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ONSOZz

Bilim ve teknolojinin gosterdigi hizli gelisim, biyoteknoloji alaninda
devrim niteliginde ilerlemelere yol agmustir. Bu ilerlemelerin basinda,
genetik mithendisligi teknikleri kullanilarak elde edilen rekombinant
proteinlerin Uretimi ve ¢ok cesitli alanlarda kullanimi gelmektedir.
Rekombinant protein teknolojisi, sadece temel bilimlerde degil; tip,
eczacilik, tarim, gida ve endiistriyel tiretim gibi pek ¢ok disiplini

dogrudan etkileyen, ¢ok yonlii ve uygulamaya dontik bir alandir.

Bu kitap, rekombinant protein Gretiminin temel prensiplerinden
baslayarak, uygulama alanlarma kadar genis bir c¢ergevede bilgi
sunmay1 amaglamaktadir. Okuyucunun bu alandaki bilimsel temelleri
kavramasi ve gilincel uygulamalari anlayabilmesi hedeflenmistir.
Ayrica, ilag gelistirme slireglerinden tarimsal biyoteknolojiye, enzim
iretiminden molekiiler teshise kadar rekombinant proteinlerin katki

sagladig1 baslica alanlara kitapta yer verilmistir.

Bu eserin, Ozellikle lisansiistii  Ogrenciler, akademisyenler,
arastirmacilar ve biyoteknoloji endiistrisinde ¢alisan profesyoneller i¢in
faydali bir basvuru kaynagi olmasi amaclanmistir. Kitabin
hazirlanmasinda, alanla ilgili giincel bilimsel yayinlar ve uygulamalar
dikkate alinmis; okuyucunun hem temel bilgiye ulagsmas: hem de ileri

diizeyde icerige erisebilmesi i¢in dengeli bir yap1 kurulmustur.*

* Bu kitap Fatma Beril KOCYiGiT’in doktora seminerinden derlenmistir.



Kitabin hazirlanmasinda emegi gegen tiim arastirmaci, akademisyen ve
katki saglayanlara tesekkiir eder, bu eserin biyoteknoloji literatiiriine ve

bilimsel bilgiye katki saglamasini temenni ederiz.

14/08/2025

Ogr. Gor. Fatma Beril KOCYIGIT
Dr. Ogr. Uyesi Gozde ARKALI
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REKOMBINANT PROTEIN URETiMi VE KULLANIM
ALANLARI

Ogr. Gor. Fatma Beril KOCYIGIT, Dr. Ogr. Uyesi Gozde ARKALI
GIRIS

Proteinler, hem canli organizmalarin hiicresel faaliyetlerinde kritik
roller iistlenmekte hem de insan sagligi acisindan vazgecilmez bir
molekil grubunu temsil etmektedir. Yasam igin 6nemli fonksiyonlara
sahip proteinler, viicutta yapisal veya mekanik islevleri olan amino asit
adi verilen kiigiik molekiillerin bir araya gelmesiyle olugsmaktadir. Her
protein, kendine 6zgl bir amino asit dizisine sahiptir ve bu dizi,
proteinin ii¢ boyutlu seklini ve islevini belirlemektedir. Proteinler
hiicredeki islevsel ihtiyaca bagli olarak sentezlenmektedir. Protein
sentezi, hiicrelerin ihtiya¢ duydugu proteinleri iiretmek ig¢in
gergeklestirdigi karmagsik ama diizenli bir biyolojik siirectir. Bu siireg,
hiicre ¢ekirdeginde baslamakta ve ribozomlarda devam etmektedir.
Mesajct RNA (mRNA), DNA’da bulunan genetik bilgiyi hiicre
cekirdeginden sitoplazmaya tasiyan molekiildiir. Mesajc1 RNA,
sentezlenecek proteinin aminoasit dizisini karsilayan kimyasal sifreyi
tasimaktadir. DNA’daki bilgi, protein sentezinin gergeklestigi
ribozomlara ulastirilmak izere mRNA’ya kopyalanir. Boylece mRNA,
genetik kodu niikleotit dizisi seklinde ribozomlara ileterek, hangi amino
asitlerin hangi sirayla bir araya gelecegi belirlenmektedir. Ribozomda
translasyon surecinin sonucunda RNA polimerindeki bilgiyle amino
asit polimeri olusmaktadir. Nikleik asitlerde (NRNA ve DNA) bulunan

her ii¢ bazlik dizi, bir amino aside karsilik gelmektedir ve bu G¢li
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dizilere 'kodon' ad1 verilmektedir. Her kodon belirli bir amino asidi
kodlarken, bazi 6zel kodonlar da protein sentezinin sonlandigini
bildiren ‘durdur' (stop) sinyali gorevi gérmektedir (Carter & Houlihan,
2001).

Proteinlerin organizmanin ihtiyacina gore sentezlenmelerine
homolog gen ifadesi, belirli genleri dogal ifade ortamlarmin disinda
sentezlemelerine ise heterolog gen ifadesi denilmektedir. Heterolog gen
ifadesi, bir organizmanin kendi dogal genomunda bulunmayan, bagka
bir canlidan alinmig bir genin genetik miithendislik yontemleriyle o
organizmaya aktarilmasi ve burada aktif hale getirilip {irliniiniin
uretilmesi surecidir. Bu yontem, genellikle istenilen proteinin buyik
miktarda ve kontrollii sekilde iiretilmesi amaciyla kullanilmaktadir.
Heterelog gen ifadelerinin olusturulmasinda rekombinant iiretim
teknolojileri kullanilmaktadir. Rekombinant protein, manipiile edilmis
bir protein sekli olup protein liretimini iyilestirmek, faydal ticari tiriin
elde etmek ve gen sekanslarini degistirmek amaciyla degisik sekillerde
uretilmektedir.

Gen ekspresyonu ve mRNA’nin translasyonunun desteklendigi
bir sistemde klonlanmis rekombinant DNA tarafindan rekombinant
protein kodlanmaktadir. Hedef proteinin cDNA sekans, iyi karakterize
edilmis bir promotoriin kontroliinde olacak ve yuksek seviyeli protein
ekspresyonu elde etmek amaciyla secgilen konak hiicre igindeki hedef
proteini eksprese edecek sekilde rekombinant DNA molekilleri
tasarlanmaktadir. Genetik rekombinasyon teknolojisi araciligiyla genin
modifiye edilmesiyle bir mutant protein veya biyuk miktarda proteinin

ekspresyonu gergeklesebilmektedir. Protein ekspresyon sistemi



genellikle bakteri, maya, bakulovirlis ve memeli ekspresyon sistemini
kapsamaktadir. Biyoteknolojik ¢alismalarda {iretilen rekombinant
proteinin ¢oziiniir ve fonksiyonel 6zellikte olmasi arzu edilmektedir. Bu
dogrultuda iiretilecek proteine uygun organizma ve uygun biiyiime
kosullar1 se¢imi biiyiik dnem tasimaktadir. Escherichia coli (E. coli), en
yaygin rekombinant protein ekspresyon sistemi olup laktik asit ve
psikrofilik bakteriler gibi prokaryotik ekspresyon sistemleri de sik
olarak kullanilmaktadir. Ekspresyonu zor olan bazi rekombinant
proteinlerin dretiminde ise mikroalgler, fungus, maya, memeli ve bocek
hicreleri gibi 6karyot ekspresyon sistemlerden de faydalanilmaktadir
(Ferrer-Miralles et al., 2015). Bahsedilen ekspresyon sistemlerinden E.
coli, yiiksek verim ve hizli bliylime orani sunarken; Saccharomyces
cerevisiae ve Pichia pastoris gibi maya sistemleri de proteinlere
translasyon sonrasi1 modifikasyonlar1 (PTM) saglamaktadir. Klinik
kullanim i¢in onaylanmis rekombinant terapdtiklerin cogunda memeli
ekspresyon sistemleri kullanilmaktadir. 2015-2019 yillar1 arasinda
kullanilan protein bazli biyofarmasotik ajanlarin %84’ memeli hiicre
hatlarinda eksprese edilmektedir (Dangi et al., 2018).

Rekombinant proteinler, biyofarmasétik alanda protein-protein
etkilesimlerinin anlasilmasma yardimci olmaktadir. Ayrica molekiiler
biyoloji, hiicre biyolojisi, biyokimya ve diger arastirma alanlarinda (as1
uretimi gibi) kullanilmaktadir. ELISA, Western Blot,
immunohistokimya vb. gibi laboratuvar tekniklerinde 6nemli
uygulamalar arasinda yer almaktadir. Kanser, diyabet, miyokard
infarktisu, multiple skleroz, konjestif kalp yetmezligi ve Crohn

hastalig1 gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilan enzimler, biiylime
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faktorleri, interferonlar, rekombinant hormonlar, trombolitik ilaglar,
kan pihtilagma faktorleri ve interlokinler klinikte kullanim sahasi bulan
rekombinant proteinler arasinda yer almaktadir. Rekombinant insan
insiilini, 1982 yilinda tedavide kullanilan ilk rekombinant proteindir. iki
bin on dort yilinda 200’1l askin rekombinant protein mo lekultinun ilag
olarak kullanildig1 bilinmekte olup, bu say1 her gegen giin artmaktadir.
2018 yilina kadar 130’dan fazla rekombinant protein FDA (Amerikan
Gida ve llag Dairesi) tarafindan klinik kullamim igin onay almustir
(Pham, 2018). Rekombinant protein tretimindeki gelismeler sayesinde
yiiksek verim ve diisiik maliyetli protein iiretimi miimkiin hale
gelmektedir. Bu durum ayni zamanda proteinlerin endiistriyel 6l¢ekte
iretilmesini ve pek cok hastaligin tedavi edilmesini saglamaktadir
(Tripathi & Shrivastava, 2019).

Rekombinant protein teknolojisi, genetik miihendisliginin en
onemli uygulamalarindan birisi haline gelmistir. Canlilardan izole
edilmesi zor veya miktar1 az olan proteinlerin hizli, ekonomik ve
guvenli bir sekilde iiretilmesine olanak saglamaktadir. Ozellikle tibbi
tedavilerde devrim yaratmakta, modern biyoteknolojinin temel

taslarindan biri olmaktadir.

1. PROTEIN SENTEZI

Proteinler tiim canlhlarin temel parcalaridir. Hormonlar,
antikorlar, enzimler, kas, ligament, kikirdak gibi viicut parcalarinin
tumid DNA'mizin kodladig1 proteinlerden yapilmaktadir. Protein
sentezi, hiicrelerin ihtiya¢ duydugu proteinlerin sentezledigi karmagsik

bir suregtir. Proteinler gen ekspresyonunun son drtnudur. Hucrede



meydana gelen biyosentez olaylarinda harcanan enerjinin %90’1 protein
sentezinde kullanilmaktadir. Proteinler, hiicrenin sitoplazmasinda
bulunan ribozomlarda uretilmektedir. Ribozomlar genetik materyali
talimat alarak okumakta ve aminoasitleri dogru sirayla bir araya
getirmektedir. Aminoasitler proteinlerin yapi taslari olan organik
molekillerdir. Aminoasitler dehidrasyon sentezi sureciyle peptit
baglariyla birbirine baglanmaktadir. Bu nedenle ribozomlar hiicrenin
protein {iretim makinasidir (Carter & Houlihan, 2001).

Komplike olaylar olmasina kargin proteinler olduk¢a hizli sentez
edilmektedir. Protein sentezinin transkripsiyon, translasyon ve
translasyon ardindan modifikasyon olmak (zere asamalari
bulunmaktadir.  Transkripsiyon  swasinda DNA, mRNA'ya
kopyalanmaktadir. Translasyon sirasinda ise mRNA bir protein
olusturmak icin okunmakta ve translasyon sonrasi modifikasyonda
protein modifiye edilmektedir (Katz & Ashley, 2005).

DNA zincirinde bulunan kodlarm RNA molekiiliindeki
tamamlayic1 bi¢imi soyledir;

1.1. Transkripsiyon

Protein sentezinin ilk asamasi transkripsiyondur. Bu basamakta
DNA iizerindeki genetik bilgi mRNA’ya aktarimaktadir. RNA
polimeraz  adi  verilen enzim araciligiyla  transkripsiyon
gerceklestirilmektedir. DNA ipligini sablon olarak kullanan RNA
polimeraz, nukleotidleri birbirine baglamakta ve bir RNA ipligi
olusturmaktadir. Daha net bir ifadeyle, RNA polimeraz, 5'-3' yonde bir

RNA ipligi sentezlemekte ve bu esnada her yeni niikleotidi, ipligin 3'



ucuna eklemektedir. Bu islem hiicre ¢ekirdeginde gerceklesmekte ve
protein iiretimi i¢cin gerekli olan mesajin olusturulmasi saglanmaktadir.
Transkripsiyon, kaliba baglanma ve baglama, zincir uzamasi ve
sonlanma basamaklarindan olugmaktadir (Katz & Ashley, 2005).
Kahba Baglanma ve Baslama (inisiyasyon); Bir genin
okunmaya basladigi bolgenin 6n kisminda yer alan DNA dizisi
"promotor" olarak adlandirilmaktadir. RNA polimeraz enzimi, genin bu
promotor bolgesini tanir ve bu bdlgedeki DNA sarmali agilarak,
enzimin DNA zincirinin bir ipligine baglanmasi saglanmaktadir.

