Biyoteknoloji

5 BAKTERILERDE YABANCI PROTEINLERIN URETILMESI

Endiisteiyel ve tibbi amaclarla diger organizmalara ve Ozellikle insana ait birgok protein
bakteriler, 6zellikle de FEscherichia coli hiicreleri iginde iretilmektedir. Bu proteinlerin
tiretimi i¢in Oncelikle bu proteinleri kodlayan genlerin klonlanmis olmasi veya in vitro'da
sentezlenmis olmasi gerekmektedir. Bu asamadan sonra klonlanmis gendeki bilgi konak
bakteri hiicresinin gen ekspresyon sistemlerinde proteinlere aktarilir. Klonlanmis genler
genelde daha giiglii ekspresyon sinyalleri lireten ekspresyon vektorlerine nakledilir. Bu
vektorlerin tasidiglr gene ait genetik bilgi, hiicrenin (E. coli) transkripsiyon ve translasyon

sistemlerinde proteinlere cevrilir.

5.1 E. coli'nin Gen Ekspresyon Sistemi

E. coli'de gen ekspresyonu (transkripsiyon ve translasyon) &6zel enzim sistemleriyle
gerceklestirilir. Bu enzim sistemleri genomik veya plazmit genlerinin ekspresyonunu ytiriittir.
Ancak transkripsiyon ve translasyon safhasinda enzim sistemlerine ekspresyonu yapilacak
ilgili gen bolgesinden ve mRNA molekiiliinden transkripsiyon ve translasyon sinyalleri

gelmesi gerekir (Sekil 5.1). Bu sinyaller gergekte 6zgiil DNA dizilerinin varligina baghdir.
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Sekil 5.1: E. coli'de gen ekspresyon modeli.

Uretilecek proteini kodlayacak genin bulundugu bolge transkripsiyon ile mRNA'ya
donusturiliir. Tipik bir prokaryotik DNA molekiilii tizerinde proteinin amino asit dizisini
belirleyen yapisal gen bdlgesi ve bu bélgenin 5' ucunda bir kontrol bolgesi mevcuttur. Yapisal
gen bolgesindeki kodonlar iizerinden, proteinin (polipeptitin) translasyon sistemi tarafindan
sentezlenebilmesi i¢in, promotor bolgesinden sinyaller gelmesi gerekir. Bu transkripsiyon

sinyalinin ~ sikligmma gore promotorlar gii¢lii ve zayif promotorlar olarak
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gruplandirilabilmektedir. Promotorun sinyal gondermesini baslatan, durduran veya
hizlandiran mesajlar promotorun igindeki veya hemen bitisigindeki niikleotit dizileri
tarafindan belirlenir. Bu kontrol dizilerine 6zel fonksiyonlu kontrol proteinleri baglanarak
veya ayrilarak promotorun faaliyeti denetlenir.

E. coli'de yabanci proteinlerin tiretilmesi igin gereken giiclii transkripsiyon ve
translasyon sinyalleri lac ve trp promotorlari tarafindan saglanir. Prokaryotlarda bir promotor
ve kontrol bolgesi tarafindan kontrol edilen bir veya birden fazla yapisal gen bolgesi vardir.
Kontrol bélgeleriyle beraber bu genlerin tamami operon olarak adlandirilir. Bir operondan bir
veya birden fazla protein sentezlenebilir. Her bir operonun bir promotor dizisi vardir. lac ve
trp operonunun promotor denilen dizileri ekspresyon vektdrlerinde yaygin olarak kullanilir.
T7 gibi gliclii viral promotorlar da ekspresyon vektorlerinde kullanilmaktadir. Bu tip
vektorlerin transfer edilecegi konak hiicrelerde viral RNA polimeraz enziminin mevcut olmasi
gerekmektedir.

