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ÖZET 
 

 

 

Rekombinant DNA Teknolojisi Kullanılarak Pankreatit ile İlişkili Protein (PAP) 

Geliştirilmesi 

Amaç:Sunulan bu tez çalışmasında prognostik belirteç, proliferasyon kontrolü, apoptozis, 

hücre migrasyonu, hücre invazyonu ve immünoassay çalışmalarının kontrolü amacıyla 

kullanılabilme potansiyeline sahip olan pankreatit ile ilişkili proteinin (PAP) rekombinant 

DNA teknolojisi ile geliştirilmesi amaçlanmıştır.  

Yöntem:Bu tez çalışmasında, erken teşhis ve tedavi amaçlı veya ELISA kitlerinde standart 

olarak kullanılmaya hazır rekombinant PAP proteini Pichia Pastoris  X33 suşunda, 

indüklenebilir AOX promotörü ve salgılama sinyaline sahip pD912 vektörü ile üretilmiştir. 

Üretilen rekombinant PAP proteininin antijenik özellikleri, ELISA ve Western Blot testleri 

ile kontrol edilmiştir.  

Bulgular:Çalışma kapsamında üretilen rekombinant PAP proteininin ticari PAP ile benzer 

antijeniteye sahip olduğu belirlenmiştir. Üretilen proteinler Western Blot ve ELISA testi ile 

kontrol edilmiştir. Analiz sonuçlarına göre rekombinant PAP proteini başarılı bir şekilde 

üretilmiştir. 

Sonuç: Sonuç olarak, tanı ve tedavi başta olmak üzere birçok alanda kullanılabilir ve 

standart olarak kullanılabilme potansiyeli olan rekombinant PAP proteini başarılı bir 

şekilde üretilmiştir. 

 

 

 

 

 

Anahtar Kelimeler:Rekombinant DNA Teknolojisi,Pankreatitle İlişkili Protein, PAP, 

pD912 vektör, Pichia Pastoris , ELISA, Western Blot. 
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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.GİRİŞ 

 

 

Geçtiğimiz yüzyılda, rekombinant DNA teknolojisi, hedef genlerin ekspresyonlarını 

kontrol ederek canlılarda arzu edilen özelliklerin geliştirilebileceğinin bir hayal ürünü idi. 

Bununla birlikte, son dönemde, bu alan insan yaşamında ilerleme sağlamada benzersiz 

etkiler göstermiştir. Bu teknoloji sayesinde, sağlık sorunları ve beslenme amaçları için 

gerekli olan önemli proteinler güvenli, uygun bir şekilde ve yeterince üretilebilir hale 

gelmiştir (Khan ve diğ. 2016).Rekombinant proteinler, biyomedikal biyoteknolojide 

önemli atılımlar sağlamıştır. Bu proteinler sadece biyomedikal araştırmalarda değil aynı 

zamanda tedavide de ilaç olarak kullanılmaktadırlar. Tedavide kullanılan ilk rekombinant 

protein, 1982'de üretilen rekombinantinsaninsülinidir.1982 yılından bu yana rekombinant 

protein endüstrisi hızla büyümüştür. Bugüne kadar, 130'dan fazla rekombinant protein 

klinik kullanım için Amerika Birleşik Devletleri FDA tarafından onaylanmıştır. Bununla 

birlikte, 170'ten fazla rekombinant protein dünya çapında üretilmekte ve sağlık alanında 

kullanılmaktadır (Pham2018). 

Rekombinant bir proteinin üretilmesi için,bir ekspresyon sisteminin kullanılması 

gerekmektedir. Uygun bir ekspresyon sisteminin seçimi; rekombinant proteinin 

özelliklerine ve amaçlanan uygulamaya göre değişmekte olupyeterli miktarda protein 

üretmek için oldukça önemlidir. Son 30 yılda,rekombinant teknolojide proteinleri eksprese 

etmek için önemli gelişmeler olmuştur. Bu süreçte beşifade sisteminin;  Escherichia 

coli,Pichia pastoris, baculovirus/böcek hücresi, bitki ve memeli hücrelerinin benzersiz 

özellikleri ortaya çıkmıştır.E.coli'nin aksine, ökaryotik P.pastoris, bakulovirüs / böcek 

hücresi, bitki ve memeli sistemleri, iyi protein katlanmasını ve birçok post-translasyonel 

modifikasyonu teşvik etmektedir(Burgess ve Deutscher 2009). 

İnsan PAP / REG3A (fare PAP / REG3b) veya pankreatit ile ilişkili protein, akut 

pankreatit (Keim ve diğ. 1991), diyabet ve (Keim ve diğ. 1992) kistik fibroz gibi pankreas 

hastalıklarına karıştığı için keşfedilmiş C tipi lektin benzeri salgılanan bir proteindir 

(Barthellemy ve diğ. 2001).PAP'ın duyarlılığının ve özgüllüğünün vücut kitle indeksi gibi 

diğer klinik parametrelerden etkilenip etkilenmediği henüz belirlenmemiştir. Ancak PAP'ın 

tek başına veya diğer biyobelirteçlerle kombinasyon halinde faydalı bir belirteç olabileceği 

düşünülmektedir (Fitzgibbons ve diğ. 2014). 
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Bu tez çalışmasında, pankreatit ilişkili hastalıkların tanı ve tedavisine yönelik olarak 

rekombinant DNA teknolojisi kullanılarak yüksek afinitede, büyük ölçekte PAP antijeninin 

geliştirilmesi ve karakterizasyonu amaçlanmıştır. Bu süreçte üretilen PAP'ın farklı 

proteinlerin tespitinde fayda sağlayacak bir model olabileceği düşünülmektedir. 

 

1.1. Rekombinant Proteinlerin Kullanım Alanları 

Rekombinant DNA teknolojisi biyoteknoloji, tıp, araştırma ve tanı alanlarında 

kullanılabilmektedir.Rekombinant DNA'nın en yaygın uygulaması, teknolojinin biyolojik 

ve biyomedikal bilimlerde en güncel çalışmalar için önemli olduğu temel araştırmalardır 

(Brown 2016). Rekombinant DNA teknolojisi, genleri tanımlamak, eşlemek, sıralamak ve 

fonksiyonlarını belirlemek için kullanılmaktadır.Rekombinant DNA probları, tek tek 

hücreler içindeki ve tüm organizmaların dokuları boyunca gen ekspresyonunun analizinde 

kullanılmaktadır. Rekombinant proteinler, laboratuvar deneylerinde reaktifler olarak 

yaygın şekilde kullanılmakla birlikte hücreler ve organizmalar içindeki protein sentezini 

incelemek, antikor probları üretmek için de kullanılabilmektedir (Peter ve diğ. 2008). 

Protein tüm organizmalar için önemli bir bileşendir (Mattick ve J.S 2003). Her bir 

protein molekülü, amino asitlerden yapılmış bir veya daha fazla polipeptit zincirinden 

oluşur. Doğal olarak oluşan 20 amino asit vardır. Farklı amino asit serileri, protein 

zincirlerini oluşturmak için peptid bağları ile birbirine bağlanır. Her protein kendine özgü 

bir amino asit dizisine sahiptir (Zamyatnin ve A.A 1984).Yaşam için gerekli olan bilgi 

DNA veya RNA tarafından kodlanmış olsa da proteinler; kataliz, savunma, taşıma, destek, 

hareket ve düzenleme dahil olmak üzere organizmalar içinde geniş bir biyolojik fonksiyon 

yelpazesindegörev alır.Vücuttaki işlevlerine göre, proteinler antikor, enzim gibi farklı 

kategorilere ayrılabilir. Proteinlerin önemli fonksiyonları göz önüne alındığında, yoğun 

olarak çalışılmış ve geniş çapta uygulama alanı bulunmuştur (Lodish ve diğ. 2008). 

Geçmişte, spesifik bir protein elde etmenin ana yolu, onu genellikle verimsiz ve 

zaman alan doğal bir kaynaktan izole etmekti. Rekombinant moleküler biyolojik 

tekniklerindeki son gelişmeler, spesifik bir proteini kodlayan DNA'yı bir ekspresyon 

vektörüne klonlamayı ve proteini bakteri, maya, böcek hücreleri ve memeli hücreleri 

gibi ekspresyon sistemlerinde eksprese etmeyi mümkün kılmıştır (Verma ve diğ. 

1998).Basitçe söylemek gerekirse, rekombinant proteinler canlı hücrelerde eksojen 

DNA'nın ürünleridir. Rekombinant proteinlerin üretimi genellikle iki ana adım 

içerir.Bunlar; moleküler klonlama ve protein ifadesidir. Günümüzde rekombinant protein 



3 
 

üretimi, yaşam bilimlerinde kullanılan en güçlü tekniklerden biridir. Rekombinant 

proteinler aşağıda anlatıldığı üzere tıpta, temel bilim araştırmalarında ve biyoteknolojide 

geniş uygulamalara sahiptir (Chilkoti 2006). 

1.1.1.Araştırma 

Rekombinant proteinler, protein-protein etkileşimlerini anlamada faydalı araçlar olup 

moleküler biyoloji, hücre biyolojisi, biyokimya, yapısal ve biyofizik çalışmalar ve diğer 

birçok araştırma alanında sıklıkla kullanılmaktadır(Kim ve diğ. 2008). Rekombinant 

proteinler araştırma alanında enzim, antikor, analiz standartları, antijen veya algılayıcı 

materyal olarak kullanılabilmektedir (Zhu ve Snyder 2003).Bunların dışında rekombinant 

proteinlerin araştırma alanında birçok kullanım amacı bulunmaktadır. 

1.1.2. Biyoteknoloji 

Rekombinant proteinler tıpta, ziraatte, hayvancılıkta, ilaç ve gıda endüstrisinde bir 

çok soruna çözümler üretebilmektedir. Örneğin, 21. yüzyılın dünya sorunları arasında yer 

alan küresel ısınma, iklim değişikliği, kuraklık, açlık (özellikle Afrika ve Asya'da) gibi 

sorunlara çözüm bulmak için tarımda besin değeri yüksek bitkiler elde etmek (altın pirinç), 

hastalıklara, soğuğa, tuza, kuraklığa, böceklere, herbisitlere (kimyasallara) dirençli bitkiler 

geliştirmek için bu teknoloji yaygın kullanılmaktadır. Ayrıca hayvancılıkta; ıslah, verim 

arttırma ve ürün kalitesini iyileştirme, büyümenin artırılması, süt veriminin artırılması, 

transgenik hayvanlarda tedavi edici maddelerin sütle salgılanması, laktozsuz süt üretimi, 

döl veriminin, yün veriminin artırılması, hastalıklara dirençlerin artırılması, ıslah 

endüstrisinde yem içerik maddelerinin besin değerini artırmak, yem ve atık yönetimi 

maliyetlerini azaltmak, hayvan bağırsak sağlığını desteklemek, hayvan performansını 

artırmak ve çevreyi iyileştirmek için hayvan yemine enzimler eklenmesi bu kapsamda yer 

alan çalışmalardır. Ayrıca, laktik asit bakterileri, fermente gıdaların üretimi için uzun 

zamandan beri kullanılmış ve son zamanlarda laktik asit bakterileri, insan / hayvan 

sindirimini ve beslenmeyi iyileştirme gibi geniş uygulamalara sahip olacak olan 

rekombinant proteinlerin ekspresyonu için tasarlanmıştır (Dien ve diğ. 2003). 
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1.1.3. Tıp 

Sağlık alanında, insan yaşam kalitesini artırıcı ve sağlığını koruyucu yeni teknolojik 

ürünlerin geliştirilmesinde, yeni ilaçların oluşturulması, ilaçların sadece hastalık olan 

bölgeye hedeflenmesinin sağlanması, hastalık tanılarının geliştirilmesi, aşıların 

geliştirilmesi, insan genomunun anlaşılması ve gen tedavisinde de rekombinant DNA 

teknolojisi yaygın biçimde kullanılmaktadır. 

Terapötik proteinler, diyabet, kanser, bulaşıcı hastalıklar, hemofili ve anemi gibi 

çeşitli hastalıklar için önemli tedaviler sağlar. Yaygın terapötik proteinler arasında yer alan 

antikorlar, Fc füzyon proteinleri, hormonlar, interlökinler, enzimler ve antikoagülanlar 

bulunur (Leader ve diğ. 2008). Terapötik uygulamalar için rekombinant proteinlere yönelik 

artan bir talep vardır. Genetik mühendisliği ile elde edilen insan proteinleri, terapötik ilaç 

pazarında önemli bir rol oynamaktadır (Ferrer-Miralles ve diğ. 2009). Günümüzde, bütün 

rekombinant terapötik proteinlerin çoğu memeli hücrelerinde üretilmektedir, çünkü memeli 

hücreleri doğal olarak meydana gelenlere benzer şekilde yüksek kaliteli proteinler 

üretebilmektedir. Ek olarak, pek çok onaylanmış rekombinant terapötik protein, iyi 

karakterize edilmiş genetiği, hızlı büyümesi ve yüksek verimli üretimi nedeniyle E.coli'de 

üretilir (Huang ve diğ. 2012). 

1.1.4. Tanı 

Protein biyobelirteçleri, tıbbi teşhislerde kullanılan en yaygın biyobelirteç 

türüdür.Biyobelirteç arayışında, aday proteinlere veya normal ve hastalıklı dokular 

arasında kalitatif veya kantitatif olarak farklılık gösteren translasyon sonrası 

modifikasyonlar için rekombinant afinite reaktifleri üretilebilir. Biyobelirteçler belirli bir 

hastalığın göstergesi olarak tanımlandıktan sonra immünolojik olarak tanımlanır ve kesin 

bir teşhis konulabilir (Çizim 1.1 ). (Kierny ve diğ. 2012). 
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Çizim 1.1.Biyobelirteç keşfinden hastalık teşhisine kadar olan süreç. Kierny ve diğ. 
(2012)'den alınmıştır. 
 

Antijenler de bu alanda belirteç ve standart olarak kullanılmaktadır. Özellikle kanser 

teşhisi için rekombinant antijenlerin kullanımı sıklaşmıştır (Meeusen ve diğ. 2017). 

Biyobelirteçlerin tanımlanmasının ardından protein yapıdaki biyobelirteçler sıklıkla 

antikor-antijen etkileşimine dayalı tanı sistemleri ile belirlenmektedir. Bu noktada 

rekombinant proteinler standart referans antijen olarak yer almaktadır. 

Bu çalışma kapsamında üretilen rekombinant proteinlerin tanı sistemlerinde referans 

antijen olarak kullanılması amaçlanmaktadır. 