(3

Transkripsiyonun yoniine bagli olarak bu boélgeler i¢in “yukar1”
(upstream) ve “asagr’” (downstream) terimleri kullanilmaktadir.
Promotér bolgesi, gen ekspresyonunu diizenleyen cesitli DNA
dizilerini icermektedir. Okaryotik hiicrelerde RNA polimeraz II’nin bu
bolgeleri tanimasi, transkripsiyonun baslatilabilmesi i¢in zorunludur.
Okaryotlarda RNA polimeraz II'nin etkin sekilde transkripsiyonu
baslatabilmesi i¢in en az Ui¢ adet cis-acting element (ayn1 DNA
ipliginde bulunan diizenleyici 6ge) gorev yapar: TATA kutusu, CAAT
kutusu ve Enhancer dizileri. TATA kutusu, transkripsiyon baslangi¢
noktasmin yaklasik 30 niikleotid yukarisinda yer alir ve ¢ogunlukla
adenin (A) ve timin (T) bazlarindan olusmaktadir. Bu dizinin gorevi
DNA sarmalinin ¢oziilmesini kolaylastrmak ve transkripsiyon
baslangi¢ noktasini belirlemektir. CAAT kutusu, baslangi¢ noktasmin
yaklasik 80 niikleotid yukarisinda yer almakta ve tipik olarak
GGCCAATCT dizisini icermektedir. TATA kutusu ile calisarak
promotoriin  RNA polimeraz II tarafindan verimli bir sekilde

taninmasini ve transkripsiyonun baslamasini saglamaktadir. Enhancer
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dizileri ise genin olduk¢a uzaginda, yukarisinda, asagisinda ya da genin
icinde bulunabilmektedir. RNA polimerazin promotdre baglanmasina
dogrudan katki saglamazlar ancak transkripsiyonun etkin sekilde
baslatilmasinda dnemli rol oynamaktadir.

Transkripsiyon slrecinde cis-acting diizenleyicilere ek olarak
trans-acting faktorler de gorev almaktadir. Bunlar, protein yapisinda
olan ve genellikle transkripsiyon faktorleri olarak adlandirilan
molekiillerdir. RNA polimeraz 1l, bu transkripsiyon faktorleri
olmaksizin 6karyotik promotor bdlgelerine dogrudan baglanamaz ve bu
nedenle transkripsiyona baslayamaz. Transkripsiyonun ilk adimu,
TFID adl transkripsiyon faktoriiniin TATA kutusuna baglanmasiyla
baglamaktadir. TFIID, yaklastk on polipeptid alt biriminden
olugmaktadir. Bu baglanmay1 takiben diger transkripsiyon faktorleri
(6rnegin TFIIA, TFIIB) de DNA'ya ve TFIID'ye baglanarak, RNA
polimeraz II’nin tutunacagi bilyik bir 6n baglangic kompleksi
olusturmaktadirlar. TFIIH, ATP hidrolizinden elde edilen enerjiyle
DNA'nin iki ipligini transkripsiyon baslangi¢c noktasinda a¢gmaktadir.
Ayni zamanda RNA polimeraz II’yi fosforile ederek, bu enzimin
yapisinda konformasyonel bir degisiklige neden olmaktadwr. Bu
fosforilasyon sonucu polimeraz iizerindeki bazi transkripsiyon
faktorleri ayrilir ve RNA polimeraz senteze baslamaya hazir hale
gelmektedir.

Uzama (Elongasyon); RNA polimeraz, DNA ipligini kalip
olarak kullanarak karsisia gelen niikleotitlere uygun riboniikleotitleri
yerlestirmekte ve boylece mRNA zinciri sentezlenmektedir. Bu suregte

DNA ¢ift sarmali gegici olarak agilmakta ve yalnizca tek bir iplik RNA

7



sentezi i¢in kullanilmaktadir. Her yeni niikleotid, RNA zincirinin 3’-
hidroksil grubuna baglanarak 5°-3’ yoniinde fosfodiester baglariyla
uzamaktadir. Gegici olarak DNA-RNA hibrit iplik olugsmakta, ancak
RNA sentezi tamamlandikca DNA tekrar kapanarak orijinal gift
sarmall1 yapisina donmektedir (Taanman, 1999).

Sonlanma (Terminasyon); RNA polimeraz, genin sonuna
ulagtiginda sonlandirict DNA dizilerini tanimaktadir. Bu tanimayla
birlikte enzim kararsiz hale gelmekte ve DNA ile yeni sentezlenen RNA
ipligi enzimden ayrilmaktadir (Taanman, 1999). Boylece mRNA
sentezi tamamlanmis olmaktadir. Transkripsiyon, DNA’daki kalic1
genetik bilginin, protein sentezine temel olusturacak gegici bir RNA
kopyasina ¢evrilmesini saglamaktadir. Elde edilen mRNA, c¢ekirdekten
sitoplazmaya taginmakta ve ribozomlarda translasyon streciyle protein
sentezi baslatilmaktadir. Bu mekanizma sayesinde hucreler, ihtiyag
duyduklar1  proteinleri dogru zamanda ve dogru miktarda

Uretebilmektedir.

1.2. Translasyon

Translasyon, protein sentezinin ikinci ve en kritik agamasidir. Bu
stirecte, mRNA {izerinde tasinan genetik bilgi, amino asit dizisine
cevrilerek islevsel bir protein olusturulmaktadir. Translasyon, hiicre
sitoplazmasinda  ribozomlarda  gerceklesmektedir.  Translasyon,
transkripsiyon sonunda meydana gelen mRNA’daki koda gore
ribozomlarda olusturulan polipeptid sentezidir. Zincirin katlanmasiyla
etkin bir protein meydana gelmektedir ve translasyonun birgcok

komponenti mevcuttur. Bunlar arasinda olduk¢a Onemli olan



komponent ribozom ve tasityict RNA (tRNA)’dir. Ribozom, biri buyuk
digeri kiigiilk olmak iizere iki alt birimden olusur ve protein ile
ribozomal RNA'dan (rRNA) meydana gelmektedir. Translasyon
sirecinde gorev alan tasiyict RNA (tRNA), amino asitleri ribozomlara
tastyan ve antikodon bolgeleri araciligiyla mRNA’daki kodonlari
tantyan bir molekiildiir. Boylece tRNA, mRNA ile sentezlenecek
protein arasinda bir tiir "¢evirmen" gérevi gérmektedir.

tRNA molekilleri 75-90 niikleotid arasinda degisen yapiya
sahiptir ve hem prokaryotlarda hem de dkaryotlarda oldukca benzerlik
gOstermektedir. RNA tiirleri arasinda en kii¢iik yapiya sahip olanlardir.
Translasyon sirasinda ribozomlarla ayni anda birden fazla tRNA'nin
etkilesime gecebilmesi i¢cin bu kiiciik molekiiler yap1 biiyiik avantaj
saglamaktadir. Her biri belirli bir amino asidi taniyan ve tasiyan en az
20 farkli tRNA tiiri hiicrede bulunmaktadir. Yapi1 olarak tiim
tRNA'larin 5' fosfat (P) uglar1 her zaman guanin (G) baz1 ile baglamakta,
3" hidroksil (OH) uglar1 ise daima CCA dizisi ile sonlanmaktadir. Bu
son CCA dizisi, amino asidin baglandig1 yerdir ve translasyon ig¢in
kritik 6neme sahiptir. (Carter & Houlihan, 2001). Translasyonun da
baslama, uzama ve sonlanma olarak 3 asamasi bulunmaktadir.

Baslama (Inisiyasyon): mRNA, ribozomun kiiiik alt birimine
baglanmaktadir. Daha sonra, 6zel bir baglama tRNA’s1 (baglama tRNA)
tizerinde tagidigi metiyonin amino asidi ile birlikte ribozoma gelmekte
ve biyik alt birim eklenerek fonksiyonel ribozom kompleksi
olugsmaktadir. Bu kompleks, mRNA (zerindeki ilk kodon olan AUG

kodonunu tanimaktadir.



Uzama (Elongasyon): Ribozom, mRNA {izerindeki kodonlar1
tek tek okumaktadir. Her kodon, tasiyict RNA (tRNA) molekiilleri
tarafindan uygun amino asit ile eslestirilmektedir. tRNA (zerindeki
antikodon, mRNA’daki kodonla baz eslesmesi yapmaktadir. Amino
asitler peptit baglariyla birbirine baglanarak polipeptit zinciri
uzamaktadir.

Sonlanma (Terminasyon): Ribozom, mRNA (izerinde sonlanma
kodonuna (UAA, UAG veya UGA) ulastiginda, protein sentezi
durmaktadir. Polipeptit zinciri ribozomdan ayrilir ve katlanarak islevsel
bir protein haline gelmektedir.

Translasyon, genetik bilginin amino asit dizisine cevrilmesiyle
proteinlerin sentezlenmesini saglamaktadir. Proteinler, hiicre i¢indeki
yapisal ve fonksiyonel gorevleri iistlenen temel molekiillerdir. Bu siireg
sayesinde hiicreler, biiylime, onarim ve metabolizma gibi yasamsal

fonksiyonlarmi siirdiirebilmektedir.

1.3. Translasyon Sonrasi1 Modifikasyon

Protein sentezinin tamamlanmasmin ardindan, yeni olusan
polipeptit zinciri ¢ogu zaman dogrudan islevsel hale gelmemektedir.
Hiicre icerisinde bu polipeptitler, cesitli kimyasal degisikliklerle yani
translasyon sonrast modifikasyonlarla islevsel ve stabil proteinlere
donistirilmektedir. Bu  modifikasyonlar, proteinin  yapisin,
aktivitesini, lokalizasyonunu ve etkilesimlerini diizenlemektedir.
Protein, translasyon sonrasi modifikasyonlar1 (PTM’ler), fonksiyonel
gruplarin veya proteinlerin kovalent eklenmesi, diizenleyici alt

bollimlerin proteolitik boliinmesi veya tiim proteinlerin pargalanmasi
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gibi yollarla proteomun fonksiyonel ¢esitliligini arttirmaktadir. Cogu
protein faaliyet ortaya koyabilmesi amaciyla PTM olarak adlandirilan
islem gerceklestirilmektedir. PTM, hem Gkaryotik hem de prokaryotik
hiicrelerde kullanilan bir mekanizma olup, proteinlerin zamansal ve
mekansal diizenlenmesinde ve bu proteinler araciligiyla yiiriitiilen
hicresel aktivitelerin kontrolinde o6nemli rol oynamaktadir. Bir
proteinin yasam dongiisii boyunca maruz kaldigi1 PTM tiirleri ve sayist
oldukca fazla olabilmektedir. Ozellikle 6karyotik hiicrelerde sik
rastlanan ve detayli bicimde arastirilan baslica PTM tiirleri arasinda
fosforilasyon, glikozilasyon, asetilasyon, acilasyon, prenilasyon,
metilasyon, ubiquitinasyon ve proteolitik parcalanma yer almaktadir.
Bu modifikasyonlarin gergeklestirilmesinde binlerce farkli enzim gérev
almaktadir. PTM’lerin ve bu siire¢te rol oynayan enzimlerin iyi
anlasilmasi, hiicre biyolojisinin temel dinamiklerinin kavranmasi
acisindan oldugu kadar, hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavi stratejilerinin
gelistirilmesi bakimindan da kritik 6neme sahipt olmaktadir (Karsdal et
al., 2010).

Fosforilasyon: Proteinlere  fosfat grubu eklenmektedir
(genellikle serin, treonin veya tirozin amino asitlerine). Bu
modifikasyon, proteinlerin aktivitesini acip kapatmada Onemli rol
oynamakta ve sinyal iletim yollarinda kritik bir adim olmaktadir
(Ramazi & Zahiri, 2021).

Glikozilasyon: Proteinlere karbonhidrat (seker) molekiilleri
baglanmaktadir. Ozellikle hiicre disina salgilanan veya zar

proteinlerinde  yaygin  olmaktadwr.  Proteinlerin  stabilitesini,
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katlanmasini ve hiicreler arasi iletisimi etkilemektedir (Ramazi &
Zahiri, 2021).

Metilasyon: Proteinlerde belirli amino asitlere metil grubu
eklenmektedir. Genellikle gen ifadesinin diizenlenmesinde ve protein-
protein etkilesimlerinde rol oynamaktadir (Duan & Walther, 2015).

Asetilasyon: Proteinlerin N-terminal uglarina veya lizine asetil
gruplar1 eklenmektedir. Bu modifikasyon protein stabilitesi ve
fonksiyonu tzerinde etkili olmaktadir (Duan & Walther, 2015).

