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DERLEME

YENIDEN BIiRLESTIRILMIS PROTEINLERIN PROTEAZ KULLANILMADAN
SAFLASTIRILMASINDA INTEIN ARACILI AYIRMA SURECLERININ INCELENMESI
UZERINE BiR DERLEME

Yakup ERMURAT *

Bilimsel Endiistriyel ve Teknolojik Uygulama ve Arastirma Merkezi, Abant izzet Baysal Universitesi, Bolu

OZET

Bu derleme caligmasinda, yeniden birlestirilmis proteinlerin proteaz kullanilmadan saflagtirilmasi siireglerinde yararlanilan
inteinlerin ayrilma etkinliklerinin artirilmasi i¢in inteinler ve hedef proteinler iizerinde yapilmig arastirmalar incelenmistir.
Intein kullaninu ile protein ayrigmasi iizerinde yapilan arastirmalar, intein ve protein saflastirma siireclerinin daha verimli
hale getirilmesini amaglamaktadir. In vivo ve in vitro olarak gergeklesen siireclerde, intein ve hedef protein i¢eren poliklonal
Polimeraz Zincir Tepkimesi (PZT) iriiniiniin ¢ogaltilmasi ve ekspres plazmidlerin kopyalanan suglara taginmasi iglemleri
yapilmaktadir. Inteinin proteinden ayrilma etkinligi ve ayrilma orami sabiti kinetikleri, degisik pH, sicaklik ve siizme
stirelerinde belirlenmekte ve hedef proteinlere iliskili olarak karsilagtirilmalari yapilmaktadir. Arastirmalarda degisik dogal
ve yapay inteinlerin protein ayrigtirma etkinlikleri incelenmis ve yapay Nostoc punctiforme (Npu) DnaE C-inteinlerinin
ayrigma etkinliklerinin en yiiksek oldugu belirlenmistir. Caligmalar amino asit eklenmesine daha yatkin olmast nedeniyle C-
inteinler lizerinde yogunlagmaktadir.

Anahtar Kelimeler: intein, Yeniden birlestirilmis protein saflastirma, Klonlama, Kinetik

A REVIEW ON INTEIN MEDIATED RECOMBINANT PROTEIN PURIFICATION
PROCESSES WITHOUT USE OF PROTEASE

ABSTRACT

In this review study, conducted researches on inteins and recombinant proteins to increase splitting activity of inteins that are
utilised in recombinant protein purification processes without use of protease have been investigated. Researches on protein
cleaving by use of inteins are aimed to make inteins and protein purification processes become more effective. The processes
are accomplished in vivo and in vitro and intein and target protein included polyclonal Polymerase Chain Reaction (PCR)
products are cloned than the expressed plasmids are fused to cloned strains. Kinetics of activity of cleaving and activity of
cleaving rates were determined in different pH, temperature and filtration times. In the completed researches, protein
cleaving activities of different microbial natural and engineered inteins have been investigated and among them the cleaving
activity of recombinant Nostoc punctiforme (Npu) DnaE C-inteins were found to be very high. The studies are focused on the
C-inteins due to their recepient abilities of the amino acid additions.

