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Oz: Rekombinant interferon beta (rIFN-B) proteini gesitlerinden riFN-Bla ve riFN-B1b iiretimi igin
benzer siirecler ile Okaryotik ve prokaryotik ekspresyon sistemleri kullanilmaktadir. Okaryotik ekspresyon
sistemleri ile iiretilen riIFN-Bla’nin saflastiriimasinda zorluklarin yasanmast ve biyolojik aktivitesinin
etkilenmesi bu siiregler ile rekombinant protein {iretimini giiclestirmektedir. Prokaryotik ekspresyon
sistemlerinin kullanildig1 riFN-B1b iiretiminde ise saflastirma ve aktivite sorunlarinin daha az gergeklestigi
belirlenmistir. Prokaryotik bakterilerden Escherichia coli’de bulunan iriin salgilama 6zelliginin daha iyi
kullanilmasi, bu sistemin riFN-B1b iiretiminde daha fazla tercih edilecegini gdstermektedir. Rekombinant
proteinlerin iiretildikleri konake1 hiicreden disar1 salgilatilacak sekilde yapi tasarlanmasi durumunda, saflagtirma
sirasinda E. coli konakgi hiicreler pargalanmayacagindan {iriin saflastirma iglemlerini kolaylastiracag
ongoriilmektedir. Tip I ve tip II salgilama sistemine sahip olan E. coli’nin rIFN-B1b proteinlerinin iiretiminde
kullanimi, bu konakgida iiretilen riFN-B1b’nin hiicre disina salgilatilmasinda saflastirma ve aktivite sorunlarini
azaltacagi, ayrica riFN-Blb’nin konak¢1 hiicreye yapacagi toksik etkininde ortadan kalkacagi tahmin
edilmektedir. Bu amacla E. coli uretim sistemindeki dezavantajlar1 gidermek i¢in Sec sinyal peptidi olan PelB
sinyal peptidine ilave olarak Tat tipi sinyal peptidi olan DmsA sinyal peptidi’nin pET22b ifade vektoriine
aktarilmastyla riIFN-B1b proteinlerinin hiicre disina salgilatilmasi islemi gibi gesitli yaklagimlar tasarlanmaktadir.
Bu derlemede, IFN’larin 6zelliklerine, riFN-B’nin klinik uygulamalarina ve riFN-B1b iiretim ydntemleri ile ilgili
yapilmig arastirmalara dayal1 bilgi ve ve rIFN-B1b’nin E. coli konakg¢1 hiicrelerinde iiretilmesi siirecinde sinyal
peptidlerinin kullanimi ile ilgili bilgilere dikkat ¢ekilmistir.

Anahtar Kelimeler: Rekombinant interferon beta salgilanmasi, sinyal peptidler, periplazmik protein

A Review on the Use of the Signal Peptide in Recombinant Interferon beta
Secretion in Escherichia coli

Abstract: Eukaryotic and prokaryotic expression systems are used with similar processes for the
production of rIFN-B1a and rIFN-B1b which are from the recombinant interferon beta (rIFN-B) protein varieties.
The difficulties in purification of the produced rIFN-B1a by eukaryotic expression systems and the influence of
its biological activity make recombinant protein production difficult with these processes. In the production of
rIFN-B1b, where prokaryotic expression systems were used, purification and activity problems were found to be
less frequent. Better use of product secretion capability in Escherichia coli from prokaryotic bacteria indicates
that this system will be preferred in the production of rIfN-B1b. If the construct is designed to secrete
recombinant proteins out of the host cell from which the recombinant proteins are produced, it is envisaged that
the host cells will not fragment during purification, thereby facilitating product purification processes. The use of
E. coli with type | and type Il secretion in the production of rIFN-B1b proteins will reduce the purification and
activity problems in the secretion of rIFN-B1b produced in this host, as well as the toxic effect of rIFN-B1b to the
host cell is expected to diminish. To this end, various approaches are contemplated to overcome the
disadvantages of the E. coli production system, such as transferring the DmsA signal peptide, the Tat-type signal
peptide, to the expression vector pET22b, in addition to the PelB signal peptide, the Sec signal peptide. In this
review, information about the properties of IFNs, the clinical applications of rIFN-f and the researches based on
the investigations of rIFN-B1b production methods, and information about the use of signal peptides in the
process of producing riIFN-B1b in E. coli host cells were highlighted.

