
 
 

10 
 

S.Ü. FEN FAKÜLTESİ FEN DERGİSİ Nisan(2019) 45 (1), 10-21 
 
 
 

Geliş (Recieved): 18/08/2018 
Kabul (Accepted): 01/11/2018 

 
Derleme 

Escherichia coli’de Yenibileşenli İnterferon beta Salgılanmasında Sinyal 
Peptidi Kullanımı Üzerine bir Derleme 

 
Mehmet ÖZTÜRK1*, Yakup ERMURAT2 

1Bolu Abant İzzet Baysal Üniversitesi, Fen Edebiyat Fakültesi, Biyoloji Bölümü, BOLU 
2Bolu Abant İzzet Baysal Üniversitesi, Mühendislik Mimarlık Fakültesi, Kimya Mühendisliği, 
BOLU              ozturk_m1@ibu.edu.tr 

 
Öz: Rekombinant interferon beta (rİFN-β) proteini çeşitlerinden rİFN-β1a ve rİFN-β1b üretimi için 

benzer süreçler ile ökaryotik ve prokaryotik ekspresyon sistemleri kullanılmaktadır. Ökaryotik ekspresyon 
sistemleri ile üretilen rİFN-β1a’nın saflaştırılmasında zorlukların yaşanması ve biyolojik aktivitesinin 
etkilenmesi bu süreçler ile rekombinant protein üretimini güçleştirmektedir. Prokaryotik ekspresyon 
sistemlerinin kullanıldığı rİFN-β1b üretiminde ise saflaştırma ve aktivite sorunlarının daha az gerçekleştiği 
belirlenmiştir. Prokaryotik bakterilerden Escherichia coli’de bulunan ürün salgılama özelliğinin daha iyi 
kullanılması, bu sistemin rİFN-β1b üretiminde daha fazla tercih edileceğini göstermektedir. Rekombinant 
proteinlerin üretildikleri konakçı hücreden dışarı salgılatılacak şekilde yapı tasarlanması durumunda, saflaştırma 
sırasında E. coli konakçı hücreler parçalanmayacağından ürün saflaştırma işlemlerini kolaylaştıracağı 
öngörülmektedir. Tip I ve tip II salgılama sistemine sahip olan E. coli’nin rİFN-β1b proteinlerinin üretiminde 
kullanımı, bu konakçıda üretilen rİFN-β1b’nin hücre dışına salgılatılmasında saflaştırma ve aktivite sorunlarını 
azaltacağı, ayrıca rİFN-β1b’nin konakçı hücreye yapacağı toksik etkininde ortadan kalkacağı tahmin 
edilmektedir. Bu amaçla E. coli üretim sistemindeki dezavantajları gidermek için Sec sinyal peptidi olan PelB 
sinyal peptidine ilave olarak Tat tipi sinyal peptidi olan DmsA sinyal peptidi’nin pET22b ifade vektörüne 
aktarılmasıyla rİFN-β1b proteinlerinin hücre dışına salgılatılması işlemi gibi çeşitli yaklaşımlar tasarlanmaktadır. 
Bu derlemede, İFN’ların özelliklerine, rİFN-β’nın klinik uygulamalarına ve rİFN-β1b üretim yöntemleri ile ilgili 
yapılmış araştırmalara dayalı bilgi ve ve rİFN-β1b’nin E. coli konakçı hücrelerinde üretilmesi sürecinde sinyal 
peptidlerinin kullanımı ile ilgili bilgilere dikkat çekilmiştir.  