Ubiquitinasyon: Proteine ubiquitin adli kiigiik bir protein
eklenir. Bu genellikle proteinin yikimi i¢in isaret olarak
kullanilmaktadir (Lee et al., 2023).

Proteolitik Kesim: Bazi proteinler, islevsel hale gelmek igin
belirli bdlgelerinden kesilir. Ornegin, insiilin sentezinde 6nciil protein

(preproinsiilin) kesilerek aktif insiilin olugsmaktadir (Lee et al., 2023).

2. REKOMBINANT DNA TEKNOLOJIiSi

Rekombinant DNA teknolojisi bir tiiriin genlerini veya DNA’smni1
diger bir tiirtin genleri veya DNA’s1 ile birlestirme esasina dayali bir
teknolojidir. Kavram itibariyle rekombinant DNA (rDNA) ayr1 iki
tiirlin, DNA’larinin birlestirilmesi sonucu ortaya ¢ikan DNA molekiilii
olarak tanimlanmaktadir. Bu teknoloji 6ncelikle en kritik proteinlerin
dretimi i¢in kullanilmaktadir. Molekiiler biyolojinin kdkenlerinin
atilmasmnda Onemli fayda saglayan ve gilinlimiizdeki molekiiler
biyolojisinin gelisimine rekombinant DNA teknolojisinin katkis1 ¢ok
fazladir. Rekombinant DNA’nin bulunmasmin ardindan molekiiler

biyoloji alani ¢ok hizli sekilde biiyiiyerek devam etmektedir. Kisacasi
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rekombinant DNA teknolojisi ile hedeflenen bir genin, bagka bir
hiicrede RNA veya proteini liretmesi amaglanmaktadir (Roberts, 2019).

Rekombinant DNA teknolojisinde bircok adim bulunmakla
birlikte, ilk basamak istenilen proteini kodlayan genin klonlanmasidir.
Bu islemde, hedef DNA parcasi restriksiyon enzimleri kullanilarak
kesilmekte ve gen tastyicisi (vektor) olarak kullanilan plazmit veya
viris DNA’s1 ile ligaz enzimleri araciligiyla birlestirilmektedir.
Boylece rekombinant DNA elde edilmektedir. Bu yapi, uygun bir
konaker hiicreye aktarilarak istenilen proteinin yiiksek miktarda tiretimi
saglanmaktadir (Lau & Dunn, 2018). Rekombinant DNA igin
kullanilan genetik materyal, genomik DNA ya da komplementer DNA
(cDNA) olabilir. Bakteri, viris, bitki ya da hayvan kdkenli DNA
ornekleri  kullanilabilmektedir. Bu &rnekler genellikle DNA
kiitliphaneleri veya gen bankalar1 adi verilen koleksiyonlarda yer
almaktadir. Genomik DNA kiitiiphaneleri, bir organizmanin tiim
genomunu temsil eden DNA dizilerinin kopyalarmi igcermektedir.
cDNA kiitiiphaneleri ise sadece mRNA’lara karsilik gelen DNA
dizilerini icermektedir. Bu kituphaneler, genellikle belirli bir hicre
veya dokudan elde edilen mRNA’larin revers transkriptaz ve DNA
polimeraz enzimleri ile ¢ift sarmalli ¢cDNA’ya doniistiiriilmesiyle
olusturulmaktadir. Segilen DNA dizisinin ¢ogaltilmasi, biyolojik
ortamda klonlama ya da polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
yapilabilmektedir. PCR yontemi, istenilen nukleotid dizisinin
milyonlarca kopyasini birkag saat i¢inde liretme olanag1 saglamaktadir.
Rekombinant DNA uygulamalarinda genellikle dkaryotik bir proteinin

bakteriyel bir sistemde Uretilmesi hedeflenmektedir. Ancak bakteriler,

13



okaryotik genlerde bulunan intron adi verilen kodlamayan bolgeleri
isleyememektedir. Bu nedenle genomik DNA yerine cDNA kullanimi
tercih edilmektedir (Schwab, 2005).

Yiiksek verimde protein iiretimi i¢in genellikle iki asamali bir
strateji uygulanmaktadir. Birincisi hiicrelerin cogaltilmasidir. Oncelikle
konakg1 hiicreler optimum kosullarda cogaltilmaktadir. ikincisi gen
ifadesinin baglatilmasidir. Klonlanmis genin ekspresyonunu baslatmak
i¢in uygun bir promoter segilmektedir. Bu promotere uygun sicaklik ve
kimyasal uyaricilar (indiiktorler) uygulanarak genin ifade edilmesi
saglanmaktadir. Uretilen rekombinant protein, genellikle konakgi
ortamina salgilanmaktadir. Bu protein, biyolojik olarak aktif kalacak ve
dayanikliligimm1  koruyacak sekilde saflastiriimakta ve formile
edilmektedir (Schwab, 2005). Bu siirecte kullanilan konakg1 sistemler
genellikle (¢ gruba ayrilmaktadwr: Bakteriler; 0zellikle ilag
endiistrisinde sik kullanilmaktadir. Mayalar; endstriyel enzimlerin ve
rekombinant Hepatit B asist gibi trUnlerin Gretiminde tercih
edilmektedir (Garnick et al., 1988). Hayvan hicreleri; genellikle
karmasik, post-translasyonel modifikasyon gerektiren proteinlerin
tretiminde, ilag gelistirmede kullanilmaktadir (Emtage, 1986).

Uretilen bircok ilacin temelinde rekombinant DNA teknolojisi
yatmaktadir. 1928 yili itibariyle ingiliz Frederick Griffith, Londra’da
zatlirreye neden olan bakterilerle ¢aligmistir ve bu bakterilerin hiicreler
arasinda iletilerek yeni genetik bilgiye donistiiriilmesine “genetik
transformasyon” olarak adlandirmistir. Stanley Cohen ve Annie
Chang 1973 yilinda ilk defa in vitro plasmid rDNA teknojisini
temellendirmislerdir (Kiermer, 2007; Krebs et al., 2017; Pray, 2008).
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Rekombinant DNA teknolojisinde kullanilan temel araclar;
restriksiyon enzimleri, ligaz enzimleri, vektorler ve konak hucrelerdir.
Restriksiyon enzimleri, DNA’y1 belirli noktalardan kesmektedir. Ligaz
enzimleri, DNA parcalarim1 birlestirmektedir. Vektorler, gen
tastyicilaridir (plazmid, viriis vb.). Konak hiicreler, genin islendigi ve
proteinin Uretildigi canlilardir (bakteri, maya, memeli hiicreleri)
(Lodish, 2008).

Rekombinant DNA, vektor plasmidi ve hedef genin DNA bolimi
olarak iki ana bilesenden olusmaktadir. Plazmid, bakterilerde dogal
olarak bulunan kiicilik, halka seklinde ve bagimsiz olarak ¢ogalabilen
DNA molekiilleridir. Plazmidlerin boyutu 1 ila 400 kbp'nin (zerinde
degisir ve tek bir hiicredeki 6zdes plazmidlerin sayis1 birden binlere
kadar degisebilmektedir. Rekombinant DNA teknolojisinde plazmidler,
genellikle vektor (tasiyici) olarak kullanilmaktadir.

Plazmidler bagimsiz olarak ¢ogalabildikleri i¢in, hiicre i¢inde ¢ok
sayida kopya iretilebilmektedir. Bu sayede hem genetik materyal
cogaltilabilmekte hem de gen Urinl olan rekombinant protein yiksek
miktarda Uretilebilmektedir. Plazmidlerde genellikle antibiyotik direnc
genleri gibi segici isaretleyici genler bulunmaktadir. Boylece plazmid
tagtyan bakteriler, antibiyotik igeren ortamlarda hayatta kalmakta,
tasima basarili olmus hiicreler kolayca secilmektedir. Plasmidler,
aragtirmacinin ekledigi farkli DNA'lara sahip olabilmektedir. pRB322,
PGEM ve pUC18 plasmidleri yaygn olarak kullanilmaktadir.
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Plazmid Direng Geni Ozellik Kullanim
pBR322 Amp, Tt Ilk jenerasyon Gen klonlama
puC19 Amp LacZ (mavi-beyaz Klonlama

secim)
PET Serisi Amp / Kan Yilksek ekspresyon Protein Uretimi
pGEM-T Easy Amp T-uclu, PCR uyumlu PCR uriin klonlama
pBluescript Amp T7/T3 promotor Klonlama + RNA

sentezi

Tablo 1: Yaygm Kullanilan Plazmidler, Ozellikleri ve Kullanim
Alanlari

Kaynak: Chen et al., 2009; Godiska et al., 2005; Mayer, 1995;
Sambrook et al., 1989; Shilling et al., 2020

Kromozomlar biyik boyutlu olup normal kosullar altinda
yasamak i¢in gereken tlim genetik bilgileri icerirken, plazmidler
genellikle ¢ok kiglktir ve 6zel durumlar icin ek genler icermektedir
(Carattoli, 2013; Saati-Santamaria, 2023; Smillie et al., 2010). Yapay
plazmidler, molekiiler klonlamada vektor olarak yaygin olarak
kullanilmakta ve konak organizmalar icinde rekombinant DNA
dizilerinin  replikasyonunu yonlendirmeye hizmet etmektedir.
Laboratuvarda, plazmidler bir hicreye transformasyon yoluyla
aktarilmaktadir. Sentetik plazmidler, genellikle yazilimla tasarlanmig
gonderilen dizileri kullanarak ¢esitli firmalar tarafindan tedarik

edilebilmekte; eger bir tasarim igse yaramazsa, firma gonderimden ek
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dizenlemeler yapabilmektedir. Plazmidler, konakg1 hiicre genomundan
bagimsiz olarak replikasyon yapabilen ve bu nedenle replikon olarak
siniflandirilan ekstrakromozomal DNA molekulleridir. Ancak, virtsler
gibi plazmidler de genellikle canli olarak smiflandirilmaz. Plazmidler,
cogunlukla konjugasyonla bir bakteriden bagka bir bakteriye (baska bir
ture bile) aktarilmaktadir. Genetik materyalin bu konak¢idan konak¢iya
aktarimi, yatay gen aktarimmnm bir mekanizmasidir ve plazmidler
mobilomun bir pargasi olarak kabul edilmektedir. Virlsler genetik
materyallerini kapsid denilen koruyucu bir protein kilifina sararken;
plazmidler "giplak" DNA'dir ve kendi baslarina protein kilifi
olusturmazlar, genetik materyallerini paketleyip tasimak i¢in gerekli
olan genleri kodlamazlar. Ancak, bazi plazmid siniflar1 kendi
aktarimlari i¢in gerekli olan konjugatif "seks" pilusunu kodlamaktadir.
Calisilacak gene gore vektor siralamasi biiyiikten kiiglige dogru maya
yapay kromozom (yeast artificial chromosome, YAC), bakteriyel yapay
kromozom (bacterial artificial chromosome), kosmidler ve fajlar olarak
siralanabilmektedir. Bu vektorlerin en kiigiigii plasmidlerdir (Lodish,
2008). Klonlama vektorleri, icerdikleri elementler bakimmdan shuttle
vektorleri, ifade vektorleri, gen knockdown vektoérleri, reporter
plasmidler ve viral plasmidler olarak birkag tiire ayrigmaktadir. Belirli
bir DNA kisminin, hiicre igi ¢ogaltilmasinda klonlama plasmidleri
kullanilmaktadir. Ifade vektorleri belli geni ifade etmek igin
tasarlanirken, shuttle vektorleri ise birden fazla hiicrede kullanilma
amaciyla tasarlanmaktadir. Gen knockdown vektorleri, bir genin
ifadesini azaltmak icin tasarlanmaktadir. Baska genlerin ifadesini

incelemek i¢in reporter plasmidler kullanilmaktadir. Viral kapsid
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iiretiminde ve hedefleme ¢aligsmalari i¢i viral plasmid kullanilmaktadir
(Monroe, 2020).

