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Biyoteknolojinin ilk uygulamasi MO 3000-
4000’e kadar uzanmaktadir...

Eski Mezopatamya ve Misir’da maltin
islenmesi sonucu elde edilen bira, bir
urtin gelistirmek icin bir biyolojik
sistemin kullanildigi ilk biyoteknolojik
uygulamadir.
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Molekuler Biyoteknolojinin Tarihsel Gelisimi-I

1917 Karl Ereky ilk olarak biyoteknoloji terimini kullandi: Canlilarin yardimiyla ham
materyalden Urunlerin elde edilmesi icin kullanilan her tirla islem

1940 A. Jost ilk olarak genetik miihendisligi terimini kullandi

1943 Penisilin endustriyel olcekte Gretildi

1953 Watson ve Crick DNA nin yapisini aydinlattilar Tk ‘ , |
1966 Genetik sifrenin tamami ¢6zildi 2 'i"’ :‘} o %V
1970 llk restriksiyon endontlikleaz enzimi izole edildi ' |
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Molekuler Biyoteknolojinin Tarihsel Gelisimi-I|

1972 Khroana ve ark ilk olarak bir tRNA geninin tamamini sentezlediler

1973 Boyer ve Cohen rekombinant DNA teknolojisinin ilkelerini ortaya
koydular

1975 Kohler ve Milstein monoklonal antikorlarin Gretimini tanimladilar
1976 DNA dizisinin tayini icin teknikler gelistirildi.
1978 Genentech E. coli de insan insulini Uretti.

1980 ABD Anayasa Mahkemesi ilk defa genetigi degistirilmis mo nin
patentlenebilecegini kabul etti: General Electric icin calisan Ananda
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Molekduler Biyoteknolojinin Tarihsel Gelisimi-III

1981 ABD’de tanida kullaniimak lzere ilk monoklonal antikor iceren iceren
diyagnostik kit onaylandi

1982 Hayvanda kullanilmak tizere rDNA teknolojisiyle Uretilen ilk asi onaylanc
1988 ABD genetik muhendisligiyle gelistirilen kansere duyarl fareyi patentle ‘
1989 PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) tanimlandi z
1990 insan Genom Projesi (HUGO) resmi olarak baslatildi

1996 Bir okaryatik organizma olan Saccharomyces cerevisiae mayasinin tim
kromozomlarinin DNA dizisinin tayini tamamlandi

1996 Genetigi degistirilmis tarim Urlnlerinin ticari kullanima acilimi

1997 Bir memelinin (Doly’nin) klonlanmasi

1999 FDA ilk rekombinant flizyon proteinini onayladi (difteri-IL-2)

2000 ABD de biyoteknoloji firmalarinin yillik sermayesi 33 milyar dolari asti
2001 HUGO tamamlandi ve insan genom dizisi ortaya c¢ikartildi

insan geninin mikrodizileri (10.000 geni bir anda test edebilen gene chips) ticari
olarak mevcut hale geldi
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Biyoteknolojinin bazi uygulama alanlari

Tek hiicreden bitki hicreleri Tani
Hayvanlara yeni genlerin transferi

Monoklonal ___ tedavi

Hlcre Kaltlru i GED

Molekduler Biyoloji

Adli tip

DNA Teknolojisi Genetik Mihendisligi isaretleyici Elementler

DNA,RNA ve protein bankalari

\ Klonlama
Yeni proteinlerin sentezi

Spesifik DNA
problarinin sentezi

insan genom haritasi calismalari X
insan prdteinlerinin Genetik bozukluklarin
Yeni bitki ve Terapétik ajanlar (sitokinler) Gen tedavisi
hayvan cesitleri l \(
Antibiyotikler insan kékenli kimyasal
Yeni gida cesitleri maddeler igin banka

Asllar



Biyoteknolojinin Saglik Alanindaki Uygulamalari

Gen Tedavisi Genetik Testler




Belirli bir amacg icin bir tGrini veya
yontemi olusturmak veya
modifiye etmek amaciyla Edinilen bilgiyi ve
deneyimlerin endlstriye
veya uygulanmasidir
kullanildigi bilim
ve teknolojik uygulamadir.

Genetik mihendisligi
veya rekombinant DNA (rDNA)
teknolojisi seklinde isimlendirilen
tekniklerdir




Rekombinant DNA (rDNA)
Teknolojisi




Rekombinant DNA (rDNA) Teknolojisi
Konu Basliklari

rDNA teknolojisinin avantajlari

DNA nin yapisi ve replikasyonu
Transkripsiyon, translasyon

Rekombinant Urunlerin elde edilmesinde
kullanilan araclar




rDNA teknolojisinin
avantajlari

Istenen proteini kodlayan bir
genin bir biyolojik sisteme
yerlestirilmesiyle, proteinin
buyuk miktarlarda
uretilmesini mimkdn kilar

Proteinin istenen bolgesinde
modifikasyonlarin
yapilmasini miamkun kilar

Biyoteknolojinin
potansiyel riskleri

Uretimde kullanilan
genetigi degistirilmis
molar ekolojik sistemi
bozarak insan irkiigin

olusturabilir mi?

olarak yasayan bir
canlinin genetiginin
degistirmek dogru mu?