 
Anahtar Kelimeler: Rekombinant interferon beta salgılanması, 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-β1a and rIFN-β1b which are from the recombinant interferon beta (rIFN-β) protein varieties. 
The difficulties in purification of the produced rIFN-β1a by eukaryotic expression systems and the influence of 
its biological activity make recombinant protein production difficult with these processes. In the production of 
rIFN-β1b, 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-β1b. 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 I and type II secretion in the production of rIFN-β1b proteins will reduce the purification and 
activity problems in the secretion of rIFN-β1b produced in this host, as well as the toxic effect of rIFN-β1b 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-β and the researches based on 
the investigations of rIFN-β1b production  methods, and information about the use of signal peptides in the 
process of producing rIFN-β1b in E. coli host cells were highlighted. 
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1. Giriş 

Bu derleme çalışmasında rİFN-β1b 

terapötik proteinin çeşitli sinyal peptidi 

kullanımı ile E. coli’de salgılatılması ile 

ilgili yapılmış olan çalışmaların önemini 

ortaya koyarak ülkemizdeki bilim 

insanlarının bu konuya dikkatlerini çekmek 

amaçlanmaktadır. 

İFN’lar bağışıklık tepkisinin hayati 

düzenleyici aracıları olarak hareket ederler 

ve çeşitli enfeksiyonlara karşı savunma 

mekanizmaları olarak kabul edilirler 

(Goodbourn ve ark., 2000; Smeekens ve 

ark., 2013). Bulaşıcı maddeler tarafından 

uyarıldıklarında bağışıklık sisteminin 

hücreleri de dâhil olmak üzere vücudun 

hemen her hücre tipi tarafından 

salgılanabilen İFN’lar ayrıca bazı tümör 

hücreleri tarafından da üretilebilirler 

(Chevaliez ve Pawlotsky, 2009; vanBeers ve 

ark., 2011). İFN’lar metabolizma, 

farklılaşma ve homeostaz üzerinde etkili 

olmaktadırlar (Stefan ve ark., 2009). İFN’lar 

konakçı mikroorganizmaların kullanıldığı 

sistemler ile rekombinant olarak 

üretilebilmektedirler. Rekombinant 

interferon beta (rİFN-β) türlerinden rİFN-

β1b, hepatit, genital kondilomata, artrit, 

multipl sikleroz (MS) ve kanser gibi birçok 

hastalığın tedavisinde kullanılan tedavi edici 

terapötik ilaçlardandır (Sorensen, 2003).  

rİFN-β’nın klinik uygulamaları göz 

önüne alındığında, bu terapötik proteinin 

verimli olarak üretilmesini sağlayan üretim 

sistemlerine ihtiyaç duyulmaktadır. Bunun 

için, daha verimli üretim yöntemleri 

geliştirme girişimleri halen devam 

etmektedir.  

Genel olarak, herhangi bir 

rekombinant protein üretimini etkileyen 

parametreler, kullanılan ekspresyon 

sisteminin seçilimi, rekombinant hücrelerin 

büyüme koşullarının belirlenmesi ve 

rekombinant proteinin saflaştırılma 

standartlarını oluşturma olarak 

belirlenmiştir. Ülkemizde kullanılan 

rekombinant proteinler ithalat yolu ile elde 

edilen ilaçlardır. Türkiye’de yüksek 

fiyatlarla ithal edilen rekombinant 

proteinlerin ruhsatlandırılmış yerli üretimi 

henüz gerçekleştirilememiştir. 

Yapısal olarak İFN’lar sarmal sitokin 

grubundan olan dört-sarmal demet topolojisi 

gösterirler ve hematopoietik büyüme faktörü 

ailesine aittirler (Pestka ve ark., 1987; 

Pestka ve ark., 2004). Sitokinler, hücre ve 

hücrelerin kendi çevreleri arasındaki iletişim 

aracı olarak görev yapmak için salgılanan 

protein ailesidir. IFN’lar, kemokinler, 

lenfokinler, monokinler, interlökinler ve 

tümör nekroz faktörü şuana kadar bilinen 

sitokinlerdir (Chelbi-Alix ve Wietzerbin, 

2007). Doğal glikoprotein olan İFN’lar 

vücutta enfeksiyonlara yanıt olarak 

üretilirler (Tayal ve Kalra, 2008). İFN’lar, 

aminoasit sekansları, fiziksel ve biyolojik 

özellikleri ve reseptör özgüllüğüne göre tip 

I, tip II ve tip III olmak üzere üç farklı alt 
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aileye ayrılmıştır. İnsanlarda tip I İFN’ları 