Keywords: Intein, Recombinant protein purification, Cloning, Kinetics

1. GIRiS

Bu calismada, intein ile proteaz enzimi kullanilmadan yeniden birlestirilmis proteinlerin saflagtirmasi
stireglerinde intein etkinligini ve verimini yiikseltmek icin yapilan son arastirmalar incelenmistir. Bu
tiir proteinlerin saflagtirma siirecinde intein kullaniminin tercih edilen 6nemli nedenleri bulunmaktadir.
Biyoteknolojik iiriinlerin en Onemlilerinden yeniden birlestirilmis protein ilaglarin {iretiminde
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saflagtirma siirecinin verimi, Ozellikle proteaz enzimi kullanimindan dolay1 diisilk ve pahali
olmaktadir. Intein kullanilmadan yapilan saflastirma etiketinin proteinlerden ayrilmasi siireglerinde
yaygin hale gelen yontem, proteaz enzimi kullanilan proteolitik yontemdir [1-3]. Bu yontem yiiksek
saflikta ve yiiksek aktiviteli 6zel proteaz enzimi gerektirmektedir ki bu enzimatik siire¢ler ¢ok
pahaliya mal olmaktadir. Hedef proteinin enzimatik ayrisma siirecinde etkinliginin etkilenmesi ve yeni
iiriinlere doniismesi ise bu yontemin diger istenmeyen sonuglarini ortaya ¢ikarmaktadir. Saflastirilmig
protein karigimi igerisinde yeni bir protein iriiniiniin olugsmasi ve proteaz enziminin giderilmesi
gerekliligi, yeniden saflastirmayi zorunlu hale getirmektedir. Bu nedenlerle, protein saflastirmada yeni
ve daha kullanish bir yonteme ihtiya¢ duyulmustur. inteinlerin hedef proteinden kendiliginden ayrilma
ozellikleri belirlendikten sonra, ¢ekim etiketlerinin proteinden ayrilmasi siirecinde intein kullanimi
benimsenmistir [4, 5]. Bu amacgla yapilan c¢aligmalarda, proteaz temelli protein saflastirma
sistemlerinde standart hale gelmis olan plazmitteki proteaz tanima boliimii yerine, intein eklemesi
yapilarak fiizyon islemleri gergeklestirilmistir. Intein kullamimm ile proteazsiz protein saflastirma
stirecini gelistirmek amaciyla yapilan ¢alismalarda intein kullaniminin tercih edilen {istiinliikleri ortaya
cikarilmistir [6, 7].

2. INTEIN

Inteinlerin kendiliginden proteinden ayrilma &zelliginin belirlenmesi ile birlikte inteinler protein
saflastirmasinda kullamlmaya baglanmustir. inteinler herhangi bir polipeptitten kimyasal olarak
ayrilabilme veya peptitleri birbirine baglayabilme 6zelliklerinden dolay1 bir¢gok molekiiler ¢aligmada
kullanilmaktadirlar [8-11]. Dogal halde organizmalarda bulunan inteinler ilk defa Saccharomyces
cerevisiae VMA1 geninden elde edilmistir [12, 13]. Bu ¢aligmada 120 kDa biiytkligiindeki VMA1
proteini, protein ayristiritlmasi yontemiyle 50 kDa ve 70 kDa VMA1 proteinlerine ayrilmiglardir.

Inteinler, intein ve ekstein arasindaki peptit baglarmi ayirma islemi yaparlar. Biiyiik ve kiigiik olmak
iizere iki cesitte bulunan inteinler {izerine yapilan arastirmalar genis alanlara yayilmistir [14, 15].
Biiyiik inteinler endoniikleaz domaini igerirken mini inteinler endoniikleaz domaini ¢ikarilarak elde
edilmektedir. Yapay olarak biiyiik inteinlerde bulunan endoniikleaz domain silinerek mini inteinler
elde edilebilmektedir. N-terminal intein (In) boliimleri 70—110 amino asit ve C-terminal intein (lc)
boliimleri ise ~40 amino asit dizinlerinden olugmaktadir [16-18]. Dogal olarak olusan inteinler,
ayirma bolimii ve endoniikleaz boliimii olmak iizere iki temel boliimii igermektedirler. Ayirma
domaini kendi isleyen boliim olarak tanimlanir ve kendi kendine bagli oldugu hedef proteinden ayrilir.
Endoniikleaz bolimii ise genetik bir element olarak konake1 bir genomda endoniikleaz kodu tasiyan
geni diger genlere tutundurur. Endoniikleaz geninin biiyiik inteinden ayrilmasi ile yapay mini inteinler
iiretilebilmektedir [19].

Intein aracili protein ucbirlestirme mekanizmasi, korunmus N-ekstein ve C-ekstein niikleofilleri igeren
inteinlerin kullanimu ile ger¢eklesmektedir. N-terminal ekleme-birlesme peptid bagi tizerine dogrudan
bir C-extein niikleofili etkisi, intein aracili protein ugbirlestirme yoOnteminin temelini olusturur.
Inteinlerin ayirma domaini genetik olarak modifiye edilerek, karboksil (C) terminusu veya amino (N)
terminusunda ayrilabilen mutantlar olusurlar. Dogal olusan ayirma boéliimlerinin (C) sonucunda
korunmus bir sistein amino asidi ve amino (N) sonucunda ise korunmus bir asparajin amino asidi
bulunmaktadir. Bu amino asitlerden herhangi birinin mutasyonu sonucunda meydana gelen ayrilma
ozellikleri, inteinlerin protein ayristirma islemlerinde kullanilmalarini saglamaktadirlar. Bu yonde
yapilan arastirmalarda amino asidin 6zelliginin ayrilma mutantini olusturdugu ve bu mutantin amino
asit-intein ayrilma tepkimesini kontrol ettigi ortaya konmustur. Bu durum inteinlerin hedef proteinden
ayrilmasinda denetimin saglanmasi i¢in mutant amino asitlerin etkisini 6nemli hale getirmistir [20].