Keywords: Recombinant interferon beta secretion, signal peptides, periplasmic protein
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1. Giris

Bu derleme calismasinda riFN-B1b
terapotik proteinin ¢esitli sinyal peptidi
kullanim1 ile E. coli’de salgilatilmasi ile
ilgili yapilmis olan c¢alismalarin Onemini
ortaya  koyarak  Ulkemizdeki bilim
insanlarinin bu konuya dikkatlerini ¢ekmek
amaglanmaktadir.

IFN’lar bagisiklik tepkisinin hayati
diizenleyici aracilar1 olarak hareket ederler
ve c¢esitli enfeksiyonlara karsi savunma
olarak  kabul

(Goodbourn ve ark., 2000; Smeekens ve

mekanizmalari edilirler

ark., 2013). Bulasict maddeler tarafindan
bagisiklik

hicreleri de dahil olmak Uzere vicudun

uyarildiklarinda sisteminin

hemen her hiicre tipi tarafindan

salgilanabilen IFN’lar ayrica bazi tiimor

hiicreleri  tarafindan da iiretilebilirler
(Chevaliez ve Pawlotsky, 2009; vanBeers ve
ark.,  2011). IFN’lar  metabolizma,

farklilasma ve homeostaz iizerinde etkili
olmaktadirlar (Stefan ve ark., 2009). IFN’lar
konak¢1i mikroorganizmalarin  kullanildigi

sistemler ile rekombinant olarak

uretilebilmektedirler. Rekombinant
interferon beta (riFN-P) tiirlerinden riFN-
B1b, hepatit, genital kondilomata, artrit,
multipl sikleroz (MS) ve kanser gibi birgok
hastaligin tedavisinde kullanilan tedavi edici
terapotik ilaglardandir (Sorensen, 2003).
riIFN-B’min  klinik uygulamalar1 goz
Oonune alindiginda, bu terapdtik proteinin

verimli olarak iiretilmesini saglayan iiretim
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sistemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunun

icin, daha verimli Uretim yOntemleri
gelisgtirme  girisimleri  halen  devam
etmektedir.

Genel olarak, herhangi bir
rekombinant protein retimini etkileyen
parametreler, kullanilan ekspresyon

sisteminin secilimi, rekombinant hicrelerin

bliylime kosullarinin  belirlenmesi  ve
rekombinant proteinin saflagtirilma
standartlarini olusturma olarak
belirlenmistir. Ulkemizde kullanilan

rekombinant proteinler ithalat yolu ile elde
edilen ilaglardir.

ithal

Tiirkiye’de  yiiksek

fiyatlarla edilen  rekombinant
proteinlerin ruhsatlandirilmig yerli tretimi
heniiz gerceklestirilememistir.

Yapisal olarak IFN’lar sarmal sitokin
grubundan olan dort-sarmal demet topolojisi
gosterirler ve hematopoietik biylme faktorl
ailesine aittirler (Pestka ve ark., 1987;
Pestka ve ark., 2004). Sitokinler, hiicre ve
hiicrelerin kendi ¢evreleri arasindaki iletisim
arac1 olarak gorev yapmak i¢in salgilanan
IFN’lar,

monokinler,

protein  ailesidir. kemokinler,

lenfokinler, interlokinler ve
timor nekroz faktorii suana kadar bilinen
sitokinlerdir (Chelbi-Alix ve Wietzerbin,
2007). Dogal glikoprotein olan IFN’lar
olarak

viicutta  enfeksiyonlara

iiretilirler (Tayal ve Kalra, 2008). IFN’lar,

yanit

aminoasit sekanslari, fiziksel ve biyolojik
Ozellikleri ve reseptor ozgiilliigiine gore tip