Bir vektoriin temel yapisal bilesenleri arasinda; secici isaretleme
amaciyla kullanilan antibiyotik diren¢ geni, vektoriin konak hiicrede
cogalmasini saglayan replikasyon orijini (origin of replication) ve hedef
DNA'nin eklenmesini kolaylastiran ¢oklu klonlama bdlgesi yer
almaktadir. Bakterilerin kiltur igerisinden antibiyotik direng¢ genleri
kullanilmaktadir.  Antibiyotik diren¢ geni yalnizca bakteriler
icerisinden hiicre segilimini gergeklestirmektedir. Hicre kultirlerinde
secimi kolaylastirma amaciyla secilebilir belirtegler (selectable marker)
kullanilabilmektedir. Belirtegler se¢ili baz1 maddelerle hiicre kiiltiiriine
tabi tutuldugunda caligmakta ve vektOori biinyesinde barindiran
hiicrelerin rahat¢a secilmesini saglamaktadir. Replikasyon orijiniyse,
plasmid reaksiyonun baslamasi i¢in gerekli DNA bolgesidir ve
fonksiyonu ise replikasyon baglamasmi saglayan gerekli proteinleri
baglamaktir. Coklu klonlama bdlgesi (MCS), bir vektér (6rnegin
plazmid) iizerinde yer alan, birden fazla farkli restriksiyon enzimi
tanima bolgesini igeren kisa bir DNA dizisidir. Bu bdlgenin iki temel
islevi bulunmaktadir. Birincisi, yabanct DNA'nin vektdre eklenmesini
kolaylastirmaktir. Yani, genetik miihendisligiyle bir gen veya DNA
pargas1 vektore aktarilmak istendiginde, MCS'deki 6zgiil restriksiyon
bblgeleri sayesinde bu parca uygun sekilde kesilip DNA ligaz enzimi
ile birlestirilebilir. Ikincisi, istenilen DNA pargasmnin daha sonra
cikarilmasmi saglamaktir. Ayni restriksiyon enzimleri kullanilarak,
eklenen DNA parcast gerektiginde vektorden yeniden kesilip
¢ikarilabilmektedir.
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Vektorlerin  ayrilmaz pargast ise promotdr bdlge olarak
adlandirilan bolgelerdir. Bu bdlge, DNA Uzerindeki belirli bir dizidir ve
kendinden sonra gelen genin transkripsiyonunun baglamasi igin
gereklidir. Promotériin temel islevleri RNA polimeraz enziminin
baglanmasmi saglamak ve transkripsiyon faktorlerinin tantyip
baglanabilecegi dizileri icermektir. Bu sayede RNA polimeraz, hedef
geni tanir ve mRNA sentezi baglamaktadir (Alberts et al., 2002; Pray,

2008).

Secilebilir

belirtec Promotér bolgesi

S’primer bolgesi Restriksiyon

bolgesi

Plasmid Haritasi istenen gen

/ Restriksiyon
bolgesi

3’primer bélgesi

Antibiyotik
diren¢ geni

Replikasyon Orijini

Sekil 1: Plasmid vektor haritasi.
Kaynak: Bolivar et al., 1977; Monroe 2020.

Vektor, DNA ligaz enzimi ve DNA parcasiyla birlestirilmesinin
ardindan rekombinant DNA hiicre i¢in hazir haldedir. rDNA kimyasal
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veya fiziksel yollar kullanilarak hiicreye verilmesine transformasyon
olarak isimlendirilmektedir. Konakg1 hiicre dkaryot ise transfeksiyon,
rDNA’nin hiicre igine girisi viriisler sayesinde oluyorsa transdiiksiyon
ad1 verilmektedir. Bu islemler uygulanan hiicreye ise transgenik hiicre
denilmektedir. Bu hiicreler biinyesinde barindirdigi tDNA’y1 vektor
tipine bagli olarak klonlama, ifade etme veya farkli rDNA 6zelliklerini
gosterebilmektedir (Griffiths, 2005; Lodish, 2008).

rDNA medikal, ila¢ sektoriinde yogun olarak kullanilmakta ve
giiniimiizde de benzer amaglara hizmet etmektedir. Insan protein veya
hormonlarin tiretiminde kullanilan bu teknoloji as1 ve gen terapileri gibi
genis calisma alanlar1 bulmaktadir. Bunlar verilecek en degerli
orneklerden birisi insiilin ilaglar1 sayilabilmektedir (Cederbaum et al.,
1984; Niri et al., 2016). Tip 1 ve tip 2 diyabetin tedavisi icin ilk olarak
1978-1981 yillarin ilk defa insiilin tiretiminde rDNA kullanilmistir.
Hormonun sentezlenmesinin ardindan rDNA kullanilarak insiilin geni
E. coli’de ifade edilmistir (Crea et al., 1978; Keefer et al., 1981). E. coli
ifade edildikten sonra, bakteride ifade edilen insulin hormonu, insan
insiilin reseptorleri ile etkilesime girmis ve ilag olarak kullanilabilecegi
kesfedilmistir. Ilaclarm ardindan as1 iretiminde de rDNA
kullanilmistir.  Viral kapsidlerin {retilmesiyle viriisiin patojenik
genomunun silinmesini gergeklestirilmistir (Jackwood et al., 2008).
Hepatit B virlisu icin 6nceden hepatit B ylzey antijeni (HBsAQ) elde
edilerek as1 tiretimi gergeklestirilmekteydi. 1984 yilinda rDNA ile
Saccharomyces cerevisae mayasi iizeinde, HBsAg gen dizisi iceren
vektor hazirlanmis ve rekombinant HBsAg iiretimi yapilmistir. HBsAg

iceren aginin Hepatit B viriisline kars1 direncgli oldugu tespit edilmistir
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(McAleer et al, 1984). Asmin gilivenle insanlar {izerinde
kullanilabilecegi kanitlanmis ve rDNA ile olusturulan ilk as1 olmustur
(Zajac et al., 1986). ilk serum albiimin ise Pichia pastoris mayasi
kullanilarak 1998 yilinda klinik olarak denenmistir ve c¢alisma
neticesinde rekombinant insan serum alblminin givenirligi
ispatlanmistir  (Chen et al, 2013). rDNA, molekiler biyoloji
caligmalarinda siklikla kullanilmaktadir. 2015 yilinda rekombinant
teknoloji kullanilarak insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayan
proteinleri (IGFBPs) embriyonik bobrek hiicre kiltiri (HEK293) hiicre
hattinda ifade edilmistir ve yapilan calismanm proteinlerin yapi ve
islevlerinin daha 1yi anlasilacagi ayrica yeni ilaglar gelistirilmesine

katk1 saglayacagi diisiiniilmektedir (Wanscher et al., 2015).
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Rekombinant
Vektor —F DNA molekiilii

iigilenen gen

2. Rekombinant DNA’nin / Bakteri

bakteriye transformasyonu @
Rekombinant DNA

3. Rekombinant / iceren bakteri
DNA’nin bakteri
icerisinde
cogaltiimasi

4. Hiicre boélinmesi \

... l
oL
5. Bakteriler cogaldik¢a

venemevsres YT

Kati ortamda
olusan bakteri kolonileri

r..
!
8

Sekil 2: Rekombinant DNA teknolojisinin temel basamaklar1
Kaynak: Cohen et al., 1973; Soydemir ve Aksoy,2017.

3. REKOMBINANT PROTEIN

Rekombinant proteinler, rekombinant DNA veya RNA
teknolojisi  kullanilarak tiretilen proteinleri ifade etmektedir.
Rekombinant protein, ekzojen genin ifadesini desteklemek i¢in yabanci
bir ifade sisteminde klonlanmis rekombinant DNA tarafindan kodlanan
bir proteinin manipiile edilmis bi¢imidir. Bu rekombinant DNA yapist,

biiyiilk  miktarlarda  yararli protein {riinleri {iretmek i¢in
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kullanilabilmektedir. Rekombinant DNA, genellikle hedef proteinin
cDNA dizisi, ylksek dlzeyde protein ifadesi elde etmek icin hedef
proteini secilen konak hicre iginde ifade etmek (zere iyi karakterize
edilmis bir promotoriin kontrolii altinda olacak sekilde tasarlanmugtir.
Rekombinant proteinler, hastalik tedavisiyle iligkili antikorlara ve ilag
dagitimi igin protein bazli polimerlere modifiye edilebilmektedir. Doku
miihendisliginde daha oOnemli uygulamalari ve tibbi miihendislik

alanlarinda kapsami vardir.

3.1. Rekombinant Protein Uretimi igin Plazmid Secimi

Rekombinant protein tretimi icin uygun plazmid se¢imi, basaril
bir gen ekspresyonu ve protein verimi agisindan kritik dneme sahiptir.

Plazmitlerin bir hiicre i¢inde bagimsiz olarak ¢ogalabilmesi i¢in,
cogalmanin kaynagi olarak islev gorebilen bir DNA parcasina sahip
olmalar1 gerekmektedir. Kendini c¢ogaltan birim replikon olarak
adlandirilmaktadir. Tipik bir bakteriyel replikon, plazmit-spesifik
cogaltma baslatma proteini (Rep) geni, iteronlar ad1 verilen tekrarlayan
birimler, DnaA kutular1 ve bitisik AT agisindan zengin bir bdlge gibi
bir dizi 6geden olusmaktadir. Daha kiiciik plazmitler, kendilerinin
kopyalarini yapmak i¢in konak replikatif enzimlerini kullanirken, daha
buyik plazmitler bu plazmitlerin replikasyonuna 6zgl genler
tagtyabilmektedir. Birka¢ tip plazmid de konak kromozomuna
yerlesebilmekte ve bu biitiinlestirici plazmidlere bazen prokaryotlarda
epizomlar denilmektedir. Kisacas1 yaygm olarak kullanilan ifade
plazmidleri replikon, promotor, secim belirtegleri, ¢oklu klonlama

bolgeleri, affinite etiketleri ve kaldirma etiketleri kombinasyonlarini
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icermektedir. Cok miktarda ifade vektorii bulunmaktadir. Bunlardan en
uygun olan1 segerken bireysel ihtiyaglar g6z oniinde bulundurulmalidir

(Rosano & Ceccarelli, 2014a).
3.1.1. Replikon

Replikon, konakg1 bakteriye plazmidi ¢ogaltma emri vermekte ve
kopya sayismin kontroliinii saglamaktadir. Klonlama sadece ilgilenilen
rekombinant gen bolgesinde olmayip ayni zamanda bu genin asagi ve
yukarisindaki DNA bolgeleri de klonlanabilmektedir (Summers, 2009).

Vektor secimi yapilirken kopya sayisi dikkate almmalidir.
Sanilanin  aksine yiiksek plazmid dozaji  protein  verimini
arttrmamaktadir. Kopya sayisinin artmasiyla birlikte konakg¢1 bakteride
rekombinant protein sentezi ve plazmid DNA replikasyonu gibi olaylar
icin gerekli metabolit ve enerji nedeniyle metabolik yik miktar:
artmaktadir. Hiicresel stres seviyelerinin metabolik yiik nedeniyle
arttig1 bilinmekte olup bakteri bu yiikii ortadan kaldirmak i¢in plazmid
DNA’y1 ortadan kaldirmakta bu da rekombinant protein Uretiminin
azalmasina neden olmaktadir. Plazmid instabilitesi, bakterinin plazmidi
kaybetmesi ya da kararsiz bir sekilde tasimaya devam etmesi anlamima
gelmektedir. Plazmid instabilitesi metabolik yuk, toksik gen Grtnlerinin
artmasi ve uygun olmayan biiyiime kosullarinda meydana gelmektedir.
Bu durum da protein sentezi i¢in saglikli organizma sayis1 diismektedir.
Sonu¢ olarak yiksek rekombinant protein ekspresyonu icin kopya
sayis1 ile metabolik yiik arasinda optimizasyon saglanmali ve bakteri
konak¢ismm uyumlu replikasyon kokenlerine sahip olmalari
gerekmektedir (Bentley et al., 1990; Birnbaum & Bailey, 1991; Del
Solar & Espinosa, 2000).
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3.1.2. Promotdr

Rekombinant protein iiretimine baslamadan Once ifade
vektoriiniin  6zellikleri belirlenmelidir. Bu 6zellikler arasinda ilgili
rekombinant geni ifade etmekle gorevli promotor, ifade sistemleri igin
onem tasimmaktadir. Promotor, ekspresyon dlzeyini ve regilasyonu
etkilemektedir. Promotorler, heterolog genlerin ekspresyonunda
indiiksiyon meydana gelmeden Once baskilamanin sikiligmi ve
indiikleyici eklendikten sonra transkripsiyon hizin1 diizenleyerek
protein verimini etkilemektedir. Ideal bir promotor indiiksiyondan
sonra ¢ok miktarda mRNA’nin sentezine izin verirken indiiklenmedigi
stirece neredeyse hic bazal (arka plan) gen ifadesine izin vermez. Ayrica
indiiksiyon seviyesini diizenleyerek RNA seviyelerini kontrol altinda
tutmaktadir. Rekombinant protein Uretiminde tek bir promotor sistem
kullanilmamaktadir. Hedef proteine uygun promotér —sistem
secilmelidir. Bu se¢cimde uyarlanabilir ve yiksek diizeyde rekombinant
protein liretimini saglayan sistemlerden faydalanilmasi gerekmektedir
(Brautaset et al., 2009). Rekombinant protein ekspresyonunda
kullanilan promotdrler, arastirmacinin tercihine gore giiclii/zayif,
ayarlanabilir/yapisal, kimyasal ya da termal olarak indlklenebilir
karakterde olmaktadir. T7 promotord, bilinen en giicli promotor olup
rekombinant protein iiretimi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. lac
promotord, indiklenebilir sistemdir. CMV  promotord:  Memeli
hiicrelerinde giiclii ekspresyon saglamaktadir. PLICing (Phage A
Integrase-based Cloning) ve ReToAd (Recombineering-assisted
Transcriptional Optimization and Adjustment) gibi yontemler

kullanilarak, hedef proteini kodlayan gen dizisine uygun promotorlerin
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se¢imi ve yerlestirilmesi miimkiin hale gelmektedir. (Cheng et al.,
2018; Marschall et al., 2017; Rosano & Ceccarelli, 2014a; Terpe, 2006).