kodlayan genler 9. kromozomun p kolu 

üzerinde bulunmaktadır (Pestka ve ark., 

2004). İFN-beta (İFN-β) (fibroblast 

interferon) ve İFN-omega (İFN-ω) sırasıyla 

166 ve 172-174 aminoasit uzunluğunda 

polipeptidlerdir. Tip II İFN’lar ağırlıklı 

olarak bağışıklık sistemi hücreleri tarafından 

üretilir ve "bağışıklık İFN’ları" olarak da 

ifade edilirler (Chevaliez ve Pawlotsky, 

2009). Tip III İFN alt ailesi sadece bir üye, 

İFN-lambda (İFN-λ) içerir (Chevaliez ve 

Pawlotsky 2009). İFN-λ’nın mukozal 

varlıkların korunması görevini yaptığı 

düşünülmektedir (Hermant ve Michaels, 

2014). Faydalı özelliklerinden ötürü, tip I 

İFN’lar insanlardaki çeşitli terapötik 

uygulamalar arasına dâhil edilmiştir (Parker 

ve ark., 2016). Tip I İFN türünden olan 

insan İFN-β, tek bir gen tarafından kodlanır 

ve viral enfeksiyona tepki olarak vücuttaki 

birçok hücre tipi tarafından üretilir (Conradt 

ve ark., 1987; Randall ve Goodbourn, 2008).  

rİFN’lar ökaryotik veya prokaryotik 

ekspresyon sistemleri kullanılarak üretilen 

protein ilaçlardır ve antiviral, antibakteriyel, 

antitümör, antiproliferatif, proapoptotik ve 

sitotoksik etki de dâhil olmak üzere geniş bir 

yelpazede yararlı etkileri olduğu 

belirlenmiştir. Bu nedenle, rİFN’lar çeşitli 

hastalıkların tedavisi için klinik olarak 

kullanılmaktadırlar (Parker ve ark., 2016).  

rİFN-β protein ilaçları rİFN-β1a ve 

rİFN-β1b olmak üzere iki farklı formda 

üretilmektedir. rİFN-β1a, ökaryotik 

ekspresyon sistemleri kullanılarak üretilen 

ve doğal olarak oluşan rİFN-β’ya özdeş 

aminoasit sekansı olan glikozillenmiş 

proteindir (Kagawa ve ark., 1988, Runkel ve 

ark., 1998). rİFN-β1b ise prokaryotik 

ekspresyon sistemleri kullanılarak üretilen 

rİFN-β’nın glikozillenmemiş şeklidir (Mark 

ve ark., 1984). rİFN-β1b’nin biyolojik 

açıdan aktif olduğu ve glikozillenmiş 

muadiline benzer aktiviteler sergilediği 

gösterilmiştir (Dissing-Olesen ve ark., 

2008).  

rİFN-β1a ve rİFN-β1b, multiple 

skleroz (MS) tedavisinde kullanılmak üzere 

onaylanan ilk protein ilaçlardandır 

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

2015). Buna ilaveten, araştırmalar rİFN-

β’ların viral enfeksiyonlar ve çeşitli 

kanserler gibi diğer insan hastalıklarının 

tedavisi için kullanım potansiyeline sahip 

olduğunu göstermektedir (Sasaki ve ark., 

2015).  

rİFN-β’lar prokaryotik ve ökaryotik 

konakçı mikroorganizmalar kullanılarak 

benzer süreçler ile rekombinant olarak 

üretilebilmektedirler (Allen, 2015). 

Prokaryotik bakteri ve ökaryotik maya veya 

Çin hemstırı yumurta (Chinese Hamster 

Ovary, CHO) hücreleri kullanılarak 

rekombinant insan interferonu protein türleri 

üretilmektedir (Conradt ve ark., 1987; Dorin 

ve ark., 1998; Skoko ve ark., 2003; 

Mattanovich ve ark., 2004; Schumann ve 
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Ferreira 2004; Rodriguez ve ark., 2005; 

Zhuang ve ark., 2008; Zago ve ark., 2009; 

Kakeshita ve ark., 2011; Madhavan ve 

Sukumaran, 2016). CHO hücrelerinde 

glikolizasyonlu rekombinant İFN-β’ların 

üretimi, E. coli üretimine göre daha yüksek 

maliyetli ve daha uzun zaman alan işlemler 

gerektirmektedir. 