1.2. Antijenlerin Özellikleri 

Organizmanın kalıtsal yapısına yabancı olan ve organizmaya girdiğinde kendine 

özgü immün cevaba yol açan, immün cevap sonucu ortaya çıkan ürün ve hücrelerle özgül 

olarak birleşme özelliğindeki maddelere antijen denir.Moleküler seviyede bir antijen, bir 

antikorun antijen bağlanma bölgesinde "bağlanma" kabiliyeti ile karakterize edilir (Gavin 

ve diğ. 2006).Antikorlar, antijenin yüzeyinde sunulan spesifik moleküler yapılar arasında 

ayrım yapma eğilimindedir. Antijenler genellikle proteinler, peptidler veya 

polisakkaritlerdir.Bakteri, virüs ve diğer mikroorganizmaların parçalarının yanı sıra (kat, 
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kapsül, hücre çeperi, flagella, fimbria ve toksinler) vücuda ''yabancı'' olarak tanımlanan ve 

organizmada immün yanıt oluşturabilecek her yapıyı içerir.Lipitler ve nükleik asitler 

yalnızca proteinler ve polisakaritler ile birleştirildiğinde immünojeniktir.Örneğin, lipitler 

ve polisakaritlerin kombinasyonu, gram negatif bakteriyel endotoksinin birincil bileşeni 

olan lipopolisakaritlerdir (LPS).LPS, gram negatif bakterilerin hücre duvarını oluşturur ve 

bağlandığında güçlü bir immün tepkiye neden olur.Hücreler, immünojenik antijenlerini, 

immün sisteme, major doku uygunluk kompleksi (MHC) molekülü vasıtasıyla 

sunar.Sunulan antijene ve MHC molekülünün türüne bağlı olarak bir antijen nedeniyle 

birkaç immün hücre tipi aktif hale gelebilir. 

Antijenler, farklı antikor sınıfları tarafından bağlanabilecek birkaç yapısal etkileşim 

bileşenine sahiptir.Bu farklı yapısal bileşenlerin her birinin, aynı zamanda antijenik 

determinant olarak da adlandırılan bir epitop olduğu düşünülmektedir. Kompleks yapıdaki 

bir antijenin reseptörler ile birleşebilen ve uyarıya yol açabilen bölgelerine "epitop" veya 

"antijenik determinant" denir. Bu nedenle, çoğu antijen, her biri belirli bir epitopa özgü 

olan birkaç farklı antikorla bağlanma potansiyeline sahiptir.Bir antikordaki antijen 

bağlayıcı reseptöre paratop denir ve bu reseptör antijenin epitopuna özgüdür. “Anahtar-

Kilit” metaforunu kullanarak, antijenin kendisi her biri farklı bir kilitle eşleşebilen bir 

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

1.3. Antijen Tipleri 

1.3.1. Eksojen Antijenler 

Ekzojen antijenler vücuda dışarıdan, örneğin soluma, yutma veya enjeksiyon yoluyla 

giren antijenlerdir. Eksojen antijenler, en yaygın antijen türleridir ve alerjiye neden 

olabilecek polen veya yiyecekleri, ayrıca bakteri ve enfeksiyona neden olabilecek diğer 

patojenlerin moleküler bileşenlerini içerir (Anonim 2015-07-30). 

1.3.2. Endojen Antijenler 

Endojen antijenler, normal hücre metabolizmasının bir sonucu olarak normal 

hücrelerin içinde, viral ya da hücre içi bakteriyel enfeksiyon (her ikisi de çoğalmak için 

içerden hücreleri değiştiren) nedeniyle üretilmiştir. Ardından fragmanlar, enfekte olmuş 

hücrelerin yüzeyinde MHC sınıf I molekülleri ile birlikte sunulur(Anonim 2015-07-30). 
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1.3.3. Otoantijenler 

Otoantijenler, normal "kendi" protein veya konağın kendi immün sistemi tarafından 

saldırıya uğrayan ve otoimmün bir hastalığa neden olan protein veya nükleik asit 

kompleksidir. Bu antijenlerin normal şartlar altında bağışıklık sisteminin hedefi olmaması 

gerekmesine rağmen genetik ve çevresel faktörler nedeniyle organizma kendi antjenlerine 

karşı normal bağışıklık toleransını kaybedebilmektedir (Anonim 2015-07-30). 

1.3.4. Tümör Antijenleri (Neoantijenler) 

Bu antijenler, tümör hücrelerinin yüzeyindeki MHC I veya MHC II molekülleri 

tarafından sunulur ve normal hücrelerin kanser hücrelerine malign transformasyonu 

sırasında tümöre özgü bir mutasyondan kaynaklanır. Birçok tümör, bu antijeni ifade 

etmesine rağmen antijen tanıma ve bağışıklık sistemi tarafından öldürülmekten kaçınmanın 

yollarını geliştirmiştir (Schumacher ve Schreiber 2015). 

1.3.5. Doğal Antijenler 

Doğal bir antijen, bir antijen sunucu hücre (APC) tarafından henüz küçük parçalara 

işlenmemiş bir antijendir. T hücreleri doğal antijenleri bağlayamaz, ancak APC'ler 

tarafından sindirilmelerini ve işlenmelerini gerektirir, oysa B hücreleri önceden işlenmeden 

doğal olanlarla aktive edilebilir (Anonim 2015-07-30). 

1.4. Antijen-Antikor Etkileşimleri 

Antijenler, spesifik olarak T ve B hücreleri tarafından tanınan moleküllerdir 

(Janeway 2005). Antijenleri tanımlarken immünojenite ve antijenite olmak üzere iki 

özellik ayırt edilmelidir. İmmünojenite, verilen bir antijenin bir immün yanıtı indükleme 

kapasitesi olarak ve antijenite ise T ve B hücreleri tarafından eksprese edilen antijene 

spesifik reseptörler tarafından tanınacak antijen kapasitesi olarak tanımlanmaktadır. Bu 

nedenle, her immünojen bir antijendir, fakat tüm antijenler immünojen değildir. 

Antijenler, antijenik determinantlar veya epitoplar tarafından oluşturulur.Antijenlerin 

büyük çoğunluğunu temsil eden proteinlerde, iki tip antijenik determinant ayırt edilebilir: 

sürekli veya segmental determinantlar sürekli amino asit rezidülleri primer sekansında 

bulunur. Süreksiz veya toplanmış determinantlar, primer dizilimde uzak olan ancak 

proteinlerin üçüncül yapısında topografik olarak toplanmış artıklar tarafından 

oluşturulmuştur. Antijene özgü T ve B hücre reseptörlerinin birleşme sahası, üç boyutlu bir 

amino asit agregatı düzenlemesinden oluşur ve bu nedenle bir polipeptit antijeninin birçok 

yapısı arasında farklı bağlanma davranışları görülebilmektedir. Örneğin sentetik 
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peptidlerin bazıları nativ antijene kıyasla (T ve B hücre reseptörlerine) daha yüksek afinite 

ile bağlanabilmektedir.Böylece, birleştirme sahasının üç boyutlu yapısı, en uygun 

konformasyonunu tanımlar. Bu anlamda tüm antijenik determinantlar konformasyoneldir. 

Antijene ya da immünize edilen organizmaya bağlı olarak, bir antijenin T ve B hücreleri 

tarafından tercihen tanınan epitopları immünodominant bölge olarak tanımlanır. (Adorini 

1998).  

Antikorlar veya immünoglobulinler, hem membrana bağlı hem de çözünür formlarda 

ifade edilen multimerik glikoproteinlerdir (Pier GB ve diğ. 2004). İmmünoglobülin ağır 

zincir geni, dört farklı segmental elemandan oluşan lokuslarda kodlanır. Bunlar; değişken, 

çeşitlilik, birleştirme ve sabit bölgelerdir. Üç farklı segmental eleman hafif zinciri kodlar; 

değişken, birleştirme ve sabit bölgeler. Farklı hafif ve ağır zincir gen familyalarını 

oluşturan segmental elemanların sayısı farklı türlerde değişiklik gösterir (Litman ve diğ. 

1993). Antikorlar, adaptif bağışıklık sisteminin B hücreleri tarafından, çoğunlukla plazma 

hücreleri olarak adlandırılan farklılaştırılmış B hücreleri tarafından salgılanır (Borghesi ve 

Milcarek 2006). Antikorların genel yapısı Çizim 1.2.'de gösterilmektedir. 

B hücreleri üzerindeki immünoglobulin reseptörü, immün tepkiler sırasında B 

hücrelerinin aktivasyonunda ve T hücrelerine sunulması için antijenin içselleştirilmesinde 

önemli bir rol oynar.Çözünen moleküller olarak, antikorlar kanda ve sekresyonlarda 

bulunur, yabancı antijenleri dolaşımda tanımaya ve temizlemeye yarar (Pier GB ve diğ. 

2004). 

Antikorlar hemen hemen her kimyasal maddeye karşı üretilebilir ve bu nedenle 

büyük yapısal çeşitliliğe sahiptirler (Pier GB ve diğ. 2004). 
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Çizim 1.2.Antikor Yapısı. Kyowa Hakko Kirin Co. Ltd'den alınmıştır. 

 

İnsanlarda beş farklı immünoglobülin sınıfı vardır: IgG, IgM, IgA, IgE ve IgD 

(Çizim 1.3.). IgA ve IgG sırasıyla iki ve dörtlü alt sınıfa ayrılabilir. Bütün 

immonoglobülinler, bir veya daha fazla disülfit bağıyla birleştirililen 55-70kDa sınıfına 

özgü ağır zincirlerden (g, m, a, ε and d) oluşur (Maverakis ve diğ. 2015). 
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1.5.2. PAP'ın Moleküler Fonksiyonları 

PAP dizisi, proteinin salgılanmasında yer alacak bir sinyal peptidine bağlı tek bir 

karbonhidrat tanıma alanından oluşmakta ve karbonhidrat bağlanması için gereken iki 

kalsiyum iyonunun koordinasyonunu büyük ölçüde düzenlemektedir (Lasserre ve diğ. 

1992).PAP herhangi bir oligosakkarit ile seçici ve kovalent olmayan bir şekilde etkileşime 

giren ve yaklaşık 20 monosakkarit rezidüsü içeren bir molekül olup, glikosidik 

bağlantılarla bağlanma sağlayabilir. Yine seçici ve kovalent olmayan bir şekilde, 

peptidoglikan ile bakteri hücre duvarlarında bulunan glikokonjugat sınıfından herhangi bir 

komponent ile etkileşime girebilir. 

İnsanlarda Reg1A, Reg1B, Reg3A (PAP), Reg3G ve Reg4 dahil olmak üzere beş 

Reg aile üyesi tespit edilmiştir. Pankreatik kanser hücrelerinde Reg1A geninin aşırı 

ekspresyonunun, hem in vitro hem de in vivo olarak hızlandırılmış hücre proliferasyonu ve 

tümör büyümesi ile sonuçlandığı gösterilmiştir. Reg3 alt ailesi PAP (Reg3A) ve Reg3G, 

inflamatuar uyaranlara yanıt olarak aktivasyon gösterdikleri için pankreatit ilişkili 

proteinler olarak bilinir. Son çalışmalarda, PAP'ın JAK2 / STAT3 sinyal yolu yoluyla 

interlökin-6'ya yanıt olarak pankreatik kanser hücresi büyümesini hızlandırdığı 

bildirilmiştir(Li ve diğ. 2016).Pankreas enflamatuar koşullar altında iken, proinflamatuar 

sitokin IL-6'nın IL-6R ile birleştiğinin, JAK2'nin ekspresyon seviyesinin azaldığı 

görülmektedir. Bu durumda STAT'ların tirozin fosforilasyonu, dimerizasyonu ve nükleer 

lokalizasyonu tetiklenmekte, bunu takiben hücrenin doğrudan G1'den S fazı içine 

ilerlemesini hızlandırmaktadır. Sonuç olarak nükleer protein CyclinD1 ekspresyonunun 

teşvik edilerek, Bcl familyasının antiapoptozunu ve REG3A proteinlerinin öncü büyüme 

ekspresyonlarını artırdığı belirlenmiştir (Liu ve diğ. 2015). 

PAP’ın en önemli özelliklerinden biri belirtildiği gibi tümör oluşumu sırasında bir 

onkogen gibi davranmasıdır. Yapılan çalışmalarda, pankreatik adenokarsinomlu hastalarda 

pankreatik sıvı veya serumda PAP konsantrasyonlarının yüksek olduğu belirlenmiş ve 

pankreatik dokularda PAP aşırı ekspresyonu pankreatik kanserde tümör aktivitesi ile 

anlamlı bir şekilde ilişkili olduğu için PAP'ın umut verici bir tümör markörü 

olduğudüşünülmektedir (Wang ve diğ. 2014).PAP’ın aşırı ekspresyonu, yüksek 

proliferasyon, invazyon, migrasyon, metastazlar ve tümör seviyesi ile ilişkilidir (Liu ve 

diğ. 2015). PAP’ın, gastrik kanser ve kolorektal kanser dahil olmak üzere birçok kanser 

türünde etkisinin olduğu bildirilmiştir (Qui ve diğ. 2018). Bunun sebebi PAP’ın artan 
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ekspresyonuile tümör boyutunda büyüme, olumsuz farklılaşmalar, tümör evresinin daha 

hızlı ilerlemesi ve daha düşük sağ kalımla ilişkili olduğu ve azalan ekspresyon ile de hücre 

migrasyonu ve invazyonunun inhibe edilmesidir (Ye ve diğ. 2016). PAP, fosfatidilinositol 

3 kinaz (PI3K) / Akt-GSK3β sinyal yolu ekseni boyunca gastrik kanser hücrelerinin 

invazyonunu, proliferasyonunu ve apoptozisini düzenleyebilir. 

PAP’ın diyabet ve pankreatitde de ekspresyonu önemli ölçüde artmış olduğu için 

pankreatik inflamasyonda önemli bir rol oynar (Liu ve diğ. 2015).  Akut pankreatitte 

nüklear faktör kappa B (NF-κB) sinyal yollarını aktive ederek kısmen doku koruma 

fonksiyonu uygular. PAP Akt kinaz ve up regüle eden CyclinD1 / Cyclin-bağımlı kinaz 4 

(CDK4) sinyal yolunu aktive ederek hücre büyümesini uyarır (Xu ve diğ. 2016). 