I, tip I ve tip III olmak iizere ii¢ farkli alt
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aileye ayrilmistir. Insanlarda tip 1 IFN’lar
kodlayan genler 9. kromozomun p Kkolu
iizerinde bulunmaktadir (Pestka ve ark.,
2004). IFN-beta  (IFN-B)  (fibroblast
interferon) ve IFN-omega (IFN-w) sirasiyla
166 ve 172-174 aminoasit uzunlugunda
polipeptidlerdir. Tip I IFN’lar agirlikh
olarak bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan
iiretilir ve "bagisiklik IFN’lart" olarak da
ifade edilirler (Chevaliez ve Pawlotsky,
2009). Tip III iFN alt ailesi sadece bir iiye,
IFN-lambda (IFN-L) igerir (Chevaliez ve
Pawlotsky  2009). IFN-A’nimn

mukozal

varliklarin ~ korunmasi  gdrevini  yaptigi
distinilmektedir (Hermant ve Michaels,
2014). Faydali o6zelliklerinden oturd, tip |
IFN’lar  insanlardaki  ¢esitli  terapétik
uygulamalar arasina dahil edilmistir (Parker
ve ark., 2016). Tip I IFN tiiriinden olan
insan IFN-B, tek bir gen tarafindan kodlanir
ve viral enfeksiyona tepki olarak viicuttaki
birgok hiicre tipi tarafindan uretilir (Conradt
ve ark., 1987; Randall ve Goodbourn, 2008).
rIFN’lar okaryotik veya prokaryotik
ekspresyon sistemleri kullanilarak {iretilen
protein ilaglardir ve antiviral, antibakteriyel,
antitimor, antiproliferatif, proapoptotik ve
sitotoksik etki de dahil olmak tizere genis bir
yelpazede yararl etkileri oldugu
belirlenmistir. Bu nedenle, riFN’lar cesitli
hastaliklarin tedavisi
kullanilmaktadirlar (Parker ve ark., 2016).
rIFN-B protein ilaglar1 riIFN-Bla ve

rIFN-B1b olmak iizere iki farkli formda

icin klinik olarak
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iiretilmektedir. rIFN-B1a, okaryotik
ekspresyon sistemleri kullanilarak {iretilen
ve dogal olarak olusan riFN-B’ya &zdes
aminoasit sekans1 olan  glikozillenmis
proteindir (Kagawa ve ark., 1988, Runkel ve
1998). riFN-B1b

ekspresyon sistemleri kullanilarak {iretilen

ark., ise prokaryotik

rIFN-B’nin glikozillenmemis seklidir (Mark

ve ark., 1984). riFN-Blb’nin biyolojik

acidan aktif oldugu ve glikozillenmis

muadiline benzer aktiviteler sergiledigi

gosterilmistir  (Dissing-Olesen ve ark.,

2008).
riIFN-Bla  ve rIFN-B1b, multiple

skleroz (MS) tedavisinde kullanilmak {izere

ilk

(Rodriguez ve ark., 2010; Kieseier ve ark.,

onaylanan protein  ilaglardandir
2015). Buna ilaveten, arastirmalar riFN-

B’larin  viral enfeksiyonlar ve ¢esitli
kanserler gibi diger insan hastaliklarinin
tedavisi i¢in kullanim potansiyeline sahip
oldugunu gostermektedir (Sasaki ve ark.,
2015).
rIFN-B’lar prokaryotik ve Okaryotik
konak¢i  mikroorganizmalar  kullanilarak
rekombinant olarak
(Allen, 2015).

Prokaryotik bakteri ve 6karyotik maya veya

benzer sirecler ile

uretilebilmektedirler

Cin hemstirn1 yumurta (Chinese Hamster
CHO)
rekombinant insan interferonu protein tarleri
uretilmektedir (Conradt ve ark., 1987; Dorin
1998; Skoko ve ark., 2003;

Mattanovich ve ark., 2004; Schumann ve

Ovary, hicreleri  kullanilarak

ve ark.,
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Ferreira 2004; Rodriguez ve ark., 2005;
Zhuang ve ark., 2008; Zago ve ark., 2009;
Kakeshita ve ark., 2011; Madhavan ve
2016). CHO hicrelerinde
rekombinant IFN-B’larin

uretimi, E. coli Uretimine gore daha yuksek

Sukumaran,

glikolizasyonlu

maliyetli ve daha uzun zaman alan islemler
gerektirmektedir.