Promotoriin  duzenlenmesi  kultire  eklenen  kimyasal
indiikleyiciler ~ tarafindan olup bu ajanlarin  eklenmeleriyle
transkripsiyon  aktive  olmaktadir.  Indiikleyici  molekillerin
konsantrasyonuna bagli olarak promotoriin ifade seviyeleri de
degismektedir. Bu durum hem protein iiretiminin siiresel olarak
kontroliini hem de hiicre biliyiime ve protein iiretim asamalarinin
birbirinden ayrilmasini saglamaktadir.

Rekombinant protein retiminde siklikla kullanilan pET vektor
sistemi, T7 promotorii bulunmaktadir. Sistem ayrica E. coli lac
promotori ve T7 RNA polimeraz (T7TRNAP) geni icermektedir. Bu
sistemde hedef protein, toplam hicre proteininin  %50'sini
olusturmaktadir. ilgi duyulan gen, T7RNAP’m tamdig1 promotdriin
arkasina klonlanmaktadir. Ardindan T7 promotoriinden transkripsiyon
baslamaktadir. Sistem, laktoz veya IPTG tarafindan indiiklenmektedir.
Bazal ekspresyon kontrolii lacIQ tarafindan lac-indiklenebilir. T7
RNAP geninin siki baskilanmasi, T7 lizozim tarafindan T7 RNAP
inhibisyonu veya T7 promotorinden sonra bir lacO operatérinin
varhigi yontemleriyle ile saglanabilmektedir (Baneyx, 1999; Dubendorf
& Studier, 1991; Graumann & Premstaller, 2006; Moffatt & Studier,
1987). Yaygin olarak kullanilan pET sisteminin avantajlarina ilaveten
dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Hiicrede iiretilen T7 RNAP
seviyesinin yliksekliginden kaynakli ilgilenilen rekombinant protein
ekspresyonu fazla olabilecegi bildirilmektedir. Bununla birlikte IPTG

molekiliniin mevcut olmadigir durumda diisik miktarda T7 RNAP
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iretimi meydana gelmesi baslica dezavantajlarmdandir (Reznikoff,
1992; Studier, 1991).

Prokaryotik promotdr arastirmalarinin temel bileseni olan lac
promotori, laktoz sisteminin induksiyonuna sebep olmaktadir.
Boylelikle laktoz protein tiretimi i¢in kullanilmaktadir. Ortamda glikoz
gibi kolayca metabolize olan karbon kaynaklarinin varliginda laktoz
sisteminin indiksiyonu zor olmaktadir. Ortamda hem laktoz hem de
glukozun  varligmda glukozun tamami  kullanilmadan lac
promotdrinden ekspresyon tam olarak indiiklenmemektedir. Boyle bir
durumda lac operonunun tam aktivasyonu igin gerekli siklik adenozin
monofosfat (CAMP) Uretilmektedir. Bu duruma katabolit baskilama ad1
verilmektedir. Katabolit diizenleme duyarliligini azaltan fakat tamamen
ortadan kaldirmayan bir mutant olan lacUV5 promotorii sayesinde
ortamda glukoz varliginda ifade elde edilebilmektedir. Cok kopyali
plazmidlerde hem lac hem de lacUV5 promotoriiniin oldugu durumda
lac promotdr baskilayici protein Lacl'nin diisiik seviyesinden dolay1
yuksek ekspresyon seviyelerine sahip olabilmektedirler. Lacl'nin
yuksek ekspresyon seviyesine neden olan laclQ promotdérinin
eklenmesi sonucu bazal ekspresyon kontrolii saglanmaktadir. Lac
promotori ve onun tirevi lacUV5, zayif olduklarindan dolay1
rekombinant protein {iretimi i¢in kullanishh degillerdir. Bu ylizden
protein iiretimi i¢in lac promotdriinden yaklasik 10 kat giiclii ve diger
promotdrlerin giiclii 6zelliklerinin birlestirildigi sentetik hibrit olan tac
promotorii kullanilmaktadir. Ticari plazmidlerden pUC serisi (Thermo
Scientific) protein ifadesini  yonlendiren lacUV5 promotor

kullanirken; pMAL serisi vektorler ise tac promotoriinii kullanmaktadir
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(Calos, 1978; De Boer et al., 1983; Deuschle et al., 1986; Lanzer &
Bujard, 1988; Makoff & Oxer, 1991; Muller-Hill et al., 1968; Miller-
Hill & Oehler, 1996; Postma & Lengeler, 1985; Silverstone et al., 1970;
Wanner et al., 1978).

pBAD vektorlerinde araPBAD promotorii yer almaktadir. Sistemi
indliklemek igin arabinoz gerekli olmaktadir. AraC proteininin hem
baskilayic1 hem de aktivator olmak {izere 2 rolii mevcuttur. Bu protein,
arabinoz yoklugunda translasyonu baskilarken; arabinoz eklenmesi
durumunda aktivasyon moduna ge¢mekte ve ara promotdrinden
transkripsiyonu baslatmaktadir (Guzman et al., 1995; Schleif, 2000,
2010). Tim bu sistemlere ek olarak fiziksel uyaranlara (sicaklik, PH
vb) yanit veren pL promotoriine sahip ekspresyon vektorleri de
bulunmaktadir (Guzman et al., 1995). IPTG gucli bir indlkleyici ajan
olmasindan dolayr BL21(DE3)/pET vektor sisteminde rekombinant
protein seviyelerini kontrol altinda tutmak gii¢ oldugu i¢in bu vektor
sisteminde araBAD promotorii kullanilmaktadir. Translasyon baglatma
bolgesinde baslangi¢c kodonuna baglandigi bolge ve bir Shine-Dalgarno
dizisi bulunmaktadir. Ekspresyon vektorlerinde protein tiretmek
amacityla bu dizilerin optimizasyonu saglanmistir. Ancak promotor ile
ilgili geninin baslangici arasinda klonlama siireci nedeniyle klonlama
izleri olugsmaktadir. Klonlama izi meydana gelmeden genin
klonlanmasina izin veren yeni klonlama yontemleri oldukga popiilerdir

(seamless cloning) (Mirzadeh et al., 2015; Van Den Ent & Léwe, 2006).
3.1.3. Secim Marken

Konakg1 bakteri i¢in plazmidlerin korunmasi yiik kaynagmin

onemli bir kismint olusturmasi nedeniyle plazmidlerin segimi
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yapilirken lizerlerinde antibiyotik ve buna karsi gelen direng geni
kullanilmaktadir. Plazmid iskeletine se¢im marker1 eklenmektedir.
Plazmidlerin genellikle antibiyotik direnci saglayan genleri tasidiklari
bilinmektedir. Bu sayede plazmid c¢ogalmasi saglanip plazmid
icermeyen hicrelerin biiyimesi engellenmektedir. E. coli’de bu
dogrultuda antibiyotik diren¢ genlerinden faydalanilmaktadir.
Ampisilin, kloramfenikol, kanamisin ve tetrasiklin gibi antibiyotiklere
direng saglayan genler, bakteriye aktarilmaktadir. Ardindan bakteriler
antibiyotik iceren ortamda buyutiilmektedir. Aktarilan ekzojen DNA’y1
basariyla eksprese eden bakteri hiicreleri hayatta kalmakta ve koloniler
meydana getirmektedirler. Antibiyotik igceren segim belirtegleri,
laboratuvarlarda protein sentezlemek amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadirlar. Blyuk 6lgekli fermentasyon ve biyoproseslerde
antibiyotik kullamimi, maliyet ve antibiyotik direncinin meydana
gelmesinden dolay1 endise olusturmaktadir. Bundan dolay1 antibiyotik
icermeyen plazmid stabilizasyon sistemlerinin gelistirilmesi igin
calisiimaktadir. Bu  sistemler plazmid bagimmliligi  kavramina
dayanmaktadir. Baska bir ifade ile bakterinin hayatta kalmasi igin
plazmidi mutlaka tasimasi gerektigi prensibiyle agiklanabilir. Boylece,
bakteriler plazmidi kaybetmek yerine korurlar. Plazmid bagimlilik
sistemleri de islevlerine goére toksin/antitoksin tabanli sistemler,
metabolizma tabanli sistemler ve operator baskilayici titrasyon
sistemleri olmak tizere farkli alt tiirlere ayrilmaktadir. Bu sistemler
biiyiik 6lcekli fermentdrlerde basariyla kullanilmalarina ragmen hala
yaygin olarak kullanilmamaktadir. Ornegin; antibiyotik icermeyen

ortamlarda kulture edilen pET28 vektoriini tasiyan hiicrelerin sadece
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%S5 1inin plazmidi korudugu bildirilmektedir (Ali et al., 2015; Corchero
& Villaverde, 1998; Korpiméki et al., 2003; Kroll et al., 2010; Peubez
et al., 2010; Rugbjerg et al., 2018; Voss & Steinbiichel, 2006;
Zielenkiewicz & Ceglowski, 2001).

3.1.4. Afinite Etiketleri

Aktif bir rekombinant proteini saf ve ¢ozunir halde elde etmek
icin, ekspresyon ve saflastrma asamalarmin tespiti, maksimum
¢ozlniirliik seviyesine ulasma ve E.Coli’yi kolayca saflagtirmak igin
ekipmanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Ilgi duyulan proteinin affinite
etiketlerine ve flizyon partnerlerine flizyonu sonucunda proteinin agir1
iretilmesi engellenip tespiti, saflastirilmasi ve asagi akis islemesi
kolaylastirilmaktadir. Aktif bir rekombinant proteini saf ve ¢ozinur
halde elde etmek icin ilgi duyulan protein ile bir peptit etiketi veya bir
flizyon partneri birlikte eksprese edilmelidir. Proteinle birlesen peptit
etiketleri, proteinle etkilesime girmezler fakat kimerik proteinin
tgiinciil yapis1 veya biyolojik aktivitesi Uzerinde olumsuz etkiler
olusturmaktadirlar. Etiketler, vektorler araciligiyla proteinin C-terminal
veya N-terminal ucuna yerlestirilirler. Poli-Arg-, FLAG-, poli-His-, c-
Myc-, S- ve Strep Il yaygin bir sekilde kullanilan etiketler arasinda yer
almaktadirlar. Rekombinant proteinin etiketlenmesiyle sodyum dodesil
stlfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile tespit
edilemeyecek kadar diisiik seviyedeki proteinin tespiti saglanmaktadir.
Bu etiketler, harici olarak etiketlere 6zgu ylksek afiniteli recinelere
sikica baglanarak, rekombinant proteinin tek adimda afinite
saflastirilmasint saglamaktadir. His-etiketli proteinler, Ni** veya Co?*

yiiklii nitrilotriasetik asit (NTA) agaroz regineleri kullanilarak afinite
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kromatografisi ile saflastirilabilmektedir. Bu yontem sayesinde metal
iyonlar1 regine iizerinde tutularak His-etiketli proteinlere baglanma
saglanmaktadir. (Bornhorst & Falke, 2000; Bucher et al., 2002; Chant
et al., 2005; Khan et al., 2012; Klose et al., 2004; Nilsson et al., 1997;
Terpe, 2003).

Protein ¢oziiniirliigli, peptit olmayan bir fiizyon etiketi eklenerek
arttirillabilmektedir. Maltoz baglayict protein (MBP), N-kullanim
maddesi protein A (NusA), tiyoredoksin (Trx), glutatyon S-transferaz
(GST), ubikitin ve SUMO gibi flzyon etiketleri sik olarak
kullanilmaktadirlar. Bu fiizyon etiketlerinden NusA, MBP ve Trx en iyi
¢cOziintirliik arttiric1 6zelliklere sahipken; GST daha diisiik ¢6ziiniirlik
arttiriciligma  sahiptir. Ancak en 1iyi ¢Oziiniirliikk arttiricit flizyon
etiketlerden NusA, MBP ve Trx, biiyilk boyutlara sahip olmalari
nedeniyle  ¢Oziiniirliigiin ~ hatali  degerlendirilmelerine  sebep
olmaktadirlar. Yakin zamanda Fasciola hepatica’dan 8-kDa
biliyiikligiinde bir kalsiyum baglayic1 protein olan Fh8 elde
edilmektedir. Buna ek olarak Fh8, diger etiketlerden daha fazla
¢Ozliniirliik arttirma yetenegine sahip oldugu kesfedilmistir (Costa et
al., 2013; Davis et al., 1999; Hammarstrom et al., 2002; Kapust &
Waugh, 1999) (Rosano & Ceccarelli, 2014a).