PAP’ın bir diğer fonksiyonu bakteriyel proliferasyonun kontrolünde bir 

antimikrobiyal olarak görev almasıdır. PAP'ın anti bakteriyel ve anti-apoptotik in vitro 

olduğu gösterilmiş olmasına rağmen, in vivo olarak kesin biyolojik fonksiyonu açık 

değildir (Motoo ve diğ. 2001).Antimikrobiyal fonksiyonuna ek olarak, insan PAP'ının fare 

homoloğu olan RegIIIG'nin ekspresyonu, mukozal hasar ve karaciğer hasarı gibi birkaç 

doku yaralanmasından sonra arttığı ve doku rejenerasyonunu etkilediği öne sürülmüştür. 

PAP'ın psoriatik fenotip ile ilgili olduğunu doğrulamak için, imiquimodla indüklenen bir 

psoriatik fare modeli değerlendirilmiş ve hem mRNA'nın hem de RegIIIG proteininin 

kulak veya sırt derisinde artış gösterdiği belirlenmiştir. Bu veriler, PAP veya RegIIIG'nin, 

psoriasisin hiperproliferatif keratinositlerinde yüksek oranda eksprese edildiğini, ancak 

normal deride veya diğer deri enflamasyonu veya hiperproliferasyon formlarında evrensel 

olarak eksprese edilmediğini göstermiştir (Lai ve diğ. 2012). 

PAP, hücre içi veya hücre dışı sinyallerin birleştirilmesi ve sinyalin, membran 

aktivitesinde bir değişiklik başlatması veya sinyal transdüksiyonunun bir parçası olarak 

durumunu iletmek için membranın bir tarafından diğerine iletilmesi gibi görevlerde de yer 

almaktadır. (Gaudet ve diğ. 2011).PAP serum seviyeleri pankreatitin biyolojik belirteci 

olarak da kullanılabilmektedir. Yapılan birçok araştırmada PAP'ın, yenidoğanlarda Kistik 

Fibrozis (KF) hastalığının erken teşhisinde belirleyici ajan olarak kullanılabilen önemli bir 

protein olduğu gösterilmiştir  (Sarles ve diğ. 1999; Sommerburg ve diğ. 2014; Iovanna ve 

diğ. 1994; Barthellemy ve diğ. 2001; Sarles ve diğ. 2005). PAP, topuk kanında ölçülebilen 

ve pankreastan stres durumlarında salgılanan bir proteindir. Genelde, normal serum PAP 

konsantrasyonlarının aralığı 0-25 ng/ml (ortalama 12.5 ng/ml)'dir. PAP konsantrasyonunun 

artışı hastalığın belirteci olarak kullanılmaktadır (Iovanne J.L. 1994). 
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1.5.3. Patolojik Süreçte PAP 

PAP'ın, düşük mikromolar konsantrasyonlarda (1, 4) gram-pozitif bakteriler için 

doğrudan bakteri öldürücü olduğu ve memeli lektinleri için benzersiz bir biyolojik işlev 

ortaya koyduğu gösterilmiştir. PAP, kısa peptidlerle çapraz bağlanmış alternatif N-

asetilglukosaminve N-asetilmuramik asit polimeri olan hücre duvarı peptidoglikanına 

bağlanarak bakterisit aktivitesini sağlamaktadır. Bu bulgu ile RegIII lektinleri, farklı bir 

peptidoglikan bağlayıcı protein sınıfı olarak tanımlanmıştır (Lehotzky ve diğ. 

2010).PAP’ın aynı zamanda vücut sıvısında antimikrobiyal peptidlerin aracılık ettiği 

mikroplara karşı immün yanıt oluşumunda ve yine hücre popülasyonunun genişlemesi ile 

sonuçlanan hücrelerin çoğalmasında etkili olduğu bilinmektedir (Gaudet ve diğ. 2011). 

Bunun yanında plazma hücresi membran adezyon molekülleri üzerinden heterofilik hücre-

hücre adezyonu oluşumunda da görev almaktadır (Christa ve diğ. 1996). Bunlara ek olarak 

çok hücreli organizmaların gelişimi, keratinosit farklılaşmasının negatif düzenlenmesi, 

hücre popülasyonu proliferasyonunun pozitif düzenlenmesi, keratinosit proliferasyonunun 

pozitif düzenlenmesi, yara iyileşmesinin pozitif düzenlenmesi, peptid hormonuna cevap ve 

bazı organizmalarda hücre duvarı bozulması gibi biyolojik süreçlerin ilerleyişinde PAP 

etkisinin olduğu yapılan çalışmalarla bildirilmiştir (Gaudet ve diğ. 2011). PAP ile aktive 

olan anti-enflamatuar yol Çizim 1.5.'te gösterilmektedir. 

 

 

 

Çizim 1.5.PAP ile aktive olan anti-enflamatuar yol. Closa ve diğ. (2007)'den alınmıştır. 
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1.5.4. PAP ile Yapılan Klinik Çalışmalar 

Akut pankreatit, hafif ve kendi kendini sınırlayan yaralanmalardan şiddetli fulminan 

nekroza kadar değişen, değişken şiddeti olan bir hastalıktır. Yapılan testlerin (skorlama 

sistemleri, laboratuvar parametreleri, BT taraması) ağır komplike pankreatiti tespit 

etmekteki doğruluk seviyelerinin %60 ile %80 arasında olduğu belirtilmiştir. PAP ile 

yapılan ilk çalışmalar, hafif ve ağır pankreatit vakalarını ayırt etme potansiyeli açısından 

umut verici olmuştur. PAP normal pankreas sekresyonunda saptanamaz durumda olup 

pankreatitin akut fazında aşırı eksprese edilebilir durumdadır. Sağlıklı deneklerde (n=103), 

PAP için ortalama serum değeri 3.97 ± 0.32 mg / l ( 1.32 ± 9.02 mg / l aralığı) aralığında 

tespit edilmiştir. Bu sonuçlar, ELISA testinin arka plan değerinden istatistiksel olarak 

farklı sonuç vermemiştir. Başvuru sırasında, hafif pankreatitli hastaların %34'ü normal 

PAP değerlerine sahip olmakla birlikte hiçbir zaman komplikasyon geliştirmemiş oldukları 

bildirilmiştir. Şiddetli pankreatitli hastalarının serumlarının ise her zaman anormal PAP 

değerlerine sahip olduğu tespit edilmiştir. Bu sonuçlardan ve literatürden yola çıkılarak 

akut pankreatitli hastalarda serumdaki PAP değerinin izlenmesinin hastalığın şiddetini 

oldukça iyi tahmin ettiği sonucuna varılmıştır (özgüllük %68, duyarlılık %47).  

Yapılan çalışmalar, PAP ekspresyonunun, pankreatitte bir teşhis yardımından ziyade, 

genel olarak pankreas hücresel zedelenmesinin erken göstergesi olarak daha fazla 

potansiyele sahip olabileceğini göstermektedir.PAP pankreasta sadece pankreatik strese 

yanıt olarak üretilir. Uzun süreli alkol tüketiminden sonra, serum PAPkonsantrasyonlarının 

yükseldiği tespit edilmiştir (Paajanen ve Nordback 1999). 

1.5.5. PAP'ın Tespitinde Kullanılan Yöntemler 

Bağışıklık testleri, antikorların hedef moleküllerin spesifik yapılarına göre bağlanma 

yeteneklerini görmek amacıyla antikor-antijen etkileşimini temel alan biyokimyasal tespit 

için kullanılan yöntemlerdir. Antikorlar, belirli bir antijen yapısı veya analit kullanılarak 

geliştirilmiş ve seçilmiş olduğundan oldukça spesifiktirler ve sadece hedef yapılarına 

bağlanabilirler (Porsch-Özcürümez ve diğ. 2004). İmmünblotlama ve Enzim bağlı 

İmmünosorbent deneyi (ELISA)  yaygın olarak kullanılan bağışıklık testlerindendir. 

Western blotlama (protein blotlama veya immünoblotlama), elektroforez sonrası 

proteinlerin immüno-modülasyonu için güçlü ve önemli bir prosedürdür.1979'da 

elektroforezlenmiş bir jeldenprotein transferi protokolünün başlatılmasından bu yana, 

protein blotlama büyük ölçüde gelişmiştir (Kurien ve Scofield 2006).Western blot, jel 

elektroforezinden sonra uygulanabilen moleküler bir tespit yöntemidir. Proteinleri antikor 
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Direkt ELISA yönteminde, plakanın yüzeyi doğrudan antikor veya antijen ile 

kaplanmaktadır.Bir enzim ile etiketlenen antikor veya antijen ölçümü sağlamakta olup 

sinyal, antijen veya antikor miktarını belirlemek için ölçülmektedir (Engvall 2010; 

Hornbeck 2001). 

İndirekt ELISA,1978 yılında direkt ELISA yönteminden ilham alan Lindström ve 

Wager tarafından geliştirilmiştir.Bu yöntemin indirekt yöntem olarak adlandırılmasının 

nedeni, ölçülecek antijeni belirleyen ve ayıran şeyin birincil antikor değil, ortama 

yerleştirilmiş başka bir antikor olmasıdır. 

Bu yöntemde hastalık taşıyan serum, antijen kaplı kuyulara ilave edilmekte ve hasta 

serumundaki antikorlar plaktaki antijenlere bağlanmaktadır. Ardımdan antijen-antikor 

kompleksini görünür hale getirmek için serumdaki antikoru tanıyan ve enzim ile 

etiketlenen ikincil bir antikor ortama eklenmektedir(Aydin 2015). 

Sandviç ELISAyönteminde, kuyular bir yakalayıcı antikor ile kaplanmakta ve örnek, 

antikorla kaplı plakakuyularına eklenmektedir. Ardından, antijene özgü enzim ile 

etiketlenen antikorlar eklenmektedir. İlgili protein iki antikor molekülü arasında sıkışmış 

olduğundan, bu yönteme Sandvich ELISA adı verilir.Sandviç ELISA'ların diğer tüm 

ELISA'lardan 2-5 kat daha duyarlı olduğu bildirilmiştir (Aydin 2015). 

Yarışımlı ELISA yönteminde,kuyuların yüzeyi, antijene özgü antikor veya antikora 

özgü antijen ile kaplanmaktadır.Ölçülecek olan numune ve enzim etiketli antijen veya 

antikor aynı anda kuyuya yerleştirilmektedir. Etiketli ve etiketsiz antijen (hasta antijeni) 

veya antikor molekülleri, kuyucuklardaki antikor veya antijene bağlanmak için birbirleriyle 

rekabet etmektedir. Analit konsantrasyonu ile elde edilen renklenme yoğunluğu arasında 

ters bir orantı vardır. Başka bir deyişle, serumda analiz edilen antijenin veya antikorun 

miktarı düşük olduğunda, daha yüksek miktarlarda absorbans gözlemlenmektedir (Aydin 

2015). 

1.6.Fc Füzyon Proteinleri 

Rekombinant füzyon proteinleri biyolojik araştırmalarda veya tedavi alanında 

kullanım için rekombinant DNA teknolojisi kullanılarak yapay olarak üretilir (Baldo ve 

B.A 2015).1989 yılında ilk bağışıklık yetmezliği (HIV) virüsünün T hücrelerine girmesini 

engelleyen CD4-Fc-füzyon antagonistlerinin tanımlamasından bu yana, Fc-füzyon 

proteinleri, piyasaya sürülen birçok önemli başarı ile bir dizi patolojiyi azaltmadaki 

etkinlikleri bakımından yoğun bir şekilde araştırılmıştır. Fc temelli füzyon proteinleri, 

doğrudan başka bir peptide bağlanan bir immünoglobin Fc bölgesinden oluşur.Ekli Fc 
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alanı ayrıca, bu moleküllerin, onkolojik terapilerde ve aşılarda kullanımları için önemli bir 

özellik olan bağışıklık hücrelerinde bulunan Fc reseptörleriile etkileşime girmesini sağlar 

(Czajkowsky ve diğ. 2012). Fc füzyon poteinlerinin genel yapısı Çizim 1.7'de 

gösterilmiştir. 

Fc-füzyonlarla mevcut çalışmanın en büyük odağı terapötik uygulamalarda olmuştur 

ve son zamanlarda kayda değer birkaç başarı Çizelge 1.1.'de gösterilmiştir. 

 

Çizelge 1.1.Klinikte Anahtar Fc-Füzyon proteinleri ve monoklonal antikorlar (mAb). 
Czajkowsky ve diğ. (2012)'den alınmıştır. 
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araştırılmaktadır.Endüstrileşen enzimler ve biyofarmasötikler dâhil olmak üzere 500'den 

fazla protein bu ekspresyon sisteminde ifade edilmiş olup, son yıllarda artan sayıda ticari 

ürün pazara ulaşmıştır (Safder ve diğ. 2018).Bu maya, kolay çoğalması ve genomunun 

kolayca manipüle edilmesi ile birlikteE. coli'nin avantajlı özelliklerinin birçoğuna sahiptir. 

Fakat bunun yanında ökaryot olması nedeniyle gelişmiş katlanma ve çeşitli post-

translasyonel modifikasyon yeteneklerine de sahiptir (Brondyk2009). 

 

Çizim 1.8.Pichia pastoris'in basitleştirilmiş karbon metabolizması, gliserol ve metanol 
metabolizmasında yer alan yolaklardan tanımlanmış enzimler. Zepeda ve diğ. (2018)'den 
alınmıştır. 
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1.7.1. P. pastoris İfade Sistemi 

P. pastoris kullanılarak yabancı herhangi bir genin ifadesinde üç temel adım vardır:  

1) Genin ifade vektörüne eklenmesi, 

2) İfade vektörünün P.pastoris konağına girmesi, 

3) Yabancı genin ifadesi için potansiyel kolonilerin incelenmesi. 

P.pastoris'teki heterolog protein üretiminin çoğunluğu, metanol metabolizması için 

gerekli olan enzimlerinsadece hücreler metanol üzerinde büyüdüğünde mevcut olduğu 

gerçeğine dayanmaktadır(Macauley2005).Diğer tüm rekombinant protein üretim 

sistemlerinde olduğu gibi P.pastoris kullanarak rekombinant protein üretmek için plazmid 

vektörlere ihtiyaç duyulmaktadır. 