Bunlar arasinda, prokaryotik E. coli,
sinyal peptidine ve periplazmik salgl
diizenine sahip olmasi nedeni ile tercih
edilen tiretim konakgisi olmaktadir. E. coli
ekspresyon sistemi kullanarak salinabilir ve
aktif olan riFN-B1b iiretilmesi, riIFN-B1b’nin
bakterideki etkilerini

konake1 olimciil

ortadan kaldirabilecegi ve saflastirma
basamaklarini azaltacagr Ongoriilmektedir.
Bu  Ozelliklerin ~ olmadigi  dkaryotik
konakgilarin kullanildig: sistemlerde riFN-
Bla tiretim maliyeti ¢ok yuksek, verimi daha
diigiiktiir. Bununla beraber, diger 0karyotik
sistemlere  gbre  maya  hicrelerinin
kullanildig1 rIFN- {iretim siireclerinde basit
kiiltiir ortaminda kisa boliinme siiresi ile
hizli biiyiimesi, kolay genetik
manipulasyonu ve protein drinleri post-
olarak

translasyonel degistirme

mekanizmasinin varligi istiinliik
sunmaktadir (Feizi ve ark., 2013). Bununla
birlikte, yabanci bir proteinin mayalarda
yiiksek seviyede ekspresyonu, ya substratlar
icin rekabet ederek diger hiicresel siiregleri
dogrudan simirlayabilir ya da tiretimi bloke

etmek i¢in metabolizmaya dolayli olarak
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miudahale edebilir, bdylece hiicrenin bir stres
reaksiyonunu indukler (Mattanovich ve ark.,
2004).

riIFN-B  iiretmek  igin  memeli
hiicrelerinin kullanimai, rekombinant
hiicrelerin yavas biiyiime orani,
saflagtirtlmis protein preparatlarinda
kanserojen veya viral DNA’nin

kontaminasyon ihtimali, diislik {iriin verimi
ve kompleks kiiltiir gereksinimi gibi bazi
kisitlamalara  sahip olmast  ve lirlin
maliyetinin yiksek olmasi gibi eksikliklere
sahiptir (Villela ve ark., 2010).

riFN-B iiretiminde bdcek hiicrelerinin
kullanimi, hiicrelerin yavas biiylimesi ve
bocek hlicrelerinin genetik
manipiilasyonunun zor olmasi, pahali kiiltiir
kosullar1 ve viral transfeksiyonun
kullanilmast nedeniyle 6nemli toksikolojik
ve ekonomik dezavantajlara sahiptir (Stifter
ve ark., 2014).

Tedavi edici proteinlerin Uretimi igin
gesitli hayvan hiicresi soylarida
kullanilmakta ancak bu yontemde kiiltiir
siireclerinin smirli ve hassas olmasi, iiriin
olmasina  neden

maliyetinin  yiiksek

olmaktadir.

1.1. E. coli ile rIFN-p iiretimi
E.

kullanarak

coli  ekspresyon  sistemini

terap6tik  proteinlerin  ticari
tiretimi diger sistemlere gore daha tercih
edilmektedir (Sivashanmugam ve ark., 2009;

Moradian ve ark., 2013). Genetik
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manipiilasyonlari kolaylastiran

iyi
tamimlanmis E. coli genetigi ve yiiksek
biiylime orant gibi 6zellikler E. coli’nin
rekombinant proteinlerin yiksek verimli
iretiminde yaygin olarak kullanilmasini
saglamistir (Sivashanmugam ve ark., 2009;
Beladiya ve ark., 2015). Ayrica E. coli
ekspresyon sistemleri kullanilarak {iretilen
glikolizasyonsuz riFN-B1b’lerin biyolojik
bir

E.

