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Biyoteknolojik Ilaclar, Genel Bakis

Biotechnological Drugs, General Perspective:
Review

OZET Canli organizmalarin tamami ya da bir parcas: kullanilarak yeni bir iiriin elde etmek veya
var olan bir iirtiniin genetik yapisinda istenilen y6nde degisiklikler meydana getirmek amaciyla
ile kullanilan yontemlerin tamami biyoteknoloji konusunu igermektedir. Biyoteknolojik iirtin
dedigimizde canl organizmadan elde edilen {iriin anlagilmaktadir. Biyolojik sistemlerin ve yasa-
yan organizmalarin teknolojide kullanilmas: ve bunlardan yarar saglanmas: biyoteknolojinin te-
melini olusturmaktadir. Saglik alaninda, kimya endiistrisinde, gida ve, tarim alaninda, elektronik,
madencilik, k4git endiistrisinde, enerji alaninda ve gevre sagliginin korunmas: gibi pek ¢ok alanda
biyoteknoloji kullanilmaktadir. Ornegin; yillardir fermantasyon ile iiretilen peynir, sarap, alkol,
fumarik asit, klasik biyoteknolojinin baslangicini olusturmaktadir. Saglik alaninda ise DNA'nin
yapisinin anlagilmasi ile rekombinant DNA (rDNA) teknolojisi, monoklonal antikor teknolojisi,
hibridoma teknolojisi ve gen tedavisi gelismis; yeni ilaglar ve glivenilir agilar iiretilmeye baslan-
mustir. Kanser, AIDS, viral enfeksiyonlar gibi hastaliklarin ortaya ¢ikmasiyla da biyoteknoloji ge-
lismistir. Formiilasyon ve ¢aligmalar hastaliga yo6nelik olmaya basglamistir. Biyoteknolojide
kullanilan rtinler yiiksek spesifik aktiviteli, yan etkileri az maddelerdir. Biyoteknolojik tiriinle-
rin giderek artan 6nemi bu iriinlerin analiz edilmesini de 6nemli kilmaktadir. Biyoteknolojik
iirlinler elektroforez, spektrofotometrik, kromatografik, kolorimetrik ve immiinolojik yéntem-
ler gibi pek ¢ok degisik yontem ile analiz edilebilir. Bu teknikler klinik aragtirmalarda giderek
6nem kazanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Biyoteknoloji; antikorlar, monoklonal

ABSTRACT The concept of biotechnology involves a part of living organisms to produce a new
product or all methods used to change in the desired direction via the genetic structure of an ex-
isting product. Biotechnological product means a product obtained from living organisms. To use
biological systems or living organisms and to get benefit from them are the basis of the biotech-
nology. Biotechnology is used in many areas for example in the field of health, chemical industry,
in the food area, in agriculture, electronic, mining, in the paper industry, in the energy field and in
many areas, such as the protection of environmental health. For instance, cheese, wine, alcohol, fu-
maric acids have been producing by fermentation for years and biotechnology was started with this
conventional biotechnology. In medical area, recombinant DNA (rDNA), monoclonal antibody
technology, hibridoma technology and gene therapy have been developed by means of under-
standing of DNA structure in detail. New drugs and vaccines have been started to produce. Biotech-
nology has been developing by the occurrence of cancer, AIDS, viral infections. All formulation
development attempts and related investigations are target to specific disease. Biotechnological
products are highly specific in activity and represent less side effects. The growing importance of
biotechnology products makes it important to analyze these products. The biotechnological prod-
ucts can be analyzed with numerous methods such as electrophoresis, spectrophotometric, chro-
matographic, immunological, colorimetry. These techniques are becoming increasingly important
in clinical trials.

Key Words: Biotechnology; antibodies, monoclonal
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odern biyoteknoloji, biyoteknolojik sis-
‘ \ / I temlerin ve yasayan mikroorganizmala
rin teknolojide kullanilmasi ve bunlar-
dan yarar saglanmasi ile ilgilidir. Bagka bir deyisle
biyoteknoloji yeni iglem ve iriinlerin yaratilmasi
icin canli sistemlerin kullanilmasidir. Biyotekno-
loji pek ¢ok farkli disiplinden bilim dalini, (kimya,
biyokimya, gen mithendisligi, eczacilik, molekiiler
biyoloji, matematik, bilgisayar miithendisligi, ma-
tematik mithendisligi) bir arada igermektedir.!? Bi-
yoteknolojinin uygulama alanlar1 oldukea genistir.
flag endiistrisi (yeni ilag molekiillerinin gelistiril-
mesi, rekombinant teknikler kullanilarak protein ve
antikor iiretimi, asilarin gelistirilmesi, hormon tire-
timi, hizh tan1 yontemleri i¢in gesitli kitlerin iiretil-
mesi), kimya endiistrisi (biyo polimerlerin eldesi),
gida endiistrisi (enzimler, koku ve tat verici madde-
ler, baharat, boya, genetigi degistirilmis {iriinlerin
tespiti, et ve et lirlinlerinin orijininin tespiti), tekstil
endiistrisi (ipek, seliiloz eldesi), tarim ve ziraat (yeni
bitki tiirlerinin eldesi, mevcut bitki tiirlerinin iyi-
lestirilmesi, biyo pestisitlerin eldesi, hastaliga karg:
dayanikli bitki tlirlerinin dretimi, zorlu iklim
kosullarinda bitkilerin yetistirilmesi), elektronik
endistrisi (biyo ¢iplerin eldesi), kagit endiistrisi
(kagit hamurunun hazirlanmasi sirasinda linin mad-
desini parcalayan enzimlerin eldesi), cevre temizligi
(toksik atiklarin temizlenmesi, biyolojik olarak par-
calanan deterjan iiretimi), enerji (enerji iireten yag-
larin eldesi), madencilik (metal ve minerallerin
temizlenmesinde mikro organizmalardan yararla-
nilir) ve kriminal ¢aligmalarda DNA analizleri, gibi
pek ¢ok sahada kullanimlari bulunmaktadir.!

I BIYOTEKNOLOJININ UYGULAMA ALANLARI

1. Yeni ilag tagtyici sistemlerin gelistirilmesinde,

2. Yeni agilarin gelistirilmesi, formiilasyonlar ve
uygun verilis yollarinin gelistirilmesinde (rDNA),

3. Monoklonal antikor teknolojisi ile mevcut ve
gelecekteki ilaglarin gelistirilmesinde,

4. Piyasadaki mevcut iriinlerden daha tstiin
ozellige sahip, ekonomik, etkili, giivenilir kalitede
ilaglarin hazirlanmasinda,

5. Enzim ve hormon yapisindaki maddelerin,

endojen kaynakli maddelerin taninmasi ve karak-
terlerinin belirlenmesinde,

6. Farmasotik {iretimin artirilmasinda,

7. Biyoteknolojik tiriinlerin (peptit, proteinle-
rin) formiilasyonlarinin gelistirilmesi; etkili, giive-
nilir kalitede formiilasyonlarin yapilmasinda,

8. Biyoteknolojik iiriinler teshis (diagnostik)
amach da kullanilmaktadir.®*

I BIYOTEKNOLOUJIK URUNLERIN ONEMLI
OZELLIKLERI

Avantajlar;
1. Yiiksek spesifik aktivite gosterirler.