Plazmidler, çift sarmallı ekstra kromozomal DNA dizileridir ve genellikle konakçı 

hücrenin çoğaltma makinesini kullanırlar (Del Solar ve diğ. 1998). Plazmidler, otonom bir 

şekilde, dairesel ekstrakromozomal DNA'yı kopyalarlar ve genelde 15 kb'ye kadar DNA 

ekini klonlamak için kullanılabilirler (Casali ve Preston 2003).Spesifik yapılı özelliklere 

sahip olan plazmidler, laboratuvarda klonlama amacıyla yaygın olarak kullanılır. Klonlama 

için uygun olan vektörlerde genellikle restriksiyon enzimi kesim bölgelerini içeren çoklu 

klonlama bölgeleri yer alır. Plazmidleri içeren bakteriler, saatler içindebakteride 

milyonlarca vektörün kopyasını oluşturabilir ve çoğaltılan bu vektörler, daha fazla 

manipülasyon için bakterilerden izole edilebilir.Plazmidler, özellikle transkripsiyon 

vektörleri olarak kullanılabilir ve bu plazmitler, protein ekspresyonu için çok önemli 

dizilerden yoksun olabilir. 

Protein ekspresyonu için kullanılan plazmidler, protein üretimi için temel araçlar 

olup ifade vektörleri olarakadlandırılır. İfade vektörleri destekleyici, ribozomal bağlanma 

bölgesi ve başlangıç kodonu gibi bir doğru translasyon başlatma dizisi, bir sonlandırma 

kodunu ve bir transkripsiyon sonlandırma dizisi gibi protein translasyonu için elementler 

içerir. (Brown TA 2010; Old ve Primrose 1981).Vektör, güçlendirici ve promotör bölgeler 

olarak görev yapan ve ekspresyon vektörü üzerinde taşınan genin verimli 

transkripsiyonuna yol açan düzenleyici sekansları içerecek şekilde tasarlanmıştır (Amann 

ve diğ. 1983). İyi tasarlanmış bir ekspresyon vektörünün amacı, proteinin verimli 

üretimidir ve bu, daha sonra proteine dönüştürülebilen önemli miktarda kararlı haberci 

RNA'nın üretilmesiyle başarılabilir. Bir proteinin ekspresyonu, sıkı bir şekilde kontrol 

edilebilir ve bazı sistemlerde bir indükleyici kullanımıyla istenen protein yüksek miktarda 
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üretilebilir (Old ve Primrose 1981).Prokaryotlar ve ökaryotlar arasında protein sentezi 

sistemlerinde farklılıklar vardır, bu nedenle ekspresyon vektörleri seçilen konak için uygun 

ekspresyon elementlerine sahip olmalıdır.Örneğin, prokaryot ekspresyon vektörleri, 

ribozomların bağlanması için translasyon başlama yerinde bir Shine-Dalgarno sekansına 

sahip olurken ökaryot ekspresyon vektörleri Kozak konsensüs sekansını içerecektir (Kozak 

1999). 

Promotör, transkripsiyonu başlatır ve bu nedenle klonlanmış genin ekspresyonu için 

kontrol noktasıdır.Ekspresyon vektöründe kullanılan promotörler genellikle indüklenebilir 

özelliktedirler. Bununla birlikte gen ekspresyonu, bazı ekspresyon vektörlerinde yapısal 

(yani protein sürekli eksprese edilir) da olabilir. Sıkı kontrol edilen promotörlere sahip 

ekspresyon vektörlerinde bile indüksiyon olmadığında düşük seviyeli protein sentezi 

gözlemlenebilir (Corden ve diğ. 1980).Bir promotör, belirli bir genin transkripsiyonunu 

düzenleyen DNA bölgesidir.P.pastoris'teifade için kullanılan promotörlerin çoğu, 

genellikle hücrede yüksek konsantrasyonlarda bulunan metanol metabolizmasında yer alan 

enzimleri kodlayan genlerden elde edilmiştir.S. cerevisiae gibi model maya türleriyle 

karşılaştırıldığında, P. pastoris'te kullanılabilir promotör dizilerinin sayısı oldukça 

düşüktür ve ayrıca güçlü promotörlerle sınırlıdır.Bununla birlikte, bazı uygulamalar için 

şaperonların ekspresyonu veya diğer salgılama faktörlerinin ifadesi gibi, daha düşük 

transkripsiyon aktivitesi olan bir promotör kullanılması daha uygun olabilir (Shen ve diğ. 

1998). AOX ve GAP promotörleri P.pastoris için kullanılan promotörlerdir. 

Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz (GAP) Promotörü 

GAP promotörü, çeşitli heterolog proteinlerin sürekli ifadesi için kullanılır 

(Waterham ve diğ. 1997) ve bu promotörün kullanımı metanol kullanımı gerektirmez 

(Vassileva ve diğ. 2001). Bu durum büyüme ve indüksiyon işlemi sırasında karbon 

kaynağının değiştirilmesinin gerekli olmadığı (Cereghino ve Cregg 2000), kültürün 

uygulanmasının daha kolay olduğu ve sürekli kültürlerin uygulanması için büyük 

potansiyel gösterdiği anlamlarına gelmektedir (Vassileva ve diğ. 2001).Bununla birlikte, 

bu promotör sürekli olarak ifade edildiğinden, maya için toksik olan proteinlerin üretimi 

için iyi bir seçim değildir.GAP promotörünü kullanmanın avantajı, indüksiyon için 

metanolün gerekli olmaması ve kültür için gereken karbon kaynağını değiştirerek 

deformasyonunbüyümesinin engellenebilmesidir (Haberland ve diğ. 2002).Bununla 

birlikte, GAP promotörü yapısal olarak eksprese edildiğinden, maya için toksik olan 

proteinlerin üretimi için iyi bir seçim değildir (Cereghino ve Cregg 2000). 
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Alkol oksidaz (AOX) Promotörü 

P.pastoris, kuvvetle uyarılabilen promotör içeren AOX1 ve AOX2 olmak üzere iki 

alkol oksidaz genine sahiptir (Daly ve Hearn 2005). P.pastoris'te, heterolog genler 

genellikle metanol kullanım yolundaki ilk enzimi kodlayan ve sıkı bir şekilde düzenlenmiş 

olan alkol oksidaz I geninin (AOX1), PAOX1promotörünün kontrolü altında ifade edilir 

(Tschopp ve diğ. 1987). AOX enzimi, metanol, etanol ve 1-propanol gibi kısa alifatik 

alkollerin oksidasyonunu katalizleyen, glukosemettanol-kolin oksidoredüktazlar ailesine 

aittir.Bazı metilotrofik maya türlerinde AOX, tetramerik ve heksamerik formlara sahip 

olmasına rağmen, her biri prostetik bir grup olarak kovalent olmayan bir şekilde bağlanmış 

bir flavin adenin dinükleotit molekülüne sahip sekiz aynı alt birimden oluşan yüksek 

moleküler ağırlıklı (600 kDa) bir moleküldür (Zhang ve diğ. 2009). Bu enzim AOX1 geni 

tarafından kodlanır ve hücre süspansiyonlarındaki metanol oksidasyon hızı ortamda 

çözünen oksijen konsantrasyonuyla doğrusal olarak orantılı iken O2 için düşük afinite 

sunar (Harber ve Veenhuis 1989). AOX, metanol metabolizmasında kilit bir enzimdir ve 

metanol katabolizmasında ilk adımı kataliz eder: metanolden ortaya çıkan H2O2 üretimi ile 

formaldehite oksidasyonu.Amino asit dizisinde %97 özdeşliğe sahip olan AOX1 ve AOX2 

adlı iki izoenzimi sunar, ancak ifadeleri farklı promotörler tarafından kontrol edilir (Zhang 

ve diğ. 2009). Genellikle istenen protein için olan gen AOX1 promotörünün kontrolü altına 

sokulur, bu da protein üretiminin metanol ilavesiyle indüklenebileceği anlamına gelir 

(FitzGerald ve diğ. 1997). 

GAP ve AOX promotörlerinin seçimi için avantaj ve dezavantajlar Çizelge 1.2.'da 

gösterilmiştir. 
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Çizelge 1.2.AOX1 Promotör sisteminin kullanılmasında avantaj ve dezavantajlar. 
Macauley ve diğ. (2005)'den alınmıştır. 

 

AOX1 Promotör sisteminin kullanılmasında avantaj ve dezavantajlar 

Avantajlar Dezavantajlar 

Baskılama / indüksiyon mekanizmasının 
kontrolüyle yabancı proteinin transkripsiyonu 
sıkı şekilde düzenlenir. 

İşlemler sırasında metanolün izlenmesi, 
probların güvenilmezliği ve ölçümün 
komplikasyonlarından dolayı genellikle 
zordur. 

Hücre için toksik olsalar bile yüksek seviyede 
yabancı protein ifade edilebilir. 

Metanol yangın tetikleyicisidir; 
dolayısıyla, işlemler için gerekli olan 
miktarların büyük ölçekte olması arzu 
edilmez. 

Gen ifadesinin aşırı ifade edilmesinden önce, 
transkripsiyonun başlangıçtaki karbon kaynağı 
tarafından baskılanması hücre bölünmesinin 
verimli gerçekleşmesini sağlar. 

Metanol esas olarak, belirli gıda ürünleri 
ve katkı maddelerinin üretiminde 
kullanılmaya uygun olmayan 
petrokimyasal kaynaklardan elde edilir. 

Metanol ilavesiyle, transkripsiyonun 
indüksiyonu kolayca elde edilebilir. 

Kesin bir zaman noktasında birinden 
diğerine geçiş yaparken iki karbon 
kaynağı gereklidir. 

 

Mayada rekombinant protein üretimi için önemli olan bir diğer parametre proteinin 

hücre içi / dışı üretilmesidir. Heterolog proteinler hemen hemen tüm durumlarda ya 

sitoplazmaya hedeflenir ya da tercihen kültür süpernatanına salgılanır.Sitoplazmik 

ekspresyon, genellikle salgı yollarının potansiyel sınırlamaları söz konusu olmadığından, 

yüksek ekspresyon seviyelerine yol açar.Bununla birlikte, sitoplazmada ekspresyon ile 

ilgili birkaç olumsuz özellik mevcuttur. Örneğin, hücrelerin patlatılması üretim sırasında 

ek adımlar gerektirmektedir (Richardson ve diğ. 1988).  Hücreler, genellikle yüksek 

basınçlı homojenizasyonla (maya hücresi duvarlarının çok sağlam olduğu bilinmektedir) 

parçalanır, daha sonra lizatın ayrılması gerekir ve ürün, hücresel bileşenlerin sadece bir 

kısmıdır (Weik ve diğ. 1998). Bu yüzden ilave saflaştırma işlemi yapılmalıdır. Çoğu 

durumda protein katlanması ve işlenmesi -özellikle disülfit bağ oluşumu- sitoplazmik 

ekspresyon için ciddi bir sınırlama oluşturur (Mattanovich ve diğ. 2012). 
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Alternatif olarak, proteinler uygun bir salgılama sinyal dizisi eklenerek salgılanmayı 

hedefleyebilir.  Sekresyon sistemi temel olarak protein miktarını arttırmakla ilgilidir (Idiris 

ve diğ. 2010).Maya sekresyon sinyali ortamda rekombinant proteinlerin üretimini büyük 

ölçüde kolaylaştırır.Ayrıca proteaz saldırısını azaltabilir ve proteinlerin doğru katlanmasını 

sağlayabilir.Vektörler, sekresyon sinyalleri ile veya sekresyon sinyalleri  olmadan elde 

edilebilir. İndüklenebilir (AOX) veya konstrüktif (GAP) promotörü vardır ve antibiyotik 

direnci taşırlar. P. pastoris'e transforme edildiklerinde vektörlerin genomuna entegre 

olması beklenmektedir. Bu çalışmada kullanılmış olan pD912 vektörünün haritası Çizim 

1.9. 'da gösterilmektedir. 

 

 

Çizim 1.9. PAP-pD912 Plazmid Haritası 
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pD912 vektörü P. pastoris genomuna entegre olacak şekilde tasarlanmıştır. Plazmid 

üzerindeki bölgeler; 

Ori_pUC : Genomda replikasyonun başlatıldığı sekanstır. pUC ori, hücre başına 500 

plazmidin daha fazla üretimine izin veren izin veren E.Coli plazmid pBR322'den türetilmiş 

mutasyona uğramış bir orijin formudur. 

P_AOX1 :  P. pastoris'te kuvvetli ve sıkı regüle edilmiş metanol ile indüklenebilir alkol 

oksidaz promotörüdür. AOX1 promotörü metanol tarafından uyarılır ve glikoz tarafından 

baskılanır. 

P_EM72 : EM7 promotörü, E. coli'de antibiyotik direnç geninin yapısal ekspresyonunu 

sağlayan T7 promotöründen türetilmiş bir sentetik bakteri promotörüdür. 

P_ILV5 :  ILV5 geninden ILV5 promotörü, güçlü ifadeleri sürdürebilir. 

SS_Alphafactor(full, KEX, STE) : Saccharomyces cerevisiae'de maya çiftleşme feromon 

alfa faktöründen türetilen bir salgı sinyali, mayadaki heterolog proteinlerin salgılanmasını 

kolaylaştırır.Kex ve ste13 içeren tam alfa faktörü proteininin tam bir formu, bölünme 

bölgelerini korur. 

Zeocin-r : Zeosin direnci, Shble geninin ürünü tarafından sağlanır.Sh ble gen ürünü 

antibiyotiğe bağlanır, böylelikle artık DNA bölünmesine neden olmaz.Zeosin, bakır iyonu 

Cu2+varlığına bağlı olarak mavi renktedir.Zeosin etkisi, aerobik hücrelerin çoğunda 

etkilidir.Tipik olarak memeli ve maya hücrelerinde 10-30 μg / ml vebakteri için ise 25 μg / 

ml kullanılır. 

 



27 
 

2. AMAÇ 

 

 

Bu tez çalışmasında, PAP antijeninin P.pastoris X-33 maya suşunda rekombinant 

DNA teknolojisi kullanılarak üretim ve saflaştırma optimizasyonlarının yapılması 

hedeflenmiştir. Mayada üretimin gerçekleştirilebilmesi için uygun plazmid seçimi ve gen 

tasarımı büyük önem taşımaktadır. Yapılan çalışmada pD912 plazmidi 

seçilmiştir.Kullandığımız indüklenebilir AOX promotörüne sahip plazmid, methanolü 

karbon ve enerji kaynağı olarak kullanmıştır. İndüklenebilir plazmid kullanılması üretimin 

yüksek verimlilikle gerçekleşmesini sağlamıştır.Tasarlanan plazmidde gen bölgesi ve Fc 

bölgesi arasına eklenen amino asit dizisi saflaştırma işlemi sonrasında PAP proteinini 

orjinal formatında kullanma olasılığı sunmuştur.Ayrıca rekombinant protein üretiminde 

sıklıkla kullanılan His-Tag işaretlemede saflaştırma nikel kolonlarla yapılmakta ve üretilen 

proteinin üç boyutlu yapısına bağlı olarak düşük verimle saflaştırma sorunu ile karşı 

karşıya kalınabilmektedir. Bu sorunun üstesinden gelmek amacıyla His-Tag yerine 

antikorlarda bulunan ve antikorların saflaştırılmasında kullanılan Fc bölgesi PAP 

proteinine eklenmiştir. Fc etiketli rekombinant protein, hücre kültürü süpernatantından 

direkt olarak saflaştırılmak istenmiş ve bu doğrultuda bir dizi saflaştırma optimizasyon 

çalışması yapılması amaçlanmıştır. Fc etiketli protein tıpkı bir IgG antikoru gibi proteinA, 

proteinG  kolonu kullanılarak saflaştırılabilmiştir. 