Bunlar arasında, prokaryotik E. coli, 

sinyal peptidine ve periplazmik salgı 

düzenine sahip olması nedeni ile tercih 

edilen üretim konakçısı olmaktadır. E. coli 

ekspresyon sistemi kullanarak salınabilir ve 

aktif olan rİFN-β1b üretilmesi, rİFN-β1b’nin 

konakçı bakterideki ölümcül etkilerini 

ortadan kaldırabileceği ve saflaştırma 

basamaklarını azaltacağı öngörülmektedir. 

Bu özelliklerin olmadığı ökaryotik 

konakçıların kullanıldığı sistemlerde rİFN-

β1a üretim maliyeti çok yüksek, verimi daha 

düşüktür. Bununla beraber, diğer ökaryotik 

sistemlere göre maya hücrelerinin 

kullanıldığı rİFN-β üretim süreçlerinde basit 

kültür ortamında kısa bölünme süresi ile 

hızlı büyümesi, kolay genetik 

manipülasyonu ve protein ürünleri post-

translasyonel olarak değiştirme 

mekanizmasının varlığı üstünlük 

sunmaktadır (Feizi ve ark., 2013). Bununla 

birlikte, yabancı bir proteinin mayalarda 

yüksek seviyede ekspresyonu, ya substratları 

için rekabet ederek diğer hücresel süreçleri 

doğrudan sınırlayabilir ya da üretimi bloke 

etmek için metabolizmaya dolaylı olarak 

müdahale edebilir, böylece hücrenin bir stres 

reaksiyonunu indükler (Mattanovich ve ark., 

2004).  

rİFN-β üretmek için memeli 

hücrelerinin kullanımı, rekombinant 

hücrelerin yavaş büyüme oranı, 

saflaştırılmış protein preparatlarında 

kanserojen veya viral DNA’nın 

kontaminasyon ihtimali, düşük ürün verimi 

ve kompleks kültür gereksinimi gibi bazı 

kısıtlamalara sahip olması ve ürün 

maliyetinin yüksek olması gibi eksikliklere 

sahiptir (Villela ve ark., 2010). 

rİFN-β üretiminde böcek hücrelerinin 

kullanımı, hücrelerin yavaş büyümesi ve 

böcek hücrelerinin genetik 

manipülasyonunun zor olması, pahalı kültür 

koşulları ve viral transfeksiyonun 

kullanılması nedeniyle önemli toksikolojik 

ve ekonomik dezavantajlara sahiptir (Stifter 

ve ark., 2014).  

Tedavi edici proteinlerin üretimi için 

çeşitli hayvan hücresi soylarıda 

kullanılmakta ancak bu yöntemde kültür 

süreçlerinin sınırlı ve hassas olması, ürün 

maliyetinin yüksek olmasına neden 

olmaktadır. 

 

1.1. E. coli ile rİFN-β üretimi  

E. coli ekspresyon sistemini 

kullanarak terapötik proteinlerin ticari 

üretimi diğer sistemlere göre daha tercih 

edilmektedir (Sivashanmugam ve ark., 2009; 

Moradian ve ark., 2013). Genetik 
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manipülasyonları kolaylaştıran iyi 

tanımlanmış E. coli genetiği ve yüksek 

büyüme oranı gibi özellikler E. coli’nin 

rekombinant proteinlerin yüksek verimli 

üretiminde yaygın olarak kullanılmasını 

sağlamıştır (Sivashanmugam ve ark., 2009; 