2. Diger sentetik ilaglara gore yan etkileri
azdir. Daha iyi tolere edilirler,

3. Cok az dozlarda bile etkilerini gosterirler.?
Dezavantajlary;

1. Oral uygulamalar i¢in ¢ok uygun degildir-
ler,

2. Gastrointestinal kanalda enzimatik olarak
parcalanirlar,

3. Membranlardan gegisleri zordur. Permeabi-
liteleri diistiktiir,

4. Cok bityiik molekiil agirligina sahiptirler

Bu nedenlerden dolay: formiilasyonlar: zor-
dur. En ¢ok parenteral yolla verilmektedirler.
Transmukozal yollardan, nazal, bukkal, vajinal,
rektal, pulmoner, transdermal yollardan da verile-
bilirler.**

I BIYOTEKNOLOJIK URUNLERIN KALITE
KONTROLLERI

Elde edilen biyoteknolojik triiniin safligi ¢ok
onemlidir. Saflagtirmak i¢in ¢oktiirme, jel elek
troforezi, ultrasantrifiij ve ultrafiltrasyon gibi yon-
temler kullamilmaktadir.”® Saflagtirma iglemi; bag-
langic saflagtirma, ara saflagtirma ve sonug
saflastirma olarak tii¢ asamada yapilmaktadir.
Ornegin; Immiin globulin (Ig)lerin saflastirilmast
icin diisitk konsantrasyonlarda amonyum siilfat
kullanilarak ¢oktiirme islemi yapilmaktadir. Ya da
polietilen glikol 6000 (PEG 6000) kullanilarak IgG
ve, IgM saflastirilmaktadir. Monoklonal antikorlarin
saflagtirilmasi i¢in kaprilik asit kullanilmaktadir. Ara
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saflastirmada biiyiik olcekle saflagtirma iglemi ya-
pilmaktadir. Bu amagla adsorpsiyon kromatografisi,
iyon degisim kromatografisi, afinite kromatografisi
en ¢ok kullanilan yontemlerdendir. Sonug saflas-
tirmada elde edilen irin tiim kirlilik ve kontami-
nantlardan arindirilir, bakteri, mantar veviris
uzaklastirilir. Sonug saflagtirma icin jel elektrofo-
rez yontemi kullanilabilir. Bu amagla graniile edil-
mis dekstran, akrilamit ve agaroz gibi jeller
kullanilir.’

Parenteral yolla kullanilan biyoteknolojik
iirtinlerin steril olarak hazirlanmalar: gerekmekte-
dir. Bunun i¢in aseptik kogullarda hazirlanir ve
0,22 pm’lik membran filtreden stiziiliir. Biyotek-
nolojik iiriinlerin sterilizasyonunda otoklav ve gaz
sterilizasyonu yapilmaz. Protein yapisindaki mad-
deler sicakla bozunur, denatiire olur. Radyasyon ile
sterilizasyon yapilmasi genelde istenmez, ¢iinkii
serbest radikal olusumu ve yiiksek enerji nedeni ile
proteinlerin yapisinda denatiirasyon ve sonugta ag-
regasyon olabilir.””?

J KLINIKTE EN GOK KULLANILAN
BIYOTEKNOLOJIK URUNLER VE
OZELLIKLERI

SITOKINLER

Bagisik yanitin diizenlenmesi ile ilgili hiicrelerce
salinan hormon benzeri araci maddelere genel ola-
rak sitokinler denilmektedir. Sitokinlerin iki major
sinif vardir:

Lenfokinler; Lenfokinler lenfositlerden iireti-
lir.

Monokinler; Monokinler monositlerden iire-
tilir. Sitokinler, hedeflendirilmeleri ve kaynaklar:
bakimindan hormonlardan biraz farkhidirlar. in-
siilin ve biiytime faktorleri sistemik olarak etki
eden sitokin 6rnekleridir.!®'! Somatotropin, in-
terlokin (IL) ve biiyiime faktorleri organizma ta-
rafindan tretilen belirli hormonal faktorlere
sahiptirler.

interferon

Interferon (IFN) viriislere ve kontrolsiiz hiicre pro-
liferasyonuna kars: etkilidir. Gida ve Ilag Dévesi

[Food and Drug Administration (FDA)], AIDS’e
bagh kaposi sarkomasi, sagli hiicre 16semisi, hepa-
tit B ve genital sinirler gibi degisik hastaliklarin te-
davisinde kullanilan rekombinant IFN kullanimini

onaylamigtir.

interlgkinler
IL, I6kositler arasinda mesaj iletici fonksiyona sa-
hiptir.!2
Interlokin 1: Monokindir ve aktive edilmis
makrofajlardan tiretilmektedir. Enfeksiyon ajanla-
rina immiin yanit1 baglatmaktan sorumludur.
Interlokin-2: Major T- hiicresi biiyiime
faktorii olarak da bilinen bir lenfokindir. T hiicre-
lerinin yiizeyindeki spesifik bir reseptére baglan-
masiyla etki eder. FDA, bobrek hiicreleri karsi-
kullanilmak
IL-2 preparatini Aldesleukin [Proleukin® (Novar-

12-14

nomunda tizere rekombinant

tis pharmaceuticals, UK)] onaylamistir.

Graniilosit Koloni Uyarici Faktor

Kemik iligini stimiile ederek notrofil iiretimini
saglar. FDA tarafindan onaylanan yCSF preparati
Filgrastim [Neupogen® (Amgen Company, USA)]
kemoterapi goren hastalarda kemik iligi transap-
lantasyonunda ve nétropenili hastalarda kullani-

111' 12,13

Graniilosit makrofaj koloni uyarici faktér:
Kemik iliginde nétrofil ve makrofaj tiretimini sti-
miile eder. FDA rekombinant graniilosit makrofaj
koloni ayiric1 faktor [garanulocyte- macrophage
colony- stimullating factor (GM- CSF)] Sargramos-
tim [Leukine® (Bayer Company, USA)] onaylamig-
tir. Bu ila¢ yogun kemoterapi ve radyoterapi
sirasinda kemik iligi tahrip olmus hastalarda ve
transplantasyonda kullanilir. Rekombinant insan
instilini benzeri bitytime faktorii (yh-IGF-1) klinik

deneme safthasindadir.!?13 1

IMMUNGLOBULIN

Ig’ler protein yapisindadir. Cok sayida gesitli orga-
nik bilesiklere baglanabilirler. Ig’'ler, bagisik yanit
sonucunda kendilerinin olugmasinda etkin olan an-
tijenlerle 6zgiin olarak birleserek reaksiyonlara
neden olurlar. Ilgi duyduklan antijene gére afini-
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teleri degisir ve spesifik yere gore baglanirlar. IgE,
hipersensitivite allerjik reaksiyonlarda gorev ya-
parlar. Allerjik reaksiyonlarda IgC, denilen test ya-
pilir. IgM, kandan enfeksiyon partikiillerinin
klerensini artirir. IgG antijenlere kars: yiiksek afinite
gosterir. IgD, B lenfositleri plazma membranlarinda
bulunur. Antijen igeren bir reseptore etki edebilir.

BUYUME FAKTORLERI

Epidermal biiyiime faktérii: immun sistem
iizerinde etkilidir. Her dokuda spesifik biiytime
faktorii vardir. Yara iyilesmesinde ¢ok kullanilir.'®
1963 yilinda izole edilmistir.

Fibroblast bityiime faktorii: Embriyojenik me-
zoderm formunda bulunan hiicreler i¢in mitojenik
etkiye sahiptir. Tek polipeptit zincirinden meydana
gelmigtir.

Sinir Biiyiime Fakt6rii: Sinir hiicresinin farkli-
lagsmasini ve biiylimesini stimiile eder. Mitojenik
etkisi embriyojenik yasamin ilk kisminda sinirhdir.

Timor nekrozis faktér-a ve Tiimér nekrozis
faktorf: Non malignant hiicrelerin transformas-
yonu sonucu ortaya ¢ikmisgtir.

PDGF (Platelet Derived Growth Factor):
Trombositlerin o graniillerinde saklanir. Vaskiiler
yaralanmalardaki yara iyilesmesini stimiile eder.

Rekombinant insan platelet tiirevi bityiime faktorii
(yPDGF) klinik deneme sathasindadar.!!

I ENZIMLER

Rekombinant enzimler degisik hastaliklarin teda-
visinde kullanilmaktadar.

Alteplaz: Akut miyokard infarktiisii ve pul-
moner embolide plazminojenin proteolitik enzimle
plazmine doniisiimiint hizlandirmaktadir. Rekom-

binant doku tipi plazminojen aktivatoridiir.'* '8

Dornase a: Kistik fibrozda fazla mukus sekres-
yonunu azaltarak sekresyonu daha az yapigkan hale
getirir. Dornase [Pulmozyme® (Genentech Inc, USA)]

aerosol seklinde intraseliller DNA'ya etki eder.!*"”

I HORMONLAR

Hormonlar 6zel bezler tarafindan salgilanan
kan yoluyla ulagtiklar1 organ ve dokularda fonk-

siyon diizenleyici etki gosteren ve ¢ok diisiik mik-
tarlar1 ile gbrev yapan organik bilesiklerdir.'
Rekombinant insan insiilini: Rekombinant insiilin
iiretilen ilk ticari rekombinant preparattir. Re-
kombinant insan instilini ¢abuk ve etkili yanit
olusturmaktadir ve immun sistemle ilgili yan etki-
leri daha azdur.