Bu çalışmada, pankreatitle ilişkili hastalıkların tanısında ve KF hastalığının erken 

tanısında kullanılan ELISA kitleri ile bebek kanlarında biyolojik belirteç olarak bulunan 

PAP miktarının belirlenmesi çalışmalarında standart olarak kullanılmak üzere rekombinant 

DNA teknolojisi kullanılarak PAP üretimi ve saflaştırılması amaçlanmıştır. Ticari değeri 

oldukça yüksek olan ve ELISA testlerinde standart protein olarak kullanılan PAP 

antijenleri, rekombinant DNA teknolojisi kullanılarak ülkemizde ilk kez üretilmiştir.  
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3.2. Kompetent E.Coli Top10 Hazırlanması 

Top10 hücreler LB agar petriye çizilerek, gece boyu 37°C'de inkübe edildi. Koloni seçimi 

yapılarak 5 ml LB medium içine inoküle edildi ve gece boyu 37°C'de çalkalamalı 

inkübatörde 220 rpm'de inkübe edildi. Sonraki gün 50 ml LB medium içine 5ml hücre 

kültüründen eklendi ve 37 °C'de çalkalamalı inkübasyon yapıldı. 2 saat kadar bir sürede 

OD600'de 0.48-0.75 değerleri okunmuş olmalıdır. Koşullar sağlandığı taktirde, bakteri 

kültürü 50 ml falkon içerisine alındı ve 15dk. buzda inkübe edildi. Daha sonra 3800 rpm'de 

+4°C'de 10 dk. çöktürme işlemi yapıldı. Süpernatant atıldı, pellet 15 ml 0.1M steril buzda 

CaCl2 solüsyonu ile çözüldü ve 15dk. buzda inkübe edildi. Daha sonra tekrar 3800 rpm'de 

+4°C'de 10dk. çöktürme işlemi yapıldı. Süpernatant atıldı, pelletsteril buzda 4 ml 0.1M 

CaCl2 ve %20 gliserol solüsyonu ile çözüldü. Son olarak -80 °C'de saklanmak üzere 

100μl'lik aliquotlar hazırlandı. 

3.3. E.Coli'ye Plazmid Transformasyonu 

Tüpler -80'den alınarak buz üzerinde yaklaşık 10 dakika kadar bekletildi. Plazmidler 

kompetent E.coli Top10 üzerine eklenerek üretilerek yaklaşık 30 dakika kadar buz 

üzerinde bekletildi. Tüpler Thermo Shaker cihazında 42°C'de 1 dakika süreyle ısı şokuna 

uğratıldı ve tekrar buz üzerine alınarak 5 dakika kadar buz üzerinde inkübasyon yapıldı. Isı 

şokuna maruz bırakılan E.coli'ye 37°C'ye ısıtılmış 800 ul LB ilave edildi ve 1 saat 37°C'de 

inkübe edildi.E.coli, 5000 rpm'de 5 dakika santrifüjlendi, 600 μl süpernatant atıldı ve 

pellet, kalan LB'de çözüldü. Süspanse edilmiş E.coli hücreleri, zeosin eklenmiş LB agar 

içeren petrilere yayıldı ve 37 °C'de gece boyu inkübe edildi. Hayatta kalan ve büyüyebilen 

E.coli, plazmid transformasyonunun pozitif bir sonucu olarak antibiyotik direnci kazanmış 

oldu. 

3.4. Plazmid DNA İzolasyonu 

Zeosin içeren LB agar plakalarından seçilen koloni, zeocin ile 5 ml sıvı LB'de inkübe 

edildi ve gece boyunca 37°C'de 220 rpm'de inkübe edildi.Ertesi gün, E. coli'de yetiştirilen 

plazmidler Thermo Scientific GeneJet Miniprep kiti ile izole edildi. 

250μl (RNaz içeren) resüspansiyon solüsyonundaki pellet hücreleri yeniden süspanse 

edildi. Süspanse hücre mikrosantrifüj tüpüne alındı, pipetajla süspanse edildi. Ardından 

250μl lizis solüsyonundan eklenerek gözle görülür değişim olana kadar tüp ters düz edildi. 

Sonra 350μl nötralizasyon solüsyonu eklendi ve tüp ters düz edildi. 5 dakika santifüj 

edildi.  
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Süpernatant pipetlenerek spin kolonuna aktarıldı. 1dakikalık santrifüj yapılmış istenilen 

kısım tüpün dibine toplandı. Spin kolona 500μl yıkama solüsyonu eklendi, 60sn. kadar 

santrifüj edildi istenilen kısım tüpün dibine toplandı. Yıkama solüsyonuyla aynı işlem 

yinelendi. Spin kolonu yeni bir 1.5ml'lik mikrosantrifüje aktarıldı. Plazmid DNA'yı 

ayırabilmek için 50μl elüsyon tamponu spin kolon membranı merkezine eklendi. Oda 

sıcaklığında 4dk. inkübe edilip 2 dk. santrifüj işlemi yapıldı. Kolon atılarak saflaştırılmış 

plazmid DNA'sı -20°C'de saklandı. 

3.5. SacI ile Plazmid Kesimi 

Maya hücresine transformasyon öncesinde plazmid DNA'nın lineerize edilmesi 

gerekmektedir. Bu nedenle PAP genini içeren maya vektörü Çizelge 3.1.'de gösterilen 

kesim reaksiyonu ile kesilerek lineerize edildi. 

 

Çizelge 3.1.Kesim Reaksiyonu 

 

İçerik Miktar 

DNA 20μl 

CutSmart®  5μl 

SacI 1μl 

ddH2O 24μl 

 

Bu reaksiyon karışımına 37°C'de 2 saat inkübasyon yapıldı. İnkübasyonun ardından 

lineerize plazmid PCR Clean Up kiti kullanılarak temizlendi ve transformasyona hazır hale 

getirildi. 

GenElute PCR Temizleme Kiti,tek iplikli veya çift iplikli PCR amplifikasyon ürünlerinin 

(100 bp ila 10 kb)  fazla primer, nükleotit, DNA polimeraz, tuz ve yağ gibi reaksiyondaki 

diğer bileşenlerden hızlı bir şekilde saflaştırılması için tasarlanmıştır.Bu kit, silika 

bağlamanın avantajlarını mikrospin formatıyla birleştirir ve fenol, kloroform gibi pahalı 

reçineler veya toksik organik bileşiklere olan ihtiyacı ortadan kaldırır. 
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1. Toplama tüpü içerisine spin kolonu yerleştirildi. Spin kolonuna 0.5 ml kolon hazırlama 

solüsyonu eklendi. Kolon hazırlama solüsyonu DNA'nın membrana bağlanmasını 

maksimize ederek verimi artırır. Ardından 14000 rpm'de 90 saniye santrifüj edildi. Bu kit 

kullanılarak yapılan tüm santrifüj aşamaları 14000 rpm'de gerçekleştirilmiştir. 

2. 1 hacim numune için 5 hacim bağlama solüsyonu eklendi ve karıştırıldı. Solüsyon 

bağlama kolonu içine aktarıldı. Kolon 14000 rpm'de 1 dk. santrifüj edildi. Elüat kısmı 

atıldı fakat toplama tüpü saklandı.  

3. Bağlama kolonu toplama tüpü içerisine yerleştirildi. Kolona 0.5 ml seyreltilmiş yıkama 

solüsyonu eklendi ve 1 dk. 14000 rmp'de santrifüj işlemi yapıldı. Elüat kısmı atıldı, 

toplama tüpü saklandı. 

4. Kolon toplama tüpü içine yerleştirildi. Fazla etanolün uzaklaştırılması için kolon 2 dk. 

boyunca 14000 rpm'de santrifüj edildi. Elüat ve toplama tüpü atıldı. 

5. Kolon yeni bir 2 ml'lik toplama tüpüne aktarıldı. Kolonun ortasına 50 μl elüsyon 

çözeltisi eklendi. Oda sıcaklığında 1 dk. inkübasyon işlemi yapıldı. 

6. DNA'yı ayırmak için, kolon 1 dk. 14000 rpm'de santrifüj edildi. Elde edilen elüat 

içerisinde DNA elde edildi. 

3.6. Transformasyon 

50'lik falkona 10 ml YPD Broth'a P.pastoris  X33 suşu ekimi yapıldı ve 1 gece 30°C'da 

büyütüldü.Büyütülen P.pastoris'lerden 200 μl alınarak 200ml sıvı YPD besiyerineinoküle 

edildi. Hazırlanan kültür bir gece30°C'de büyümeye bırakıldı. Sonraki gün kültürün A600 

değeri 1,211 olarak belirlendi. Konsantrasyonu ölçülen kültür, her bir transformasyon icin 

8x108 hücre olacak şekilde ayarlandı. 

Kültürler 50ml'lik falkonlara eşit olarak dağıtıldı. 4000rpm'de, 4°C'de 7dk. süreyle 

çöktürüldü. Hücreler üzerindeki süpernatant atıldı ve kalan pelletin üzerine 40ml dH2O 

eklendi. Hücreler tekrar4000rpm'de, 4°C'de 7dk. süreyle çöktürüldü, süpernatant 

uzaklaştırıldı. Her falkon için 2 ml 100mM LiCl, 10mM DTT, 0.6 M sorbitol ve 10 mM 

Tris-HCl pH 7.5 karışımında süspanse edilip oda sıcaklığında 30 dakika süreyle inkübe 

edildi. Bu işlem sonrasında, hücreler 4000rpm'de, 4°C'de 7dk. süreyle çöktürüldü. 

Süpernatant uzaklaştırılıp pellet +4°C'de muhafaza edilen 50 ml. 1M sorbitolde yıkandı. 

 Son olarak, hücreler sırasıyla 25 ml, 10 ml ve 5 ml 1M sorbitol ile tekrar yıkanarak, son 

konsantrasyonu 1010 hücre/mL olacak şekilde resüspanse edildi.Hücrelerin 1/1000 

seyreltmeyle A600 değeri alındı. Bu değer 0,423 olarak belirlendi. 
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Bu şekilde hazırlanan P. pastoris hücrelerinden 100μl alındı ve lineerize DNA’dan 10 µl 

ile karıştırılarak 0.2 cm küvette buzda 5 dk. boyunca bekletildi. Bekleme sonrasında 

hücreler 2kV’de elektropore edildi. Elektroporasyonu takiben küvete, buzda muhafaza 

edilmiş 1M sorbitolden 1 ml eklendi. Bu karışım 30˚C’de çalkalamalı inkübatörde 1 saat 

süreyle karıştırıldı. Daha sonra 1M 1 ml YEPD eklendi ve 30˚C’de çalkalamalı 

inkübatörde 1 saat süreyle karıştırıldı. Tüm karışım 100μg/mL Zeocin içeren petrilere 

ekilerek 4 gün süreyle 30˚C’de büyümeye bırakıldı. 

3.7. Zeosin Seçilimi 

Ekim için 0.5 mg/ml, 1 mg/ml ve 5 mg/ml olacak şekilde farklı zeosin miktarları içeren üç 

çeşit YPD agar hazırlandı. Her petri 8 eş bölgeye ayrılıp, numaralandırıldı. 

 96'lık steril plate'e50 μl/kuyu steril dH2O eklendi. Büyüyen kolonilerden steril pipet 

ucuyla alınıp dH2O bulunan kuyularda pipetaj yapıldı. Kuyulardan 5'er ul alınıp, 

numaralandırılmış bölgelere çizilerek ekildi. Petriler 30˚C'de inkübe edildi. Gün sonunda 

YPDS agarlara PAP için 5 mg/ml zeocin içeren petriden koloni seçimi yapıldı. Petri 

30˚C'de 4 gün süreyle inkübe edildi. 

3.8. Pichia Pastoris 'te Protein Ekspresyonu 

1. YPDS agar petrilerinden seçilen koloni steril 250 ml'lik erlen içerisinde 25ml BMGY 

ortamına inoküle edildi. OD 600 değeri 2-6'ya ulaşıncaya kadar 30°C'de çalkalamalı 

inkübatörde işleme devam edildi.  

2. Hücreler uygun OD değerine ulaştığında gliserol stok hazırlandı. 25 ml hücre kültürünün 

800 μl'si 2 ml'lik cryo tüpe aktarıldı ve 200 ml steril %50 gliserol eklendi. Gliserol stoklar 

dondurularak -80˚C'de muhafaza edildi.  

3. 25ml'lik kültürün geri kalanı 50ml'lik falkona aktarıldı ve 3800 rpm'de 12 dakika süreyle 

santrifüj edildi. Süpernatant uzaklaştırılıp kalan BMGY besiyerinin uzaklaşması için tüpler 

steril zemin üzerinde baş aşağı bekletildi. Hücre agregatını yıkamak ve kalan ortamı 

uzaklaştırmak amacıyla 20 ml BMMY ile ortam yeniden süspanse edildi, gliserol kalması 

durumunda sonraki ifade engellenebilir. Bu işlemin ardından oda sıcaklığında 3800 rpm'de 

12 dakika boyunca çöktürme işlemi yapıldı ve süpernatant uzaklaştırıldı.  

4. Ekspresyonun indüklenmesi ve OD 600 değerinin 1.0'e ulaşması için 1 litrelik erlen 

içerisinde 200 ml BMMY ortamına hücre agregatı süspanse edildi. Şişe kalaycı pamuğu ile 

örtüldü ve 30°C'de çalkalamalı inkübatörde büyümeye bırakıldı. Yeterli havalandırma, 

metanol indüksiyonu sırasında verimli ekspresyon için önemli bir parametredir. Bu 
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nedenle birkaç sistem denendi ve en verimli olan yöntem kalaycı pamuğu olduğu için bu 

metodla devam edildi. 

5. İndüksiyonu korumak için her 24 saatte bir total hacmin % 0.5'i kadar steril metanol 

eklendi.  

