC ori, hiicre bagina 500
plazmidin daha fazla {iretimine izin veren izin veren E.Coli plazmid pBR322'den tiiretilmis
mutasyona ugramis bir orijin formudur.

P _AOXI1 : P. pastoris'te kuvvetli ve siki regiile edilmis metanol ile indiiklenebilir alkol
oksidaz promotoriidiir. AOX1 promotorii metanol tarafindan uyarilir ve glikoz tarafindan
baskilanir.

P_EM72 : EM7 promotorii, E. coli'de antibiyotik direng geninin yapisal ekspresyonunu
saglayan T7 promotoriinden tiiretilmis bir sentetik bakteri promotoriidiir.

P ILV5: ILVS5 geninden ILV5 promotdrii, gliglii ifadeleri siirdiirebilir.
SS_Alphafactor(full, KEX, STE) : Saccharomyces cerevisiae'de maya ciftlesme feromon
alfa faktoriinden tiiretilen bir salg1 sinyali, mayadaki heterolog proteinlerin salgilanmasini
kolaylastirir. Kex ve stel3 iceren tam alfa faktorii proteininin tam bir formu, boliinme
bolgelerini korur.

Zeocin-r : Zeosin direnci, Shble geninin iirlinii tarafindan saglanir.Sh ble gen {iriinii
antibiyotige baglanir, boylelikle arttk DNA boliinmesine neden olmaz.Zeosin, bakir iyonu
Cu®'varhgma bagh olarak mavi renktedir.Zeosin etkisi, aerobik hiicrelerin cogunda
etkilidir. Tipik olarak memeli ve maya hiicrelerinde 10-30 pg / ml vebakteri i¢in ise 25 pg /

ml kullanilir.
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2. AMAC

Bu tez calismasinda, PAP antijeninin P.pastoris X-33 maya susunda rekombinant
DNA teknolojisi kullanilarak iiretim ve saflastirma optimizasyonlarinin yapilmasi
hedeflenmigtir. Mayada iiretimin gergeklestirilebilmesi i¢in uygun plazmid se¢imi ve gen
tasarimi  biiyiilk  O6nem  tagimaktadir.  Yapilan c¢alismada pD912  plazmidi
secilmistir. Kullandigimiz indiiklenebilir AOX promotoriine sahip plazmid, methanoli
karbon ve enerji kaynagi olarak kullanmistir. indiiklenebilir plazmid kullanilmas: {iretimin
yiiksek verimlilikle gerceklesmesini saglamistir. Tasarlanan plazmidde gen bdolgesi ve Fc
bolgesi arasina eklenen amino asit dizisi saflagtirma islemi sonrasinda PAP proteinini
orjinal formatinda kullanma olasilig1 sunmustur.Ayrica rekombinant protein iiretiminde
siklikla kullanilan His-Tag isaretlemede saflastirma nikel kolonlarla yapilmakta ve iiretilen
proteinin ii¢ boyutlu yapisina bagli olarak diisiik verimle saflagtirma sorunu ile karsi
karstya kalinabilmektedir. Bu sorunun iistesinden gelmek amaciyla His-Tag yerine
antikorlarda bulunan ve antikorlarin saflastirnlmasinda kullanilan Fc bolgesi PAP
proteinine eklenmistir. Fc etiketli rekombinant protein, hiicre kiiltiirii siipernatantindan
direkt olarak saflastirilmak istenmis ve bu dogrultuda bir dizi saflagtirma optimizasyon
calismasi yapilmasi amaglanmistir. Fe etiketli protein tipk: bir IgG antikoru gibi proteinA,
proteinG kolonu kullanilarak saflastirilabilmistir.

Bu caligmada, pankreatitle iligkili hastaliklarin tanisinda ve KF hastaliginin erken
tanisinda kullanilan ELISA Kkitleri ile bebek kanlarinda biyolojik belirte¢ olarak bulunan
PAP miktarinin belirlenmesi ¢alismalarinda standart olarak kullanilmak tizere rekombinant
DNA teknolojisi kullanilarak PAP iiretimi ve saflastirilmasi amaglanmistir. Ticari degeri
oldukca yiiksek olan ve ELISA testlerinde standart protein olarak kullanilan PAP

antijenleri, rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak iilkemizde ilk kez tiretilmistir.

27



3. YONTEM

Bu calisma, TUBITAK Marmara Arastrma Merkezi Gen Miihendisligi ve
Biyoteknoloji Enstitlisi Tanm1 Teknolojileri Laboratuvarinda SBAG destekli 1155124
numarali 1003 projesi kapsaminda yiiriitiilmiistiir.Proje kapsaminda gelistirilen PAP

antijeni immiin testlerde ve tanida standart olarak kullanmak amaciyla gelistirilmistir.

3.1. Plazmid DNA'sinin GF/C filtresinden eldesi

PAP antijeninin ifadesi i¢in indiiklenebilir AOX promotdrii ve salgilama sinyali igeren
pD912 vektérii ATUM firmasina sentezlettirilerek temin edilmistir. Temin edilen DNA'nin
tasarimi1 Cizim 3.1.'de gosterilmektedir. Plazmid vektor filtre kagidina emdirilmis olarak

gonderilmistir.

D THICAPRC FAPELLEGEP S FLFF PO T SR TFES T GV DR S HEDPE E v EyE VY H WA,
Fc
KTKPREEDY NSTYRYWYEVL T VL HDDRL R E VDK WEREL P P TS A PR sr s T LIPPER

Fe
EERIT OO TEE YRGS YRS A e E BN S G FELINYET [P UGG L e F s SRE00GMN

W BCERHE AL HMH Y TOKELELSFG KASAN SEIRISWFWIEE P ACKIFNDLKQHYT MHD F DMK

Fe Eznnk Badlawvien FLAG
EEFRIRELPE AR PR TR TSI TN SPESNTEADLA CORNRFSOMNL S SIS ME RS w550 Wil

PAP
O ST OUHOF TORS T SRS EOW B S SSD R ARERKF S BSACHIATE SRS TAF LR
PAP

DY HCHYRLP T T,
PAP

Cizim 3.1.PAP Tasarimi ve Dizisi

Filtrenin merkezine dogrudan 50 ul PBS eklendi. Oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi.
0.6 ml'lik eppendorftiipiin alt1 enjektor ile delindi, 0.6ml'lik tiipe filtrenin yaris1 kesilerek
yerlestirilmis ve 1.5ml'lik tiip i¢ine yerlestirildi. 1.5ml'lik 14000 rpm'desantrifiij edildi.
Boylelikle filtreye emdirilmis olan plazmid DNA eliie edilerek 1.5 ml'lk tiipe aktarildi.
Elde edilen DNA miktari1 Nanodrop ile belirlendi.
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3.2. Kompetent E.Coli Top10 Hazirlanmasi

Top10 hiicreler LB agar petriye ¢izilerek, gece boyu 37°C'de inkiibe edildi. Koloni se¢imi
yapilarak 5 ml LB medium icine inokiile edildi ve gece boyu 37°C'de calkalamali
inkiibatorde 220 rpm'de inkiibe edildi. Sonraki giin 50 ml LB medium i¢ine Sml hiicre
kiltiiriinden eklendi ve 37 °C'de calkalamali inkiibasyon yapildi. 2 saat kadar bir siirede
ODgoo'de 0.48-0.75 degerleri okunmus olmalidir. Kosullar saglandigi taktirde, bakteri
kiiltiirii 50 ml falkon igerisine alind1 ve 15dk. buzda inkiibe edildi. Daha sonra 3800 rpm'de
+4°C'de 10 dk. ¢oktiirme islemi yapildi. Siipernatant atildi, pellet 15 ml 0.1M steril buzda
CaCl, soliisyonu ile ¢oziildii ve 15dk. buzda inkiibe edildi. Daha sonra tekrar 3800 rpm'de
+4°C'de 10dk. ¢oktiirme islemi yapildi. Siipernatant atildi, pelletsteril buzda 4 ml 0.1M
CaCl, ve %20 gliserol soliisyonu ile ¢oziildii. Son olarak -80 °C'de saklanmak {izere

100ul'lik aliquotlar hazirland.

