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INTERFERONLARIN REKOMBINANT DNA
TEKNOLOJISI ILE ELDESI]
Sitkriiye AYTER (BAYKAN)

Production of interferons by recombinant DNA technology.

Interferonlar hedef hiicreler izerinde antiviral, antitiiméral ve immiinmodiilator etki
gosteren molekiillerdir. Antijenik, biyclojik ve kimyasal zellikleri dikkate alindig:
zaman interferonlar ii¢ grup halinde toplanabilicler. Liskosit veya alfa interferon (IFN-a),
fibroblast veya beta interferon (IFN - B) ve immiin veya gama interferon (IFN - 9). Bu
ti¢ smif interferon molekiilii hemen hemen tiim memeli tiirlerinde mevcuttur (7, 8).
IFN-o ve IFN - B aside direncli ve virus tarafindan indiiklencbilen molekiller
oldugundan bunlar hakkinda daha fazla caligma yapilabilmis ve bilgi edinilmigtir, Bu iki
tip interferonun reckombinant DNA teknolojisi ile de sentezlenmig olmasi sayesinde
yapilan ve aktiviteleri de agiklanabilmigtir, IFN - v ise difer interferonlarla kros
reaksiyon vcrméycn, aside direncsiz farkli bir molekiildiir (7). Interferonlarin
indiiksiyonu ve aktivitelerinin molckiiler mckanizmalarim agiklamak iizere yogun
caligmalar yaptimasina kargin dogal interferon miktaninin ¢ok diigiik olmasi nedeni ile
bu konudaki galigmalar yavag iterlemektedir, Ancak rekombinant DNA tcknolojisinin
geligmesi ile yiiksek konsantrasyonda saf interferon eldesi miimkiin olabilmigtir.

Rekombinant interferondan sz edildifi zaman hiicrelerde bulunan interferon
genlerinin izole edilip veya in vitro gartlarda seniezlenip, uygun tasgtyict sistemler
yardim: ile bakteriye akianilmasi ve bu genlerin bakteride go@altilarak interferon
molekiiliiniin sentezletilmesi olaylanndan soz edilmektedir (7, 11). Rekombinant DNA
teknolojisi birgok disiplinin birlikte is gordigii bir teknik oldufundan ve kullamilan
metodlann bilyiik bir kisminin yeni geligtiriimis olmas: nedeni ile bunlardan kisaca stz
etmek yerinde olacaktir. Bu teknolojinin ana elemanlarindan biri bakteriyel
endoniikicazlardan olan restriksiyon enzimleridir (6, 10). Bu enzimler gift zincirli
DNAw1 6zgiil niikleotid dizilerinden tanir ve keserler. Tanim bélgeleri 4-6 niikleotid
geniglifinde olan enzimler bu teknolojide tzellikle tercih edilirler. Bugiin tanima
béilgeleri ve optimum g¢aligma kogullan bilinen 200'den fazla restriksiyon enzimi
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bulunmakta ve ticari olarak saflanabilmektedir, Bir restriksiyon enziminin taninma
bislgesi ne kadar genis olursa, DNA molekiilii iizerinde tekrarlanma ganst o kadar azalir
ve DNA bu enzimle kesildigi zaman da daha az sayida fragment elde edilir, Tanmma
bolgesi incelendigi zaman niikleotid sekanslart ydniinden bilateral simetriye sahip
oldugu goriitiir. Kesim noktalant simetri merkezinde veya diginda olabilir ve buna bagh
olarak da kiit veya yapigkan uglu DNA fragmentleri verirler (Sekil 1). Bir DNA
molekiiliiniin aym restrikstyon enzimi ile kesilmest halinde her zaman aym fragmentler
elde edilir ve bu fragmentler defisik amagtarla kullalabilir (6).

l
5 GGATCC 3’

] BamH |
3 CCTAGGys
)
)
5’ GAA@TTC 3 EcoR |
3 CTTAAG 5
T
!
5 GG°CC3 Hae IlI
3 CCGG s’
7
!
: 5'GC°GC3 Hha |
3’ CGCGy’ _
!
5 CTCGAG 3
Xh
3'GAGeCTTC 5 ol