aktivitesinde  ¢cok  fazla
Bu

ekspresyon sistemi bir¢ok terapdtik protein

kayip

olmamaktadir. nedenle coli
veya IFN-B iiretiminde
kullanilmaktadir (Walsh, 2014; Allen ve
2015). Bununla birlikte, bu ifade

birka¢  dongi

yaygin olarak

ark.,
sisteminin  kullaniminda
sonras1 degisiklik olusumu, diisiik veya orta
diizeyde verim ve riFN-R’nin ¢ok yiiksek
olmayan biyolojik aktivitesi gibi durumlarla
karsilasilmaktadir. Ayrica E. coli'de rIFN-
B’nin yiiksek ekspresyonu, yanlis katlanan
proteinlerin inkliizyon badileri (IB) seklinde

toplanmasina yol a¢maktadir (Kamionka,

2011). Bunun i¢in hiicre biyumesinde kaltdr

kosullar1 ve hedef rekombinant protein
ekspresyonunun optimizasyonu gibi
konularda arastirmalar yapilmaktadir
(Morowvat ve ark., 2015).

E. coli uretim sistemindeki bu
dezavantajlart  gidermek  i¢cin  ¢esitli
yaklagimlar tasarlanmaktadir. Bu
yaklasimlardan en  Onemlisi sinyal
peptidlerinin rekombinant protein

iretiminde kullanilmasidir (Inouye ve ark.,
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1982; Cristobal ve ark., 1999; Le Loir ve
ark., 2001; Brockmeier ve ark., 2006; Natale
ve ark., 2008; Palmer ve Berks, 2012;
Freudl, 2018). Sitoplazmada iiretilen riFN-
B’y1 hiicre duvarindaki periplazmik alana
tasiyabilecek konstraktlarin  gelistirilmesi
isleminin proteinin sitoplazmik ortamda
uretilmesi ile ilgili problemleri bir noktaya
kadar

(Morowvat ve ark., 2014). En uygun besin

cOzebilecegi ongoriilmektedir
derisimi ile diizenlenmis kiiltiir kullanimi

bakteri hicrelerindeki rekombinant

plazmidlerin  dayanikliligimi  gelistirmeye
yardimct olabilecegi belirtilmektedir (Rao
ve ark., 2009). Ilgingtir ki, asir1 ifade edilen
riIFN-B’nin  E.

sitoplazmada

coli’de  ekspresyonu

inkliizyon cisimcikleri
olusumuna yol acabilmektedir. Bu durumda
gram negatif konakcilar kullanilarak riFN-
B’nin translokasyon yolu ile ekstra seliiler
besi ortamma ya da periplazmik alana

taginmasimin avantaj saglayacagi ve bu

problemi cozecegi diistintilmektedir.
Konak¢mmin  bulundugu besi ortamina
salgilanabilen rekombinant protein

Uretilmesi proteinin daha kararli ve daha
aktif olmasina yol acabilecegi (Schmidt,
2004) ve protein saflagtirma basamaklarinin
azaltilmasini saglayacag ifade edilmektedir
(Choi ve Lee, 2004). E. coli ekspresyonu ile

rIFN-B1b iiretiminde II salgilama

tip
yonteminin kullanilmasi, basta saflastirma
olmak {izere bazi iiretim sorunlarini 6nemli

Olclide ¢bzecegi tahmin edilmektedir. Bu
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durumda sinyal peptidleri kullanilarak riFN-
B’nin periplazmik alana taginmasinin ya da
hiicre disina salgilanmasinin gosterilmesi ve
bu sinyal peptide bagh olarak elde edilen
sonuclarin karsilastirma analizleri ile en
uygun yontemin gelistirilmesi, E. coli’nin
riFN-B1b
hale

salgilama mekanizmasinin

uretiminde kullanilmasimi  6nemli

getirecektir.

1.2. E. coli’de bulunan Tip I ve Tip
II salgilama yolaklari

Bakterilerde birgok farkli salgilama
sistemi mevcuttur. Gram negatif bakterilerde
rekombinant proteinlerin salgilanmasi ig¢in
toplam 6 farkli yolak bulunmaktadir. Ancak
bunlardan sadece Tip I ve Tip II yolaklari
rekombinant proteinlerin saliniminda yaygin
olarak kullanilmaktadir (Cianciotto, 2005).

