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BIOSENTETIK INSAN INSULINI
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Seker hastaligl (diabetes mellitus) yaygin olalak goriilen ve kontrol alti-
na alinamadig1 takdirde cok ciddi sonuclara yol acabilen bir hastaliktir. Bu
hastalik eski caglardan beri bilindigi halde, eksikligi seker hastalifina neden
olan insulinin kesfi ancak icinde bulundugumuz yilizyilda gerceklestirilmistir.
Tinkowski ve von Mering'in oncii calismalarindan sonra (1, 2), Banting ve Best
insulini kopek pankreasindan elde etmeyi basarmislardir (2-4). Sanger’in in-
sulinin yapisin1 aydinlatmasini (5) izleyen yillarda, insulini sentetik olarak
elde etme cabalari hizlanmis ve insulinin total sentezi Sieber ve arkadaslari
tarafindan gerceklestirilmistir (6-8).

Daha cok genclerde goriilen insuline bagimli diabette hastalar, pankreas-
larinda insulin biosentezi yapilmadigi icin yasam boyu insulin kullanmak zo-
rundadirlar. Cogunlukla yetiskinlerde rastlanan ve insuline bagimli olmayan
diabette ise, hastalar uygun bir diyet ve/veya ilacla tedaviye yanit verirler.

Insuline bagimli diabetiklerin tedavisinde kullanilan hayvansal kaynakl
insulin preparatlarinin birincil yapilar: insan insulininkinden farklidir, Bilin-
digi gibi, gerek insan, gerek hayvan insulinleri, birbirlerine disiiifiir baglar1 ile
baglanmis sirasiyla biri 21 (A zinciri), digeri 30 (B zinciri) amino asid iceren
iki polipeptid zincirinden olusurlar. Tedavide en cok kullanilan sigir ve do-
muz insulinlerinde, sigir insulininde A zincirinin sekizinci ve onuncu B zin-

cirinin otuzunc%amino asidi insan insulininkinden farkhdir (Tablo 1).
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Tablo 1. Insulin tiirleri arasindaki farklar (9).

S6z konusu farklhliklar, hayvansal kokenli insulin preparatlari insana ve-
rildigi zaman organizma kendi insulinine uymayan bu yabanci insulinlere kar-
s uzun kullanim sonucunda antikorlar gelistirdigi icin, insulin allerjisi, insu-
line diren¢ gibi komplikasyonlarin ortaya cikmasina neden olur, Bundan do-
lay1 insan insulininin ticari preparatlari, yapisi kendisine en yakin olan do-
muz insulininin B zincirinin karboksil ucunda bulunan alaninin treonin ile
yer degistirmesi sonucunda elde edilir (10). Ancak hormonun bu sekilde ireti-
mi icin gereken domuz pankreasinin bir glin yeterli miktarda bulunamaya-
cag1 endisesi, insulin ilretiminde hayvansal kaynaklara bagimli olmayan yeni
yontemlerin arasgtirilmasina yol acmis ve bunun sonucunda biosentetik insu-
lin hazirlanmistir. ‘
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Herhangi bir blosentetik proteinin elde edilmesinde, protein biosentezi i¢in
gerekli bilgileri i¢eren ve bagka bir kaynaktan elde edilen genler bakteri hiic-
relerinin genlerinin arasina yerlestirilir, Bu suretle olusan ve rekombinant bakte-
viler adi verilen bakteriler, istenen proteinin sentezini gerceklestirirler, Son-
suza kadar tretilebilecek o'an bu bakterilerle, biolojik acidan o6nemli bir pro-
teinin ucuz ve Kkolay sekilde firetilmesi saglanmis olur (11), Bu amacla once,
istenen proteinin amino asid dizilisinin genetik kodunu (nukleotid bazlarinin
dizilisini) iceren gen kismi1 (DNA parc¢asi)’'nin elde edilmesi gerekir. Bunun i¢in
iki yontem vardir; birinde (12, 13), istenen proteinin biosentezinin yapildig:
hiicreden cesitli kromatografik yontemlerle saflastirilan haberci RNA (messen-
ger, mRNA)'e karsy in vitro olarak, ters transkriptaz adi verilen enzimin ka-
talize ettigi reaksiyonla, tamamlayici DNA (complementary, cDNA) elde edil-
dikten sonra kalip oOdevini goéren bu cDNA enzimatik olarak cift helezonlu
DNA'e donustiiriiliir (Sekil 1), Diger bir yontemde ise (14, 15), istenen protei-
nin amino asid dizilisini kodc eden {iclii baz grubunu iceren nukleotid kisim-
lar1 kimyasal reaksiyonlarla sentez edildikten sonra, bu nukleotidlerin fosfo-