3.3. E.Coli'ye Plazmid Transformasyonu

Tiipler -80'den alinarak buz {izerinde yaklasik 10 dakika kadar bekletildi. Plazmidler
kompetent E.coli Topl0O iizerine eklenerek iiretilerek yaklasik 30 dakika kadar buz
tizerinde bekletildi. Tiipler Thermo Shaker cihazinda 42°C'de 1 dakika siireyle 1s1 sokuna
ugratildi ve tekrar buz lizerine alinarak 5 dakika kadar buz {izerinde inkiibasyon yapildi. Ist
sokuna maruz birakilan E.coli'ye 37°C'ye 1sitilmis 800 ul LB ilave edildi ve 1 saat 37°C'de
inkiibe edildi.E.coli, 5000 rpm'de 5 dakika santrifiijlendi, 600 pl siipernatant atildi ve
pellet, kalan LB'de ¢6ziildii. Stispanse edilmis E.coli hiicreleri, zeosin eklenmis LB agar
iceren petrilere yayildi ve 37 °C'de gece boyu inkiibe edildi. Hayatta kalan ve biiyiiyebilen
E.coli, plazmid transformasyonunun pozitif bir sonucu olarak antibiyotik direnci kazanmis

oldu.

3.4. Plazmid DNA izolasyonu

Zeosin igeren LB agar plakalarindan segilen koloni, zeocin ile 5 ml sivi LB'de inkiibe
edildi ve gece boyunca 37°C'de 220 rpm'de inkiibe edildi.Ertesi giin, E. coli'de yetistirilen

plazmidler Thermo Scientific GeneJet Miniprep Kkiti ile izole edildi.

250ul (RNaz igeren) resiispansiyon soliisyonundaki pellet hiicreleri yeniden siispanse
edildi. Siispanse hiicre mikrosantrifiij tiipiine alindi, pipetajla siispanse edildi. Ardindan
250yl lizis soliisyonundan eklenerek gbzle goriiliir degisim olana kadar tiip ters diiz edildi.
Sonra 350ul nétralizasyon soliisyonu eklendi ve tiip ters diiz edildi. 5 dakika santifiij
edildi.
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Siipernatant pipetlenerek spin kolonuna aktarildi. 1dakikalik santrifiij yapilmis istenilen
kisim tiiplin dibine toplandi. Spin kolona 500ul yikama soliisyonu eklendi, 60sn. kadar
santrifiij edildi istenilen kisim tiiplin dibine toplandi. Yikama soliisyonuyla ayni islem
yinelendi. Spin kolonu yeni bir 1.5ml'lik mikrosantrifiije aktarildi. Plazmid DNA'y1
ayirabilmek icin 50ul eliisyon tamponu spin kolon membrani merkezine eklendi. Oda
sicakliginda 4dk. inkiibe edilip 2 dk. santrifiij islemi yapildi. Kolon atilarak saflagtirilmis
plazmid DNA's1 -20°C'de saklandi.

3.5. Sacl ile Plazmid Kesimi

Maya hiicresine transformasyon oOncesinde plazmid DNA'min lineerize edilmesi
gerekmektedir. Bu nedenle PAP genini iceren maya vektorii Cizelge 3.1.'de gosterilen

kesim reaksiyonu ile kesilerek lineerize edildi.

Cizelge 3.1.Kesim Reaksiyonu

Icerik Miktar
DNA 20ul
CutSmart® Sul
Sacl Il
ddH,0 24pl

Bu reaksiyon karigtmina 37°C'de 2 saat inkiibasyon yapildi. Inkiibasyonun ardindan
lineerize plazmid PCR Clean Up kiti kullanilarak temizlendi ve transformasyona hazir hale
getirildi.

GenElute PCR Temizleme Kiti,tek iplikli veya ¢ift iplikli PCR amplifikasyon {irlinlerinin
(100 bp ila 10 kb) fazla primer, niikleotit, DNA polimeraz, tuz ve yag gibi reaksiyondaki
diger bilesenlerden hizli bir sekilde saflastirilmasi icin tasarlanmistir.Bu kit, silika
baglamanin avantajlarin1 mikrospin formatiyla birlestirir ve fenol, kloroform gibi pahali

recineler veya toksik organik bilesiklere olan ihtiyaci ortadan kaldirir.
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1. Toplama tiipii i¢erisine spin kolonu yerlestirildi. Spin kolonuna 0.5 ml kolon hazirlama
solisyonu eklendi. Kolon hazirlama soliisyonu DNA'nin membrana baglanmasini
maksimize ederek verimi artirir. Ardindan 14000 rpm'de 90 saniye santrifiij edildi. Bu kit
kullanilarak yapilan tiim santrifiij asamalar1 14000 rpm'de gerceklestirilmistir.

2. 1 hacim numune i¢in 5 hacim baglama soliisyonu eklendi ve karistirildi. Soliisyon
baglama kolonu i¢ine aktarildi. Kolon 14000 rpm'de 1 dk. santrifiij edildi. Eliiat kismi1
atild1 fakat toplama tiipii saklandi.

3. Baglama kolonu toplama tiipii igerisine yerlestirildi. Kolona 0.5 ml seyreltilmis yikama
soliisyonu eklendi ve 1 dk. 14000 rmp'de santrifiij islemi yapildi. Eliiat kismi atildi,
toplama tiipli saklandi.

4. Kolon toplama tiipii i¢ine yerlestirildi. Fazla etanoliin uzaklastirilmasi i¢in kolon 2 dk.
boyunca 14000 rpm'de santrifiij edildi. Eliiat ve toplama tiipii atildu.

5. Kolon yeni bir 2 ml'lik toplama tiipiine aktarildi. Kolonun ortasina 50 pl eliisyon
¢oOzeltisi eklendi. Oda sicakliginda 1 dk. inkiibasyon islemi yapildi.

6. DNA'y1 ayirmak i¢in, kolon 1 dk. 14000 rpm'de santrifiij edildi. Elde edilen eliiat
icerisinde DNA elde edildi.

3.6. Transformasyon

50'ik falkona 10 ml YPD Broth'a P.pastoris X33 susu ekimi yapildi ve 1 gece 30°C'da
biiytitiildii. Biiyiitiilen P.pastoris'lerden 200 pl alinarak 200ml sivi YPD besiyerineinokiile
edildi. Hazirlanan kiiltiir bir gece30°C'de biiytimeye birakildi. Sonraki giin kiiltliriin Aggo
degeri 1,211 olarak belirlendi. Konsantrasyonu 6lgiilen kiiltiir, her bir transformasyon icin
8x10® hiicre olacak sekilde ayarlandi.

Kiiltiirler 50ml'lik falkonlara esit olarak dagitildi. 4000rpm'de, 4°C'de 7dk. siireyle
coktiiriildii. Hiicreler iizerindeki siipernatant atildi ve kalan pelletin tizerine 40ml dH,O
eklendi. Hiicreler tekrar4000rpm'de, 4°C'de 7dk. siireyle c¢oktiiriildii, silipernatant
uzaklastirildi. Her falkon i¢in 2 ml 100mM LiCl, 10mM DTT, 0.6 M sorbitol ve 10 mM
Tris-HCI pH 7.5 karisiminda siispanse edilip oda sicakliginda 30 dakika siireyle inkiibe
edildi. Bu islem sonrasinda, hiicreler 4000rpm'de, 4°C'de 7dk. siireyle c¢oktiiriildi.
Stipernatant uzaklastirilip pellet +4°C'de muhafaza edilen 50 ml. 1M sorbitolde yikandi.
Son olarak, hiicreler sirasiyla 25 ml, 10 ml ve 5 ml 1M sorbitol ile tekrar yikanarak, son
konsantrasyonu 10'® hiicre/mL  olacak sekilde resiispanse edildi.Hiicrelerin  1/1000

seyreltmeyle Agoo degeri alindi. Bu deger 0,423 olarak belirlendi.
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Bu sekilde hazirlanan P. pastoris hiicrelerinden 100ul alindi ve lineerize DNA’dan 10 ul
ile karistirilarak 0.2 cm kiivette buzda 5 dk. boyunca bekletildi. Bekleme sonrasinda
hiicreler 2kV’de elektropore edildi. Elektroporasyonu takiben kiivete, buzda muhafaza
edilmis 1M sorbitolden 1 ml eklendi. Bu karisim 30°C’de ¢alkalamali inkiibatérde 1 saat
sireyle kanistirildi. Daha sonra 1M 1 ml YEPD eklendi ve 30°C’de calkalamali
inkiibatorde 1 saat siireyle karistirildi. Tiim karisim 100pg/mL Zeocin igeren petrilere

ekilerek 4 giin siireyle 30°C’de biiylimeye birakildi.