6. Ekspresyonun başlamasından sonraki belirli zaman noktalarında (bizim çalışmamızda 

24, 48, 72 96. saatler) kültürün 1 ml'si 1.5 ml'lik bir mikrosantrifüj tüpüne aktarıldı. Oda 

sıcaklığında 13200 rpm'de 7 dakika süreyle santrifüj işlemi yapıldı. Süpernatantlar ayrı bir 

1.5 ml'lik mikrosantrifüj türüne aktarıldı. Farklı zaman noktalarından alınan numuneler, 

indüksiyondan sonra protein ekspresyonu için en uygun zaman periyodunu belirlemek 

üzere SDS-PAGE ve immünblotlama ile analiz edildi. 

3.9. SandviçELISA 

ELISA testi için 100ng/kuyu olacak şekilde anti-PAP rabbit monoklonal antikoru (mAb) 

ile tabana kaplama işlemi yapıldı. +37°C’de 1 saat inkübasyon işlemi yapıldı. Antikorla 

kaplanmış olan kuyular daha sonra PBS içinde 0.5% Tween 20 içeren yıkama tamponu ile 

3 kere yıkandı ve +4°C’de gece boyunca %1 Hammerstein Kazein,%1.5 PVP 

(Polivinilpirolidon) ve 40 µl/ml 1M NaOH ile inkübe edildi.Sonraki gün bloklanan plate 3 

kere yıkama tamponu ile yıkandı. Daha sonra kuyulara 100’er µl maya üst sıvısı eklendi ve 

1 saat boyunca +37°C’de inkübasyon işlemi yapıldı. Ardından yıkama tamponuyla 3 

yıkama yapıldı ve TÜBİTAK MAM Gen Mühendisliği ve Biyoteknoloji Enstitüsü 

(GMBE) Tanı Teknolojileri Labaratuvarı’nda daha önceden üretilmiş HRP işaretli anti-

PAP antikoru 300ng/kuyu olacak şekilde kuyulara yüklendi. 1 saat +37°C’de inkübasyon 

işlemi yapıldı ve 1 saatin sonunda plate 3 kere yıkandı. Sonrasında 1:10000 

konsantrasyonda streptavidinde 20 dakika +37°C’de inkübe edilen plak 5 kere yıkandı ve 

daha sonra TMB substratı ile inkübe edildi.Renk oluşumundan sonra, reaksiyon 2M H2S04 

ile durduruldu. Elde edilen görüntü 450 nm’de okundu. Yapılan sandviç ELISA genel 

şeması Çizim 3.2.'de gösterilmektedir. 
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Çizim 3.2.Sandviç ELISA 

 

3.10.SDS-PAGE 

Protein veya polipeptidlerin molekül ağırlıklarına göre jelde elektrik akımı ile tespit 

edilmesini sağlamaktadır. İlk aşamada cam plaklar alkol ve saf su ile yıkandı ve kurutuldu. 

Cam plaklar aparata yerleştirildi. SDS-PAGE jel içeriği EK 4.'te verilmiştir. Üst jel 

hazırlandıktan sonra cam plaklar arasına pipetlendi ve jelin üst kısmının pürüzsüz olması 

için üzerine izopropil alkol kondu. Jel polimerize olduktan sonra saf su ile yıkama yapıldı 

ve kurutma kağıdı ile jele değmeden alkol uzaklaştırıldı. Üst jel hazırlanıp alt jelin üzerine 

eklendi ve taraklar yerleştirildi. Polimerizasyon gerçekleştikten sonra taraklar çıkarıldı. 

Kuyular önce saf su ile daha sonra yürütme tamponu ile yıkandı ve tanka yerleştirildi. 

Numuneler belirlenen miktarda yükleme boyası ile karıştırılıp kuyulara yüklendi. Tank 

kapağı kapatılarak elektrotlar uygun şekilde bağlandı ve belirli süreyle yürütme işlemi 

gerçekleştirildi. Yürütme işlemi tamamlandıktan sonra jel çalışmanın niteliğine göre farklı 

metodlarla analiz edildi.  

3.10.1. Gümüş Boyama 

Jel 1 saat boyunca veya gece boyu fiksasyon tamponunda çalkalayıcıda inkübe edidi. 

20’şer dakika olmak üzere %50 EtOH tamponunda 3 kere yıkama işlemi yapıldı. Bu işlem 

sonunda jel 1 dakika ön muamele tamponuyla muamele edildi ve hemen sonra 20’şer 
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saniye olmak üzere 3 kere dH2O ile yıkama işlemi yapıldı. Ardından jel bant fiks 

tamponunda 20 dakika boyunca çalkalayıcıda bırakıldı. Sonrasında 2 kez olmak üzere 

dH2O ile 20’şer saniye yıkama işlemi yapıldı. Ardından jel geliştirme tamponu ile 

muamele edildi ve bantlar gözlenene kadar bu işlem sürdürüldü. Bantlar gözlemlendiğinde 

2 kez 2’şer dakika boyunca dH2O ile yıkama işlemi gerçekleştirildi. Geliştirme işleminin 

durdurulması amacıyla jel durdurma tamponu ile muamele edildi. Sonrasında gözlemlenen 

bantlar taranarak değerlendirmeye alındı. 

3.10.2. Western Blotlama 

-Bu işlem için öncelikle  SDS-PAGE jeller Transblot cihazında transfer tamponu 

yardımıyla 2A, 20V ve 20dakika parametreleri kullanılarak PVDF membrana aktarıldı. 

Ardından membrana en az 1 saat olmak üzere veya gece boyu +4°C’de %1’lik süt tozu ile 

çalkalayıcı üzerinde bloklama işlemi yapıldı. Bu işlemi takiben membran 10’ar dakika 

olmak üzere 3 kere TBS-T tamponu ile yıkandı ve TÜBİTAK MAM GMBE Tanı 

Teknolojileri Labaratuvarı’nda geliştirilmiş olan 75µl anti-PAP 9B7 antikoru 30ml TBS 

tamponu ile sulandırılarak 1 saat oda sıcaklığında çalkalayıcı üzerinde muamele edildi. 

Ardından 3 kere 10'ar dakika boyunca TBS-T tamponu ile yıkama işlemi gerçekleştirildi. 

Daha sonra 1/10000 oranında TBS tamponu içerisinde sulandırılan Alkalen 

fosfataz/Peroksidaz işaretli anti-fare IgG ile 1 saat oda sıcaklığında inkübasyon işlemi 

gerçekleştirildi. Membran 10’ar dakika olmak üzere 5 kere TBS-T tamponu ile yıkandı. 

Ardından, ikincil antikorun alkalen fosfataz ile işaretli olduğu durumda bantlar gözlenene 

kadar membran 10ml  dH2O’de çözdürülen NBT/BCIP tablet substratı ile muamele edildi 

ve değerlendirme işlemleri yapıldı. İkincil antikorun peroksidaz ile işaretli olduğu durumda 

ise AEC substratı kullanıldı. 

3.11. Amonyum Sülfat Çöktürme 

Maya üst sıvısına salınan PAP antijenini yoğunlaştırmak amacıyla ilk adımda Amonyum 

sülfat çöktürme metodu kullanıldı. Üst sıvının 2,5 katı kadar amonyum sülfat çözeltisi 

+4°C’de düşük miktarlarda eklendi ve manyetik karıştırıcıyla karıştırıldı. 4 saat boyunca 

+4°C’de üst sıvı ve amonyum sülfat karıştırılarak inkübe edildi. Daha sonra karışımlar 

uygun tüplere alınarak 9500rpm’de, +4°C’de, 35 dakika boyunca santrifüj edildi. Pellet 

3ml PBS’te çözündü ve diyaliz işlemi gerçekleştildi. 
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3.12. Diyaliz 

Diyaliz işlemi için solüsyon olarak saflaştırma işleminde kullanılan bağlama tamponu 

kullanıldı. Diyaliz membranı içine alınan örnek 1 litre bağlama tamponu bulunan mezürde 

manyetik karıştırıcı yardımıyla +4°C’de bekletildi. 1 gün gece boyu ve sonraki gün 2 kere 

solüsyon değiştirildi. Diyaliz membranı içerisinden alınan örnek üzerinde değerlendirme 

işlemleri yapıldı. 

3.13. Saflaştırma 

Üretilen rekombinant antijenlerin, maya üst sıvısında bulunan diğer proteinlerden 

ayrılabilmesi için Fc kuyruğuna bağlanan Protein A ve Protein G immünoafinite kolon 

kromotografisi (manuel veya NGC BioRad sistemi) ile saflaştırma çalışmaları yapıldı. 

Amonyum sülfat çöktürme işlemi yapıldı ve diyaliz edilmiş protein fraksiyonları 13200 

rpm'de 7 dakika süreyle santrifüj edildi ve üst sıvı ayrı tüpe alındı. Ayrılan üst sıvı 1:1 

oranda bağlama tamponu ile karıştırıldı. Protein ve bağlama tamponu karışımı 0,45 μm 

filtreden geçirilerek kolona verildi. Kolondan önce kolonun 5 katı hacminde bağlama 

tamponu, ardından bağlama tamponu ile aynı oranda karıştırılmış saflaştırılacak örnek, 

ardından absorbans değeri sıfırlanana kadar tekrar bağlama tamponu ve kolon materyaline 

bağlanmış olan proteinleri toplamak için absorbans değeri sıfırlanana kadar elüsyon 

tamponu verildi. 

Elüsyon fraksiyonlarda beklenen absorbans değerlerini içeren eppendorf tüplerine 75 μl 

denge tamponu eklendi. Kolon tekrar kullanılmak üzere %20 etanolden geçirildi ve 

+4°C'de muhafaza edildi. Kromotografi sonucu elde edilen fraksiyonlar protein aktivitesi, 

bağlama ve elüsyon performansının belirlenmesi amacıyla ELISA testi ile kontrol edildi. 

3.14. Liyofilizasyon 

Saflaştırma işleminin ardından yüksek yanıt veren antijen fraksiyonları bir araya getirildi 

ve dH2O'ya karşı +4°C'de diyaliz işlemi yapıldı. Diyaliz tüpü içindeki protein içeren sıvı 

falkona aktarıldı ve falkonun ağzı parafilm ile kapatıldı. Daha sonra parafilm üzerinde 

küçük delikler açıldı. Örnekler bir gece boyunca -80°C'de donduruldu. Dondurma işlemi 

sonrası liyofilizatör cihazında liyofilizasyon işlemi gerçekleştirildi. 
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4. BULGULAR 

 

 

4.1. E.Coli'ye Transformasyon 

Zeosin, bakterilerin varlığını sınırlayan bir antibiyotiktir. Koloniler zeosinli düşük tuzlu LB 

petrilerinde dirençli olarak başarıyla büyütüldü. pD912 vektöründe var olan zeosin direnç 

geni, bakterilerin petri üzerinde hayatta kalmalarını sağlamıştır. Ligasyon başarı ile 

gerçekleştirilmiştir. 

4.2. Plazmid DNA İzolasyonu 

PAP genleri ve pD912 plazmid vektörünü çoğaltmak adına E.coli ile bakteriyel 

transformasyon gerçekleştirildi. Bunu takiben gece boyu inkübe edilen ve antibiyotikli LB 

petrilerinden bir koloni seçildi. Sonraki gün, plazmidler izole edildi ve konsantrasyonları 

NanoDrop'ta ölçüldü. İzolasyon sonucu 131,51 ng/μl PAP ve 38,56 ng/μl pD912 

plazmidleri izole edildi (Çizim 4.1. ve Çizim 4.2.). 

 

 

 

Çizim 4.1.PAP konsantrasyonu, NanoDrop ölçümü. ( 131,51 ng/μl ) 
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Çizim 4.2.pD912 Plazmid konsantrayonu, NanoDrop ölçümü. ( 38,56 ng/μl ) 

 

Plazmidler, Thermo Scientific GeneJet Miniprep plazmid izolasyon kitinin talimatları 

izlenerek başarıyla izole edildi. 

4.3. Pichia Pastoris X33'te PAP Üretilmesi ve Saflaştırılması 

4.3.1. PAP Geninin Mayaya Transformasyonu 

Transforme edilen mayalar, zeosin içeren YPD petrisinde hayatta kaldı. PAP izoformunun 

transformasyonu başarıyla gerçekleştirildi (Çizim 4.3.). 
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Çizim 4.3.Hayatta kalan pd912-PAP kolonileri. (Pichia Pastoris X33 suşu, zeosin içeren 
petri) 

 

4.3.2. PAP Üreten Maya Kolonilerinin Seçimi 

İncelenen 8 farklı koloniden tümünün başarıyla PAP ürettiği tespit edildi (Çizim 4.4.). 

 

 

Çizim 4.4.Zeosin direnci için test edilen 8 farklı koloni 
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Petriden toplanan 8 ayrı koloni için ayrı ayrı 50 ml'lik falkonlarda sıvı BMGY / BMMY 

ortamında 96 saatlik büyütme işlemi yapıldı. Sandviç ELISA testinde en yüksek yanıtı 

veren koloni seçildi(2. koloni)(Çizim 4.5.). İlerleyen adımlarda 2. koloni ile çalışmalara 

devam edildi. 

 

Çizim 4.5. Sandviç ELISA ile transforme edilmiş PAP maya üst sıvılarından elde edilen 
OD450 değerleri 

 

Fonksiyonel olarak tanımlanan PAP proteinlerinin optimum kültür zamanlarının tespiti için 

24 saatte bir metanol ile indüksiyon işlemi yapıldı (Çizim 4.6.). Her 24 saatte bir toplanan 

üst sıvılar SDS-PAGE ve western blot ile analiz edildi. SDS-PAGE ve western blot 

analizleri, %15 SDS-PAGE jeller kullanılarak yapıldı (Çizim 4.7.). Hazırlanan jellere 15 μl 

örnek, 5 μl yükleme boyası karıştırılarak yüklendi. Pozitif kontrol olarak 1 μg PAP ve 

belirteç olarak da 2,5 μl Thermo protein markerı kullanıldı. Proteinler 90V'dan başlamak 

üzere kademeli olarak 120V'a yükseltilerek yaklaşık 90 dakika kadar yürütüldü. Jellerden 

biri gümüş boyama ile diğeri PVDF membrana aktarılarak Western Blotlama yöntemiyle 

analiz edildi (Çizim 4.8.). 
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Çizim 4.6.Rekombinant PAP Antijeninin saat optimizasyon sonuçlarının sandviç 
ELISA'da OD450 değerleri 
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Çizim 4.7.Rekombinant PAP antijeninin SDS jel gümüş boyama görüntüsü 

 

 

 

Çizim 4.8.Rekombinant PAP antijeninin immünoblotlama görüntüsü 
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SDS-PAGE, immünblotlama ve ELISA sonuçlarına göre rekombinant PAP proteinin 

üretimi için en uygun zamanın 72 saatlik indüksiyon olduğu belirlendi. Rekombinant PAP 

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

4.4. Amonyum Sülfat Çöktürme Optimizasyon 

Üretilen proteinin konsantre edilmesi, saflaştırılması ve saklama aşamasında kolaylık 

sağlaması amacıyla amonyum sülfat çöktürme işlemi uygulandı. Yanıt alındığı bilinen 

maya üst sıvıları farklı miktarlarda doyurulmuş amonyum sülfat ile muamele edildi. 