Intein temelli etiketler, cekim dayana@: iizerinde ayrilma tepkimesinin kendiliginden gerceklesmesine

neden olmakta ve proteinden ayrilmaktadirlar [21, 22]. Kendiliginden ayrilan intein-¢ekim etiketi

yontemi  gelistirilerek yeniden birlestirilmis protein saflastirmasinda proteaz kullanimim

gerektirmeyen ve boylece proteolitik siireci ortadan kaldiran yeni bir protein saflagtirmast dénemine
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girilmistir [23, 24]. Ancak intein kullanilarak yapilan saflagtirmada asilmasi gereken sorunlarin varlig
ortaya ¢ikmustir.

Inteinin degisik pH ve sicaklik ortamlarindaki cevre kosullarinda proteinden ayrilma etkinliginin
gelistirilmesi, ayrilma tepkimesinin denetlenebilmesi ve verimliligin artirilmasi i¢in yaygin protein
cogaltma ve saflastirma yontemleri kullanilmaktadir [25, 26]. Intein ayrilmasinda ortaya g¢ikan
sorunlarin asilmasiyla hedeflenen uygun verim ve masraf ile yiiksek saflikta ve etkinlikte protein
saflastirmasi yapmak miimkiin olacaktir.

2.1. Intein ile Saflastirma Siireci

Intein aracili saflastirma siirecinde kullanilan birincil standart, baglanma domaini, intein ve hedef
protein olmak {izere dort boliimden olusan fiizyon proteini elde etmeyi igermektedir (Sekil 1).

BD I HP

l | l
l e

primer standart

Sekil 1. Intein aracili saflastirma siirecinde kullanilan birincil standart: BD: Baglanma Domaini, I: Intein, HP:
Hedef Protein [33].

Intein ile protein saflastirma yonteminde, proteaz kullamilarak yapilan her hangi bir protein
saflastirmasinda takip edilen kaynasma yontemine benzer yontemler kullanilmaktadir. Icerisinde intein
bulunan ¢ember DNA’nin E. coli gibi konak¢1 hiicreye kaynastirilmasi ile ¢ekim etiketi ve intein
bulunduran hedef proteinin g¢ogaltilmast miimkiin olmakta, c¢alismalarda yaygin olarak maltoz
baglanma proteini (MBP), Beta-Laktamaz (-lac), yesil floresan proteini (GFP) yeniden birlestirilmis
protein olarak kullanilmaktadir. Ekspres edilen proteinin saflastirilmasi ise 6zel secimli baglanma

etiketinin kolona tutunmasi ve inteinin proteinden kendiliginden ayrilmasi asamalarini icermektedir
(Sekil 1) [27, 28].

BDi HP
N
= =

primer vektér plazmit E. coli
p - -
V2 N
pargalama stizme ayrilma

Sekil 2. intein saflastirma siirecinin gosterimi [33]
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Intein ile protein saflastirma siirecinde asagidaki islemler uygulanmaktadir (Sekil 2):

1. “Baglanma domaini -intein -hedef protein” boliimlerinden olusan primer tasarimi.
2. Tasarimi yapilmis olan birincillerin sentezi

3. PCR kullanilarak genlerin ¢ogaltilmasinin yapilmasi

4. Genlerin kisitlama enzimleri ile kesilmesi

5. Genlerin vektorler igerisine yerlestirilmesi ve plazmit olusturulmasi

6. Cember DNA’larin E. coli’ye transfer edilmesi

7. Genlerin restriksiyon enzimleri ile iki defa kesilmesi

8. DNA dizininin yapilmasi

9. Genlerin E. coli’ye transfer edilmesi

10. E. coli’nin inkubasyonu

11. E. coli’nin pargalanmasi

12. Membran filtre kullanilarak {irtinlerin siiziilmesi

13. Degisik pH, sicaklik ve siirelerde inteinlerin kendiliginden hedef proteinden ayrilmasi
14. Elde edilen proteinlerin analizlerinin yapilmasi