Tip I salgilama yolag1 proteinlerin ig
ve dis zardan tek basamakta transferinin
gerceklestigi bir sistemdir (Binet ve ark.,
1997). Tip II yolagindan farkli olarak Tip I

yolaginda proteinin sitoplazmadan taginmasi

sonras1 sinyal peptit proteinle birlikte
kalmaktadir ve bu ise bir dezavantajdir
(Cianciotto, 2005). Tip II yolaginda

salgilama iki basamakta ger¢eklesmektedir.
Uretilen proteinler Sec ve Tat salmim yolag
ile ilk olarak periplazmaya yonlendirilir.
Ardindan ikinci taginim sistemi ile dig zara
taginir (Cianciotto, 2005). Tip II salgilama
sistemi sadece dis zarda bulundugu igin,

salgilatilacak proteinlerin 6ncelikle i¢ zardan
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transferini  gergeklestiren Sec ve Tat
salgilama yolag ile periplazmaya tasinmast
gerekmektedir. Dolayist ile Tip II tasima
sistemi Sec ve Tat yolagi ile kombinedir ve
bunlara bagimli olarak ¢alismaktadir. Genel
salgilama (Sec) ve ikiz arjinin translasyonu
(Tat) yolaklar1 sitoplazmik zar gegisinde E.
coli’de kullanilan

en tagima

yaygin

proteinleridir. Sec yolagi katlanmamais
formdaki proteinlerin taginmasini saglarken,
Tat yolagi katlanmig formdaki proteinlerin
tasinmasini saglamaktadir.

Bu ki

korunmus protein salgilama mekanizmasina

yolak yiksek derecede

sahiptir. Sec ve Tat yolagi ile taginan birgok
protein ya i¢ zarda ya da periplazmaya
tasiarak hiicre i¢inde kalir. Bununla birlikte
E. coli gibi gram negatif Dbakterilerde
proteinler Sec ve Tat yolag ile sitoplazmik
zar sitemini gecerek ya periplazmada
depolanir ya da baska bir tagima sistemi
yardimi ile dis zar1 gegerek hiicrenin digina
salinir (Cristobal ve ark., 1999; Choi ve Lee,
2004; Natale ve ark., 2008; Ni ve Chen,
2009). Sec ve tat sinyal peptitlerini taniyan
tasima mekanizmasia sahip olan E. coli
Uriinleri

rekombinant salgilatma

potansiyeline  sahiptir.  Bununla ilgili
calismalarda yapay IFN-Blb geni Sec tipi
sinyal

peptid olan PelB sinyal peptidi

tastyan pET22b  vektoriine klonlandiktan
sonra elde edilen konstrak E. coli BLRDE3
susuna aktarilarak E. coli’nin yukarida

belirtilen tip II sistemi ile rIFN-B’nin
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konakg¢inin periplazmasinda iiretilmesi ya da

bakterinin uredigi besi ortamina

salgilatilmasinin saglanabilecegi

diistiniilmektedir.

1.3.
elde edilmesi ve klonlanmasi stratejisi

kodon

Sentetik IFN-B1b geninin
Prokaryotik  organizmalarin
tercihlerinin 6karyotik organizmalarinkinden
farkli olmasi1 ve 0karyotik bir polipeptit olan
daha

interferonlari

bir

kodlayan
sekilde

prokaryotik organizma konakg¢isinin kodon

genomun
verimli translasyonu i¢in
tercihine bagl olarak yeniden tasarlanmasin
gerekli kilmaktadir. Buna gore prokaryotik
E. coli konakcisinda iiretilecek olan riFN-
B1b proteini genomunun oOncelikle E. coli
organizmasmin  kodon tercihine  gore
tasariminin yapilmasi gerekmektedir.