3.1.5. Etiket Kaldirma (Tag Removal)

Etiketler, rekombinant proteine ekspresyonu artirmak,
saflagtrmayr  kolaylagtrmak,  ¢Ozinlirliigi  artirmak  veya
izleme/deteksiyon yapmak amaciyla eklenen kisa aminoasit dizileridir.
Yaygin kullanilan etiketler; His-tag; (6xHis) — metal iyonlarma (Ni*")
baglanarak saflastrma yapilmaktadwr. GST-tag; Glutathione ile
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baglanmaktadir. MBP-tag; ¢oziiniirliigii artirmaktadr. FLAG-tag, HA-
tag; antikorla tanimlama saglamaktadir. Rekombinant protein
iretiminde etiket kaldirma (tag removal), iiretim ve saflagtirma
stirecinde proteine eklenen etiketlerin (tags) tretim tamamlandiktan
sonra enzimatik yollarla kesilerek proteinden uzaklastirilmasi iglemidir.

Rekombinant proteinde yapisal veya biyokimyasal ¢aligsmalar
yapilmak istendiginde iizerinde bulunan flizyon ortagi ve etiketler
kaldirilmalidir. Ciinkii fiizyon ortaklar1 ve etiketler, hem protein
aktivitesini hem de yapisini etkilemektedirler. Enzimatik sindirim veya
kimyasal bolinme yardimiyla etiketler ve flizyon ortaklar:
cikarilmaktadirlar. Etiket ve hedef protein arasina proteaz tanima
bolgesi yerlestirilmektedir. Ekspresyon sonrasi bu bdlgeye 06zgii
proteaz kullanilarak etiket kesilmektedir. Enterokinaz, trombin, faktor
Xa ve TEV proteaz gibi proteazlar etiketleri kaldirmada oldukga
basarilidirlar. (Blommel & Fox, 2007; Jenny et al., 2003; Parks et al.,
1994; Perron-Savard et al., 2005; Tropea et al., 2009; Waugh, 2011; Wu
& Filutowicz, 1999).

Proteaz Tanima Dizisi Avantaj

TEV proteaz ENLYFQ|G Spesifik, yaygin
Thrombin LVPR|GS Kiguk dizilerde etkili
Factor Xa IEGR| Orta derecede spesifik
Enterokinaz DDDDK | pH duyarli islemler
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Tablo 2: Yaygin kullanilan Proteazlar ve Avantajlari

Kaynak: Blommel & Fox, 2007; Jenny et al., 2003; Luke et al.,
2011; Parks et al., 1994; Perron-Savard et al., 2005; Tropea et al., 2009;
Wu & Filutowicz, 1999

Etiket kaldrmaya yarayan diger yontem olan kimyasal
parcalamada, etiket kimyasal bir reaktif ile muamele edilmektedir. Bu
yontemi reaksiyon karisimindan kolayca elimine edilebilmeleri ve
proteolitik enzimlerden ucuz olmalar1 gibi nedenler avantajli
kilmaktadir.  Ancak  yOontemin  arzu  edilmeyen  protein
modifikasyonlarina neden oldugu bildirilmistir. Siyanojen bromiir
(CNBr), sik olarak kullanilan kimyasal bir parcalanma reaktifidir.
CNBr, denatiire edici kosullarda (6 M guanidinyum kloriir) veya %70
formik asit veya trifloroasetik asitte etiket kaldirma islemini
gerceklestirmektedir (Andreev et al., 2010; Hwang et al., 2014; Rais-
Beghdadi et al., 1998).

Etiket kaldirma sonrasi, genellikle yeni bir saflastirma adimi1 (6rn.
Ni-NTA tekrar) ile etiket ve proteaz uzaklastirilmaktadir. Kalan protein
dogal haliyle elde edilmis olmaktadir. (Blommel & Fox, 2007; Jenny et
al., 2003; Parks et al., 1994; Perron-Savard et al., 2005; Tropea et al.,
2009; Waugh, 2011; Wu & Filutowicz, 1999).
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3.2. Rekombinant Protein Uretimi icin Uygun Konakg1 Se¢imi

Rekombinant protein {iretiminin basarisini ilgili rekombinant
geni igeren plazmid secimi ve konakg¢1 bakterinin susu etkilemektedir.
Sus se¢imi yapilirken plazmidin gereklilikleri g6z Oniinde
bulundurulmalidir (Rosano & Ceccarelli, 2014).

3.2.1. Rekombinant Protein Uretimi icin Kullanilan Ekspresyon

Sistemleri

Rekombinant protein elde etmek i¢in sirasiyla ilgilenilen
rekombinant proteini kodlayan gen, ifade vektoriine klonlanip segilen
konak¢iya transforme edilir ardindan indiiklenip saflastrma ve
karakterizasyon —admmlar1 uygulanmaktadir. Uretilmek istenen
rekombinant proteinin kimyasal 6zellikleri dikkate alinarak konakgi
sistemi secilmektedir. Konakg1 sistemi secimi, rekombinant protein
iretimdeki ilk asamadir. Proteinde glikozilasyon ve post-translasyonel
modifikasyonlar mevcutsa 0karyotik ekspresyon sistemleri segilirken;
disiilfit bag1 gibi olusumlar mevcut ise bakteriyel ekspresyon sistemleri
secilmektedir (Rosano & Ceccarelli, 2014).

Rekombinant protein iiretmek amaciyla bakteriler, memeli
hicreleri, maya, bocek hicreleri, transgenik hayvanlar ve transgenik
bitkiler gibi ¢esitli ekspresyon sistemlerinden faydalanilmaktadir
(Amann et al., 2019; Dangi et al., 2018; Gupta & Shukla, 2018;
McKenzie & Abbott, 2018; Owczarek et al., 2019; Puetz & Wurm,
2019).

Konak hcrenin secimi protein Uretim slrecinin molekuler
araclar, ekipmanlar veya reaktifler gibi ana hatlarm etkilemektedir.

Konak sistemlerinin gii¢lii ve zayif yonleri olup konak sistemi se¢imi,
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ilgilenilen proteine gore olmaktadir. Ornegin prokaryotik ifade
sistemleri Okaryotik post-translasyonel modifikasyonlar igin uygun
degillerdir (Adrio & Demain, 2010; Demain & Vaishnav, 2009).

3.2.1.1.Bakteriyel Konakcilarda Rekombinant Protein Uretimi

Mikrobiyal sistemlerde rekombinant protein Uretimi sayesinde
belli bir proteinin kiigiik miktarlarinin saflastirilmast i¢in biiyiik
miktarlarda  hayvan, Dbitki veya Dbiyolojik siviya ihtiyag
duyulmamaktadir. Ilgili rekombinant proteinin yiiksek miktarda
ekspresyonu  ve  saflastirilmasiyla  proteinin  biyokimyasal
karakterizasyonu ve endiistriyel diizeyde kullanilmas1 saglanmaktadir.
Bakteriler mikemmel bir ekspresyon sistemi olup sentezlerinde
glikolizasyon ve post-translasyonel modifikasyonlara ihtiyac
duyulmayan proteinler bu sistemlerde (retilmektedirler. Daha kisa
siirece sahip olmalar1 ve ucuz olmalariyla o6karyot sistemlerden
ayrilmaktadirlar. TUm genomu dizilenmis ilk organizmalar arasinda yer
alan E. coli, fizyolojik ve metabolik olarak iyi karakterize edilmis ve
daha az maliyete sahip olmasi gibi sebeplerden dolay1r rekombinant
protein eksprese etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Rosano &
Ceccarelli, 2014).

Somatostatin, E. coli’den iiretilen ilk rekombinant insan proteini
olma 6zelligi tasimaktadir. Bu bakteriden ayrica antikor fragmentleri,
interferonlar, buytime faktorleri, hormonlar ve trombolitikler gibi pek
cok rekombinant ilag sentezlenmistir. 2014 yilinda klinik
uygulamalarda kullanilan rekombinant {iriinlerin yaklasik olarak %30°u

E. coli’den sentezlendigi bildirilmektedir. Ayrica Bacillus gibi bakteri
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turleri de rekombinant biyofarmasétik iiretiminde kullanilmakta olup
Lactococcus lactis’in de bu amag¢ dogrultusunda Onemli bir aday
olabilecegi ongoriilmektedir (Blattner et al., 1997; Chen, 2012; Collet
et al., 2002; Ferrer-Miralles et al., 2009; Huang et al., 2012; Itakura et
al., 1977; Morello et al., 2008; Pohl & Harwood, 2010; Terpe, 2006;
Walsh, 2010)

Ancak bu siliregte konak¢mnin zayif biiyiimesi, inkliizyon
cisimcigi olusumu, protein inaktivitesi ve hatta protein elde
edilememesi gibi sorunlarla karsilasilmaktadir. TUm bu zorluklara
ragmen rekombinant protein ekspresyonu ve saflagtirilmasma yonelik
ilerlemeler meydana gelmeye devam etmektedir (Apfel et al., 2000;
Baneyx, 1999; Jana & Deb, 2005; Makrides, 1996; Sgrensen &
Mortensen, 2005).

Bir promotoriin kontrolii altinda iiretilmek istenen proteini
kodlayan gen, ifade wvektérinin c¢oklu klonlama bdlgesine
Klonlanmaktadir. Bakteriler gende mevcut olan intronlar1 kesip
¢cikaramadigindan genler, cDNA (tamamlayicvkomplementer DNA)
kompleksinden klonlanmaktadir. Rekombinant protein tireten E. coli
susuna transformasyon gerceklestirildikten sonra transformantlar sivi
kaltar icinde buyitilmektedir. Biiyiimenin belli asamasinda eklenen
kimyasal, ekspresyon vektorii lizerindeki promotorii aktiflestirilerek
rekombinant protein Gretimini indiklenmektedir. Bu olaylar sonucunda
olusan gen ifadesi ve rekombinant polipeptit katlanmasiyla
rekombinant protein meydana gelmektedir. Ardindan rekombinant
protein hiicreden salinabilmekte ya da saflastirilabilmektedir (Apfel et
al., 2000).
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Protein farmasotiklerin gelistirilmesinde se¢ilen proteinin ticari
olcekte iiretilip iiretilemeyecegi dikkate alinmahdir. Ilag gelistirme
calismalarinin ilk zamanlarinda az miktarda rekombinant protein
iiretiminde karsilagilan problemler ilerleyen asamalarda daha biiyiik
sikintilara yol agacaktir. Ilag gelistirmenin baslangicindan ticari {iretime
kadar gecen siire icerisinde bakteriyel tiremenin miktar1 degismektedir.
Rekombinant protein ekspresyon caligmalarmin erken asamalarinda,
proteinler genellikle diisiik konsantrasyonlarda {iretilir; bu asamada
temel Oncelik, proteinin dogru katlanmasi ve biyolojik olarak aktif
formda olup olmadiginmn degerlendirilmesidir. ifade ve tarama gibi ilk
asamalarda sadece rekombinant protein tiretimini degil ayn1 zamanda
saflagtrma gibi islenebilirlik asamalarin1 kontrol eden otomatik
sistemlerden ve manuel olarak calkalamali inkiibatore yerlestirilmis
kiiciik sigselerden yararlanilmaktadir. Biyoreaktorlerde yapilan
kilturlerde, hiicre buytumesi ve protein Gretim miktarlari ilag gelistirme
slirecinin asamasma gore degisiklik gostermektedir. Pilot Olgekten
iretim Olcegine gecis yapildiginda hem hiicre yogunlugu hem de
rekombinant protein iiretim miktar1 genellikle artis gdstermektedir
(Balasundaram et al., 2009; Peti & Page, 2007).

Konak organizmalardan biri olan E. coli, optimum cevresel
kosullarda yaklasik 20 dakikada 2 katmma c¢ikmasi, yiiksek hiicre
yogunluklu kiiltiirlerin kolayca elde edilebilmesi, kompleks ortamlarin
kolay bulunabilmesi ve ucuz bilegenlerden yapilabilmesi, eksojen DNA
ile transformasyonun hem hizli hem de kolay olmasi gibi avantajlari
nedeniyle yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica rekombinant

protein liretiminde gen klonlamadan saflagtirmaya kadar olan tiim
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asamalarda gerekli hiicresel ve molekiiler araglara erisimin kolay
olmasi da E. coli’nin tercih edilmesini saglamaktadir. Ancak bazen
protein toksisitesi ve inkliizyon cisimciklerinin agredasyonu gibi gesitli
faktorlerden kaynakl islevsel protein elde edilememektedir. Bu durum
rekombinant  proteinlerin  optimizasyonu saglayan  sistemleri
aragtirmaya yoneltmektedir (Baeshen et al., 2015; Choi et al., 2006;
Eisenstein et al., 2005; Gileadi, 2017; Jia & Jeon, 2016; Lebendiker et
al., 2014; Lee et al., 1996; Rosano & Ceccarelli, 2014b; Shiloach &
Fass, 2005).