15. Inteinlerin proteinlerden ayrilmasi kinetiginin incelenmesi

2.2. Fiziksel ve Kimyasal Etkiler

Intein saflastirma siirecinde tek kolonlu ve herhangi bir kolon kullanilmadan saflastirma yapmak
miimkiin olabilmektedir. Tek kolonlu yeniden birlestirilmis protein saflastirmasinda kendiliginden
ayrilabilen intein ile baglanma domaininden olusan ¢ekim etiketi kullanilmaktadir.

N-terminalinde sistein amino asidi igeren inteinler 1,4-ditiyotreitol (DTT) gibi tiyol bilesikleri ile
indirgenen ve C-terminalinde asparajin i¢eren inteinler ise pH etkisiyle indirgenen inteinlerdir.

Tiyol ile indirgenen inteinlerin en yararl tarafi ayrilma tepkimesinin iyi kontrol edilebilmesidir.
Ancak tiyol bilesikleri toksik maddeler oldugu i¢in yiiksek miktarda kullanimlarinda sorun olmaktadir.
Ayrica tiyol iceren ayrilma siireci disiilfit baglari bulunduran proteinlerin saflastiriimasinda
kullanilamamaktadir.

pH ile uyarilan inteinlerin en 6nemli avantaji ise kontrol mekanizmasinin kolay olmasi bdylece protein
saflagtirma siirecini basit hale getirmesidir. Tiim proteinlerin saflagtirilmasi i¢in uygun olan pH ile
indirgeme siirecinde, pH’nin diisiiriilmesi ile baska kimyasal kullanilmadan intein ayrilmasi
gergeklesmektedir. Ortam pH’smin 8,5’den 6,2’ye diisiirmekle ve bir gece 25°C’de inkubasyon ile
intein ayrilmasi meydana gelmektedir [29]. pH ile intein ayrilmasi siirecinde karsilasilan zorluklar ise
ayrilma tepkimesinin denetlenemez olmasi ve olgunlagsmamis ayrilmanin gergeklesmesidir.
Olgunlasmamis ayrilmanin  Oniine gecgilmesi  diisiik sicaklik ortaminda calisma ile
gerceklesebilmektedir.

Mycobaterium tuberculosis (Mtu) RecA susundan elde edilen AI-CM intein, herhangi bir tiyol grubu
kullanilmadan, basit pH degisimi ile hedef proteinden ayrilabilmektedir. Ayrica AI-CM intein, Kitin-
baglanma domain (KBD) veya kolin-baglanma domain (KoBD) c¢ekim etiketi ve elastin-benzeri
polipeptid (EBP) gibi baglanma ¢ekim etiketleri ile beraber plazmitlere eklenebilmektedir [30, 31].

Intein saflastirma siirecinde membran tutunma maddesi olarak, kitin ile kuvvetli baglanma yaptig1 igin
yaygin olarak kitin-baglanma domainleri kullanilmaktadir. Kitin iceren mikro siizgecler ve
kuyucuklarda KBD’leri kitin ile baglanma yaparak fazla protein iiriin kaybi olmadan slizme
gerceklestirilmektedir. Sodyum dodesil siilfat (SDS) ile birkag defa yikanan KBD’lerin kitinden
ayrilmastyla kitinin yeniden kullanimi miimkiin olmaktadir [32].
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Elastin-benzeri-polipeptit (EBP) cekim etiketi ile intein kullanilarak yapilan protein saflagtirma
stirecinde kitin gibi herhangi bir re¢ineye ihtiya¢ duyulmadan membran siizmesi ile islem yapilmasi
basarilmistir [33]. EBP etiketi ile stizme islemi, EBP’nin sicaklik ve iyonik dayanikliliga bagh
geridoniigli ¢oktiriilmesi ile gergeklesmektedir. Ortama amonyum siilfat ilavesi, geridoniislii EBP
etiketinin ¢Okelmesine neden olmaktadir. EBP presipitasyon isleminden sonra yaklagik 1,2 pum
gegcirgen filtrede siiziilerek EBP'nin membran ile tutunmasi saglanabilmektedir [34].