3.7. Zeosin Secilimi

Ekim i¢in 0.5 mg/ml, 1 mg/ml ve 5 mg/ml olacak sekilde farkli zeosin miktarlari igeren ii¢
cesit YPD agar hazirlandi. Her petri 8 es bolgeye ayrilip, numaralandirildi.

96'lik steril plate'e50 pl/kuyu steril dH,O eklendi. Biiyliyen kolonilerden steril pipet
ucuyla alinip dH,O bulunan kuyularda pipetaj yapildi. Kuyulardan S'er ul alinip,
numaralandirilmis bolgelere cizilerek ekildi. Petriler 30°C'de inkiibe edildi. Giin sonunda
YPDS agarlara PAP i¢in 5 mg/ml zeocin iceren petriden koloni se¢imi yapildi. Petri
30°C'de 4 giin siireyle inkiibe edildi.

3.8. Pichia Pastoris 'te Protein Ekspresyonu

1. YPDS agar petrilerinden segilen koloni steril 250 ml'lik erlen igerisinde 25ml BMGY
ortamina inokiile edildi. OD 600 degeri 2-6'ya ulasincaya kadar 30°C'de calkalamali
inkiibatorde isleme devam edildi.

2. Hiicreler uygun OD degerine ulastiginda gliserol stok hazirlandi. 25 ml hiicre kiiltiiriiniin
800 ul'si 2 ml'lik cryo tiipe aktarildi ve 200 ml steril %50 gliserol eklendi. Gliserol stoklar
dondurularak -80°C'de muhafaza edildi.

3. 25ml'lik kiiltiiriin geri kalan1 50ml'lik falkona aktarild1 ve 3800 rpm'de 12 dakika siireyle
santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirilip kalan BMGY besiyerinin uzaklagmasi i¢in tiipler
steril zemin {izerinde bas asagi bekletildi. Hiicre agregatini yikamak ve kalan ortami
uzaklagtirmak amaciyla 20 ml BMMY ile ortam yeniden siispanse edildi, gliserol kalmast
durumunda sonraki ifade engellenebilir. Bu islemin ardindan oda sicakliginda 3800 rpm'de
12 dakika boyunca ¢oktiirme islemi yapildi ve siipernatant uzaklagtirildu.

4. Ekspresyonun indiiklenmesi ve OD 600 degerinin 1.0'e ulagmasi ic¢in 1 litrelik erlen
icerisinde 200 ml BMMY ortamina hiicre agregati siispanse edildi. Sise kalayct pamugu ile
ortiildii ve 30°C'de ¢alkalamali inkiibatorde biiylimeye birakildi. Yeterli havalandirma,

metanol indiiksiyonu sirasinda verimli ekspresyon i¢in Onemli bir parametredir. Bu
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nedenle birka¢ sistem denendi ve en verimli olan yontem kalayci pamugu oldugu i¢in bu
metodla devam edildi.

5. Indiiksiyonu korumak icin her 24 saatte bir total hacmin % 0.5'1 kadar steril metanol
eklendi.

6. Ekspresyonun baslamasindan sonraki belirli zaman noktalarinda (bizim ¢alismamizda
24, 48, 72 96. saatler) kiiltiiriin 1 ml'si 1.5 ml'lik bir mikrosantrifiij tlipline aktarildi. Oda
sicakliginda 13200 rpm'de 7 dakika siireyle santrifiij islemi yapildi. Siipernatantlar ayr1 bir
1.5 ml'lik mikrosantrifiij tiirtine aktarildi. Farkli zaman noktalarindan alinan numuneler,
indiiksiyondan sonra protein ekspresyonu i¢in en uygun zaman periyodunu belirlemek

tuzere SDS-PAGE ve immunblotlama ile analiz edildi.
3.9. SandvicELISA

ELISA testi icin 100ng/kuyu olacak sekilde anti-PAP rabbit monoklonal antikoru (mAb)
ile tabana kaplama islemi yapildi. +37°C’de 1 saat inkiibasyon islemi yapildi. Antikorla
kaplanmis olan kuyular daha sonra PBS i¢inde 0.5% Tween 20 iceren yikama tamponu ile
3 kere yikandi ve +4°C’de gece boyunca %1 Hammerstein Kazein,%1.5 PVP
(Polivinilpirolidon) ve 40 pl/ml 1M NaOH ile inkiibe edildi.Sonraki giin bloklanan plate 3
kere yikama tamponu ile yikandi. Daha sonra kuyulara 100’er pl maya {ist sivisi eklendi ve
1 saat boyunca +37°C’de inkiibasyon islemi yapildi. Ardindan yikama tamponuyla 3
yikama yapildi ve TUBITAK MAM Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisii
(GMBE) Tam1 Teknolojileri Labaratuvari’nda daha onceden iiretilmis HRP isaretli anti-
PAP antikoru 300ng/kuyu olacak sekilde kuyulara yiiklendi. 1 saat +37°C’de inkiibasyon
islemi yapildi ve 1 saatin sonunda plate 3 kere yikandi. Sonrasinda 1:10000
konsantrasyonda streptavidinde 20 dakika +37°C’de inkiibe edilen plak 5 kere yikandi ve
daha sonra TMB substrati ile inkiibe edildi.Renk olusumundan sonra, reaksiyon 2M H,S04
ile durduruldu. Elde edilen goriintii 450 nm’de okundu. Yapilan sandvi¢ ELISA genel

semas1 Cizim 3.2.'de gosterilmektedir.
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Enzim

Substrat
Anti PAP mAb/HRP

Cizim 3.2.Sandvi¢ ELISA

3.10.SDS-PAGE

Protein veya polipeptidlerin molekiil agirliklarina gore jelde elektrik akimi ile tespit
edilmesini saglamaktadir. Ik asamada cam plaklar alkol ve saf su ile yikand1 ve kurutuldu.
Cam plaklar aparata yerlestirildi. SDS-PAGE jel icerigi EK 4.'te verilmistir. Ust jel
hazirlandiktan sonra cam plaklar arasina pipetlendi ve jelin {ist kisminin piiriizsiiz olmast
i¢in lizerine izopropil alkol kondu. Jel polimerize olduktan sonra saf su ile yikama yapildi
ve kurutma kagidi ile jele degmeden alkol uzaklastirildi. Ust jel hazirlanip alt jelin iizerine
eklendi ve taraklar yerlestirildi. Polimerizasyon gergeklestikten sonra taraklar c¢ikarildi.
Kuyular 6nce saf su ile daha sonra yiirlitme tamponu ile yikandi ve tanka yerlestirildi.
Numuneler belirlenen miktarda yilikleme boyasi ile karstirilip kuyulara yiiklendi. Tank
kapag1 kapatilarak elektrotlar uygun sekilde baglandi ve belirli siireyle yliriitme islemi
gerceklestirildi. Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra jel ¢alismanin niteligine gore farkl

metodlarla analiz edildi.

3.10.1. Giimiis Boyama

Jel 1 saat boyunca veya gece boyu fiksasyon tamponunda calkalayicida inkiibe edidi.
20’ser dakika olmak iizere %50 EtOH tamponunda 3 kere yikama islemi yapildi. Bu islem

sonunda jel 1 dakika 6n muamele tamponuyla muamele edildi ve hemen sonra 20’ser
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saniye olmak tlizere 3 kere dH,O ile yikama islemi yapildi. Ardindan jel bant fiks
tamponunda 20 dakika boyunca c¢alkalayicida birakildi. Sonrasinda 2 kez olmak {iizere
dH,O ile 20’ser saniye yikama islemi yapildi. Ardindan jel gelistirme tamponu ile
muamele edildi ve bantlar gézlenene kadar bu islem siirdiiriildi. Bantlar gozlemlendiginde
2 kez 2’ser dakika boyunca dH,O ile yikama islemi gergeklestirildi. Gelistirme isleminin
durdurulmasi amaciyla jel durdurma tamponu ile muamele edildi. Sonrasinda gozlemlenen

bantlar taranarak degerlendirmeye alind.