Lispro: Lispro [Humalog® (Elly Lilly, USA)] re-
kombinant insiiline benzer ve daha ¢abuk etki
eder.!?

Epoetin o: Bobrekte iiretilen bir hormon olan
eritropoetin (EPO) kemik iligini stimiile ederek
kirmizi kan hiicrelerinin {iretimini saglar. FDA
kronik bobrek yetmezliginde kullanilmak iizere
EPO’yu onaylamigtir.'* '8

Rekombinant insan biiyiime hormonu: Vii-
cutta hGH eksikliginden kaynaklanan biiyiime bo-

zukluklarinin tedavisinde kullanilir.'>'”

I PIHTILASMA ILE iLGILI FAKTORLER

Rekombinant antihemofilik fakt6r (yAHF): Hemo-
fili A’da kullanilmaktadir. Kanin yavag pihtilagmasi
ve bu nedenle gerceklesen kan kayiplarini engelle-
mektedir.!>17

Rekombinant koagiilasyon faktér IX [Benefix®
(Wyeth pharmaceuticals, USA)]: Hemofili B’de go-
riilen faktor IX eksikligi tedavisinde kullanilir. FDA
tarafindan onaylanmigtir."”

I GEN TEDAVISINDE KULLANILAN URUNLER

Gen tedavisi, genetik bir hatanin diizeltilmesi veya
hiicreye yeni bir islev kazandirmak amaciyla bir
genin insan hiicresine nakledilmesi veya hatali
genin ¢ikarilmasi iglemidir. 1yile§tirrne, diizeltme,
tedavi ve onarma amaglari ile yapilmaktadir. Kalit-
sal hastaliklar, kanser, enfeksiyon hastaliklari,
hemofili, immiin yetmezlik, Gaucher hastaligy, kis-
tik fibroz, romatoid artrit gibi hastaliklarda gen
tedavisi kullanilmasz ile ilgili caligmalar yapilmak-
tadir.'”!” Lenfoma hastalarinin tedavisinde kulla-
nilmak tizere 1987 yilinda rituksimab antikorlar:
FDA tarafindan onaylanmistir, béylece immiino
terapi kanser hastalarinin tedavisinde kullanilmaya
baslamistir. Ex vivo olarak ilk klinik uygulama

Turkiye Klinikleri ] Pharm Sci 2016;5(2)

80



Sibel ILBASMIS TAMER ve ark.

BIYOTEKNOLOJIK iILACLAR, GENEL BAKTS

1990 y1ilinda yapilmigtir. Adenozin deaminaz enzi-
mindeki kalitsal etkiler nedeni ile olusan immun
yetmezlik tedavisinde kullanilmistir. Hastalarin
kan lenfositleri ve kemik iligi hiicrelere ayrilarak
retroviral vektorlerle bu hiicrelerin kromozomla-
rina saglikli adenozin deaminaz enzimi geni yer-
lestirilmis ve hiicreler hastalara transfiizyon ve
transplantasyonla nakledilmistir.?’ Bir bagka klinik
uygulama ise diisiik yogunluklu lipoprotein [low
density lipoprotein (LDL)] reseptorii eksikligine
bagli olarak ortaya ¢ikan hiperkolesterolemi hasta-
liginda kullanilmistir. Yeni bir teknik olmasina rag-
men dokuz adet oligoniikleotid preparati1 FDA
tarafindan klinik aragtirma i¢in onay almistir.?” Pek
cok calisma faz 2 ve faz 3 asamasindadir; prostat
kanseri, pankreas kanseri, beyin, deri, kolon, gogiis
ve bobrek kanserlerinin tedavisinde kullanilmak
izere klinik denemeleri yapilmaktadir.?!

Katyonik lipitler: DNA nin negatif yiiklii grup-
larindan ozellikle fosfat gruplar ile etkileserek
ylikii notralize eden ve DNA nin daha siki bir yap:
haline gelmesini saglayan amfifilik molekiillerdir.
Bu amacla “lipofection” (lipid-based transfection
technology) adiyla yeni bir teknik ileri siiriilmiis ve
DNA transfeksiyonu i¢in gesitli katyonik lipozom-
lar ve lipitler kullanilmaya baglanmistir. En ¢ok
kullanilan ticari lipit formiilasyonlar1 Dope®,
Dotma®, Dotap® Dmrie® gibi gen tagima vektoril
olarak kullanilan lipitlerdir.??

0 ASILAR

Agilar enfeksiyonlara karsi koruyucu ve tedavi
edici amagclarla kullanilmaktadir. Biyoteknolojik
agilar, rekombinant DNA asilari, sentetik peptit agi-
lar1, antiidiyotip antikor agilar1 ve mutant agilar ola-
rak siniflandirilirlar.?

Rekombinant DNA agilart: Enfeksiyon etkeni-
nin, enfeksiyona neden olan antijenlerin immiino-
jenik karakterdeki kisimlarinin sentezini kodlayan
genlerin klonlanmasi sonucu elde edilen gen iirii-
ninin ag1 olarak kullanilmasidir. Rekombinant
viral, rekombinant bakteriyel ve rekombinant pa-
raziter agilar bulunmaktadir. Rekombinant hepatit
B agis1, sap asis1 ve enfeksiyoz bronsit viriis asilari
rekombinant viriis agilarina 6rnektir. Rekombinant

sitma asis1 paraziter agilara ornektir.® Engerix™
(GlaxoSmithKline biologicals, USA)]-B, rekombi-
nant DNA asis1 hepatit B’ye kars1 kullanilmakta-
dir. SmithKline firmasi tarafindan gelistirilmistir.
AviPro®Megan® (Lohmann animal health inter-
national, USA) Vac 1, tavuklarda salmonella en-
feksiyonuna kars1 kullanilan Lohmann Animal
Health [Elanco] firmasi tarafindan iretilmis re-
kombinant agidur.

Sentetik peptit asilar: Enfeksiyon etkeninin
immunojenik komponentlerini olusturan protein-
lerin kimyasal sentezi ile elde edilen peptitlerin ag1
olarak kullanilmasidir. Sentetik viral, sentetik bak-
teriyel ve sentetik paraziter asilar bulunmakta-
dir.#» Mosquiriks™ (RTS,S/ASO1 olarak da bilinir)
sentetik peptit asisi, Plasmodium falciparumdan
kaynaklanan sitmaya kars1 6zellikle alt1 haftaliktan
17 aylik cocuklar: koruyucu amacla gelistirilmig
sitma agisidir. Asinin igerigi hepatit B’ye kars: da
koruyucudur. GlaxoSmithKline firmas: tarafindan
gelistirilmigtir.?

Antiidiyotip antikor agilan: Epitoplar gibi ak-
tiviteye sahip olan maddelerin spesifik antikorlarla
kilit anahtar iligkisine dayali olarak hazirlanan agi-
lardir. Bakteriyel, viral ve paraziter antiidiyotip an-
tikor agilar1 bulunmaktadir.””-?® Antiidiyotip ast
olarak tiretilmis olan anti-idiotype cancer vaccine
3H1-Titan, (diger isimleri 3H1; anti-idiotype anti-
body 3H1; anti-idiotype CEA antibody vaccine),
Titan Pharmaceuticals tarafindan gogiis kanseri,
kolorektal kanser ve kiiciik hiicreli olmayan akci-
ger kanserinde kullanilmaktadir.

Mutant agilar: Enfeksiyon etkenlerinin ge-
nomlarinda bulunan ve patojeniteyi saglayan genin
veya genlerin ¢ikarilmasiyla elde edilmis ve virii-
lanslar1 zayiflatilmis olan mutantlarin as1 olarak
kullanilmasidir.?? Sarbon, verem[ Bacillus caal-
mette-guerin (bCG)] ve tavuk vebasi agilar1 gibi ag1-
lar 6rnek olarak verilebilir. Mutant agilarda aginin
tedavi edici amagla kullanilmas: i¢in tiimoére kars:
hiicresel ve hiimoral immiiniteyi harekete geci-
rici 6zellikleri bulunmaktadir. Terapétik timor
agilarin kapsamina ¢ok antijenli preparatlar, saf-
lastirilmis proteinler, sentetik peptitler, ganglio-
sitler, viral ve plazmit esasli rekombinant iirtinler
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ile antijen tasiyan lipozomlar girmektedir. Kont-
raseptif agilar, allerji agilar1, Alzheimer agilar1 ve
kansere kars: kullanilan agilar ile ilgili caligmalar
yapilmaktadir.'?