Kiltir kosullarmm degisimi E. coli” nin biiylimesini ve
rekombinant protein verimini direkt olarak etkilemektedir. E. coli
yetistirmek igin yaygin olarak kullanilan Luria-Bertani (LB) mediumun
asir1 protein tiiretmek i¢in uygun ortam olmadig1 bildirilmistir.
Besleyiciligi yiiksek bir bakteri ortami olan Terrific Broth medium,
rekombinant E. coli suslarinin yiiksek yogunlukta biiyiimesi ve
bakimini saglamaktadir. Son yillarda popiilerlesen otoindiiksiyon
ortaminda da basarili bir sekilde protein iiretimi gerg¢eklesmistir. Bu
ortam glikoz ve laktoz olmak lizere en az 2 karbon kaynagindan
olugsmaktadir. Tercih edilen karbon kaynagi olan glukoz, tiiketildikten
hemen sonra laktoz tiiketilmeye baslaylp lac promotore dayali
sistemlerden protein Uretilmektedir. Bu ortamin kullanimi1 sonucunda
yiiksek yogunlukta bakteri elde edilmektedir. Ayrica IPTG (izopropil
B-D-1-tiyogalaktopiranosid) eklenmesi icin kiiltiiriin durdurulmasi
gerekmemektedir. Bir grup arastirmaci otoindiiksiyonun ayrica hiicre
metabolizmasinin degisimiyle de olusabilecegini saptamislardir. Bu

durumun mekanizmasi, kiltirde bulunan hicrelere kompleks ortam
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cok miktarda ulasilabilir besin saglamasmna ragmen metabolik
durumlarina ¢ok az miktarda etki etmektedir, seklinde agiklanmaktadir.
Biiylime hizinin disiiriilmesiyle sentez ve katlanma arasinda denge
saglanmaktadir. Bu da protein liretimine fayda saglamaktadir. Biiylime
hizinin manipiilasyonu kiiltiir sicakliginin degisimiyle kolay bir sekilde
gerceklestirilmektedir. Biyoreaktorlerde sicakligin kontrolii
maliyetlidir. Bu yizden blylme hizi kontrol araglari yardimiyla
sicaklik kontrol edilmektedir (Krause et al., 2016; Rosano & Ceccarelli,
2014a; Studier, 2005).

3.2.1.2. Memeli Hucrelerinde Rekombinant Protein Uretimi
Memeli ekspresyon sistemleri, onaylanmig rekombinant protein
bazli biyofarmasétikler igerisinde diger ekspresyon sistemlerine gore
daha yaygin olarak kullanilmaktadir. Memeli sistemlerinde biiyiik ve
komplike rekombinant proteinler eksprese edilmektedir. Mikrobiyal
sistemlerle karsilastirildiginda bu sistemde gen tanitimi ve klon se¢imi
daha uzun siirede gerceklesmektedir. Hiicre hattinin gelistirilmesi
ekspresyon konakgisinin, vektorlerin, transfeksiyon ve hiicre hatti
secimi gibi temel asamalardan meydana gelmektedir. Hiicre hattinin
gelistirilmesi ~ ve  taranmasi  amaciyla  ¢esitli  cihazlardan
yararlanilmaktadir. Klon se¢iminde yiiksek diizeyde protein
ekspresyonu, genetik stabilite ve istenen post translasyonel
modifikasyonlar gibi temel kriterlere dikkat edilmektedir. Cesitli
teknikler araciligiyla  yiiksek verimli  klonlarm  izolasyonu
saglanmaktadir. Yapilan bazi caligmalarda memeli ekspresyon

sistemlerinde terapotik protein Uretiminde kodon optimizasyonunda
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meydana gelebilecek potansiyel riskler tartisilmaktadir. Rekombinant
biyofarmasotiklerin ekspresyonunda CHO, NSO ve Sp2/0 gibi hicre
hatlar1  kullanilmaktadir.  Klinik  kullannom  i¢in  onaylanmis
biyofarmasotiklerin %84°ti CHO hiicre tabanli sistemlerde eksprese
edilmistir. Memeli hiicre hatlarinda post translasyonel modifikasyonlar
bulunmasia ragmen glikolizasyonun insan hiicre hatlarindan farkl
oldugu bildirilmektedir. Ek olarak protein ekspresyonu i¢cin HEK293,
HKBI11, PER.C6, HelLa ve CAP gibi insan hiicre hatlar1 da
calisiimaktadir. Ancak bu hiicre hatlarmin hayvan viriisleri ile
kontaminasyonuna yatkinlig1 ve heniiz biiyiikk Olcekteki sistemlerde
gelistirilememesi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir (Bandaranayake &
Almo, 2014; Dumont et al., 2016; Dyson, 2016; Gupta et al., 2019;
Gupta & Shukla, 2017; Gupta et al., 2017; Hunter et al., 2019; Mauro,
2018; Owczarek et al., 2019; Priola et al., 2016).

CHO hiicre hattinin, CHO-K1, CHO-S, CHO-DG44 ve CHO-
DXBI1 gibi farkli soy hatlar1 mevcuttur. Reinhart ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir calismada CHO-K1, CHO-S ve CHO-DG44 soy
hatlarinda monoklonal antikor (mAb) ekspresyonu incelendi.
Calismanin sonucunda mAb’mn 6zelliklerinin hiicre hatt1 ve ortamidan
etkilendigi belirlenmistir (Kim & Lee, 2007; Reinhart et al., 2019).

Hiicre miihendisligi, laktat ve amonyum birikimini engelleyip
buna ek olarak hiicre biiylimesini iyilestirmistir. Diger yaklasimlar ve
kodon optimizasyonu aracilifiyla hiicre hattinin optimizasyonu
saglanmaktadir. Gliko miihendislik araciligiyla ilgilenilen proteinin

istenen gliko formu elde edilmekte olup ayrica iiriin kalitesi ve
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biyoaktivitesi arttirilmaktadr (Heffner et al.,, 2021; Lalonde &
Durocher, 2017; Tejwani et al., 2018; Wang et al., 2017).

3.2.1.3. Mayalarda Rekombinant Protein Uretimi

Cesitli amaglar i¢cin kullanilan rekombinant proteinlerin
iretiminde mayalardan siklikla faydalanilmaktadw. Her bir
rekombinant protein i¢in proteinin, ifade vektorlerinin ve organizmanin
Ozelliklerine gore uygun ifade sistemlerinin belirlenip bunlarin
optimizasyonu saglanmalidir. Saccharomyces cerevisiae, Pichia
pastoris, Hansenula  polymorpha, Kluyveromyces lactis,
Schizosaccharomyces pombe, Yarrowia lipolytica ve Arxula
adeninivorans tiirleri gibi degisik karakterlere sahip gesitli maya ifade
konakgilart bulunmaktadir. Maya sistemleri genetik manipllasyon
kolayligi, oOkaryotik sistemlere kiyasla daha ekonomik olmalari,
pirojenler, patojenler veya viral inkliizyonlar icermemeleri, hizl
bliyime ve  Okaryotik post translasyonel  modifikasyon
gerceklestirebilme yetenekleri bu organizmayi1 son yillarda populer
duruma getirmistir. Rekombinant protein iiretmek amaciyla uygun
sistemin tasarlanmas1 uygun katlanma ve translasyon sonrasi
modifikasyonun meydana geldigi konak¢i susun secimi, uygun
promotor-segilebilir isaretleyici-vektorin secimi, kodonun optimize
edilmesi, rekombinant proteinin saflagtirilmas: ve tespitini saglayan
genin epitop etiketi ile birlestirilmesi, rekombinant proteini hiicre i¢i ya
da hiicre dis1 ortama hedeflemek amaciyla sinyal dizisinin se¢imi,
urlnin proteolitik bodlunmesinin engellenmesi, karbon ve nitrojen

kaynaklari, indiiksiyon kosullar1 gibi fermentasyon ortaminin
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tasarlanmasi, sicaklik, pH ve oksijen transferi gibi biyoproses
parametrelerinin ayarlanmasi gibi asamalardan meydana gelmektedir.
1980’lerde gelistirilen ve ilk karakterize edilmis maya sistemlerinden
olan Saccharomyces cerevisiae disiik protein verimi, plazmid
kararsizlig1 ve proteinlerin hiperglikozilasyonu gibi ¢esitli sorunlara
neden olmaktadir. Bundan dolay1 Saccharomyces cerevisiae’den bagka
maya sistemleri gelistirilmistir. Ayrica P. pastoris ve H. Polymorpha
suslar1 N-glikozilasyon gerceklestirecek bir sekilde tasarlanmistir.
Farkli maya tiirlerinde yapilan calismalarda mayalarin terapdtik
proteinler i¢in baslica endiistriyel konakgilar olabilecegi sonucuna
varilmistir. Ancak rekombinant protein liretimi i¢in istenen 6zelliklerin
timiinii higbir maya ekspresyon sistemi saglayamamaktadir. Bu
durumdan dolay1 istenilen Ozellikleri saglayabilecek en uygun maya
ekspresyon sisteminin arastirilmas: gerekmektedir (Buckholz &
Gleeson, 1991; Gellissen et al., 2005; Goffeau et al., 1996; Hamilton et
al., 2006; Ramezani-Rad et al., 2003; Wood et al., 2002).

3.2.1.4. Boceklerde Rekombinant Protein Uretimi

Rekombinant proteinlerin Gretimi bocek hicrelerinde bakulovirus
aracili ekspresyon ile gerceklesebilmektedir. Bocek ifade sistemi hem
sitoplazmik hem de salgilanan proteinleri iiretmeye uygun olmasi,
proteinlerdeki disiilfiir baglarmni verimli olarak iiretebilmesi, memeli
hiicrelerinde yer alan translasyon sonrasi modifikasyonlarin
cogunlugunu saglamasi ve rekombinant proteinlerin hiicre lizisi
Oncesinde litik dongiiniin son evrelerinde yuksek seviyelerde eksprese

edilmeleri gibi avantajlara sahip olmaktadir. Buna ragmen sistemin
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uretilen proteinlerin karakteristik N-bagli glikan yapilart memeli
proteinlerinden farkli olmasi, masrafli ve dl¢eklendirmelerini oldukca
zor gerceklesmesi gibi de dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bakulovirus
olduk¢a biiylik boyutta olan litik bir ¢ift sarmalli DNA virusudur.
Bakulovirus izolat1 i¢in genellikle Autographa californica virisu
kullanilmaktadir. Bakulovirus, Spodoptera frugiperda'dan (S£9, Sf21)
koken almis bocek hiicre hatlarinda ¢ogaltilmaktadir. Bocek kaynakli
proteinler {izerinde sialillenmis oligosakkaritlerin {iretiminde,
galaktoziltransferazlarm ve sialiltransferazlarin  fazla miktarda
ekspresyonu bagarili olarak iiretilmektedir. Ek olarak yiiksek oranda
sialillenmis protein liretimi i¢in baska sinirlamalarda mevcuttur. N-
asetilglukozaminiltransferaz Il enziminin az olmast ve sitidin
monofosfat-NeuAc 6nciiliiniin tiretimi ve konaga has etkilerinin olmasi

sayilmaktadir (Hitchman et al., 2009; Kost et al., 2005).

3.2.1.5. Diger Sistemlerde Rekombinant Protein Uretimi

Farkli rekombinant proteinlerin iiretimi i¢in bitki doku kiiltiirleri ve
transgenik bitki ve hayvanlar kullanilmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda
bitkilerde rekombinant protein iiretimi i¢in glikozilasyondaki sinirlar ve
proteoliz sorunlar1 rapor edilmektedir. Dizinlerin yulksek verimli
ekspresyonu alanlarinda bodcek hiicreleri kullanilmaktadir. Son
donemlerde tamamen sialile edilen ve kompleks oligosakkaritlere sahip
protein liretmeleri caligmalarina baglanmistir (Doran, 2000; Giddings et
al., 2000; Kim & Swartz, 2001; Larrick & Thomas, 2001; Sharp &
Doran, 2001).
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Konakel Maliyet Sdre PTM
Bakteri (E. coli) | Diisiik Kisa Sinirlt
Maya (Pichia Orta Orta Var
pastoris)

Memeli Yiksek Uzun Var
(Hek293, CHO)

Baocek (sf9, Yuksek Uzun Var
sf21)

Tablo 3: Ekspresyon sistemlerinin karsilastirilmasi

Kaynak: Andersen & Krummen, 2002.

3.3. Rekombinant Proteinlerde Uretim Zorluklar
Rekombinant protein ekspresyonu genis uygulamalari olan giiglii

bir teknolojidir, ancak eksprese edilen proteinin etkinligini, verimini ve
kalitesini etkileyebilecek c¢esitli zorluklarla birlikte gelmektedir. Bu
zorluklar1 anlamak, iistesinden gelmek i¢in etkili stratejiler gelistirmek
acisindan ¢cok 6nemlidir (Assenberg et al., 2013).
3.3.1. Protein Coziiniirliigii

Bakteriyel sistemlerde, 6zellikle de E. coli'de ifade edilen bircok
rekombinant protein, inkliizyon cisimcikleri adi verilen ¢éziinmeyen
agregatlar  olusturma  egilimindedir.  Proteinlerin  inkliizyon
cisimlerinden ¢0ziindiiriilmesi ve yeniden katlanmasi genellikle
karmasik ve verimsizdir, bu da protein aktivitesinin kaybina neden
olabilmektedir (Singhvi et al., 2021).