Optimizasyon çalışması için minimum miktarda numune ile çalışıldı. Her 1 ml maya üst 

sıvısına 1:1 kat, 1:1,5 kat, 1:2 kat ve 1 : 2,5 kat olacak şekilde doyurulmuş amonyum sülfat 

çözeltisi ile çöktürüldü. Sandviç ELISA sistemi ile üst sıvılar test edildi. En verimli 

sonucun 1 ml örnek için 2,5 ml doyurulmuş amonyum sülfat eklendiği durumda elde 

edildiği belirlendi. Rekombinant maya üst sıvılarının analiz edildiği sandviç ELISA testi 

sonuçları Çizim 4.9.'da gösterilmektedir. 

 

 

Çizim 4.9.Rekombinant PAP maya üst sıvılarının farklı doymuş amonyum sülfat 
miktarlarıyla sandviç ELISA OD 450'de çökme değerleri 

(AS1 = 1 ml Maya üst sıvı + 1 ml Doymuş Amonyum Sülfat , AS2 = 1 ml Maya üst sıvı + 

1,5 ml Doymuş Amonyum Sülfat, AS3 = 1 ml Maya üst sıvı + 2 ml Doymuş Amonyum 

Sülfat, AS4 = 1 ml Maya üst sıvı + 2,5 ml Doymuş Amonyum Sülfat) 
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4.5. PAP'ın Saflaştırılması 

Saflaştırma optimizasyonları için protein A ve protein G kolonları denenmiş, farklı 

molarite değerlerinde bağlama tamponları denenmiştir. Saflaştırma işlemleri hem Next 

Generation Chromotography (NGC) cihazında hemde manuel olarak gerçekleştirilmiştir. 

Manuel yapılan saflaştırma işleminde protein A kolonu kullanılmıştır Bağlama tamponu 

için 3M NaCl + 1,5M Glisin kullanılmıştır (Çizim 4.10).  NGC cihazında yapılan 

saflaştırma ile manuel saflaştırma karşılaştırıldığında NGC cihazında daha verimli sonuç 

alındığı tespit edilmiştir. 

Denenen sistemlerde sodyum fosfat bağlama tamponu farklı molaritelerde hazırlanmış  

ancak elüsyon kısmında protein gözlenememiştir (Çizim 4.11. ve Çizim 4.12.).  

NaCl ve Glisin ile hazırlanan bağlama tamponunda da farklı molariteler denenmiştir. En 

yüksek absorbans değeri 1M NaCl + 1,5M Glisin bağlama tamponunda gözlemlenmiştir 

(Çizim 4.13.) Bu sistemde fraksiyonlar biriktirilmiş ve elüsyon kısımları bir araya 

getirilerek protein elde etme çalışmaları devam ettirilmiştir. Elüsyon aşamasında protein 

gözlenen fraksiyonlar toplanarak sandviç ELISA testi uygulanmıştır (Çizim 4.14.). 

 

 

 

Çizim 4.10.PAP'ın manuel saflaştırılma profili 
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Çizim 4.11.20mM Sodyum Fosfat Bağlama tamponu ile NGC cihazından PAP saflaştırma 
görüntüsü 

 

 

 

Çizim 4.12.20mM Sodyum Fosfat+500mM NaCl Bağlama tamponu ile NGC cihazında 
PAP saflaştırma görüntüsü 
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Çizim 4.13.1M NaCl+1,5M Glisin Bağlama tamponu ile NGC cihazında PAP saflaştırma 
görüntüsü 

 

 

 

Çizim 4.14.Farklı molaritelerde bağlama tamponu ile yapılan saflaştırma fraksiyonlarının 
ELISA testi ile OD 450 aktivite ölçümü (* ile gösterilen fraksiyonlar elüsyon 
fraksiyonlarıdır.) 
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ELISA ve NGC cihazı kromotogramları sonuçlarında görüldüğü üzere PAP antijenleri 1M 

NaCl+1,5M Glisin Bağlama tamponu kullanıldığında saflaştırılabilmiştir. Öte yandan bu 

antijenin ticari kullanımı hedeflenmektedir. Bu nedenle maliyet ve adım azaltmaya yönelik 

adımların değerlendirilmesine ihtiyaç duyulmaktadır.Bu nedenle maya üst sıvıları hiçbir 

işleme tabi tutulmadan doğrudan üretildiği gibi farklı dilüsyon oranlarında sandviç ELISA 

yöntemiyle test edildi. Bu sonuçlar doğrultusunda elde edilen rekombinant maya üst 

sıvılarının ideal olarak 1 : 5000 seyreltme oranında çalışmalarda standart olarak 

kullanılabileceği belirlendi. Maya üst sıvılarına işlem yapılmadan belli oranlarda PBS 

içinde dilüsyon uygulandı. Sonuçlar Çizim 4.15.'da gösterilmiştir. 

 

 

Çizim 4.15.Maya üst sıvılarından elde edilen rekombinant PAP'ın farklı dilüsyon 
oranlarının OD 450 değerleri 

 

 

 

 

 



48 
 

5. TARTIŞMA 

 

 

Bu çalışmada kanser ve kistik fibroz dahil pankreatitle ilişkili hastalıkların tanı ve 

tedavisi için standart bir PAP proteinin üretilmesi amaçlanmaktadır.Çalışma, literatürde de 

belirtildiği üzere biyobelirteç olarak rekombinant PAP izoformunun üretilmesine 

dayandırılmaktadır. 

Akut pankreatit sırasında PAP gen ekspresyonu, pankreas asiner hücrelerinde yüksek 

oranda düzenlenir (Gironella ve diğ. 2007). İnsan serumunda yapılan çalışmalar serum 

PAP düzeylerinin pankreatitin ciddiyeti ile doğrudan ilişkili olduğunu ortaya koymuştur 

(Iovanne ve diğ. 1994). PAP'ın maksimum ekspresyonu, pankreasta ve serumda akut 

pankreatitin indüksiyonundan sonraki 24 saat içinde tespit edilebilir (Zenilman ve diğ. 

2000).  

Akut pankreatit, pankreasın iltihaplanması durumudur. Pankreas kanalının birleşim 

noktasından etkilenen safra taşı pankreatite yol açabilmektedir. Bunun nedenleri arasında 

ağır alkol kullanımı, sistemik hastalıklar, travmalar ve küçüklerde kabakulak 

sayılabilmektedir. Akut pankreatit bir kez gerçekleşebilir; tekrar edebilir veya kronik 

pankreatite kadar ilerleyebilir. Hafif vakalar genelliklehastanede yatış, ağrı kontrolü, 

intravenöz beslenme desteği ve intravenöz sıvı rehidrasyonu gibi konservatif önlemlerle 

başarılı bir şekilde tedavi edilebilmektedir. Ağır vakalar, hastalığın komplikasyonlarını 

izlemek ve yönetmek için yoğun bakım ünitesine kabul edilmeyi gerektirebilmektedir. 

Komplikasyonların, optimal tedavi ile bile yüksek mortalite ile ilişkili bulunmaktadır 

(Bassi ve diğ. 2001). Akut pankreatit klinik olarak teşhis edilebilmektedir. Ancak hafif 

akut pankreatiti şiddetli nekrotik pankreatitten ayırmak için bilgisayarlı tomografi (BT) 

değerlendirmesi gerekmektedir.Tanı ve tedavi alanında akut pankreatit durumları zorlukla 

gösterilir. Pankreas hücrelerinin zarar görmesi durumunda çeşitli biyokimyasal belirteçler 

tanı ve tedavi sürecinde kullanılmıştır. PAP, pankreatit durumlarında kullanılan önemli 

belirteçlerden biridir. Özgüllüğü ve duyarlılığı, akut pankreatit tanısı koymak veya şiddetli 

akut pankreatit vakalarını hafif bir farkı ayırt etmek için yeterince iyi olmayabilir ancak 

serumda veya pankreas sıvısında yüksek PAP seviyesinin bulunması, pankreasın hücresel 

zedelenmeye verdiği pankreas tepkisine işaret edebilir. 



49 
 

Önceki çalışmalar, prokaryotik ve ökaryotik konakları kullanarak (Cash ve diğ. 

2006; Namikawa ve diğ. 2006; Bödeker ve diğ. 1999; Li ve diğ. 2003), pankreas sıvısından 

PAP içeren rejenerasyon (Reg) türlerinin izolasyonunu ve PAP izoformlarının üretildiğini 

bildirmiştir (Zenilman ve diğ. 2000; Folch-Puy ve diğ. 2006). PAP izoformları, 

rekombinant proteinlerin kültür ortamından, vücut sıvılarından veya ekspresyon 

vektörlerinden immünoafinite yoluyla doğrudan izole edilmesi yoluyla elde edilebilir 

(Namikawa ve diğ. 2006; Li ve diğ. 2003). 

Bu çalışmada, PAP geninin pD912 ekspresyon vektörüne klonlanmasıyla üretilen 

füzyon proteini mayaların 96 saatlik gelişimi içerisinde metanol ile indüksiyonun ardından 

kolayca ifade edilmiştir. Vektöre insan IgG1 antikorunun Fc bölgesi eklenerek antijen 

tespit sisteminde kullanılan fare antikorlarının çapraz yanıta sebep olması engellenmiştir. 

Çalışma, literatürlerde belirtildiğişekilde, çeşitli alanlarda kullanılmakta olan 

rekombinant Pankreatit ile ilişkili protein (PAP) izoformunun oluşturulmasına 

dayandırılmıştır  (Rosty ve diğ. 2002).Pichia Pastoris X33 suşu ile üretilen rekombinant 

PAP üst sıvıları saflaştırılmış ancak çok verimli yanıt alınamamıştır. Bu yüzden doğrudan 

maya üst sıvıları ELISA testinde denenmiş ve yüksek sinyal alınmıştır. Üretilen maya üst 

sıvıları TÜBİTAK MAM GMBE Tanı Teknolojileri Labaratuvarında üretilmekte olan 

kistik fibrozis tanı kitleri içerisinde denenmiş ve testlerde verimli sonuç alınmıştır. Bu 

doğrultuda üretilen PAP maya üst sıvılarının, pankreatit ile ilişkili hastalıkların tanısında 

standart olarak kullanılabileceği öngörülmektedir. 
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6. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

 

 

Bu çalışmada pankreatitle ilişkili hastalıkların tanısında kullanılmak üzere 

rekombinant DNA teknolojisi ile antijen üretimi ve saflaştırılması amaçlanmıştır. Buna ek 

olarak rekombinant PAP antijenlerinin tanı kitlerinde standart olarak kullanılması 

hedeflenmektedir. 

Rekombinant olarak üretilen PAP protein yapıları, KF hastalığının yeni doğan 

bebeklerde erken tanısı için kullanılan PAP ELISA kitlerinde ve bebek kanında yer alan 

PAP belirteç proteinlerinin miktarsal tayininde standart olarak kullanılmaktadır.TÜBITAK 

SBAG 1003 115S124 nolu “Yenidoğan Taramalarında Kistik Fibrozisin Erken Tanısı için 

İmmunreaktif Tripsinojen (IRT) ve Pankreatitle İlişkili Protein (PAP) ELISA Kitlerinin 

Geliştirilmesi” başlıklı proje kapsamındadesteklenen bu tez çalışmasında PAP ELISA 

kitlerinde standart olarak kullanılacak rekombinant PAP antijenlerinin üretimi çalışmaları 

yapılmıştır.  

Pankreatit durumlarında mortalite verileri yüksek olduğu için erken tanı oldukça 

önemlidir. PAP'ın pankreatit durumlarında erken tanı için potansiyel biyobelirteç olarak 

kullanılabileceği öngörülmektedir. Bu tez çalışmasında, kistik fibrozis gibi pankreatit 

temelli hastalıkların tanı süreçlerinde kullanılmak üzere rekombinant Pankreatitle İlişkili 

Protein (PAP) üretimi hedeflenmiştir. Buna ek olarak geliştirilen tanı kitlerinde bu 

antijenin kullanılması hedeflenmektedir.Rekombinant antijen üretimi sırasında proteini 

ifade etmek için hangi sistemin kullanıldığı, hangi ifade vektörünün kullanıldığı, proteinin 

tamamının mı yoksa bir kısmının mı ifade edilmesi gerektiği, proteinin etiketlenip 

etiketlenmemesi ve saflaştırma faktörleri gibi özellikler göz önüne alınarak planlama 

yapılması çok önemlidir. Rekombinant antijen üretimi için temel adımlar cDNA'nın alınıp 

ifade klonunun oluşturulması, klonlama, proteinin uygun bir sistem içerisinde ifade 

edilmesi, küçük ölçekte üretim testi, proteinin saflaştırılması ve protein karakterizasyonu 

olmak üzere sıralanmaktadır.  Bu çalışmada, antijen üretimi sırasında saflaştırmayı 

kolaylaştırmak ve hızlandırmak adına insan Fc bölgesi antijene entegre edilmiştir. 

Bu çalışmada, P.pastorisX33model organizmasında rekombinant PAP üretimi 

verimli bir şekilde gerçekleştirilmiştir. ELISA testi kullanılarak üretilen proteinlerin 
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spesifitesi ve sinyalleri test edilmiştir. Bu doğrultuda kullanılan tanı kit sistemlerinde 

standart antijen olarak kullanılabileceği değerlendirilmiştir. Bu üretimler sırasında besiyeri 

optimizasyonları, farklı indüksiyon sistemleri denenmesi, saflaştırma optimizasyonları 

gerçekleştirilmiştir. Ticari PAP antijeni ile sandviç ELISA sisteminde karşılaştırma 

yapılması planlanmıştır.Rekombinant olarak üretilen maya üst sıvıları üzerinde saflaştırma 

optimizasyon çalışmaları yapılmıştır. Ancak bağlama aşamasında stabilite sağlanamamış 

olup saflaştırmanın her basamağında protein kaybı yaşanmıştır. Bu sorun üzerine maya üst 

sıvısı Sandviç ELISA sisteminde saflaştırma işlemlerine tabi tutulmadan doğrudan 

kullanılarak denenmiş ve yüksek yanıt alınarak istenilen sonuca varılabilmiştir. Deneyler, 

üretilen rekombinant PAP antijeninin TÜBİTAK MAM GMBE laboratuvarında ticari 

PAP'a karşı geliştirilen antikorlar tarafından tespit edilebildiğini göstermektedir. 