Beladiya ve ark., 2015). Ayrıca E. coli 

ekspresyon sistemleri kullanılarak üretilen 

glikolizasyonsuz rİFN-β1b’lerin biyolojik 

aktivitesinde çok fazla bir kayıp 

olmamaktadır. Bu nedenle E. coli 

ekspresyon sistemi birçok terapötik protein 

veya İFN-β üretiminde yaygın olarak 

kullanılmaktadır (Walsh, 2014; Allen ve 

ark., 2015). Bununla birlikte, bu ifade 

sisteminin kullanımında birkaç döngü 

sonrası değişiklik oluşumu, düşük veya orta 

düzeyde verim ve rİFN-ß’nın çok yüksek 

olmayan biyolojik aktivitesi gibi durumlarla 

karşılaşılmaktadır. Ayrıca E. coli'de rİFN-

β’nın yüksek ekspresyonu, yanlış katlanan 

proteinlerin inklüzyon badileri (IB) şeklinde 

toplanmasına yol açmaktadır (Kamionka, 

2011). Bunun için hücre büyümesinde kültür 

koşulları ve hedef rekombinant protein 

ekspresyonunun optimizasyonu gibi 

konularda araştırmalar yapılmaktadır 

(Morowvat ve ark., 2015). 

E. coli üretim sistemindeki bu 

dezavantajları gidermek için çeşitli 

yaklaşımlar tasarlanmaktadır. Bu 

yaklaşımlardan en önemlisi sinyal 

peptidlerinin rekombinant protein 

üretiminde kullanılmasıdır (Inouye ve ark., 

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 üretilen rİFN-

β’yı hücre duvarındaki periplazmik alana 

taşıyabilecek konstraktların geliştirilmesi 

işleminin proteinin sitoplazmik ortamda 

üretilmesi ile ilgili problemleri bir noktaya 

kadar çözebileceği öngörülmektedir 

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

derişimi ile düzenlenmiş kültür kullanımı 

bakteri hücrelerindeki rekombinant 

plazmidlerin dayanıklılığını geliştirmeye 

yardımcı olabileceği belirtilmektedir (Rao 

ve ark., 2009). İlginçtir ki, aşırı ifade edilen 

rİFN-β’nin E. coli’de ekspresyonu 

sitoplazmada inklüzyon cisimcikleri 

oluşumuna yol açabilmektedir. Bu durumda 

gram negatif konakçılar kullanılarak rİFN-

β’nın translokasyon yolu ile ekstra selüler 

besi ortamına ya da periplazmik alana 

taşınmasının avantaj sağlayacağı ve bu 

problemi çözeceği düşünülmektedir. 

Konakçının bulunduğu besi ortamına 

salgılanabilen rekombinant protein 

üretilmesi proteinin daha kararlı ve daha 

aktif olmasına yol açabileceği (Schmidt, 

2004) ve protein saflaştırma basamaklarının 

azaltılmasını sağlayacağı ifade edilmektedir 

(Choi ve Lee, 2004). E. coli ekspresyonu ile 

rİFN-β1b üretiminde tip II salgılama 

yönteminin kullanılması, başta saflaştırma 

olmak üzere bazı üretim sorunlarını önemli 

ölçüde çözeceği tahmin edilmektedir. Bu 
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durumda sinyal peptidleri kullanılarak rİFN-

β’nın periplazmik alana taşınmasının ya da 

hücre dışına salgılanmasının gösterilmesi ve 

bu sinyal peptide bağlı olarak elde edilen 

sonuçların karşılaştırma analizleri ile en 

uygun yöntemin geliştirilmesi, E. coli’nin 

salgılama mekanizmasının rİFN-β1b 

üretiminde kullanılmasını önemli hale 

getirecektir.   

 

1.2. E. coli’de bulunan Tip I ve Tip 

II salgılama yolakları 

Bakterilerde birçok farklı salgılama 

sistemi mevcuttur. Gram negatif bakterilerde 

rekombinant proteinlerin salgılanması için 

toplam 6 farklı yolak bulunmaktadır. Ancak 

bunlardan sadece Tip I ve Tip II yolakları 

rekombinant proteinlerin salınımında yaygın 

olarak kullanılmaktadır (Cianciotto, 2005).  