3.10.2. Western Blotlama

-Bu islem i¢in Oncelikle SDS-PAGE jeller Transblot cihazinda transfer tamponu
yardimiyla 2A, 20V ve 20dakika parametreleri kullanilarak PVDF membrana aktarildi.
Ardindan membrana en az 1 saat olmak iizere veya gece boyu +4°C’de %1’lik siit tozu ile
calkalayici iizerinde bloklama islemi yapildi. Bu islemi takiben membran 10’ar dakika
olmak iizere 3 kere TBS-T tamponu ile yikandi ve TUBITAK MAM GMBE Tani
Teknolojileri Labaratuvari’nda gelistirilmis olan 75ul anti-PAP 9B7 antikoru 30ml TBS
tamponu ile sulandirilarak 1 saat oda sicakliginda g¢alkalayici iizerinde muamele edildi.
Ardindan 3 kere 10'ar dakika boyunca TBS-T tamponu ile yikama islemi ger¢eklestirildi.
Daha sonra 1/10000 oraninda TBS tamponu igerisinde sulandirilan Alkalen
fosfataz/Peroksidaz isaretli anti-fare IgG ile 1 saat oda sicakliginda inkiibasyon islemi
gergeklestirildi. Membran 10’ar dakika olmak {izere 5 kere TBS-T tamponu ile yikandi.
Ardindan, ikincil antikorun alkalen fosfataz ile isaretli oldugu durumda bantlar gézlenene
kadar membran 10ml dH,0’de ¢ozdiiriilen NBT/BCIP tablet substrati ile muamele edildi
ve degerlendirme islemleri yapildi. ikincil antikorun peroksidaz ile isaretli oldugu durumda

ise AEC substrati kullanild.

3.11. Amonyum Siilfat Coktiirme

Maya {ist sivisina salinan PAP antijenini yogunlastirmak amaciyla ilk adimda Amonyum
siilfat ¢oktiirme metodu kullamldi. Ust sivimin 2,5 kati1 kadar amonyum siilfat ¢ozeltisi
+4°C’de diisiik miktarlarda eklendi ve manyetik karistiriciyla karistirildi. 4 saat boyunca
+4°C’de {iist s1vi ve amonyum siilfat karistirilarak inkiibe edildi. Daha sonra karigimlar
uygun tiiplere alinarak 9500rpm’de, +4°C’de, 35 dakika boyunca santrifiij edildi. Pellet
3ml PBS’te ¢6ziindii ve diyaliz islemi gerceklestildi.
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3.12. Diyaliz

Diyaliz islemi i¢in soliisyon olarak saflastirma isleminde kullanilan baglama tamponu
kullanildi. Diyaliz membrani i¢ine alinan 6rnek 1 litre baglama tamponu bulunan meziirde
manyetik karistirict yardimiyla +4°C’de bekletildi. 1 giin gece boyu ve sonraki giin 2 kere
soliisyon degistirildi. Diyaliz membran igerisinden alinan 6rnek iizerinde degerlendirme

islemleri yapildu.

3.13. Saflastirma

Uretilen rekombinant antijenlerin, maya {ist sivisinda bulunan diger proteinlerden
ayrilabilmesi i¢in Fc kuyruguna baglanan Protein A ve Protein G immiinoafinite kolon
kromotografisi (manuel veya NGC BioRad sistemi) ile saflastirma caligmalar1 yapildi.
Amonyum siilfat ¢oktiirme islemi yapildi ve diyaliz edilmis protein fraksiyonlar1 13200
rpm'de 7 dakika siireyle santrifiij edildi ve {ist sivi ayr1 tiipe alindi. Ayrilan st sivi 1:1
oranda baglama tamponu ile karistirildi. Protein ve baglama tamponu karisimi 0,45 pm
filtreden gecirilerek kolona verildi. Kolondan 6nce kolonun 5 kati hacminde baglama
tamponu, ardindan baglama tamponu ile ayn1 oranda karistirilmis saflagtirilacak ornek,
ardindan absorbans degeri sifirlanana kadar tekrar baglama tamponu ve kolon materyaline
baglanmis olan proteinleri toplamak icin absorbans degeri sifirlanana kadar eliisyon
tamponu verildi.

Ellisyon fraksiyonlarda beklenen absorbans degerlerini igeren eppendorf tiiplerine 75 pl
denge tamponu eklendi. Kolon tekrar kullanilmak iizere %?20 etanolden gecirildi ve
+4°C'de muhafaza edildi. Kromotografi sonucu elde edilen fraksiyonlar protein aktivitesi,

baglama ve eliisyon performansinin belirlenmesi amaciyla ELISA testi ile kontrol edildi.
3.14. Liyofilizasyon

Saflastirma isleminin ardindan yiliksek yanit veren antijen fraksiyonlar1 bir araya getirildi
ve dH,O'ya kars1 +4°C'de diyaliz islemi yapildi. Diyaliz tiipii i¢indeki protein igeren sivi
falkona aktarildi ve falkonun agz1 parafilm ile kapatildi. Daha sonra parafilm iizerinde
kiiciik delikler agildi. Ornekler bir gece boyunca -80°C'de donduruldu. Dondurma islemi

sonrasi liyofilizator cihazinda liyofilizasyon islemi gergeklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. E.Coli'ye Transformasyon

Zeosin, bakterilerin varligini sinirlayan bir antibiyotiktir. Koloniler zeosinli diisiik tuzlu LB
petrilerinde direncli olarak basariyla biiyiitiildii. pD912 vektoriinde var olan zeosin direng
geni, bakterilerin petri lizerinde hayatta kalmalarini saglamistir. Ligasyon basar1 ile

gergeklestirilmistir.
4.2. Plazmid DNA izolasyonu

PAP genleri ve pD912 plazmid vektorinii g¢ogaltmak admma E.coli ile bakteriyel
transformasyon gerceklestirildi. Bunu takiben gece boyu inkiibe edilen ve antibiyotikli LB
petrilerinden bir koloni secildi. Sonraki giin, plazmidler izole edildi ve konsantrasyonlari
NanoDrop'ta 6lgiildii. Izolasyon sonucu 131,51 ng/ul PAP ve 38,56 ng/ul pD912
plazmidleri izole edildi (Cizim 4.1. ve Cizim 4.2.).

= NanoDrop 1000 Data Viewer, |E|
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2,00 / \ 260(250 1,67
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/ 3 Constant 50,00
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2 1,40 340
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é 1,20 Measurement Type Measure
E \ Serial # USE2G34703EG030
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Cizim 4.1.PAP konsantrasyonu, NanoDrop 6l¢iimii. ( 131,51 ng/ul )
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Cizim 4.2.pD912 Plazmid konsantrayonu, NanoDrop 6l¢iimii. ( 38,56 ng/ul )

Plazmidler, Thermo Scientific GeneJet Miniprep plazmid izolasyon kitinin talimatlar

izlenerek basariyla izole edildi.

4.3. Pichia Pastoris X33'te PAP Uretilmesi ve Saflastirilmasi
4.3.1. PAP Geninin Mayaya Transformasyonu

Transforme edilen mayalar, zeosin iceren YPD petrisinde hayatta kaldi. PAP izoformunun

transformasyonu basariyla gerceklestirildi (Cizim 4.3.).
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Cizim 4.3.Hayatta kalan pd912-PAP kolonileri. (Pichia Pastoris X33 susu, zeosin i¢eren
petri)

4.3.2. PAP Ureten Maya Kolonilerinin Secimi

Incelenen 8 farkli koloniden tiimiiniin basariyla PAP iirettigi tespit edildi (Cizim 4.4.).

Cizim 4.4.Zcosin direnci igin test edilen 8 farkli koloni



Petriden toplanan 8 ayr1 koloni i¢in ayr1 ayr1 50 ml'lik falkonlarda sivi BMGY / BMMY
ortaminda 96 saatlik biiyiitme islemi yapildi. Sandvi¢ ELISA testinde en yiiksek yaniti
veren koloni secildi(2. koloni)(Cizim 4.5.). ilerleyen adimlarda 2. koloni ile ¢alismalara

devam edildi.