Boyle giiglii promotor dizileri bazi klonlama ve ekspresyon vektorleri icine
yerlestirilmistir. Dolayisiyla eger liretilmek istenen proteini kodlayan bir gen, sézgelimi /ac
promotorunun hemen 3' tarafindaki bir yapisal gen (lacZ’ ) iginde, dogru bir pozisyona
klonlanir ve bu vektér E. coli hiicresi igine transfer edilirse, protein sanki laktoz
metabolizmasinin bir enzimi imig gibi bu hiicreler i¢inde sentezlenir. Bu tip proteinlere
fiizyon proteinleri denir. Endiistriyel ve tibbi 6nemi olan proteinler bakteriler icinde fiizyon
proteinleri seklinde tiretilir (Sekil 5.2).
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Sekil 5.2: Bir hedef proteinin fiizyon proteini seklinde /ac promotoru altinda E. coli iginde

uretimi.
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5.2 insan insiilininin Bakteri Hiicrelerinde Uretilmesi

Insiilin pankreastan salgilanan ve kan seker seviyesini diizenleyen protein yapisinda bir
hormondur. Milyonlarca insanda insiilin eksikligine bagli seker hastaligi (diabetes mellitus)
goriiliir. Bu hastaligin ¢cogu formu disardan instilin enjeksiyonunu gerektirmektedir ve instilin
enjeksiyonu belli araliklarla tekrarlanmak zorundadir. Dolayisiyla milyonlarca seker hastasi
icin 6nemli miktarlarda insiiline ihtiya¢ duyulmaktadir. Rekombinant DNA teknolojisinden
Onceki zamanlarda bu insiilin ihtiyaci, dana ve domuz pankreaslarindan elde edilmekteydi.
Ancak bu yontem bir ¢ok bakimdan etkili insiilin tiretimi i¢in yeterli olmamaktaydi. Dana ve
domuzdan elde edilen insiilin insan insiilinine ¢ok benzemekte, ayn1 fonksiyonu gostermekte
ancak kiiciik yapisal farkliliklar bazi yan etkiler ve immiinolojik reaksiyonlar
olusturmaktaydi. Pahaliya mal olmakta ve biiyiik miktarlarda pankreastan, kii¢iik miktarlarda
insiilini saflandirmak i¢in karmasik islemler uygulanmaktaydi. Biitiin bu islemler zaman alic1
olmaktaydi. Rekombinant DNA teknolojisinin gelismesinden sonra insan insiilin geninin
klonlanmasi veya in vitro'da kimyasal olarak sentezlenmesi ve bu genin daha sonra E. coli
hiicreleri icinde ekspresyonu fikri gelisti. Insiilin hormonunun amino asit dizisi biliniyordu.
Dolayisiyla teorik geri translasyon ve geri transkripsiyon ile, hormonu kodlayan bir sentetik
DNA parcasi sentezlenebilirdi. Bu yontem uygulanarak insan insiilini E. coli hiicreleri i¢inde
tiretilmis ve piyasaya siiriilen ilk molekiiler biyoteknolojik {iriin olmustur.

Insan insiilini insan hiicrelerinde preproinsiilin seklinde iiretilir. Preproinsilin bir éncii
bolge, A zinciri, B zinciri ve A ve B zincirlerini baglayan baglayici polipeptit bolgesinden
olusur. Oncii bslge translasyon tamamlandiktan sonra yapidan uzaklastirihir. Sonra A, B ve
baglayici polipeptit bolgelerinden olusan proinsiilin yapisinda disiilfit baglar1 olusarak A ve B
zincirleri birbiriyle birlesir. Bu birlesmeden sonra baglayici polipeptit yapidan uzaklastirilir ve

sadece A ve B zincirlerinden olugsmus fonksiyonel insiilin proteini meydana gelir (Sekil 5.3).
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Sekil 5.3: Pankreasta fonksiyonel insiilin sentez modeli.
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Bu giin i¢in bakterilerde (E. coli) insiilin {iretimi i¢in iki yaklasim mevcuttur:
1. A ve B zincirlerini iki ayr1 bakteri kiiltiirtinde iireterek iki polipeptiti insiilin olusturmak
tizere birlestirmek.