Tip I salgılama yolağı proteinlerin iç 

ve dış zardan tek basamakta transferinin 

gerçekleştiği bir sistemdir (Binet ve ark., 

1997). Tip II yolağından farklı olarak Tip I 

yolağında proteinin sitoplazmadan taşınması 

sonrası sinyal peptit proteinle birlikte 

kalmaktadır ve bu ise bir dezavantajdır 

(Cianciotto, 2005). Tip II yolağında 

salgılama iki basamakta gerçekleşmektedir. 

Üretilen proteinler Sec ve Tat salınım yolağı 

ile ilk olarak periplazmaya yönlendirilir. 

Ardından ikinci taşınım sistemi ile dış zara 

taşınır (Cianciotto, 2005). Tip II salgılama 

sistemi sadece dış zarda bulunduğu için, 

salgılatılacak proteinlerin öncelikle iç zardan 

transferini gerçekleştiren Sec ve Tat 

salgılama yolağı ile periplazmaya taşınması 

gerekmektedir. Dolayısı ile Tip II taşıma 

sistemi Sec ve Tat yolağı ile kombinedir ve 

bunlara bağımlı olarak çalışmaktadır. Genel 

salgılama (Sec) ve ikiz arjinin translasyonu 

(Tat) yolakları sitoplazmik zar geçişinde E. 

coli’de en yaygın kullanılan taşıma 

proteinleridir. Sec yolağı katlanmamış 

formdaki proteinlerin taşınmasını sağlarken, 

Tat yolağı katlanmış formdaki proteinlerin 

taşınmasını sağlamaktadır.  

Bu iki yolak yüksek derecede 

korunmuş protein salgılama mekanizmasına 

sahiptir. Sec ve Tat yolağı ile taşınan birçok 

protein ya iç zarda ya da periplazmaya 

taşınarak hücre içinde kalır. Bununla birlikte 

E. coli gibi gram negatif bakterilerde 

proteinler Sec ve Tat yolağı ile sitoplazmik 

zar sitemini geçerek ya periplazmada 

depolanır ya da başka bir taşıma sistemi 

yardımı ile dış zarı geçerek hücrenin dışına 

salınır (Cristobal ve ark., 1999; Choi ve Lee, 

2004; Natale ve ark., 2008; Ni ve Chen, 

2009). Sec ve tat sinyal peptitlerini tanıyan 

taşıma mekanizmasına sahip olan E. coli 

rekombinant ürünleri salgılatma 

potansiyeline sahiptir. Bununla ilgili 

çalışmalarda yapay İFN-β1b geni Sec tipi 

sinyal peptid olan PelB sinyal peptidi 

taşıyan pET22b vektörüne klonlandıktan 

sonra elde edilen konstrak E. coli BLRDE3 

suşuna aktarılarak E. coli’nin yukarıda 

belirtilen tip II sistemi ile rİFN-β’nın 
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konakçının periplazmasında üretilmesi ya da 

bakterinin ürediği besi ortamına 

salgılatılmasının sağlanabileceği 

düşünülmektedir. 

 

1.3. Sentetik İFN-β1b geninin 

elde edilmesi ve klonlanması stratejisi  

Prokaryotik organizmaların kodon 

tercihlerinin ökaryotik organizmalarınkinden 

farklı olması ve ökaryotik bir polipeptit olan 

interferonları kodlayan genomun daha 

verimli bir şekilde translasyonu için 

prokaryotik organizma konakçısının kodon 

tercihine bağlı olarak yeniden tasarlanmasını 

gerekli kılmaktadır. Buna göre prokaryotik 

E. coli konakçısında üretilecek olan rİFN-

β1b proteini genomunun öncelikle E. coli 

organizmasının kodon tercihine göre 

tasarımının yapılması gerekmektedir.  

İnsan interferon beta 1b (iİFN-β1b) 

proteininin bilinen aminoasit ve nükleotid 

dizilerinden yola çıkarak dizin yazılımı 

yardımı ile E. coli kodon tercihine uygun 

olan nükleotid dizisi elde edilebilir. Bu 

nükleotid dizisi E. coli kodon tercih tablosu 

kullanılarak E. coli’nin en fazla tercih ettiği 

kodonlar ile değiştirilerek, rİFN-β1b geni 

nükleotid dizileri yeniden tasarlanır. 