Rekombinant PAP Kolonilerinin Aktivite Kontrolii

oD 450 nm

EPAPOD 450 nm

Koloniler

Cizim 4.5. Sandvig¢ ELISA ile transforme edilmis PAP maya {ist sivilarindan elde edilen
0ODA450 degerleri

Fonksiyonel olarak tanimlanan PAP proteinlerinin optimum kiiltiir zamanlarinin tespiti igin
24 saatte bir metanol ile indiiksiyon islemi yapildi (Cizim 4.6.). Her 24 saatte bir toplanan
tist stvilar SDS-PAGE ve western blot ile analiz edildi. SDS-PAGE ve western blot
analizleri, %15 SDS-PAGE jeller kullanilarak yapildi (Cizim 4.7.). Hazirlanan jellere 15 pl
ornek, 5 pl yiikleme boyas: karistirilarak yiiklendi. Pozitif kontrol olarak 1 pug PAP ve
belirte¢ olarak da 2,5 ul Thermo protein marker: kullanildi. Proteinler 90V'dan baslamak
tizere kademeli olarak 120V'a yiikseltilerek yaklasik 90 dakika kadar yiiriitiildi. Jellerden
biri giimiis boyama ile digeri PVDF membrana aktarilarak Western Blotlama yontemiyle

analiz edildi (Cizim 4.8.).
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Maya Ust Sivisi Saat Optimizasyonu

3,5

x

2,5
1.3 EPAPOD 450 nm
1
o5
0 = T T T T T __|
24h 48h 72h 86h PK NK

Maya Ust Swilan

fd
1

oD 450 nm

Cizim 4.6.Rekombinant PAP Antijeninin saat optimizasyon sonuclarinin sandvig
ELISA'da OD450 degerleri
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Pozitif
Marker 24. saat 48. saat 72. saat 96.saat Kontrol

Cizim 4.7.Rekombinant PAP antijeninin SDS jel giimiis boyama goriintiisii

Cizim 4.8.Rekombinant PAP antijeninin immiinoblotlama goriintiisii
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SDS-PAGE, immiinblotlama ve ELISA sonuglarina goére rekombinant PAP proteinin
liretimi i¢in en uygun zamanin 72 saatlik indiiksiyon oldugu belirlendi. Rekombinant PAP

proteni 72. saat sonunda hem stabil hem de aktif durumdadir.

4.4. Amonyum Siilfat Coktiirme Optimizasyon

Uretilen proteinin konsantre edilmesi, saflastirilmasi ve saklama asamasinda kolaylik
saglamasi amaciyla amonyum siilfat ¢oktiirme islemi uygulandi. Yanit alindigi bilinen
maya st sivilart farkli miktarlarda doyurulmus amonyum siilfat ile muamele edildi.
Optimizasyon ¢aligsmasi i¢in minimum miktarda numune ile ¢alisildi. Her 1 ml maya iist
stvisina 1:1 kat, 1:1,5 kat, 1:2 kat ve 1 : 2,5 kat olacak sekilde doyurulmus amonyum siilfat
¢oOzeltisi ile ¢oktiiriildii. Sandvig ELISA sistemi ile st sivilar test edildi. En verimli
sonucun 1 ml 6rnek i¢in 2,5 ml doyurulmus amonyum siilfat eklendigi durumda elde
edildigi belirlendi. Rekombinant maya iist sivilarinin analiz edildigi sandvi¢ ELISA testi

sonuclar1 Cizim 4.9.'da gosterilmektedir.

Amonyum Siilfat Coktiirme Optimizasyonu
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Cizim 4.9.Rekombinant PAP maya st sivilarinin farkli doymus amonyum siilfat
miktarlartyla sandvig ELISA OD 450'de ¢cokme degerleri

(AS1 =1 ml Maya tist s1v1 + 1 ml Doymus Amonyum Siilfat , AS2 = 1 ml Maya {ist s1v1 +
1,5 ml Doymus Amonyum Siilfat, AS3 = 1 ml Maya {ist siv1 + 2 ml Doymus Amonyum
Siilfat, AS4 = 1 ml Maya iist s1v1 + 2,5 ml Doymus Amonyum Siilfat)

43



4.5. PAP'in Saflastirilmasi

Saflagtirma optimizasyonlart i¢in protein A ve protein G kolonlar1 denenmis, farkl
molarite degerlerinde baglama tamponlari denenmistir. Saflagtirma islemleri hem Next
Generation Chromotography (NGC) cihazinda hemde manuel olarak gergeklestirilmistir.
Manuel yapilan saflastirma isleminde protein A kolonu kullanilmistir Baglama tamponu
icin 3M NaCl + 1,5M Glisin kullanilmistir (Cizim 4.10). NGC cihazinda yapilan
saflastirma ile manuel saflastirma karsilagtirildiginda NGC cihazinda daha verimli sonug
alindig tespit edilmistir.

Denenen sistemlerde sodyum fosfat baglama tamponu farkli molaritelerde hazirlanmig
ancak eliisyon kisminda protein gézlenememistir (Cizim 4.11. ve Cizim 4.12.).

NaCl ve Glisin ile hazirlanan baglama tamponunda da farkli molariteler denenmistir. En
yiiksek absorbans degeri 1M NaCl + 1,5M Glisin baglama tamponunda gozlemlenmistir
(Cizim 4.13.) Bu sistemde fraksiyonlar biriktirilmis ve eliisyon kisimlari bir araya
getirilerek protein elde etme g¢alismalar1 devam ettirilmistir. Eliisyon asamasinda protein

gozlenen fraksiyonlar toplanarak sandvi¢ ELISA testi uygulanmistir (Cizim 4.14.).
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Cizim 4.10.PAP'1n manuel saflastirilma profili
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Cizim 4.11.20mM Sodyum Fosfat Baglama tamponu ile NGC cihazindan PAP saflastirma
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Cizim 4.12.20mM Sodyum Fosfat+500mM NaCl Baglama tamponu ile NGC cihazinda

PAP saflagtirma goriintiisii
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Cizim 4.13.1M NaCl+1,5M Glisin Baglama tamponu ile NGC cihazinda PAP saflagtirma
goruntusu

B 1M NaCl+1,5m Glisin

W 2M MaCl+1,5M Glisin

W 3M MaCl+ 1,5M Glisin

oD 450 nm

MW Pozitif kontrol

m Negatif kontrol

Saflastirma Fraksiyonlan

Cizim 4.14.Farkli molaritelerde baglama tamponu ile yapilan saflastirma fraksiyonlarinin
ELISA testi ile OD 450 aktivite Olglimii (* ile gosterilen fraksiyonlar -eliisyon
fraksiyonlaridir.)
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ELISA ve NGC cihaz1 kromotogramlar1 sonuglarinda goriildiigii izere PAP antijenleri 1M
NaCl+1,5M Glisin Baglama tamponu kullanildiginda saflastirilabilmistir. Ote yandan bu
antijenin ticari kullanimi hedeflenmektedir. Bu nedenle maliyet ve adim azaltmaya yonelik
adimlarin degerlendirilmesine ihtiyag duyulmaktadir.Bu nedenle maya {ist sivilart higbir
isleme tabi tutulmadan dogrudan iiretildigi gibi farkl diliisyon oranlarinda sandvi¢ ELISA
yontemiyle test edildi. Bu sonuclar dogrultusunda elde edilen rekombinant maya {ist
stvilarinin  ideal olarak 1 : 5000 seyreltme oraninda c¢aligmalarda standart olarak
kullanilabilecegi belirlendi. Maya {ist sivilarina iglem yapilmadan belli oranlarda PBS

icinde diliisyon uygulandi. Sonuglar Cizim 4.15.'da gosterilmistir.

Maya Ust Sivi Diliisyon Calismasi

3 -
25
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0 . . . . —

1:100 1:500 1:1000 1:3000 1:6000 Megatif
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=
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Cizim 4.15.Maya iist sivilarindan elde edilen rekombinant PAP'in farkli diliisyon
oranlarinin OD 450 degerleri
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5. TARTISMA

Bu calismada kanser ve kistik fibroz dahil pankreatitle iliskili hastaliklarin tan1 ve
tedavisi i¢in standart bir PAP proteinin iiretilmesi amaglanmaktadir.Calisma, literatiirde de
belirtildigi iizere biyobelirteg olarak rekombinant PAP izoformunun iiretilmesine
dayandirilmaktadir.