ELISA sonuçlarına göre, rekombinant olarak üretilen PAP proteininin ticari PAP ile 

benzer antijeniteye sahip olduğu belirlenmiştir. Bu sonuçlar rekombinant PAP'ın ticari 

PAP ile benzer bir yapıya sahip olduğunu, antikorların aynı epitopları kolayca 

bağlayabildiğini göstermektedir.SDS PAGE ve Western Blot sonuçları, PAP'ın 

rekombinant ve ticari formunun moleküler ağırlığının 18.5kDa bandında benzer olduğunu 

ortaya koymuştur.  Yine yapılan sandviç ELISA sonucuna göre, maya üst sıvısının hiçbir 

işleme tabi tutulmadan farklı dilüsyon oranlarında başarıyla çalıştığı ortaya konulmuştur. 

Gelecek çalışmalarda, PAP tespitini amaçlayan antikor geliştirme çalışmalarında, 

immünizasyon molekülü veya antijen standardı olarak rekombinant olarak üretilen PAP 

antijeni kullanılabilir. 

Sunulan bu tez çalışmasında, pankreatit ilişkili hastalıkların tanısında kullanılabilme 

potansiyeline sahip olan rekombinant PAP antijen üretimi hedeflenmiştir. Rekombinant 

DNA teknolojisi ile üretilmiş PAP farklı hastalıkların tanısında, PAP ELISA kitlerinde, 

bebek kanında yer alan PAP belirteç proteinlerinin miktarsal tayininde bazı proteinlerin 

tespitinde yüksek verimde kullanılabilir potansiyel bir biyobelirteç modeli oluşturmaktadır. 
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EKLER 

 

 

EK 1. Kullanılan Çözelti ve Solüsyonlar 

 

Kimyasal Üretici Firma Katalog Numarası 

2-Propanol Sigma-Aldrich 24137 

4X Laemmli Sample Buffer BioRad 1610747 

Acrylamide Sigma-Aldrich A8887 

AEC Staining Kit Sigma-Aldrich AEC101 

Agar Sigma-Aldrich 5039 

Agaroz Sigma-Aldrich 9012366 

Amonyum PerSülfat BioRad 161-0700 

Amonyum Sülfat Merck 101217 

Anti Fare Ig(G,A,M)-
Alkalen Fosfataz Konjugatı 

Sigma-Aldrich A0162-1ML 

Asetik Asit ISOLAB 901.013.2500 

BCIP/NBT Substrate Roche 11697471001 

Bis-N, N’-Metylene Bis-
Acrylamide  

BioRad 161-0201 

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 
%37 

Merck 1.04002.2500 

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-H08H 

K2HPO4 Merck 7758-11-4 

KH2PO4 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 

PageRulerTM Prestained 
Protein Ladder, 10-180 kDa 

Thermo ScientificTM 23225 

Pepton, Bakteriyolojik Sigma-Aldrich 91249 

Pepton, Mikolojik Sigma-Aldrich 77199 

Polivinil alkol Sigma-Aldrich P8136 

Polivinil pirolidan Sigma-Aldrich PVP40 

SacI, Restriksiyon Enzimi NEB R0156S 

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 
Metil Etilen Diamin) 

Sigma-Aldrich T9281 

Trisma Base Sigma-Aldrich T6066 

Tween 20 Sigma-Aldrich 9005-64-5 

   



60 
 

Yeast Nitrogen Base without 
Amino Acids 

Sigma-Aldrich Y0626 

ZeocinTM, Antibiyotik Invitrogen 11006-33-0 

 

EK 2. Deneysel Çalışmalarda Kullanılan Ekipmanlar 

 

Ekipman ve Sarf Malzeme Üretici Firma 

+4 Dolap Bosch 

-20 Dolap Bosch 

15, 50 ml Falkon Tüpler TPP 

2.5, 10, 20, 100, 1000, 5000 μl’lik 
Mikropipetler 

Thermo 

300 μl'lik çok kanallı pipetler Thermo 

50, 250, 500, 1000 cc şişe Schott 

0,1-10μl, 10-200μl, 50-1000μl, 1000-
5000μl pipet ucu 

Eppendorf 

Blotlama Cihazı BioRad 

Çalkalayıcı BioSan 

Elektroporatör Eppendorf 

ELISA 96 kuyulu plaklar Nunc 

ELISA çoklu plak okuyucusu 

(spektrometre) 

Biotek BioTek Instruments 

ELISA çoklu plak yıkama cihazı Biotek BioTek Instruments 

Fraksiyon ayırım makinesi BioRad 

Güç Kaynağı BioRad 

Hassas terazi Precisa Gravimetrics AG 

Hava akımlı kabinler Heraus 

Isıtıcılı manyetik karıştırıcı VELP Scientifica 

Jel Elektroforez Sistemi BioRad 

Lateks eldiven Broche 
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Liyofilizatör Martin Christ 

Manyetik karıştırıcı Sigma- Aldrich 

Masaüstü Santrifüj Eppendorf 

Mini masaüstü santrifüj LMS Harmony 

NanoDrop Thermo Fisher Scientific, 

Orbital Karıştırıcı Edmund Bühler 

Otoklav Sistek 

Peristaltik Pompa Pharmacia 

Petri Nunc 

pH metre Mettler Toledo 

Protein A kolonu GE 

Pudrasız Eldiven Broche 

PVDF membran Thermo 

Santrifüj tüpü 0,2 ml Eppendorf 

Santrifüj tüpü 1,5 ml Eppendorf 

Santrifüj tüpü 2 ml Eppendorf 

Sıcak su banyosu Nüve 

Sıvı Azot tankı ve azot taşıma 

Tankları 

Union Carbide Nitrogen 

Sıvı Kromotografi Sistemi NGCTM, BioRad 

Spektrometre Biochrom Libra 

Tek kullanımlık pipet uçları Eppendorf 

Ultrasantrifüj Hitachi 

Ultrasonik banyo Bandelin 

Vorteks Scientific Industries 
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EK 3.  Deneylerde Kullanılan Tampon ve Solüsyonlar 
 

SDS PAGE Jel İçeriği  

 %30 Akrilamid                  

29,1 gram Akrilamid ve 0,9 gram Bis-akrilamid, 100 ml dH2O içerisinde karanlık ortamda 

çözdürülmüştür. 

 %10 SDS                                 

10 gram SDS, 100 ml dH2O içerisinde çözdürülerek hazırlanmıştır.  

 %10 APS                         

0,1 gram APS, 1 ml dH2O içerisinde çözülerek jel dökme sırasında taze olarak 

hazırlanmıştır.  

 Tris-HCl (1,5M pH:8.8) 

1,5M Trisma-Base istenilen miktarda tartıralarak dH2O içerisinde çözülmüştür. pH HCl ile 

8.8’e ayarlanmıştır.  

 Tris-HCl (1M pH:6.8) 

1M Trisma-Base istenilen miktarda tartıralarak dH2O içerisinde çözülmüştür. pH HCl ile 

6.8’e ayarlanmıştır.  

 10X Yürütme Tamponu 

         30,3 gram Trisma-Base, 144,1 gram Glisin ve 10 gram SDS tartıralarak dH2O 

içerisinde çözdürülmüştür. Jeller yürütülürken 1X olacak şekilde dH2O ile seyreltme işlemi 

yapılarak kullanılmıştır. 

Gümüş Boyama Çözeltilerinin Hazırlanışı 

 Fiksasyon Tamponu 

         %50 Metanol, %12 Asetik Asit, 0,5 ml %37 Formaldehit 1 litre dH2O ile 

tamamlanmıştır. Bu işlem çeker ocak altında yapılmıştır. 

 Yıkama Tamponu 

 %50 Etanol ve %50 dH2O olacak şekilde hazırlanmıştır. 
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 Ön Muamele Tamponu 

  0,2 gram Na2S2O3 . 5H2O 1 litre dH2O içerisinde çözülerek hazırlanmıştır. 

 Bant Fiks Tamponu 

AgNO3 (2g/lt) ve 0.75 ml %37 Formaldehit çeker ocak altında hazırlanmıştır. 

 Geliştirme Tamponu 

      60g/lt Na2CO3, 4 mg/lt Na2S2O3 ve 0,5ml %37 Formaldehit çeker ocak altında 

hazırlanmıştır. 

 Durdurma Tamponu 

%50 Metanol ve %12 Asetik Asit 1 litre dH2O ile tamamlanarak hazırlanmıştır. 

 Son Yıkama Tamponu 

      %50 Etanol ve %50 dH2O olacak şekilde hazırlanmıştır. 

 

Western Blot Çözeltilerinin Hazırlanışı 

 1X PBS 

150mM NaCl ve 10MmM fosfat tamponu ihtiyaç olan hacim kadar dH2O içinde 

çözülüp hazırlanmıştır. 

 1X TBS 

       9,68 gram Trisma-Base ve 32 gram NaCl tartılıp dH2O içinde çözdürülmüştür. Bunu 

takiben pH : 7.2’ye ayarlanmıştır. 

 1X TBS-T 

1 litre TBS çözeltisi içerisine 0.5ml Tween 20 eklenerek hazırlanmıştır. 

 Fosfat Tamponu 

150 mM KH2PO4ve 150 mM K2HPO4 çözeltileri hazırlandı. KH2PO4 solüsyonuna 

K2HPO4 solüsyonu eklenerek çözeltinin pH’sı 7.2’ye ayarlanmıştır. 
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ELISA Testi Çözeltilerinin Hazırlanışı 

 Yıkama Tamponu 

   1X PBS çözeltisine %0,05 (v/v) olacak şekilde Tween 20 eklenerek hazırlanmıştır. 

 Bloklama Tamponu 

%1 Hammerstein Kazein ve %1,5 PVP PBS içerisinde çözülerek 80°C’ye ısıtılmış, 

40 µl/ml 1M NaOH eklenerek inkübe edilmiştir. 

 Substrat Tamponu 

      0,027 gram ZnCl2, 0,04 gram MgCl2 ve 1,5 gram glisin 200 ml dH2O içerisinde 

çözdürülmüş ve katı KOH kullanılarak pH 10,4’e ayarlanmıştır. 

Antijen Saflaştırma için Çözeltilerin Hazırlanışı 

 Doyurulmuş Amonyum Sülfat Çözeltisi 

İhtiyaç duyulan miktarda çözelti için dH2O içerisinde çökme gözlemlenene kadar 

amonyum sülfat eklenmiştir. 

 Bağlama Tamponu 

-3M NaCl, 1.5M Glisin ihtiyaç duyulan miktarda dH2O içerisinde çözülmüş, NaOH 

ile pH 8'e ayarlanmıştır. 

-2M NaCl, 1.5M Glisin ihtiyaç duyulan miktarda dH2O içerisinde çözülmüş, NaOH 

ile pH 8'e ayarlanmıştır. 

-1M NaCl, 1.5M Glisin ihtiyaç duyulan miktarda dH2O içerisinde çözülmüş, NaOH 

ile pH 8'e ayarlanmıştır. 

 Elüsyon Tamponu 

0. 1M Glisin ihtiyaç duyulan miktarda dH2O içerisinde çözülmüş, HCl ile pH 2.7'ye 

ayarlanmıştır. 

 Denge Tamponu 

1M Trizma Baseihtiyaç duyulan miktarda dH2O içerisinde çözülmüş, HCl ile pH 9'a 

ayarlanmıştır. 

Tüm çözeltiler kullanılmadan önce ultrasonikatörde degaze edilmiştir. 

 

 



65 
 

Besiyerleri 

YPD 

1% Maya Özütü 

2% Pepton 

2% Dekstroz 

YPDS 

1% Maya Özütü 

2% Pepton 

2% Dekstroz 

1M D-Sorbitol 

YPDS-Agar 

1% Maya Özütü 

2% Pepton 

2% Dekstroz 

1 M D-Sorbitol 

2% Agar 

Düşük Tuzlu Zeocinli LB Agar 

0.5% Maya Özütü 

1% Tripton 

0.5% NaCl 

1.5% Agar  

2.5mg  Zeocin 
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Düşük Tuzlu LB 

0.5% Maya Özütü 

1% Tripton 

0.5% NaCl 

BMGY/BMMY 

8gr maya özütü   

                                   560ml dH2O içinde çözdürüldü ve 20dk otoklavlandı. 

16gr pepton 

 1M Potasyum Fosfat Tamponu, pH 6.0 

24ml KHPO4 

                                   KOH ile pH 6.0’a ayarlandı. 

156ML KHPO4 

 10X YNB (13.4% Amonyum Sülfat ve Amino asit içermeyen Maya Nitrojen Bazı) 

26.8gr amonyum sülfat ve amino asit içermeyen maya nitrojen bazı 200ml dH2O 

içinde çözdürülerek filtreyle sterilize edildi. 

 500X Biyotin (0.02% Biyotin) 

10mg biyotin 50ml dH2O içinde çözdürülerek filtreyle sterilize edildi. 

 10X Metanol  (5% Metanol) 

5ml metanol 95ml dH2O ile karıştırıldı. Filtreyle sterilizasyon işlemi yapıldı. 

 10X Gliserol (10% Gliserol) 

10ml gliserol 90ml dH2O ile karıştırıldı. Filtreyle sterilize edildi. 

Otoklavlanmış karışım oda sıcaklığına kadar soğuduktan sonra aşağıdaki eklemeler 

yapılıp, karışım iyice karıştırılır: 
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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 için solüsyon içerikleri 
 

10 ml   5 ml 
Solüsyon 
bileşenleri 

Ayırma Jeli (%15) Solüsyon 
bileşenleri 

Stoklama jeli (%5) 

dH2O 2.3 ml dH2O 3.4 ml 
%30 Akrilamid 5.0 ml %30 Akrilamid 0.83 ml 
Tris-HCl (1,5M pH: 
8.8) 

2.5 ml Tris-HCl (1M pH: 
6.8) 

0.63 ml 

%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) 

 

 