Insan interferon beta 1b (il[FN-B1b)
proteininin bilinen aminoasit ve nikleotid
dizilerinden yola ¢ikarak dizin yazilimi
yardimi ile E. coli kodon tercihine uygun
elde edilebilir. Bu

nikleotid dizisi E. coli kodon tercih tablosu

olan nikleotid dizisi

kullanilarak E. coli’nin en fazla tercih ettigi
kodonlar ile degistirilerek, rIFN-p1b geni
niikleotid  dizileri  yeniden tasarlanir.
IFN-B1b

olusturacagt mRNA’nin ikincil yapisinin

Yeniden tasarlanan geninin

verimli olarak translasyonunun mumkdn

olup olmayacagi, dizin yazilim ile

belirlenebilir. Bu programla elde edilen

sonuclara g6re kodon secimi yeniden
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degerlendirilir ve en verimli translasyonun
gerceklestirilecegi RNA’lari
niikleotid dizisi olusturulabilir. riFN-B1b

uretebilecek

genini flizyon polimeraz zincir tepkimesi
(PZT) ile iretmek amaci ile blydklikleri
50-80 nukleotidden olusan ve birbirleri ile
uclarda

eslesebilen poliniikleotidler

tasarlanir ve tasarimi  gerceklestirilen
poliniikleotidler sentezletilip bunlarin farkli
asamalarda flizyon PZT
yapilabilir (Sambrook ve Russel, 2001).

Elde edilen sentetik riFN-B1b geni

ile sentezleri

PelB salgilama sinyal peptidi tasiyan pET
temelli ekspresyon vektorine klonlanarak E.
coli susunda ifadesi yapilabilir. Klonlama
sonrast secilen klonlardan izole edilen
plazmid DNA’larin sekanslanmasi yapilarak
analizi gergeklestirilir. DNA sekanslamasi
ile dogrulugu kanitlanan pET temelli
ekspresyon vektoriindeki rIFN-B1b geninin
E. coli susunda ifadesi gergeklestirilir. pET
temelli  ekspresyon vektorleri  klonlama
-NH>

tasidigr PelB sinyal peptidi ile bu vektorde

bolgesinin ucuna yakin bdlgede
iiretilen rIFN-B1b peptitleri bu sinyal peptit
sayesinde periplazmik alana

riIFN-B1b proteini E.

taginabilir.

coli igin toksik
oldugundan riFN-B1b periplazmaya ya da
hiicre disina salinimi gergeklesir. Boylece

konake1 hiicre olan E. coli susu hem rIFN-

Blb  iretimine baglh zehirli etkiden
kurtulmus olur hem de riFN-B1b’nin
saflagtirma  maliyeti  diisiiriilmiis  olur.
Periplazmaya transfer edilen proteinler
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sadece dis zarin pargalanmasi ile daha kolay
elde edilebilecegi ve sitoplazmik proteinlerle
karigmayacagindan saflastirma basamaklari
ve dolayis1 ile saflastirma maliyetleri de
azaltilir. Ayrica his tag tasiyan pET temelli
nikel kolonlar

vektorler ile iceren

kullanilarak riFN-B1b saflastirilabilir.

2. SONUC
Rekombinant terapttik protein tretim

siirecinin protein tirlinlerin konake1 hiicreden

stirecine uygulanmasi, terapotik protein

tiretimini daha verimli hale getirecegi

ongorulmektedir. E. coli  ekspresyon
sisteminde Sec ve Tat sinyal peptitlerinin
kullanilmas1 riFN-B1b proteinlerinin hiicre
disina salgilatilmasi daha yiiksek saflikta ve
aktivitede  protein  Uretimine  imkén
saglayabilecek, ayrica konak¢i organizmayi
urtinun oldirtcu etkisinden
koruyabilecektir. Kuigik ve buyik oOlcekli

terapotik protein iiretimi uygulamalarinda

salgilatilacak sekilde tasarlanmasi, bir model olabilecek bu Uretim sistemi ile

saflagtirma  basamaklarim1  ve  aktivite ~ lretim masraflar1 ve dolayisiyla {iriin

sorunlarini  azaltmast beklenmektedir. Bu  maliyetlerinin azalmasi 6ngoriilmektedir.

iiretim  yonteminin  rIFN-B1b  protein
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