2. Proinsiilin tiretilmesi ve kimyasal islemlerle insiiline doniistiiriilmesi.

5.2.1 A ve B zincirlerinin ayr ayri iiretimi

Fonksiyonel insiilinin yapisinda bulunan A zinciri 21 ve B zinciri de 30 amino asitten
meydana gelmektedir. Dolayisiyla A zinciri 63 ve B zinciri 90 niikleotit biiyiikliigiinde DNA
molekiilleri tarafindan kodlanir. Bu DNA molekiilleri in vitro'da sentetik olarak iiretilebilecek
kadar kugtiktiir. Bu sentetik DNA molekiilleri iki ekspresyon vektoriine ayri ayri ligasyonla
baglanip farkli E. coli hiicrelerinde flizyon proteini olarak ekspresyonlar1 gegeklestirilebilir.

Bu noktada bir problemin ortadan kaldirilmasi gerekmektedir. Bir flizyon proteini
(burada A veya B zinciri) bir operonun parcasi olarak {iretilir ve sonugta o operonun normal
bir proteinine bitisik olarak sentezlenir. Translasyondan sonra bu fiizyon proteininin diger
proteinden ayrilmasi gerekir. Bu islemi fiizyon proteininin her iki ucuna bir metionin amino
asiti ekleyerek basarmak miimkiindiir (Sekil 5.4). Bir polipeptit i¢cindeki metionin amino
asitleri siyanojen bromid tarafindan koparilmaktadir. Gegekte insiilin i¢inde hi¢ metionin
amino asiti yoktur. Dolayisiyla eger zincirlerin her iki ucuna birer metionin ekleyerek {iretim
gerceklestirilirse, sonucta olusan rekombinant protein siyanojen bromid ile muamele
edildiginde flizyon proteini saf olarak elde edilebilir. Bir flizyon proteinine (burada A ve B
zinciri) metionin eklemek icin proteini kodlayan DNA pargasinin her iki ucuna metionin
kodonlarinin (ATG) eklenmesi gerekir. Bu islem kimyasal DNA sentezi sirasinda
gerceklestirilebilir.

lac promotoru tarafindan gonderilen transkripsiyon sinyalleri ile E. coli hiicreleri
icinde, fazla miktarda {iretilen rekombinant protein, saflandirilir ve siyanojen bromid ile
muamele edilir. Hedef fiizyon proteinleri (A veya B zinciri) tekrar saflandirilarak birbirleriyle

karigtirilir ve iki distilfit baginin olusumuyla fonksiyonel formda instilin olusumu tamamlanir.
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Sekil 5.4: A ve B zincirlerinin ayr1 ayr1 sentezi ile insiilin tiretim modeli.

5.2.2 Proinsiilin liretim yéntemi

A ve B zincirlerinin ayr1 ayr1 bakteri kiiltiirlerinde tiretilmesi etkili bir sekilde ¢alismaktadir.
Ancak son agsamada in vitro disiilfit bag olusumu verimli olmamakta ve iiretilen zincirlerin
cogu fonksiyonel insiiline doniistiiriilememektedir. Halbuki eger insiilini kodlayan tek bir

DNA molekiilt hiicre i¢ine transfer edilerek iiretim gergeklestirilse, in vivo'da bu disiilfit
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baglar1 etkili bir sekilde olusmaktadir. Bu durumda da A ve B zincirlerini baglayan, baglayici
polipeptitin uzaklastirilmasi gerekmektedir.

Proinsiilin iretilip (E. coli iginde) disiilfit baglar1 olustuktan sonra protein
saflandirilarak tripsin ve karboksipeptidaz B gibi proteazlarla muamele edilir. Bu enzimler
sadece proinsiilinin baglayic1 polipeptit zincirini pargalar, A ve B zincirine zarar vermez.
Sonra fonksiyonel insiilin saflandirilir (Sekil 5.5). (E. coli hiicreleri distildfit bag olusturma
mekanizmalarina sahip ancak insan insiilininin baglayict zincirini pargalayacak enzim
sistemlerine sahip degildir).

Bu yollarla elde edilen insiilin insan pankreasinda iiretilen insiilin ile aynmidir ve

herhangi bir yan etki veya allerjik reaksiyon gostermesi s6z konusu degildir. Daha ucuza ve
daha hizli tiretilmektedir.
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Sekil 5.5: Proinsiilin yontemi ile insiilin tiretim modeli.
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