Sekil 1. Restriksiyon enzimleri kesim noktalanmmin yerine bagh olarak yapigkan veya kiit
uglu fragment verebilirler.
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Hiicresel DNA, retriksiyon enzimlerinden bir veya birkag: kullaniarak par¢alandifz
zaman, ortaya ¢ikacak fragmentlerden bir tanesi ilgilendifiimiz interferon genlerini
tagryor olacaktir. Bu fragmentlerin birbirinden aynimas: jel elekiroferezi ile saglanir (4,
11). Tercihan agaroz jelde, elektrik akiminin yardim ile fragmentler biiyiikliiklerine giire
birbirlerinden ayrilirfar (Sekil 2). Bundan sonra manipiilasyonu kolaylagtirmak amaci ile
jeldeki fragmentler nitroselliiloz filtrelere aktanlirlar. Filtreler 80 °C'da 1stularak hem
DNA'lann denatiirasyonu (ilerideki hibridizasyon galigmalari igin) hem de fragmentlerin
filtrelerde fiksasyonu saflanmig olur, Bir sonraki agama, radyoaktif igaretli prob

% DNA Molelkdllit

Enzim ile kesim

Pragmentlerin jelde
bliylikliiklerine gire siralanial

IRA transferi
i¢in tampon uygulamas:.l,

/ Jel
/I Tiltre

iﬁadyoaktii‘ DHA probu ile hibridizasyon

LA T
AL TR ‘DHA frajmenlerini tagaiyan
T nitroseliilor filtre
VRN AN .

}

—— Hibrit DNA“lera gésteren
otoradyokrafl

Sekil 2. Restriksivon enzimi fragmentleri je! elektroforezi yardimi ile birbirlerinden
bilytiklitklerine gore aynilirlar,
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kullamlarak interferon genini tagtyan fragmentin saptanmasidir. Prob olarak radyoaktif
igaretli interferon mRNA's1 veya cDNA kullanilabilir. Memeli genomuna ait genlerin
bakteriye aktarilip, bakterinin genleriymis gibi ¢ogaltilmas: olayr gen klonlanmasi
clarak bilinir. Ancak, memeli genomundan elde edilen genler, bakteride ¢oigalsalar bile
her zaman bakteride ekspresse olmayabilirler. Ciinkii, bakteri ve tkaryotlarda genetik
bilginin aktarimi sirasinda farkli mekanizmalar iglemektedir. Ornegin, memeli
genomunda proteine ¢evrilen (ckzon) ve ¢evrilmeyen (intron) bolgeler mevcuttur,
Genetik bilginin akimt sirastnda, mRNA'mn scntezini takiben "RNA splicing” adi
verilen bir mekanizma ile proteine ¢evrilmeyen intron bolgeler ¢ikarilir ve geri kalan
ekzon bilgeler birlestirilerck olgun mRNA sentezlenmig olur (Sekil 3). Oysa bakteride
boyle bir mekanizma bulunmadifindan, memeli gen fragmentleri dogrudan bakteriye
aktarilacak olursa, intron bdlgelerin gtkarilarak fonksiyonel proteinin sentezlenmesi siz
konusu degildir. Bu nedenle intron bilge iceren genlerden iiriin elde etmek stz konusu
oldugu zaman intron bdlge icermeyen genler sentetik olarak olusturuluriar,
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Sekil 3. Okaryotlarda gen akimi sirasindaki iglemler yukandaki gibi sematik olarak
dzetlenebilir.
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Rekombinant interferonlar her iki metodla da elde edilebilir. oo ve B interferon
genleri intron bolge icermedii i¢in interferon sentezleyen hiicrelerden mRNA izole
edilip kismi piirifikasyonu yapildikian sonra revers transkriptaz enzimi ve DNA
polimeraz yardimi ile ¢cDNA hazwilanir (12) (Sekil 4). Bu cDNA'lar intron biige
icermedii icin bakteride proteine gevrilebilirler. Degisik metodlarla hazirlanan interferon
genlerinin bakteriye aktarilmasi ise 0zel vektdrler araciligs ile gerceklestirilir. Vektor
olarak kromozomdan bafimsiz ¢ofalabilen sitoplazmik plazmid veya viral DNA'lar
kullamlmaktadir (2). yi bir veki6rde aranan 6zclliklerin basinda, restriksiyon enzimleri
icin tek kesim noktasi, birden fazla genctik marker, tercihan kesim noktasmn
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Sekil4. Rekombinant vektSrlerin hazirlanigs.
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markerlerden birinin icinde olmas1 gelmektedir. Bu markerler izleyici marker olarak
bilinirler. Rekombinant plazmid hazirlanirken ¢cDNA ve vekior plazmid DNA ligaz
enzimi varhifinda reaksiyona sokulur (Sekil 5). Daha sonra bu rekombinant plazmidler
transformasyon yolu ile bakterilere aktanihrlar, Plazmidi alan bakteriler zel yontemlerle
izlenip segilir ve dretilirler. Interferon - o E.coli'de ilk kez iiretildigi zaman hiicre
bagma 50 molekiil interferon eldesinin biiyiik bagari olarak deperlendirilmesine kargin,
rekombinant DNA teknolojisindeki geligmelere parale! olarak bu miktar artmig ve ilk
vertmin bin katina ¢tkmigtir (11), Bu bakterileri verimli birer interferon fabrikasi haline
getirebilmek i¢in defigik yontemler uygulanmakta ve genin ¢aligmasimi hizlandiracak
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Sekil 5. Degisik metodlarla elde edilen Skaryotik DNA fragmentlerinin bakteriye
verilinceye kadar gecgirdigi iglemler.
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{zel promotor diziler de rekombinant vekttirlere eklenerek, 1 litre E.coli kiiltiiriinden
mg diizeyinde interferon elde edilebilmektedir. Bakteri hiicresi memeli hiicresine gére
daha basit bir yapida oldugundan bu interferonlanin piirifikasyonlari da daha kolay
olmaktadir. Piirifikasyonda degigik metodlar kullanilabilmekle birlikte, interferonun
tiimiine veya fonksiyonel boigelerine karst antikor igeren afinite kromatografileri en
yaygin kullanilan yéntemlerdir. Bu yolla elde cdilen interferonlar kristalize edilebilmis,
deney hayvanlan ve doku kiiltiirii sistemlerinde test edilerck non-toksik oldugu
gosterilmigtir (7).