2.3. Kinetik Oranlar

Intein etkinligini artirmak amacli yapilan c¢alismalardan bir digeri ise vektdrlere amino asit
eklenmesidir. Bu ¢alismalardan biri olan E. coli RNA polimeraz A (MQG)’nin ilk ii¢ amino asidinin
eklenmesi ile intein etkinliginde 6nemli artis gerceklestigi ortaya ¢ikmistir. Amino asit eklenmesi ile
ilgili olarak yesil floresan proteinin (YFP) ili¢ amino asidi degistirilmis ve intein ayrilmasinin daha da
hizlandig1 ortaya c¢ikmistir. Daha oOnceki c¢alismalarda intein etkinligini artirict yonde etkiledigi
belirlenmistir. AI-CM sisteminde, E. coli RNA polimeraz A (RpoA) ve insan asidik fibroblast biiyiime
faktorii (aFBF) amino asitlerinin, intein ile yesil floresan proteinin (YFP) arasina eklenmesi ile asirt
yiiksek ayrilma kinetigi elde edilmistir [35]. Ozellikle RpoA’nin ilk {i¢ amino asidinin uygulanmasi
ile dogal YFP amino asitlerine gore intein ayrilma kinetik sabitinde (k) iki kat daha fazla bir deger
elde edilmistir [36].

Inteinler ile protein ayrilmasi islemine amino asitlerin etkileri iizerine yapilan baska bir calismada, C-
terminal ve N-terminal ayrismalari {izerine Asn, Gln, His ve Ala amino asitlerinin etkileri in vitro
kosullarda incelenmis ve kinetik analizleri yapilarak birinci dereceden oran sabitleri belirlenmistir. C
terminal Gln amino asidi yerine Asn amino asidinin eklenmesi ile hiz sabitinin 3 kat arttig1 ortaya
cikmustir [37].

Dogal ve yapay inteinler ile in vivo ve in vitro ortamlarda yapilan ¢aligmalarda ise protein baglanmasi
ve ayrilmasi incelenmistir. Bu ¢alismada Synechocystis sp. (Ssp) DnaE inteinine gore yapay olarak
hazirlanmis kisa Nostoc punctiforme (Npu) DnakE C-inteinlerinin daha fazla amino asit eklenmesi
ozelligine ve protein ayrigtirma etkinligine sahip oldugu belirlenmistir [38]. Bir baska calismada, Ssp
inteinlerinin Npu inteinlere kiyasla daha hizli ayristigi gosterilmistir. Ssp DnaE PCC6803 ve Npu
inteinlerindeki yeni islevsel boliinme bolgeleri tanimlanmis ve C terminalleri 15 artiga indirilmistir.
Sonugta, islenmis boliinmiis inteinlerin, dogal olarak olusan boliinmiis DnaE inteinlerden daha yiiksek
protein ayrigma etkinligi gosterdigi belirlenmistir [39].

Optimum protein ayrilma etkinligi, 25 amino asit ile dogal olarak olusan AceL-TerL N-terminal intein
fragmani ile incelenmis ve 8° C'lik diisiik sicaklikta yaklasik % 90'lik bir verim elde edilmistir. Yapay
olarak boliinmiis olan Ssp DnaB intein'in M86 mutanti ile kargilagtirilmis ve dogal olarak boliinmiis
bir intein i¢in dikkate deger bir sonucun ortaya ¢iktig1 gosterilmistir [40].

3. SONUC

Intein ile protein ayrilmasi konusunda yapilan arastirmalarda degisik mikrobik kaynaklardan elde
edilen dogal ve yapay C ve N inteinlerinden yapay C-inteinlerin protein ayristirma etkinliklerinin
yiiksek oldugu belirlenmistir. Yapay C-inteinlerin amino asit eklenmesine daha yatkin oldugu
belirlenmis ve yapay Nostoc punctiforme DnaE C-inteinlerinin ayrisma etkinliklerinin en yiiksek
oldugu kanitlanmistir. Arastirmalar, intein etkinliginin artirilmast ve denetimli hale getirilmesi igin
yapilan ¢aligmalarin C-inteinler tizerine yogunlagmasi gerektigini ortaya ¢ikarmustir.
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