Akut pankreatit sirasinda PAP gen ekspresyonu, pankreas asiner hiicrelerinde yiiksek
oranda diizenlenir (Gironella ve dig. 2007). Insan serumunda yapilan galigmalar serum
PAP diizeylerinin pankreatitin ciddiyeti ile dogrudan iliskili oldugunu ortaya koymustur
(Iovanne ve dig. 1994). PAP'In maksimum ekspresyonu, pankreasta ve serumda akut
pankreatitin indiiksiyonundan sonraki 24 saat i¢inde tespit edilebilir (Zenilman ve dig.
2000).

Akut pankreatit, pankreasin iltthaplanmasi durumudur. Pankreas kanalinin birlesim
noktasindan etkilenen safra tasi pankreatite yol agabilmektedir. Bunun nedenleri arasinda
agir alkol kullanimi, sistemik hastaliklar, travmalar ve kiicliklerde kabakulak
sayilabilmektedir. Akut pankreatit bir kez gerceklesebilir; tekrar edebilir veya kronik
pankreatite kadar ilerleyebilir. Hafif vakalar genelliklehastanede yatis, agri kontroli,
intravendz beslenme destegi ve intravendz sivi rehidrasyonu gibi konservatif onlemlerle
basarili bir sekilde tedavi edilebilmektedir. Agir vakalar, hastaligin komplikasyonlarini
izlemek ve yonetmek i¢in yogun bakim iinitesine kabul edilmeyi gerektirebilmektedir.
Komplikasyonlarin, optimal tedavi ile bile yiiksek mortalite ile iligkili bulunmaktadir
(Bassi ve dig. 2001). Akut pankreatit klinik olarak teshis edilebilmektedir. Ancak hafif
akut pankreatiti siddetli nekrotik pankreatitten ayirmak ic¢in bilgisayarli tomografi (BT)
degerlendirmesi gerekmektedir.Tan1 ve tedavi alaninda akut pankreatit durumlar1 zorlukla
gosterilir. Pankreas hiicrelerinin zarar gérmesi durumunda cesitli biyokimyasal belirtegler
tan1 ve tedavi siirecinde kullanilmistir. PAP, pankreatit durumlarinda kullanilan 6nemli
belirteglerden biridir. Ozgiilliigii ve duyarlilig1, akut pankreatit tanis1 koymak veya siddetli
akut pankreatit vakalarin1 hafif bir farki ayirt etmek icin yeterince iyi olmayabilir ancak
serumda veya pankreas sivisinda yiiksek PAP seviyesinin bulunmasi, pankreasin hiicresel

zedelenmeye verdigi pankreas tepkisine igaret edebilir.
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Onceki calismalar, prokaryotik ve okaryotik konaklar1 kullanarak (Cash ve dig.
2006; Namikawa ve dig. 2006; Bodeker ve dig. 1999; Li ve dig. 2003), pankreas sivisindan
PAP igeren rejenerasyon (Reg) tiirlerinin izolasyonunu ve PAP izoformlarinin tiretildigini
bildirmistir (Zenilman ve dig. 2000; Folch-Puy ve dig. 2006). PAP izoformlari,
rekombinant proteinlerin kiiltiir ortamindan, viicut sivilarindan veya ekspresyon
vektorlerinden immiinoafinite yoluyla dogrudan izole edilmesi yoluyla elde edilebilir
(Namikawa ve dig. 2006; Li ve dig. 2003).

Bu calismada, PAP geninin pD912 ekspresyon vektoriine klonlanmasiyla iiretilen
fiizyon proteini mayalarin 96 saatlik gelisimi icerisinde metanol ile indiiksiyonun ardindan
kolayca ifade edilmistir. Vektore insan IgG1l antikorunun Fc bélgesi eklenerek antijen
tespit sisteminde kullanilan fare antikorlarinin ¢apraz yanita sebep olmasi engellenmistir.

Calisma, literatiirlerde belirtildigisekilde, ¢esitli alanlarda kullanilmakta olan
rekombinant Pankreatit ile iligkili protein (PAP) izoformunun olusturulmasina
dayandirilmistir (Rosty ve dig. 2002).Pichia Pastoris X33 susu ile iiretilen rekombinant
PAP iist sivilart saflastirilmis ancak ¢ok verimli yanit alinamamstir. Bu ylizden dogrudan
maya {ist stvilar1 ELISA testinde denenmis ve yiiksek sinyal alinmistir. Uretilen maya {ist
stvilart TUBITAK MAM GMBE Tani Teknolojileri Labaratuvarinda iiretilmekte olan
kistik fibrozis tani kitleri icerisinde denenmis ve testlerde verimli sonu¢ alinmistir. Bu
dogrultuda iiretilen PAP maya iist stvilarinin, pankreatit ile iliskili hastaliklarin tanisinda

standart olarak kullanilabilecegi dngoriilmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada pankreatitle iligkili hastaliklarin tanisinda kullanilmak iizere
rekombinant DNA teknolojisi ile antijen iiretimi ve saflastirilmast amaglanmistir. Buna ek
olarak rekombinant PAP antijenlerinin tani kitlerinde standart olarak kullanilmasi
hedeflenmektedir.

Rekombinant olarak iiretilen PAP protein yapilari, KF hastaligimin yeni dogan
bebeklerde erken tanisi i¢in kullanilan PAP ELISA kitlerinde ve bebek kaninda yer alan
PAP belirteg proteinlerinin miktarsal tayininde standart olarak kullanilmaktadir. TUBITAK
SBAG 1003 1155124 nolu “Yenidogan Taramalarinda Kistik Fibrozisin Erken Tanis1 i¢in
Immunreaktif Tripsinojen (IRT) ve Pankreatitle Iliskili Protein (PAP) ELISA Kitlerinin
Gelistirilmesi” baglikli proje kapsamindadesteklenen bu tez calismasinda PAP ELISA
kitlerinde standart olarak kullanilacak rekombinant PAP antijenlerinin tiretimi ¢aligmalari
yapilmistir.

Pankreatit durumlarinda mortalite verileri yiiksek oldugu i¢in erken tani oldukca
onemlidir. PAP'!n pankreatit durumlarinda erken tani i¢in potansiyel biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecegi ongoriilmektedir. Bu tez calismasinda, kistik fibrozis gibi pankreatit
temelli hastaliklarin tani siireglerinde kullanilmak iizere rekombinant Pankreatitle Iliskili
Protein (PAP) tretimi hedeflenmistir. Buna ek olarak gelistirilen tani kitlerinde bu
antijenin kullanilmas1 hedeflenmektedir.Rekombinant antijen iiretimi sirasinda proteini
ifade etmek i¢in hangi sistemin kullanildigi, hangi ifade vektdriiniin kullanildigi, proteinin
tamaminin mi1 yoksa bir kisminin mi ifade edilmesi gerektigi, proteinin etiketlenip
etiketlenmemesi ve saflastirma faktorleri gibi Ozellikler goz oniline alinarak planlama
yapilmasi ¢cok 6nemlidir. Rekombinant antijen iiretimi i¢in temel adimlar cDNA'nin alinip
ifade klonunun olusturulmasi, klonlama, proteinin uygun bir sistem igerisinde ifade
edilmesi, kii¢iik 6lgekte {iretim testi, proteinin saflastirilmasi ve protein karakterizasyonu
olmak iizere siralanmaktadir. Bu c¢alismada, antijen tiiretimi sirasinda saflastirmay1
kolaylastirmak ve hizlandirmak adina insan Fc bolgesi antijene entegre edilmistir.