Ayrica Rekombinant proteinlerin asir1 ekspresyonu konak

hiicrenin katlanma mekanizmasmi zorlayarak agregasyona yol

acabilmektedir (6rn. C43(DE3), C41(DE3) ve BL21(DE3)). Molekdiler
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saperonlarin birlikte ekspresyonu, ekspresyon kosullarinin optimize
edilmesi (6rn. sicaklik, indiiksiyon siiresi) ve fiizyon etiketlerinin
kullanilmasi ¢oziinlirligiin iyilestirilmesine yardime1 olabilmektedir

(Dumon-Seignovert et al., 2004).

3.3.2. Post-Translasyonel Modifikasyonlar (PTM'ler)

E. Coli; Glikozilasyon, fosforilasyon ve uygun disiilfid bagi
olusumu gibi bir¢ok okaryotik PTM i¢cin makineden yoksundur. Bu
modifikasyonlar1 gerektiren proteinler, bakteriyel sistemlerde ifade
edildiginde islevsel olmayabilir veya dogru sekilde
katlanmayabilmektedir. Maya, bocek ve memeli hicreleri ise daha
karmasik PTM'ler gerceklestirebilmektedirler. Ancak bu ekspresyon
sistemlerinin yiiksek maliyetler, yavas biliylime oranlar1 ve daha
karmagsik kiiltiir gereksinimleri vardir. Okaryotik konakgilarda bile
glikozilasyon modelleri insanlardakinden farkli olabilir ve potansiyel
olarak protein islevini etkileyebilmektedir (Bastos et al., 2017; Sisila et
al., 2023).

3.3.3. Verim Optimizasyonu

Rekombinant proteinlerin asir1 ekspresyonu konakgt hiicre igin
toksik olabilir, hiicre Olimiine ve verimin diismesine yol
acabilmektedir. Indiiklenebilir promotdrler kullanarak ekspresyon
seviyelerini ayarlamak, kiltiir kosullarm1 optimize etmek ve
rekombinant protein ekspresyonuna karsi gelismis toleransa sahip
konak¢r  suslar1  kullanmak bu durumu  diizeltebilmektedir.

Rekombinant proteinlerin  {liretimi  kaynaklar1 temel hiicresel
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stireglerden uzaklastirarak konak hiicreleri strese sokabilmektedir
(Hoffmann et al., 2018; Rajacharya et al., 2024).
3.3.4. Protein Saflastirma

Rekombinant proteinlerin saflastirilmasi genellikle birden fazla
admm igcermektedir. Bu adimlar zaman alic1 ve maliyetli olabilmektedir.
Her saflagtirma adimi protein veriminde kayba yol acarak siirecin genel
verimliligini etkileyebilmektedir (Patil & Walther, 2017).

Fiizyon etiketleri saflastirmayi kolaylastirsa da proteinin islevsel
veya terapotik kullamima uygun olmasit i¢in  c¢ikarilmalari
gerekebilmektedir. Etiketin ¢ikarilmasi i¢in kullanilan proteazin
ilgilenilen proteini parcalamamasint veya istenmeyen etkiler
olusturmamasini saglamak gerekmektedir (Mishra, 2020).

3.3.5. Konakg1 Hiicre ile ilgili Sitmirlamalar

E. coli’'nin hizli biiylime, uygun maliyetli, kolay genetik
manipiilasyon gibi avantajlar1 olmasina ragmen; smirli PTM'ler, protein
¢cOziinlirliigii ile ilgili sorunlar, terapdtik uygulamalarda potansiyel
endotoksin kontaminasyonu gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir.

Maya ise bazi PTM'leri gerceklestirebilir, kiiltiirii nispeten kolaydir.
Ancak farkli glikozilasyon modelleri, bakterilerden daha yavas biiytime
egilimi gosterebilmektedir.

Bocek hiicreleri yiiksek seviyeli ifade, karmasik proteinler igin
uygun olma gibi avantajlar1 varken diger ifade sistemlerine gore daha
pahali ve karmasik kiiltiir kosullar1 mevcuttur.

Memeli Hiicreleri; uygun katlanma ve PTM'ler, terap6tik proteinler

icin idealdir. Ancak yiiksek maliyet, daha yavas biiylime, kati
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diizenleyici  gereklilikler — gibi  dezavantajlar1  bulunmaktadir

(Mattanovich et al., 2012; Schwarzer & Skorokhod, 2024).

3.3.6. Tekrarlanabilirlik

Uretilen rekombinant proteinlerde partiden partiye varyasyon
farkliliklar1 goriilebilmektedir. Farkli {iretim partileri arasinda tutarh
kalite ve verim saglamak zordur. Ozellikle terapdtik uygulamalar igin
rekombinant proteinlerin safligini, giiciinii ve giivenligini saglamak igin
titiz kalite kontrol onlemlerinin alinmas: gerekmektedir. Iyi Uretim
Uygulamalarma (GMP) bagh kalmak terapdtik proteinlerin tiretimi i¢in
esastir ve kati protokoller ve dokiimantasyon gerektirmektedir. Ayrica
rekombinant proteinler i¢in ruhsatlandirma onay1 almak zaman alic1 ve
maliyetli olabilen kapsamli test ve dogrulamay1 icermektedir (Fischer

et al., 2012).

4. REKOMBINANT PROTEINLERIN KULLANIM
ALANLARI

Rekombinant proteinler arastirmalarda vazgegilmez araglar haline
gelmistir. Kullanim alanlar1 hiicre biyolojisi, farmakoloji, tip ve
biyokimya, molekiiler biyolojiden tarim ve veteriner saglik
arastirmalarma kadar uzanmaktadir. In vitro ve in vivo calisma
tasarimlari i¢in kullanilmaktadir. Western Blot veya ELISA gibi yasam
bilimlerinde 6nemli olan popiiler tekniklerde kullanilmaktadir. Ayrica
ilag kesfinde inhibitorlerin etki mekanizmalarini incelemek igin
reseptor proteinlerinin yonlendirilmis mutasyonlar1 seklinde de

kullanilmaktadir (Pope & Medzhitov, 2018).
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Rekombinant  protein  ekspresyonu,  artan  verimliligi,
Olgeklenebilirligi ve kullanim ¢esitliligi nedeniyle teknoloji gelistikce
daha da 6nemli duruma gelecek 6nemli bir biyoteknolojik arag haline
gelmistir. Rekombinant protein ifadesi endiistri, arastirma, tarim ve
tedaviler icin hayati Onem tasiyan proteinlerin genis Olcekte
iiretilmesini miimkiin kildigindan bircok alanda devrim yaratmustir.
Rekombinant protein ifadesinin verimliligi, Olgeklenebilirligi ve
kullanim gesitliligi, teknolojik ilerlemeyle birlikte artacak ve temel bir
biyoteknoloji aract olarak konumunu saglamlastiracaktir (Zhang et al.,

2013).

4.1. Rekombinant Proteinlerin Arastirmalarda Kullanim

Kriyo-elektron mikroskobu, NMR spektroskopisi ve X-ray
kristalografisinde rekombinant proteinler kullanilarak ii¢ boyutlu
yapilar tespit edilebilmektedir. Bu durum protein yapilarinin
anlasilmasi ila¢ tasarimina ve fonksiyonel analize yardimci olmaktadir.
Fonksiyonel ¢aligmalarda, rekombinant proteinlerin ifade edilmesi,
hiicresel siiregleri ve sinyal yollarmi anlamak i¢in ¢ok onemli olan
etkilesimlerin  incelenmesine  olanak  tamimaktadwr.  Genetik
calismalarinda, rekombinant proteinler gen diizenleme
mekanizmalarini,  transkripsiyon  faktorlerini  ve  epigenetik
modifikasyonlar1 incelemek igin kullanilabilmektedir (Zhang et al.,
2013).

4.2. Rekombinant Proteinlerin Tipta Kullanim
Rekombinant proteinler, arastrma uygulamalarinm yani sira

tibbin teshis dalinda ve tahlillerde yaygin sekilde kullanilmaktadir.
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Rekombinant insan insiilini, terapdtik kullanim i¢in onaylanan ilk
biyofarmasotiktir ve diyabet tedavisinde devrim yaratmustir. E. coli
veya mayada Uretilen bu ilag, ginimizde diyabet tedavisinde temel
dayanak noktasidir. Monoklonal Antikorlar (mAb'ler); kanserlerin,
otoimmiin hastaliklarin ve bulasict hastaliklarin  tedavisinde
kullanilmaktadir. Ornek olarak meme kanseri i¢in trastuzumab
(Herceptin) ve romatoid artrit icin adalimumab (Humira)
verilebilmektedir. Rekombinant protein teknolojisi, hepatit B asis1 ve
daha yeni HPV asis1 gibi giivenli ve etkili asilarin iiretilmesini
saglamaktadir. Gaucher Hastaliginda rekombinant glukoserebrosidaz
lizozomal depolama bozuklugunu tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir.
Rekombinant DNaz, kistik fibrozis hastalarimin akcigerlerindeki
mukusu parc¢alamak i¢in kullanilmaktadir (Baeshen et al., 2015; Zhang
et al., 2024).

Rekombinant proteinlerin hastalara uygulanmasini igeren tiim
uygulamalarda, CHO hicreleri gibi memeli hucrelerinden yuksek
kaliteli hedef proteinlerin elde edilmesi icin buytk 6zen gosterilmelidir.
Prokaryotik ekspresyon sistemleri veya uygun olmayan hiicre hatlari,
glikozilasyon modelleri gibi hatali post-translasyonel modifikasyonlara
yol agmakta ve DNA dizisinin kendisi optimizasyondan ge¢mis olsa
bile imminojenisiteye ve ciddi yan etkilere neden olmaktadir. FDA,
uygun Okaryotik hiicre kilturd, uygun ekspresyon vektorleri, yeterli
protein saflagtirmast kullanilmasimi saglar ve iriinlerin derinlemesine

karakterize edilmesini talep etmektedir (Zhang et al., 2013).
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4.3. Rekombinant Proteinlerin Endiistriyel Kullanim

Proteazlar, lipazlar ve amilazlar ¢amasir deterjanlarinda lekeleri
parcalamak ve temizlik verimliligini artirmak i¢in kullanilmaktadir.
Selulazlar ve hemiseliilazlar gibi enzimler, bitki biyokdtlesinden
biyoetanol Uretiminde biyoyakit olarak kullanilmaktadir. Gida
endulstrisinde Rennet (kimozin) gibi rekombinant enzimler peynir
iretiminde, amilazlar ise firmcilik ve bira yapiminda kullanilmaktadir.
Biyoremediasyon alaninda rekombinant mikroorganizmalar, petrol
sizintilar1 ve agir metaller gibi g¢evresel kirleticileri parcalayabilen
enzimler iiretmek tizere tasarlanmistir (Ali et al., 2023; Patel et al.,
2019).

4.4. Rekombinant Proteinlerin Tarim ve Hayvancilikta Kullanim

Rekombinant teknolojisi sayesinde Bacillus thuringiensis (Bt)
toksinini ifade eden {iriinler hasere giderici olarak kullanilmaktadir.
Boylece bocek zararlilarina karsi direncli bir yap1 olusur ve kimyasal
pestisitlere olan ihtiyaci azalir. Glifosat gibi herbisitlere direngli olacak
sekilde tasarlanan irilinler, daha etkili yabanci ot kontrolii
saglamaktadir. Altin piring, gelismekte olan iilkelerde A vitamini
eksikligiyle miicadele etmek i¢in provitamin A ile zenginlestirilmis

genetigi degistirilmis bir tirin 6rnegidir (Jouzani et al., 2017).

Veteriner hekimliginde hayvan saghginda rekombinant agilar ve
terapotikler, ¢iftlik hayvanlarindaki hastaliklar1 6nlemek ve tedavi
etmek, hayvan saghgini ve verimliligini artirmak i¢in kullanilmaktadir

(Kamle & Ali, 2013; Raman, 2017).
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Sonug olarak, rekombinant proteinlerin iiretim asamalari, gen
klonlamasindan saflastirmaya kadar titizlikle yiiriitiilen bir siire¢ olup,
hedef proteinin fonksiyonel ve saf halde elde edilmesini mimkin
kilmaktadir. Rekombinant proteinlerin iiretimi, biyoteknoloji ve tipta
cig1r agici gelismelere olanak saglamis; tedavi, teshis, a1 gelistirme ve
endustriyel uygulamalar dahil olmak Uzere pek ¢ok alanda genis

kullanim imk&n sunmustur (Hein et al., 2021).
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