I rDNA TASIYAN URUNLER

rDNA teknolojisi, DNA pargasinin veya bir iiriinii

kodlayan genin 6zel yontemlerle g¢ikarilip
bunun iiretilmesi islemidir. Uretilen materyal yeni
bir bilesiktir ve bu

Gen klonlamas:: Protein sentezini kodlayan 6nemli

rekombinant {rundiir.

bir dirtiniin (bu tirtin protein ise) sentezini kodlayan
genin ait oldugu hiicre (prokaryotik, dkaryotik
hiicre) genomundan veya kromozomundan 6zel
yontemlerle kesilerek ¢ikarilmasi ve bunun bir ta-
styic1 DNA ile birlestirilerek prokaryotik veya okar-
yotik alic1 bir hiicreye transfer edilmesi ve bu alic1
hiicrede genin ekspresyonunun saglanmasidir. Yani
bir hiicreden genin alinip yeni bir hiicrede ¢ogaltil-
masidir. rtDNA teknolojisinde {i¢ ana unsur vardir;
verici hiicre, tagiyic: hiicre (vektor),ve alict hiicre.

rDNA teknolojisi ile ABD’de pazarlanan iiriin-
lere baz1 6rnekler epo, faktor 8, koloni stimiile edici
faktor [colony-stimulating factor (CSF)], hepatit B,
insiilin, insan biiylime faktorii, doku plazminojen
aktivatorii olarak verilebilir.!

! 1ONOKLONAL ANTIKOR iCEREN URUNLER

B hiicrelerinin tek bir klonundan meydana getiri-
len antikorlara monoklonal antikor denir. Monok
lonal antikorlar sadece bir epitopa karsi reaksi-
yon gosteren antikorlardir. Lenfoid veya miyeloid
hiicreleri immiinolojik yanitin olusturulmasindan
sorumludur. Lenfoid hiicreleri i¢inde yer alan hiic-
relere “B lenfositleri” denir. B lenfositleri yiizeyle-
rinde epitop denilen spesifik hiicreler tasir. B
lenfositleri viicuda bir antijen girdiginde yabanci
bilesigin uyarim siddetine bagh olarak aktive olur
ve Urerler. Yiizey Ozelliklerinde degismeler olur.
Biz buna “blastogenaz (blastogenesis)” deriz. Akti-
vasyon sonucu bu hiicrelerin bazilar1 antikor sen-
tezleyen hiicreler héline gelirler. Bunlara plazmosit
denir. Diger kisimlar bellek hiicreleri olarak anilir.
Viicutta B hiicrelerinin uyarimlari sonucu mey-
dana gelen ve degisik aktiviteye sahip antikorlara

poliklonal antikorlar denir. Tek bir hiicre ve bunun
klonlanmasindan meydana gelmisse monoklonal
antikor denir.!

Immiinizasyon islemi ve teknigin uygulan-
mast: Immiinizasyon olmasi i¢in bir hayvan secil-
mektedir. Genellikle kolay bulunmasi, ucuz olmasi
gibi nedenlerden dolay fare, sigan, tavsan gibi hay-
vanlar tercih edilmektedir. Hangi antijene karg:
monoklonal antikor olugturulacaksa o antijen se-
¢imi 6nemlidir. Antijen-antikor spesifisitesinin be-
lirlenmesi gerekmektedir. Bir adjuvan madde,
hayvanin peritonuna enjekte edilir ve immunizas-
yon baglatilir. Bes-alt1 hayvanla deneme yapilir,
hayvan o6lebilir veya yanit vermeyebilir. Enjeksi-
yondan iki-alt1 glin sonra dalak ¢ikarilir ve dalak
icindeki hiicre siispansiyonlarina ayrilir, santrifiij-
lenir. Burada amag, B ve T-lenfositlerinin hiicre
stispansiyonlarina ayrilmasini saglamaktir. Yani an-
tikor sentezleyecek olan hiicreler ayrilmis olmak-
tadir. Sonra ayni tiir hayvanda miyeloma hiicreleri
olusturulur. Bu hiicrelerin en 6nemli 6zelligi, ken-
dileri antikor sentezleyemezler ama sonsuz iireye-
bilirler, yiiksek oranda birlesme 6zelligi gosterirler.
Burada 6nemli olan sey ortamda bir enzim eksiktir.

[Hypoxanthine- guanine phosphoribosylt-
ransferase (HGPRT)]enzimi yoktur. Monoklonal
antikor teknolojisi ile ¢ok kiictik miktarlardan bin-
lerce, milyonlarca ¢ogaltmaktir. Cogaltma iglemi in
vivo ya da in vitro olarak yapilabilir. In vivo da
hayvanin karin zarina hibridomalar enjekte edilip
burada gogaltilir. In vitro da ise kiiltiir siseleri, bi-
yoreaktorler veya fermantorler kullanilarak ¢ogal-
tilir 3132

MONOKLONAL ANTIKOR TEKNOLOJiSININ KULLANILDIGI
YERLER

Teshis ve tedavi amaciyla kullanilmaktadar.

Teshis: Kanser teghisi, tiimor tipinin belirlen-
mesi, doku ve hiicre tiplendirilmesinde kullanil-
maktadir. Parazit hastaliklarin teshisinde, HIV
testinde, gebelik testinde, hepatit B testinde, kan
donoérlerinin rutin incelenmesinde kullanilmakta-
dir. Baz: ilaglar kanda yiiksek konsantrasyonlar
ulastiklarinda ¢ok zararlidir. Bu ilag¢larin hastanin
kaninda siirekli kontrol edilmesi gerekmektedir. Bu
ilaglara Fenobarbital, Teofilin, Digoksin, Fenitoin,
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lityum tuzlar gibi ilaclar 6rnek olarak verilebilir.
Bu ilaglar uzun siire kullanildiklarinda kanda yiik-
sek konsantrasyonlara ulasir ve bu zararli durum
ise monoklonal antikor teknolojisi ile kontrol edi-
lebilir.

Tedavide: Viral ve paraziter hastaliklarda, kan-
ser tedavisinde, ilaglarin hedeflendirilmesinde
immiin lipozomlar1 ve immiin konjugatlar1 kulla-
nilmaktadir. Kontraseptif amagla ve enzim yeter-
sizliginde kullanilmaktadir.®!

l MONOKLONAL ANTIKORLARIN KLINiKTE GIDA VE
iLAC DAIRESI TARAFINDAN ONAYLANMIS
PREPARATLARINA BAZI ORNEKLER

OKT-3® (AntiCD3;, Muromonab CD3): 1986’
yilinda bobrek transplantasyonunun reddinde kul-
lanilmak {izere FDA’dan onay almistir. 5 mL’lik am-
pullerde 5 mg antikor icermektedir. En ¢ok renal ve
hepatik transplantasyondan sonra organ reddini en-
gellemek i¢in kullanmilmaktadir. Kardiyak hastalarda
steroide direng gosteren, steroit yanit: alinamayan,
akut yanit alinamayan durumlarda kullanilmakta-
dir. Kat1 organ transplantasyonunda redleri engel-
lemek icin kullanilir. Kemik gelismesinde bone
marrow hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadar.
FDA tarafindan onaylanmis preparati IgG 2 a ola-

rak yer alir.33

Reo-Pro (Abciximab®): FDA onayl bir prepa-
rattir. Post koroner anjiyoplastik kombinasyonla-
rin tedavisinde onay almistir. Antikorun Fab
fragmentidir. Trombositlere baglanir. Genelde Mu-
rine 7EC antikor olarak da bilinir. Trombosit agre-
gasyonunun potent inhibitoriidir.