Rekombinant DNA ¢aligmalarimin interferon konusundaki bilgilere bir diier katkisy
da, genetik kod bilgileri kullanilarak ¢cDNA'mn nitkieotid dizilerinden interferonlarm

amino asit dizilerinin ¢ikarilabilmis olmasidir. Bu galigmalar sonunda IFN - o ve B 'nin
166 amino asit icerdifi agiklik kazanmugtir, Aynca hibridizasyon ¢ahsmalari da
interferonlar igin heterogen bir gen grubunun bulundugunu ortaya koymustur, Interferon
alfa icin alt tipleri kodlayan en az 13 ayr aktif gen mevcuttur, bunlarin yamnda bir de
pstdogen diyebilecegimiz inaktif interferon genleri meveuttur (9). IFN - B igin ise tek
gen gosterilmig ve klonlanmigtir, IFN - o, gen ve psodogenleri, IFN - B genlerinin
tiimii 9 no.lu kromozomda yer almaktadir. Rekombinant interferonlar biyolojik aktivite
ve yapisal dzellikleri yoniinden dofal interferonlarla kargilastirildifs zaman aralarinda
biiyitk benzerlikler ve bazi farklihkiar bulundufu goze ¢arpmaktadir (3). Dogal

kaynaklardan elde edilen IFN - o ve B molekiillerinin bir kism glikolize molekiillerdir.
Bakteride sentezlencn interferonlar ise seker tnitesi igermezler (1, 3, 5). Dogal ortamlar
diginda sentezlenmiy interferon molekiillerinin biyolojik aktivitelerini Slgebilecegimiz
biyolojik deney sistemlerinin baginda antiviral aktivitelerinin saptanmas: gelmektedir.
Glikolizasyonun antiviral aktivite i¢in gerckli olmamas: rekombinant interferontarin
Onem kazanmasinda rol oynamugtir. Glikolize olmayan alfa ve beta interferontar antiviral
aktivite ptisterebilmekitedirler.

56z konusu immiin interferon oldugu zaman geker iinitesi aktivite igin sart
oldugundan bakteride sentezlenen molekiillerin invitro glikolizasyonu ve aktivasyonu
gerekmektedir. Dofal ve rekombinant interferonlar yapisal olarak kargilagtirildigs zaman
goze carpan difer bir yamsal 6zellik ise rekombinant 18kosit interferonun, dogal
interferondan 10 amino asit daha eksik olmasidir. Bu on amino asitlik fark sekresyon
sirasinda iglenmeye bagh olarak ortaya ¢ikmakta ve aktiviteyi etkilememektedir.

Bugiin rekombinant interferonlarin hazirlanmasinda asidmass gereken ¢nemli
problem glikolizasyon oldufa igin bu konuda yoBun ¢aligmalar yapilmaktadir. Dogal
interferonlarda glikolizasyon mekanizmalan g¢aligildifi zaman Asp-x-ser amino asit
dizisinin gerekli oldugu, ancak konakgiya ait bagka mekanizmalarin da ige kanishf
anlagilmigtir (1). Serumda bulunan bazi tagtyici proteinlerin glikolizasyon igin sinyal
olabilecegini de destckleyen bulgular mevcuttur.

Invitro glikolizasyonun gergeklestirilmesi halinde 6nemli bir problem ¢dziilecek ve
rekombinant interferonlann kullanim alanlari yeni boyutlar kazanacaktir (5).
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