Yeniden tasarlanan İFN-β1b geninin 

oluşturacağı mRNA’nın ikincil yapısının 

verimli olarak translasyonunun mümkün 

olup olmayacağı, dizin yazılımı ile 

belirlenebilir. Bu programla elde edilen 

sonuçlara göre kodon seçimi yeniden 

değerlendirilir ve en verimli translasyonun 

gerçekleştirileceği RNA’ları üretebilecek 

nükleotid dizisi oluşturulabilir. rİFN-β1b 

genini füzyon polimeraz zincir tepkimesi 

(PZT) ile üretmek amacı ile büyüklükleri 

50-80 nükleotidden oluşan ve birbirleri ile 

uçlarda eşleşebilen polinükleotidler 

tasarlanır ve tasarımı gerçekleştirilen 

polinükleotidler sentezletilip bunların farklı 

aşamalarda füzyon PZT ile sentezleri 

yapılabilir (Sambrook ve Russel, 2001).  

Elde edilen sentetik rİFN-β1b geni 

PelB salgılama sinyal peptidi taşıyan pET 

temelli ekspresyon vektörüne klonlanarak E. 

coli suşunda ifadesi yapılabilir. Klonlama 

sonrası seçilen klonlardan izole edilen 

plazmid DNA’ların sekanslanması yapılarak 

analizi gerçekleştirilir. DNA sekanslaması 

ile doğruluğu kanıtlanan pET temelli 

ekspresyon vektöründeki rİFN-β1b geninin 

E. coli suşunda ifadesi gerçekleştirilir. pET 

temelli ekspresyon vektörleri klonlama 

bölgesinin -NH2 ucuna yakın bölgede 

taşıdığı PelB sinyal peptidi ile bu vektörde 

üretilen rİFN-β1b peptitleri bu sinyal peptit 

sayesinde periplazmik alana taşınabilir. 

rİFN-β1b proteini E. coli için toksik 

olduğundan rİFN-β1b periplazmaya ya da 

hücre dışına salınımı gerçekleşir. Böylece 

konakçı hücre olan E. coli suşu hem rİFN-

β1b üretimine bağlı zehirli etkiden 

kurtulmuş olur hem de rİFN-β1b’nin 

saflaştırma maliyeti düşürülmüş olur. 

Periplazmaya transfer edilen proteinler 
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sadece dış zarın parçalanması ile daha kolay 

elde edilebileceği ve sitoplazmik proteinlerle 

karışmayacağından saflaştırma basamakları 

ve dolayısı ile saflaştırma maliyetleri de 

azaltılır. Ayrıca his tag taşıyan pET temelli 

vektörler ile nikel içeren kolonlar 

kullanılarak rİFN-β1b saflaştırılabilir. 

 

2. SONUÇ 

Rekombinant terapötik protein üretim 

sürecinin protein ürünlerin konakçı hücreden 

salgılatılacak şekilde tasarlanması, 

saflaştırma basamaklarını ve aktivite 

sorunlarını azaltması beklenmektedir. Bu 

üretim yönteminin rİFN-β1b protein 

sürecine uygulanması, terapötik protein 

üretimini daha verimli hale getireceği 

öngörülmektedir. E. coli ekspresyon 

sisteminde Sec ve Tat sinyal peptitlerinin 

kullanılması rİFN-β1b proteinlerinin hücre 

dışına salgılatılması daha yüksek saflıkta ve 

aktivitede protein üretimine imkân 

sağlayabilecek, ayrıca konakçı organizmayı 

ürünün öldürücü etkisinden 

koruyabilecektir. Küçük ve büyük ölçekli 

terapötik protein üretimi uygulamalarında 

bir model olabilecek bu üretim sistemi ile 

üretim masrafları ve dolayısıyla ürün 

maliyetlerinin azalması öngörülmektedir.  
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