Panorex: FDA onayli bir preparattir. Kolorek-

tal kanser tedavisinde ¢ok kullamilmaktadir.?+%

DIAGNOSTIK (TESHIS) AMACLA KULLANILAN MONOKLO-
NAL ANTIKORLARA ORNEKLER

Myocint®: Kardiyak goriintiileme ajanidir.
OncoScint®: Barsak, rektal kanserlerini takip etmek
i¢gin kullanilir. ProstaScint®: Prostat kanserinde
kullanilir. CEA-Scan®: Birgok tiimér tipinde bulu-
nan karsino embriyonik antijen [carcinoembryo-
nic antigen (CEA)]’i belirlemede kullanilir. Timor
tipini ayirmada kullanilir.®

TABLO 1: Gida ve ilag Dairesi tarafindan onaylanmis
biyoteknolojik tirlinlere érnekler.®

Jenerik adi Marka adi Terapétik endikasyonu
(Ruhsatlanma yil)

insan insiilini Humulin® Diyabet tedavisinde

Somatrem Protropin® Buytime hormonu

interferon a2a Roferon-®A Tuyll hicreli [dsemi ve
AIDS ile ilgili kaposi
sarkoma tedavisinde

interferon a2b Intron-®A Tiylu hicreli I6semi ve
AIDS ile ilgili kaposi
sarkoma tedavisinde

Muromonab-CD3 Orthoclone OKT-3 Bobrek transplantasyo
nunda organ reddini
énlemede

Hepatit B aglsl Engeriks™, Hepatit B tedavisinde

Recombivaks HB
Epoetin alfa Procrit Anemi tedavisinde

Immiin lipozomlar: Monoklonal antikorlarin
immiin lipozom héline getirilip hastaya verilmesi-
dir. Immiin lipozomlar ilaglarin hedeflendirilme-
sinde kullanilan ila¢ tasiyici sistemlerdir. Ig’ler
lipozomlarin sivi ortaminda inkiibasyona tutulur.
Sonra lipozomlar Ig’lere kovalent ve non kovalent
baglarla baglanir. Immiin lipozom hedef hiicreye
ulagtiktan sonra lipozomdan etkin madde salinacak
ve farmakolojik etki gésterecektir. Immun lipo-
zomlar teshis amaclh da kullanilmaktadir. Sintigra-
fik taramalarda Ag kompleksinin birikmesine bagh
olarak organda radyoaktiflik birikip birikmedigi-
nin kontroliinde kullanilir.?’

FDA tarafindan onaylanmis biyoteknolojik
driinlere 6rnekler Tablo 1’de goriilmektedir.3®

Biyoteknolojik yontemlerle iiretilen ve diin-
yada en ¢ok satilan 12 terapotik protein tiirii ilag
Tablo 2’de gorilmektedir."

Avrupa Birligi Ulkelerinde Ruhsatlandirilmig
Terapétik Proteinler
Avrupa Birligi ilkelerinde merkezi sistemle ruh-
satlandirmis olan terapétik proteinlere 6rnekler
Tablo 3’te gorilmektedir.'

Tiirkiye’de Ruhsath Terapétik Proteinler

Tiirkiye’de ruhsath terapotik proteinlere érnekler
Tablo 4’te gorilmektedir:"
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TABLO 2: Diinyada en ¢ok satilan 12 terapétik protein
tiirdi ilag."
ilacin adi Uretici firma Gelistirici firma Kullanim yeri
Epogen® Amgen Amgen Anemi
Procrit® Amgen Ortho Biotech Anemi
Neupogen®  Amgen Amgen Nétropeni
Humulin® Genentech Eli Lilly Diyabet
Engeriks™-B  Genentech Smithkline Beecham  Hepatit B
Intron® A Biogen Schering-Plough Baz lésemi
ve sarkomalar,
Hepatit C
Kogenate®™ Bayer Biological Bayer Biological Hemofili A
Genotropin®  Genentech Pharmacia Buytime
bozuklugu
Avoneks® Biogen Biogen Multipl skleroz
Betaseron®  Chiron/Berlex Berlex/Schering AG  Multiplskleroz
ReoPro® Centocor Eli Lilly, Centocor Kalp iskemik
komplikasyonlari
Ceredase/ Genzyme Genzyme Gaucher's
Cerezyme hastaligi

I BIYOTEKNOLOJIK URUNLERDE
KULLANILAN ANALIZ YONTEMLERI

Biyoteknolojik {iriinleri analiz etmek i¢in ¢ok de-
gisik yontemler kullanilabilir.®

ELEKTROFOREZ

Bir elektrik akimi altinda yiiklerin hareketleri so-
nucu olugan olaydir. Bu yontemin amaci peptit ve
proteinlerde bulunan yiiklerin kontroliidiir. Amino
asitlerin, kii¢ciik molekiillerin, niikleotidlerin, pro-
teinlerin, DNA ve RNA gibi niikleik asitlerin ayr1
lamasinda en ¢ok kullanilan yontemdir. Molekiil-
lerin tizerindeki yiik, ortamin pH’sine bagli olarak
degiseceginden elektroforetik hareket ortam
pH’sinden etkilenir. Elektroforez yontemi ¢ok has-
sas bir yontemdir; kii¢itk miktarlarda analiz yapa-
bilir, proteinlerin yapisin1 bozmaz, ayrilacak
maddeler ayn1 degerde yiik tagiyor olsalar bile bii-
yiikliikleri ve bigimleri hareket hizlarim etkiledi-
ginden ayrilmalar: saglanabilir. Yiik tasiyan iyonik
maddelerin iizerindeki yiik degerleri ortam pH’sine
gore ayarlanabilir. Elektroforez yénteminde mut-
laka destek materyali kullanilmalidir. Destek ma-
teryali olarak kégit, seliiloz, asetat, jel gibi maddeler

kullanilir. Destek materyali olarak birbirinden ay-
rilacak molekiillerle reaksiyona girmeyen, hidrofil
ozellikte kat1 ve jel maddeler kullanilabilir. Destek
materyalinin gézenekli yapiya sahip olmasi ve go-
zenekli yapidaki kanallar i¢inde hareket etmesi ge-
rekmektedir.*

Elektroforez yontemleri arasinda poliakrilik
asit jel elektroforezi [polyacrylamide geelactropho-
resis (PAGE)], izotakoforez, sodyum dodesil siilfat jel
elektroforezi [sodium dodecly sulfate (SDS)]-PAGE,
izoelektrik odaklama, kapiller elektroforezi, zone
elektroforezi gibi degisik yontemler bulunmaktadir.

Poliakrilik asitjel elektroforezi yéntemi: En ¢ok
kullanilan yontemdir, Akrilamit monomerlerinin
polimerizasyonu sonucu poliakrilamit jel meydana
gelir. Jel bilesimi genellikle %t olarak tanimlanir.
%t ise total ve ¢apraz bagli ajan miktarinin bilesimi
seklinde tanmimlanir. %t=total akrilamit mono-
mer+c¢apraz bagl ajan olarak tanimlanir. PAGE’de
bir tampon sistemi segilir. Jeller iki plaka arasinda
diizlemsel olarak hazirlanabilir. Ayni anda birden
fazla 6rnekle de inceleme yapilabilir. Genellikle
kullanilan tamponun pH’si 9 civarindadir.*

Sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi Yon-
temi: SDS bir ylizey etkin madde 6zelligindedir.
SDS denatiire olmus proteinlere baglanarak onlar
cubuk seklinde tutmaya calisir. Burada proteinler
SDS’ye mutlaka baglanmalidir. Genelde biitiin
proteinler ayni1 anda SDS’ye baglanirlar. 1,4 g
SDS/g proteindir. SDS’ye baglanan proteinler ne-
gatif yiikliidiir. Bu yontemle molekiil agirliklar ta-
yini de yapilabilir. Agirlig: bilinen molekiillerin
mobilitesi hesaplanarak olusturulan, standart grafik
kullanarak bilinmeyen molekiillerin molekiil agir-
liklar1 hesaplanabilir. Bu yontemde sistemi sinirla-
yan bazi faktérler bulunmaktadir. Baglama
kapasitesi vardir, belli bir degerin {izerini bagla-
mazlar. SDS-protein kompleksi elektrik yiiklerinin
gocii sirasinda yiiksek molekiil agirligina sahip bir

kiitle olusturabilir.04!