Bu c¢alismada, P.pastorisX33model organizmasinda rekombinant PAP iiretimi

verimli bir sekilde gercgeklestirilmistir. ELISA testi kullanilarak iiretilen proteinlerin

50



spesifitesi ve sinyalleri test edilmistir. Bu dogrultuda kullanilan tani kit sistemlerinde
standart antijen olarak kullanilabilecegi degerlendirilmistir. Bu {iretimler sirasinda besiyeri
optimizasyonlari, farkli indiiksiyon sistemleri denenmesi, saflastirma optimizasyonlari
gerceklestirilmistir. Ticari PAP antijeni ile sandvi¢c ELISA sisteminde karsilagtirma
yapilmasi planlanmistir.Rekombinant olarak iiretilen maya iist sivilar1 lizerinde saflagtirma
optimizasyon c¢aligsmalar1 yapilmistir. Ancak baglama asamasinda stabilite saglanamamis
olup saflagtirmanin her basamaginda protein kayb1 yasanmistir. Bu sorun {izerine maya {ist
stvist Sandvig ELISA sisteminde saflagtirma islemlerine tabi tutulmadan dogrudan
kullanilarak denenmis ve yliksek yanit alinarak istenilen sonuca varilabilmistir. Deneyler,
iiretilen rekombinant PAP antijeninin TUBITAK MAM GMBE laboratuvarinda ticari
PAP'a kars1 gelistirilen antikorlar tarafindan tespit edilebildigini géstermektedir.

ELISA sonuglarina gore, rekombinant olarak iiretilen PAP proteininin ticari PAP ile
benzer antijeniteye sahip oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar rekombinant PAP'in ticari
PAP ile benzer bir yapiya sahip oldugunu, antikorlarin ayni epitoplar1 kolayca
baglayabildigini gostermektedir.SDS PAGE ve Western Blot sonuglari, PAP'n
rekombinant ve ticari formunun molekiiler agirliginin 18.5kDa bandinda benzer oldugunu
ortaya koymustur. Yine yapilan sandvi¢ ELISA sonucuna gore, maya list sivisinin higbir
isleme tabi tutulmadan farkl diliisyon oranlarinda basariyla ¢alistig1 ortaya konulmustur.

Gelecek caligmalarda, PAP tespitini amaclayan antikor gelistirme caligsmalarinda,
immiinizasyon molekiilii veya antijen standardi olarak rekombinant olarak iiretilen PAP
antijeni kullanilabilir.

Sunulan bu tez caligmasinda, pankreatit iligkili hastaliklarin tanisinda kullanilabilme
potansiyeline sahip olan rekombinant PAP antijen iiretimi hedeflenmistir. Rekombinant
DNA teknolojisi ile tiretilmis PAP farkli hastaliklarin tanisinda, PAP ELISA kitlerinde,
bebek kaninda yer alan PAP belirte¢ proteinlerinin miktarsal tayininde bazi proteinlerin

tespitinde yiiksek verimde kullanilabilir potansiyel bir biyobelirte¢ modeli olugturmaktadir.
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EKLER

EK 1. Kullanilan Cozelti ve Soliisyonlar

Alkalen Fosfataz Konjugati

Kimyasal Uretici Firma Katalog Numarasi
2-Propanol Sigma-Aldrich 24137
4X Laemmli Sample Buffer BioRad 1610747
Acrylamide Sigma-Aldrich A8887
AEC Staining Kit Sigma-Aldrich AECI101
Agar Sigma-Aldrich 5039
Agaroz Sigma-Aldrich 9012366
Amonyum PerSiilfat BioRad 161-0700
Amonyum Siilfat Merck 101217
Anti Fare Ig(G,A,M)- Sigma-Aldrich A0162-1ML

Asetik Asit ISOLAB 901.013.2500
BCIP/NBT Substrate Roche 11697471001
Bis-N, N’-Metylene Bis- BioRad 161-0201
Acrylamide
Bovin Serum Albumin Sigma-Aldrich A9056
CutSmart NEB B7204S
D-Biotin Acros-Organics 58-85-5
D-Sorbitol Sigma-Aldrich S1876
DMSO Sigma-Aldrich D2650
Etanol Sigma-Aldrich 32221
EtilenDiaminTetraAsetikAsit Sigma-Aldrich 60-00-4
Formaldehyde solution about Merck 1.04002.2500
%37
Glacial Asetik Asit Merck 64-19-7
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Glisin Sigma-Aldrich G8898
Glikoz Sigma-Aldrich 50-99-7
Hammerstein Kazein Sigma-Aldrich E0789
HCl Merck 100317
Human PAP (Reg3A) Sino Biological 11235-HO8H
KoHPO, Merck 7758-11-4
KH,PO, Merck 7778-77-0
KOH Sigma-Aldrich 131058-3
LB, Agar FLUKA L3027
LB, Broth Sigma-Aldrich L3022
Methanol Merck 67-56-1
Mouse Reg3A Sino Biological 11235-R019
NaCl Sigma-Aldrich 31434
NaOH Merck 1310-73-2
PageRuler' " Prestained Thermo Scientific' 23225
Protein Ladder, 10-180 kDa
Pepton, Bakteriyolojik Sigma-Aldrich 91249
Pepton, Mikolojik Sigma-Aldrich 77199
Polivinil alkol Sigma-Aldrich P8136
Polivinil pirolidan Sigma-Aldrich PVP40
Sacl, Restriksiyon Enzimi NEB RO156S
SDS Sigma-Aldrich 670-54-2
Sitrik Asit Sigma-Aldrich C0759
Skim Milk Powder Sigma-Aldrich 70166
Streptavidin-POD Konjugat Roche 11089153001
TEMED (N,N,N’,N’ Tetra Sigma-Aldrich T9281
Metil Etilen Diamin)
Trisma Base Sigma-Aldrich T6066
Tween 20 Sigma-Aldrich 9005-64-5
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Yeast Nitrogen Base without Sigma-Aldrich Y0626
Amino Acids
Zeocin' ", Antibiyotik Invitrogen 11006-33-0

EK 2. Deneysel Calismalarda Kullanilan Ekipmanlar

Ekipman ve Sarf Malzeme

Uretici Firma

+4 Dolap Bosch
-20 Dolap Bosch
15, 50 ml Falkon Tiipler TPP
2.5, 10, 20, 100, 1000, 5000 pl’lik Thermo
Mikropipetler
300 pl'lik cok kanallr pipetler Thermo
50, 250, 500, 1000 cc sise Schott
0,1-10pl, 10-200pl, 50-1000ul, 1000- Eppendorf
5000pl pipet ucu
Blotlama Cihazi BioRad
Calkalayici BioSan
Elektroporator Eppendorf
ELISA 96 kuyulu plaklar Nunc

ELISA ¢oklu plak okuyucusu

(spektrometre)

Biotek BioTek Instruments

ELISA c¢oklu plak yikama cihazi

Biotek BioTek Instruments

Fraksiyon ayirim makinesi

BioRad

Gii¢ Kaynag

BioRad

Hassas terazi

Precisa Gravimetrics AG

Hava akimli kabinler

Heraus

Isiticilt manyetik karistiric

VELP Scientifica

Jel Elektroforez Sistemi

BioRad

Lateks eldiven

Broche
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Liyofilizator

Martin Christ

Manyetik karistirict Sigma- Aldrich
Masaiistii Santrifiij Eppendorf
Mini masaiistii santrifiij LMS Harmony

NanoDrop Thermo Fisher Scientific,
Orbital Karistirici Edmund Biihler
Otoklav Sistek
Peristaltik Pompa Pharmacia
Petri Nunc
pH metre Mettler Toledo
Protein A kolonu GE
Pudrasiz Eldiven Broche
PVDF membran Thermo
Santrifiij tiipii 0,2 ml Eppendorf
Santrifiij tiipii 1,5 ml Eppendorf
Santrifiij tlipti 2 ml Eppendorf
Sicak su banyosu Niive
S1v1 Azot tanki ve azot tasima Union Carbide Nitrogen

Tanklar1

S1vi Kromotografi Sistemi

NGC™, BioRad

Spektrometre Biochrom Libra
Tek kullanimlik pipet uglar Eppendorf
Ultrasantrifiij Hitachi
Ultrasonik banyo Bandelin
Vorteks Scientific Industries
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EK 3. Deneylerde Kullanilan Tampon ve Soliisyonlar

SDS PAGE Jel icerigi
v %30 Akrilamid

29,1 gram Akrilamid ve 0,9 gram Bis-akrilamid, 100 ml dH,O igerisinde karanlik ortamda