triester yontemiyle yanyana dizilmeleri saglanarak proteinin geni tiimiiyle sen-
tetik olarak elde edilebilir.

Yukaridaki yontemlerden biri ile hazirlanan DNA, bakteriden izole edil-
mis kiliclik bir DNA c¢emberi olan plazmid'in arasina yerlestirilir. Bu isleme
klonaj adi verilir. Klonaj i¢in once plazmid, kisitlayic (restriksiyon) endonuk-
leazlar kullanilarak, uygun hir bolgeden yarilir. Olusan araliga DNA parcasi,
vine enzimatik olarak yerlestirilir. S6z konusu DNA'in uclarinin plazmid DNA’in
uclar: ile kaynasmasi ise DNA ligaz adli enzim tarafindan saglanir, Bu sekilde
olugan hibrid plazmid kendi DNA'inin yaninda biosentezi istenen proteini kode
eden DNA'{ icerir (Sekil 1). Daha sonraki basamakta hibrid plazmidlerin bak-
teri, genellikle Escherchia coli, hiicrelerinin icine girmesi saglanir., Boylece
bakteri cogaldik¢a kendi proteinleri yaninda istenen proteini de sentez etme-
yve baslar, Sekil 1'de gosterilen sican insulininin klonaj islemi ile elde edilme-
St (12) insan insulininin biosentezi icin de uygulanmistir (13).
tetik DNA’'in E. coli plazmidine klonaj
da (14) ve daha sonra da insan insuli

Tlimiiyle sen-
, ilk olarak somatostatin adli hormon-

nininde (15, 16) gerceklestirilmistir.

Rekombinant bakteri yontemiyle {iretilen biosentetik insulin ilk kez 1989
yx}mda insana uygulanmis. adi gecen insulinin domuz insulini ile benzer etki
gosterdigi saptanmistir (17). Dabha sonrakji yillarda yapilan cesitli arastirms-
larda da biosentetik insan Insulini ile domuz insulinj (18-27), sigir insulini (28)
ve insan pankreasindan elde edilen dogal insulin (18, 25-27, 29) arasindaki fark-
lairm Cok onemli olmadig: gorlilmistiir. Bu calismalar sirasinda gerek saghklh
gontlliler, gerek diabetikler tzerinde yapilan kimyasal, fiziksel ve biolojik in-
celemelerin 15181 altinds. bivsentetik insan insulini ile dogal insan insulinj ve
domuz insulininini hemen hemen esdeger olduklar sOylenebilir (30).

Blosentetik insan insul
tilmesi, rekombinant DNA
kal Grinlerin yeterli mikta

m_mm bakter{ tarafindan biyiik miktarlarda {re-
yonteminin, saflastiriimasi zor ve pahali olan do-

raa elde edilmesinde basari ile kullanilabilecegini
:langx:ll)a‘mm‘xg?)r. Bllxcnun'l: berlabcr, Dinya Saglik Teskilat raporlarinda bildirildi-
» yakin bir gelecekte hayvansal insulin k =
cefine yonels bir o aynaklarinin tiiketilebile

bulunmadigina gére, iretim .
ra bagh olmayan biosente ' 1 hayvansal kaynakla

tik insullnin seker hastaligini e
bir ¢igir acacag disgtintlmemektedir. e
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Sekil 1. Sican insulini mRNA'inden clde edilen ¢DNA'in E, coli plazmidinin

arasina yerlestirilmesi (klonaj) (Kaynak 12'den degistirilerek).
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