Izoelektrik odaklama yéntemi: Amino asitle-
rin izoelektrik noktalarina gore ayrim yapilmakta-
dir. pH’ye baghidir, eger net pozitif yiik tasiyan
peptitin pH’si izoelektrik noktadan kiiciikse izo-
elektrik zona dogru bir hareket olusur.*
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TABLO 3: Avrupa Birlii Ulkelerinde ruhsatlandinimis terapétik proteinler.™

Jenerik adi Marka adi imalatg firma
Rekombinant kan

faktorleri ve benzerleri

Rh Factor IX Benefix Genetics Institute
Rh Factor VIII Kogenate Bayer

Rh Factor Vlla NovoSeven Novo-Nordisk
Rekombinant hormonlar

instlin lispro Humalog Eli Lilly

instilin Aspart NovoRapid Novo Nordisk
Rh-Glucagon Glucagen Novo Nordisk
Sitokinler

rIFN-a-2b Intron A Schering Plough
Rh-EPO Neorecormon Boehringer-Mannhei
RhIFN--1a Rebif Ares Serono

Asilar

HBsAg iceren kombine agilar Tritanrix-HB Smithkline Beecham
rHBsAg iceren combine asilar Ambirix Glaxo Smithkline
rHBsAg iceren combine asilar Hexavac Pasteur Merieux MS

Pasteurella multocidadan modifiye ~ Porcilis AR-T DF  intervet

edilmig toksini iceren kombine agl

r klasik domuz atesi virtisti antijeni  Bayovac CSF E2  Bayer

iceren asilar

Monoklonal antikor

Daclizumab Zenapax Hoffman La
Roche

Basiliksmab Simulect Novartis

Terapétik enzimler ve diger

ilave Urtinler

rB-glucocerebrosidase Cerezyme Genzyme

Rh a-galactosidase Fabrazyme

rhOsteogenic protein-1:BMP Osteogenic protein CHO

m

D

Uretim sistemi Terapétik endikasyonu (ruhsatlanma yili)

CHO hiicre Hemofili B (1997)
BHK hiicre Hemofili A (2000)
BHK hiicre Bazi hemofili formlarinda (1995)
Escherichia.coli Agir sepsis (2002)

Diabetus Mellitus (1999)
Saccharomyces cerevisiae Hipoglisemi

E.Coli Kanser, genital sigiller, hepatit (2000)
CHO Anemi (1997)
CHO Multipl skleroz (1998)

Saccharomyces cerevisiae Hepatit B, difteri, tetanoz ve bogmacaya
karsi asl (1996)
Hepatit A ve Hepatit B'ye karsi asi (2002)

Difteri, tetanoz, bogmaca, hepatit B, polio,

Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae
Haemophilusinfluenza tip b’ye karsi asi (2000)
Maya domuzlarin aktif bagisiklamada

(2000)
Bdcek hicre Klasik domuz vebasina kargi domuz asisl
hatti (2001)
CEA Anti-IL-2 reseptér, akut bdbrek tranplantas-
yonunda organ reddini énlemede (1999)
Anti-IL-2 reseptér, allojenik bdbrek trans
plantasyonunda organ reddini 6nlemede
(1998)
Escherichia Coli Gaucher's hastaligi tedavisinde (1997)
Genzyme Fabry hastaligi tedavisinde (2001)
Howmedica (EU) Tibia hastaligi tedavisinde (2001)

CHO: Chinese hamster ovary cell; BHK: Baby hamster kidney cell; CEA: Human carcinoembryonic antigen.

Izotakoforez (Isotachophoresis): Molekiildeki
iyonik kisimlarin ayrilmasimi saglar, ¢ok kiiciik
miktarlarda ol¢iim yapilabilir.*?

Kapiller elektroforez yontemi: Sik kullanilan
yontemlerden biridir. Ayrim islemleri kapiller
icinde yapilir, kapiller i¢inde olusan zona baglidur.

Molekiillerin hareketini elektroozmotik akim sag-
lar.*?

I SPEKTROFOTOMETRIK YONTEMLER

Spektrofotometrik yontemlerden,Ultra viyole
(UV) spektrofotometresi, floresans spektrofotomet-
resi, infrared (IR) spektrofotometresi, fourier trans-
form infrared [fourier transform infrared (FT-IR)]

spektrofotometresi gibi yontemler kullanilmakta-
dir.®
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TABLO 4: Tirkiye'de ruhsatli terapétik proteinler. !
Jenerik adi Marka adi imalatgi firma Tiirkiye ruhsati Uretim sistemi
interferonlar
interferon alfa-2a Roferon A® Roche Roche Esherichia coli
interferon alfa-2b Intron A® Schering Schering-Plaugh Esherichia coli
interferon beta-1a Avonex® Biogen Biogen CHO
interferon beta-1a Rebif® Serono Serono CHO
interferon beta-1b Betaferon® Schering Schering
Eritropoetinler
Epoetin alfa Epreks® Johnson&Johnson Santa-Farma CHO
Eritropoetin beta Epreks® Roche Roche
insiilin ve analoglan
insan insilini Humulin® Eli Lilly Eli Lilly Esherichia coli
insan insilini Novolin® Novo Nordisk Novo Nordisk Saccharomyces Cerevisiae
instlin lispro (anolog) Humalog® Eli Lilly Eli Lilly Esherichia coli
instilin aspart (anolog) NovolLog® Novo Nordisk Novo Nordisk Saccharomyces Cerevisiae
Biyiime hormonlan
Somatropin Humatrope® Eli Lilly Eli Lilly Esherichia coli
Somatropin Genotropin® Pharmacia Pharmacia Esherichia coli
Somatropin Norditropin® Novo Nordisk Novo Nordisk Esherichia coli
Somatropin Saizen® Serono Serono Fare C127
Koloni-stimiilant faktorler
Filgrastim (G-CSF) Neupogen® Amgen Roche Esherichia coli
Monoklonal antikorlar
Muromonab-CD3 Orthoclone OKT®-3 OrthoBiotech Santa-Farma Hibridoma
Daclizumab Zenapaks® Hoffman-Roche Roche Hibridoma
infliximab Remicade® Centacor Schering-Plaugh Hibridoma
Palivizumab Synagis® Medimmune Abbott M.hayvan hiicre
Digerleri
Folitropin alfa Gonal-F® Serono Serono CHO
Folitropin beta Puregon® Organon Organon CHO
Glucagon GlucaGen® Novo Nordisk Novo Nordisk S.Cerevisiae
Dornase alfa (DNAse) Pulmozyme® Genentech Roche CHO
Drotrocogin alfa (prot.C) Ksigris® Eli Lilly Eli Lilly insan hiicre dizisi

CHO: Chinese hamster ovary cell.

Utraviyole spektrofotometresi: Proteinler 175-
350 nm dalga boyunda net bir absorbans verirler.
Disiilfiir baglar1 250-300 nm araliginda absorbans
verir, peptit baginin karbonil grubu 190-210 nm
arasinda absorbans verir.

Floresans spektrofotometresi: Aromatik ami-
noasitlerin floresans 6zelliklerine gore 6l¢iim yapi-
lir. Tirozin, triptofan, fenil gibi gruplar floresans
ozellik gosterirler. Floresansin siddetine gore
6lciim yapilir. Genellikle 300-400 nm arasinda
6l¢tim yapilir. Floresans yontemi proteinlerin kon-

formasyonel degisimlerini incelemede, birincil,
ikincil, di¢iinciil yapilarini tayin etmede, katlanma-
muis bir proteini belirlemede, peptit protein etkiles-
mesini incelemede kullanilir.*

Infrared spektrofotometresi: Bu yontemde
onemli olan bag enerjileridir. Baglarin tipi incele-
nir, proteinlerin konformasyonel degisimleri
incelenir, ancak proteinlerin igerisindeki su mole-
kiillerinin kuvvetli absorbe olmalarindan dolay:
yontem her zaman dogru sonug vermez. Diger yon-
temlerle desteklenmesi gerekmektedir.*®
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Fourier transform infrared spektrofotometresi:
Peptit-peptit, peptit-protein hidrofobik etkilesme-
lerinde kullanilir. Cok kii¢iik miktarlarda 6l¢iim
yapilabilir. Yap1 aydinlatmada kullanilmaktadir.®®

Dairesel dikroizm (Circular dichroism) spekt-
roskopisi: Aminoasitler (glisin haric) kiral karbon
atomuna sahip yani asimetriktirler.