¢Ozdirilmiistiir.
v' %10 SDS
10 gram SDS, 100 ml dH,O igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir.
v %10 APS

0,1 gram APS, 1 ml dH,O igerisinde c¢oziilerek jel dokme sirasinda taze olarak

hazirlanmistir.
v’ Tris-HCI (1,5M pH:8.8)

1,5M Trisma-Base istenilen miktarda tartiralarak dH,O igerisinde ¢oziilmiistiir. pH HCI ile

8.8’¢ ayarlanmustir.
v Tris-HCI (IM pH:6.8)

IM Trisma-Base istenilen miktarda tartiralarak dH,O igerisinde ¢oziilmiistiir. pH HCI ile

6.8’e ayarlanmustir.
v' 10X Yiiriitme Tamponu

30,3 gram Trisma-Base, 144,1 gram Glisin ve 10 gram SDS tartiralarak dH,O
icerisinde ¢Ozdiiriilmiistiir. Jeller yiiriitiliirken 1X olacak sekilde dH,O ile seyreltme islemi

yapilarak kullanilmastir.
Giimiis Boyama Cozeltilerinin Hazirlamisi
v’ Fiksasyon Tamponu

%50 Metanol, %12 Asetik Asit, 0,5 ml %37 Formaldehit 1 litre dH,O ile

tamamlanmistir. Bu islem ¢eker ocak altinda yapilmistir.
v Yikama Tamponu

%50 Etanol ve %50 dH,O olacak sekilde hazirlanmustir.
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v On Muamele Tamponu
0,2 gram Na,S,0;3 . SH,0 1 litre dH,O igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.
v Bant Fiks Tamponu
AgNO; (2¢g/1t) ve 0.75 ml %37 Formaldehit ¢eker ocak altinda hazirlanmustir.
v Geligtirme Tamponu

60g/lt Na,CO;, 4 mg/lt Na,S,0; ve 0,5ml %37 Formaldehit ¢eker ocak altinda

hazirlanmstir.
v Durdurma Tamponu

%350 Metanol ve %12 Asetik Asit 1 litre dH,O ile tamamlanarak hazirlanmistir.
v" Son Yikama Tamponu

%350 Etanol ve %50 dH,O olacak sekilde hazirlanmistir.

Western Blot Cozeltilerinin Hazirlanisi
v 1XPBS

150mM NaCl ve 10MmM fosfat tamponu ihtiya¢ olan hacim kadar dH,O iginde

¢Oziiliip hazirlanmistir.
v 1X TBS

9,68 gram Trisma-Base ve 32 gram NaCl tartilip dH,0O i¢inde ¢ozdiiriilmiistiir. Bunu
takiben pH : 7.2’ye ayarlanmigstir.

v 1X TBS-T
1 litre TBS ¢ozeltisi igerisine 0.5ml Tween 20 eklenerek hazirlanmistir.
v" Fosfat Tamponu

150 mM KH,;PO4ve 150 mM K,HPO, c¢ozeltileri hazirlandi. KH,PO, soliisyonuna

K,;HPOy4 soliisyonu eklenerek ¢ozeltinin pH’s1 7.2°ye ayarlanmistir.
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v

v

ELISA Testi Cozeltilerinin Hazirlanisi

Yikama Tamponu

1X PBS ¢ozeltisine %0,05 (v/v) olacak sekilde Tween 20 eklenerek hazirlanmistir.

Bloklama Tamponu

%1 Hammerstein Kazein ve %1,5 PVP PBS icerisinde ¢oziilerek 80°C’ye 1sitilmus,
40 ul/ml 1M NaOH eklenerek inkiibe edilmistir.

Substrat Tamponu

0,027 gram ZnCl,, 0,04 gram MgCl, ve 1,5 gram glisin 200 ml dH,O igerisinde

¢cOzdiiriilmiis ve kati KOH kullanilarak pH 10,4’e ayarlanmistir.

Antijen Saflastirma icin Cozeltilerin Hazirlanisi

v

v

v

Doyurulmus Amonyum Siilfat Cozeltisi

Ihtiyag duyulan miktarda ¢ozelti i¢in dH,O igerisinde ¢okme gozlemlenene kadar
amonyum siilfat eklenmistir.

Baglama Tamponu

-3M NaCl, 1.5M Glisin ihtiya¢ duyulan miktarda dH,O igerisinde ¢oziilmiis, NaOH
ile pH 8'e ayarlanmstir.

-2M NaCl, 1.5M Glisin ihtiya¢ duyulan miktarda dH,O igerisinde ¢6ziilmiis, NaOH
ile pH 8'e ayarlanmistir.

-1M NaCl, 1.5M Glisin ihtiya¢ duyulan miktarda dH,O igerisinde ¢oziilmiis, NaOH
ile pH 8'e ayarlanmstir.

Eliisyon Tamponu

0. 1M Glisin ihtiya¢ duyulan miktarda dH,O igerisinde ¢6ziilmiis, HCI ile pH 2.7'ye
ayarlanmugtir.

Denge Tamponu

IM Trizma Baseihtiya¢ duyulan miktarda dH,O icerisinde ¢6ziilmiis, HCI ile pH 9'a
ayarlanmistir.

Tiim ¢ozeltiler kullanilmadan 6nce ultrasonikatérde degaze edilmistir.
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Besiverleri
YPD

1% Maya Oziitii
2% Pepton

2% Dekstroz
YPDS

1% Maya Oziitii
2% Pepton

2% Dekstroz

1M D-Sorbitol
YPDS-Agar

1% Maya Oziitii
2% Pepton

2% Dekstroz

1 M D-Sorbitol
2% Agar

Diisiik Tuzlu Zeocinli LB Agar
0.5% Maya Oziitii
1% Tripton

0.5% NaCl

1.5% Agar

2.5mg Zeocin
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Diisiik Tuzlu LB
0.5% Maya Oziitii
1% Tripton
0.5% NaCl
BMGY/BMMY
8gr maya Oziiti
560ml dH,0 i¢inde ¢ozdiiriildii ve 20dk otoklavlandi.
16gr pepton

e 1M Potasyum Fosfat Tamponu, pH 6.0

24ml KHPO,
KOH ile pH 6.0’a ayarlandi.
156ML KHPO,

e 10X YNB (13.4% Amonyum Siilfat ve Amino asit icermeyen Maya Nitrojen Baz1)
26.8gr amonyum siilfat ve amino asit icermeyen maya nitrojen baz1 200ml dH,O
icinde ¢ozdiiriilerek filtreyle sterilize edildi.

e 500X Biyotin (0.02% Biyotin)

10mg biyotin 50ml dH,O i¢inde ¢ozdiiriilerek filtreyle sterilize edildi.
e 10X Metanol (5% Metanol)

Sml metanol 95ml dH,O ile karistirildi. Filtreyle sterilizasyon iglemi yapildi.
e 10X Gliserol (10% Gliserol)

10ml gliserol 90ml dH,0 ile karistirildi. Filtreyle sterilize edildi.

Otoklavlanmis karisim oda sicakligina kadar soguduktan sonra asagidaki eklemeler

yapilip, karisim iyice karistirilir:
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BMGY

» 80ml 1M Potasyum Fosfat Tamponu, pH 6.0
» 80ml 10X YNB
» 0.16ml 500X Biyotin

> 80ml Gliserol

BMMY

» 80ml 1M Potasyum Fosfat Tamponu, pH 6.0
» 80ml 10X YNB
» 0.16ml 500X Biyotin

» 80ml Metanol

EK 4. Tris-glisin SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi icin soliisyon icerikleri

10 ml S ml
Soliisyon Ayirma Jeli (%15) | Soliisyon Stoklama jeli (%5)
bilesenleri bilesenleri
dH,O 2.3 ml dH,O 3.4 ml
%30 Akrilamid 5.0 ml %30 Akrilamid 0.83 ml
Tris-HCI (1,5M pH: | 2.5 ml Tris-HCI (1M pH: 0.63 ml
8.8) 6.8)
%10 SDS 0.1 ml %10 SDS 0.05 ml
%10 APS 0.1 ml %10 APS 0.05 ml
Temed 0.004 ml Temed 0.005 ml
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EK 5.Protein Marker

(PageRuler™ Prestained Protein Ladder)

Blot
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