Bu asimetrik yapilar1 peptitlerin optik 6zel-
liklerini gosterir. Peptitlerin d ve 1 tiplerini,
sirkiiler polarize 151k ile etkilesmesi sonucu ince-
leriz. Polarize 15181 ¢evirme oranlarina gore de-
gerlendirilirler. Is131 saga sola c¢evirmeleri ile
optik o6zellikleri saptanir. Proteinlerin konfor-

masyonel yapisini inceleyen hassas bir yontem-
dir 43,45

Light scattering (151k sagilimi yontemi): Co-
ziinmeyen agregat olusumlarinda kullanilan bir
yontemdir. Bu yontemin 6nemli avantaji seyreltme
yapmadan analiz yapabilmesidir. Yontem parti-
kil biiytikligii analizinde kullanilmaktadir. Bu
yontemle misel, agregat olusumlar: incelenebilir.
Isik sagilimi yonteminde 15181n yansimasina bagh ola-
rak ol¢tim yapilabilir. Seyreltik kolloidal sistem tize-
rine lazer 15181 gonderildiginde her bir partikiilden
151k sacilir. Dagilan her bir 11810 dalgalar birlesir
veya birbirini etkiler. Uzaktaki kii¢iik bir delikte net
bir sa¢ilim yogunlugu olusur. Bu yogunluk foton
toplayan tiip dedektorlerinde 6lgiiliir. Kolloidal
partikiiller Brown hareketlerine bagli olarak tit-
resir ve sacilim yaparlar.*

I KOLORIMETRIK YONTEMLER

Kolorimetrik yontemlerde, proteinlerin amino asit
gruplari ile bazi maddeler reaksiyona girerek absor-
bans verirler.*

Lowry yontemi: Bu yontem Folin-Ciocalteau
(fosfomolibdik/fosfotungstik asit ¢ozeltisi) reaktifinin
alkali kogullarda proteinlerin fenolik amino asitle-
riyle verdigi reaksiyona dayanmaktadir. lk olarak
peptit baglari ile Cu*?arasinda biiiret reaksiyonu so-
nucu indirgenmis bakir elde edilir. Daha sonra Folin-
Ciocalteau reaktifi tirozin ve triptofan amino
asitleriyle reaksiyona girerek indirgenmektedir. Bu
reaksiyon sonucu 600- 800 nm (maksimum 750 nm)

arasinda absorbans veren mavi renkli heteropolimo-
libden kompleksi olugmaktadir.*®

Bradford yontemi: Proteinlerin boyalarla ver-
digi reaksiyona dayanan yontemlerden en ¢ok ter-
cih edilenidir. Bu teknikte, yapisinda (-) yiikler
igeren bir boya Coomassie Brillant Blue G-250 (BG-
250) proteinlerin (+) yiiklerine baglanmaktadir.
Kiiciik peptitler veya amino asitler reaksiyona gir-
memektedir. Normalde kirmizi renk olan BG-250 re-
aksiyon sonucu olusan mavi renge doniiserek 595 nm
dalga boyunda absorbans vermektedir. Yontem du-
yarlilig1 0,05-1,4 mg/mL arasindadir. Bilinen klasik
yontemler icerisinde en kisa reaksiyon siiresine
sahip olan y6ntem Bradford yontemidir.*

Ultraviyole 280 nm absorpsiyon yontemi: Pro-
teinlerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine gore pro-
tein miktar1 Ol¢lilen yontemlerden bir tanesidir.
Proteinlerin yapisinda bulunan tirosin ve triptofan
amino asitleri nedeni ile 280 nm’de maksimum
absorbans gosterir. Duyarliligi 0,05-2,0 mg/mL arali-
gindadir. Buna kargin 280 nm’de absorbans yapabi-
lecek bir organik bilesiklerin varliginda hassasiyet
diigmektedir.®

Ultraviyole 220 absorbans yontemi: 220 nm
dalga boyundaki absorbans peptit baglarinin elek-
tronik gecislerinden dolay1 gergeklesir.>

Bikinkoninik asit yontemi: Lowry yontemi
gibi bakir ile selat olusumuna dayal: bir yontemdir
ve reaktif olarak bikinkoninil asit [bicinchoninic acid
(BCA)] kullanilir. {1k basamak reaksiyonda protein-
ler Biiiret reaktifi ile Cu*? den Cu*! indirgenir ve
ikinci basamakta Cu'!' in BCA ile olusturdugu kom-
pleksin absorbansi 562 nm’de 6l¢iilmektedir.>!

Biiiret ydntemi: Proteinler trikloroasetik asit ile
¢oktiiriiliip ve santrifiij edildikten sonra alkali ¢ozelti
icerisine alimmugtir. Bu karigim tizerine CuSOy ilave
edildiginde renk degisimi olmustur. Giiniimiizde
kullamilan biiiret testinin temeli de Cu* iyonlarinin
bazik ¢ozeltide peptit azotlarina baglanmas: sonucu
540 — 560 nm’de maksimum absorpsiyon gosteren
renkli bir selat kompleks olusumuna dayanmaktadir.
Protein ve peptitlerde iki peptit bag: olusumuna ka-
2

tilan 4 azot atomu ile bitiret ¢ozeltisindeki Cu*’nin

renkli kompleks olusturmas: esastir.”
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I KROMATOGRAFIK YONTEMLER

Yiiksek basingh sivi kromatografisi [high-perfor-
mance liquid chromatography (HPLC)], ters faz
HPLC yontemi, gaz kromatografisi, adsorpsiyon
kromatografisi, iyon degisimi kromatografisi, size
exclusion (permeasyon) kromatografisi gibi yon-
temlerle protein miktar tayinleri ve ayirma islem-
leri yapilmaktadir. Konformasyonel degisimler
ve etkilesmeler incelenip stabilite ¢caligmalar yapi-
labilmektedir. Kromatografik yontemler oldukca
hassas yontemlerdir. Tekrarlanabilir sonuglar ver-

mektedirler.#>3

I IMMUNOLOJIK YONTEMLER

Radiyo immuno assay [(RIA )-Radyoaktif isaretli
antijen ile antikor miktar tayini], immiino radyo-
metrik yontem [Immuno radiometric (IRMA)-rad-
yoaktif isaretli antikor ile antijen miktar1 bulunur],
immuno histokimyasal (reseptére baglanma 6l¢ii-
lir), ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent
Assay, floresan immuno assay, polimeraz zincir re-
aksiyonlar [Polymerase chain reaction (PCR)] gibi
degisik yontemler kullanilabilmektedir.

Radio immuno assay yo6nteminde: RIA’da
temel mekanizma bir radyoizotop kullanarak canl
serum, doku ve organlardaki antijen veya antiko-
run varligini ve miktarini saptamaktir. Bir izotopla
isaretlenmis antijenin isaretlenmemis antijenle ya-
rigarak antikora baglanmasidir. RIA y6nteminde
analiz edilecek madde saf olmali, immiinolojik
ozellik gostermeli ve, radyoizotopla isaretlenebilir
olmalidir. Burada afinite katsayis: ¢ok 6nemlidir.
Afinite katsayis1, antijenin antikora baglanma ilis-
kisini gostermektedir.>* En fazla kullanilan madde
radyoaktif iyottur (1251 veya 131I). Kompetisyon
mekanizmasina dayali (RIA) ve sandwich yontemi
seklinde (IRMA) uygulanabilir. Bu yontemle piko-
molar konsantrasyonlarda hormonlar, plazma pro-
teinleri, koagulasyon faktorleri ve izo enzimler
dlciilebilir. Olgiim tiipiindeki antikor-antijen kom-
pleksinin radyoaktivitesi bir gama sayac1 kullanila-
rak ol¢iiliir. Serum 6rneginde aranan antijen az ise
gama sayacinda yiiksek diizeyde okuma elde edilir;
serum Orneginde aranan antijen fazlaysa gamma sa-

yacinda diisitk diizeyde okuma elde edilir. Standart
inhibisyon egrisi kullanilarak miktar tayini yapilir.

Immuno radiometric assay yontemi: Serumda
varlig1 arastirilan antijene 6zgil antikor kat1 faza
(plastik veya polistren tiipiin i¢ yiizeyi) baglanmis-
tir. Tiip igerisine serum 6rnegi eklenir ve bir siire
inkiibasyona birakilir. Bu siirede varsa serumdaki
antijenler antikorlara baglanir; antikor-antijen
kompleksi olusur. Inkiibasyondan sonra yikama ile
antikor-antijen kompleksi digindaki maddeler or-
tamdan uzaklagtirilir. Yikama iglemi sonras: tiipe
ayni antijene 0zgiil ve radyoizotop isaretli antikor
(antikor) eklenerek inkiibe edilir. Inkiibasyon sii-
resince radyoizotop isaretli antikor, kat: fazdaki an-
tikor aracilig: ile tutulmus olan antijene baglanir;
antikor-antijen-antikor kompleksi olugur. Inkii-
basyondan sonra yikama ile ¢ozeltideki antikor-
antijen-antikor kompleksi digindaki maddeler
ortamdan uzaklagtrilir. Ol¢iim tiipiindeki antikor-
antijen-antikor kompleksinin radyoaktivitesi bir
gama sayaci kullanilarak 6l¢iiliir. Gama sayacinda
okunan deger, serum 6rnegindeki antijen miktari
ile iligkilidir. Standart egri kullanilarak miktar ta-
yini yapilir. IRMA y6ntemi, RIA’ya gére daha hizh
ve daha duyarlidir.>*

ELISA yéntemi: Ozgiil antijen-antikor etkile-
siminde antikorlara enzim baglanmasi ve bu enzim
substratinin renkli tirtinlere doniistiirtilmesi esa-
sina dayali immiinokimyasal 6l¢iim teknigidir. An-
tikor cifti kullanilir. fkinci antikor bir enzime
sahiptir. Bu enzim horesadish peroksidaz, alkalin
fosfataz gibi enzimlerdir. Renk reaksiyonu verecek
maddeler ikinci antikora baglidir. Antijenle dogru-
dan renk reaksiyonu verir. Renk siddeti madde
miktari ile orantilidir.

ELISA yonteminde 6zgiil antikor kullanilarak
ornekteki antijenin miktarini, 6zgiil antijen kulla-
narak ornekteki antikorun miktarini 6lgebiliriz.
ELISA yontemi, cesitli sekillerde uygulanabilir.
ELISA yénteminin sematik gosterimi Sekil 1’de gé-
rillmektedir. Kompetitif l¢iimde tiipte bir kat1 des-
tek {izerine bir antijen veya antikor adsorbe
edilmistir (immobilize antijen veya antikor).
Olgiim tiipiine serum (igaretsiz ligand icerir) ve re-
aktif (enzim isaretli ligand igerir) pipetlenir.>4>
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Antikor kapli plats

Enzim Enzim

Analit ilave edilmesi

¢ Enzim EnZim  gpaim

L Enzim Enzim

L T T D D T L |

Enzim baglanmis anukora analit Have ediimesd

SEKIL 1: Antikor kapli platete enzim baglanmas ve enzim baglanmis antikora analit ilave edilmesi.ss

Kisa inkiibasyon siiresince immobilize antijen
veya antikora baglanmak i¢in isaretsiz ligand ile
enzim isaretli ligand yarigirlar; antijen (veya anti-
kor)-isaretsiz ligand ve antijen (veya antikor)-
enzim isaretli ligand kompleksleri olusur. Yikama
ile antijen (veya antikor)-igaretsiz ligand ve antijen
(veya antikor)-enzim isaretli ligand kompleksleri
disindaki dirtinler ortamdan uzaklagtirilir. Enzimin
substrati ortama eklenir. Renkli tirtin olugumu end-
point veya kinetik dl¢limle izlenerek 6l¢iiliir. Ren-
kli iiriin olusumu, isaretsiz ligandin (serumdaki
antijen veya antikor) konsantrasyonu ile ters oran-
tiladir.

Sandvi¢ yonteminde (kompetatif olmayan)
ELISA yonteminde polistren 6l¢iim tiiplerinin ig
duvarina antijene ait spesifik antikorlar fazla mik-
tarda adsorbe edilmistir (immobilize antikorlar).

Ol¢iim tiipiine érnek pipetlenir. inkiibasyon
sliresince ornekteki antijenlerin hepsi immobilize
antikorlar tarafindan baglanir; antikor-antijen
kompleksleri olusur. Yikama ile antikor-antijen
kompleksleri disindaki maddeler ortamdan uzak-
lagtirnlir. Olgiim tiipiine reaktif (enzim isaretli an-
tikor igerir) pipetlenir. Tkinci inkiibasyon siiresince
primer antikor-antijen-enzim isaretli antikor kom-
pleksi olusur. Yikama ile primer antikor-antijen-
disindaki
maddeler ortamdan uzaklagtirilir. Enzimin subs-

enzim igaretli antikor kompleksi
trat1 ortama eklenir. Renkli {iriin olusumu end-
point veya kinetik Ol¢timle izlenerek olgiliir.

Renkli {iriin olusumu, isaretsiz ligandin (serumdaki

antijen veya antikor) konsantrasyonu ile dogru
orantilidir. Standart grafikten konsantrasyon belir-
lenir.>*3¢

Polimeraz zincir reaksiyonu yontemi: DNA ta-
yinlerinde ve DNA izolasyonunda kullanilmakta-
dir?” Bu yonteme niikleik asit amplifikasyon
teknolojisi de denilmektedir. DNA Ornegindeki
ozgiin bolgeler ¢ogaltilarak elektroforezi yapilir,
buna hedef cogaltma yontemi denilmektedir. Basit
bir sekilde tiipte niikleik asitlerin uygun sekilde
¢ogaltilmasidir. Numune olarak total DNA pro-
teini, bir damla kan, sa¢ kili kokii, birkag hiicre,
serum gibi maddeler kullanilabilmektedir.

ii¢ temel basamak vardir ve ¢ogaltilmis iiriin
miktari, bu ii¢ adimin tekrarina baghdir.

Denatiirasyon (90-95 °C),
Primer baglanma (50-70 °C),
DNA sentezi (70-75 °C),

Bu ii¢ adim bir PCR sikliisiinii olugturur. PCR
yonteminin olusum basamaklar1 $ekil 2’de goriil-
mektedir.

Cogaltilmas1 istenen DNA oOrnegi, DNA
replikasyonu i¢in gereken maddeler ile birlikte ¢
degisik sicaklikta bir dongii i¢inde tutulur. Dena-
tiirasyon isleminde 91-94 °C’ye kadar 1sitilan
DNA’nin iki zinciri birbirinden ayrilir. Birlesme
asamasinda ortama konmus ve sadece ¢ogaltilmak
istenen DNA dizisini spesifik olarak taniyan iki pri-
mer sicakligin 55-70°C’ye diistiriilmesiyle birbirin-
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Primerler

polimeraz

olimeraz zincir reaksiyonu yonteminin basa

Orjinal DNA Isitma denaturasyon

Thermus-aquaticus

Primer
Birlesme

Primer uzatma

SEKiL 1: Polimeraz zincir reaksiyonu CR ydnteminin basamaklari. (http://kem-en-tec-nordic.com/pcr-page/)

den ayrilmis olan kalip DNA’daki tek zincirlere
baglanir. Uzama agsamasinda ise ortama konmus ve
optimum c¢alisma sicakligs 70°C’de olan bir Ther-
mus-aquaticus denilen (Taq) polimerazi veya si-
cakliga dayanikli bagka bir polimerazla bu
sicakliklarda polimerlerden baslayarak DNA sen-
tezi yapilir. U¢ basamakli bir déngii olusur ve her
tekrarlaniginda spesifik DNA parcas: iki katina
cikarilir. Sentezlenen DNA bir sonrakinde kalip
gorevi yapar.>®>

Ayrica 151k sagilimi, X 15101 kirinimi gibi yon-
temlerde kullanilmaktadar.

SONUC olarak bu ¢aligmada; biyoteknolojinin
amaci, onemi, kullanim alanlar1 hakkinda kisa bir
bilgi verildikten sonra biyoteknolojik yontemlerle

iiretilen maddelere 6rnekler verilmistir. Biyotek-
nolojik olarak iiretilen maddelerin analizinde
kullanilan yontemlerden kisaca bahsedilmistir.
Biyoteknolojik tirtinlerin tiim diinyada tiretimleri
giderek artmaktadir. Sentetik olarak iiretilmis
urtnler yerine biyoteknolojik yontemlerle iire-
tilmis iiriinler tercih edilmektedir. Ulkemizde de
biyoteknolojik ilaglarin iiretilmesi i¢in firmalar
cesitli girisimler ve yatirimlar yapmaktadir. Cok
yakinda Tirk ila¢ sanayiinde iiretilmis biyotek-
nolojik iiriinler marketlerde yerini alacaktir. Boy-
lece hedefe yonelik tedaviler yapilabilecektir.
Her hastanin genetik bilgisine gore 6zel ilag ta-
sarlanmas1 ve hazirlanmas1 miimkiin olacaktir.
Boylelikle etkin ve faydali bir tedavi gerceklesti-
rilecektir.
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