DN A the Molecule of Life f \

-
~
Aromosomes

DNA'nIn yapisi

cell

* Sarmal seklindeki ¢ift zincirli DNA
fosfodiester baglariyla birbirine
baglanmis 4 cesit
deoksiribonukleotitlerden

A-adenin 5'p M 3.0H
T- timin

C- sitozin ok cosan
G-guanin den olusur. '

e Zincirler birbirinin antiparelelidir: Bir
zincirdeki 5’P ug, tamamlayici zincirdeki
3’—0H ucun karsisinda yer almaktadir.

i

DNA Cift Sarmal



DNA'nin replikasyonu

OMA prirmaz

DMA ligaz FMA primear

CirA Polimmeraz (P olo)

~= QNI 2% A ..
? g kazaki parcalari _ ‘1’ I I | ‘ ‘l’ 1 .
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CkA Paolimeraz (Palb)
Helikaz

Topoizomeraz

Tek iplk
baglayvic proteinler

Enzimlerin yardimiyla
zincirler birbirinden
ayrilirken, ayrilan
zincirlere tamamlayici

Bakteri kromozomunda
ve plazmitte

Replikasyon orijini (ori)

denilen bolgeden
baslar

Okaryatlarin aksine

. zincirler sentezlenir ve
sadece ori bulunur

bu sekilde DNA duplike
olur




Leading strand

Helicase
Primase

Lagging strand



DNA

Replikasyon
(eslenme)

Transkripiyon

o

—~

(yazilma)

Translasyon
RNA

(cviri)

Santral dogma basamaklari

PROTEIN I

Yapisal protein

“ Islevsel protein




* Transkripsiyon: DNA’daki genlerin RNA polimeraz enziminin

yardimiyla tamamlayici uzunluktaki ribontkleik aside (MRNA
haberci RNA) kopyalanmasidir.

 mRNA’daki tcli nikleotidden olusan her kodon bir aminoasidi

kodlar ve bu kodonlarin kodladigi amino asitler genellikle her canli
icin Universaldir.

rmibonucleotides



Transkripsiyon, RNA
polimeraz enziminin
okunacak genin
onlnde bulunan ve
promotor (ilerletici)
denilen bolgeye
baglanmasiyla baslar.

Transkripsiyon-l|

Olusan antiparalel
RNA zincirinde DNA
zincirini tamamlayan
nukleotidler yerlesir:

g-t,c-g, t-a,
Transkripsiyon, genin
bitiminde yer alan
sonlandirici kodonun
etkisiyle sona erer.

Sarmal DNA kismen
cozulur ve kalip gorevi
gorerek, RNA nin yap!i

taslari olan
ribontikleotidlerin
baglanmasini saglar.

Nontemplate strand

Template strand

Direction of transcriplion &



Translasyon

Translasyon: mRNA'daki kodonlara uygun
amino asitleri tastyan tRNA’larin
ribozomlarda gerceklestirdigi protein
surecidir.

Translasyon, mRNA'daki AUG baslangi¢
kodonundan baslar.

mRNA’daki kodonun tamamlayaci
antikodon dizilerinden ibaret olan tRNA,
mRNA’ya baglanarak tasidigi aminoasidi
olusan peptit zincire ilave eder.

gelindiginde peptit zincirin sentezi sona
erer.

large subunit
P site
Asite

initiator tRNA

ANA
small subunit

peptidyl transferase
amine acid -

charged tRNA =

vy




-
O
>~
(g
©
(Vg
-
(O
.
T




Okaryotlarin genetik yapisi

Erm
f\'=rlf\

mEH A .', ENA processing

B O O

Fibosarme

Polypeptide
Translation
mEMa&

DNA nin transkripsiyonu
iki asamali olup ilk olarak
pre-mRNA

Daha sonra bu zincirden
intronlarin ayrilmasi ile
sadece ekzonlardan olusan
fonksiyonel mRNA olusur.



Rekombinant DNA teknolojisinde
o6karyot DNA si plazmide klonlanamaycak
kadar biiyiik oldugundan: intronlari

s AAAAYBRNA icermeyen fonksiyonel m-RNA kullanilarak
3 LYY 5 Olga(aT) primer . . 9. ¢
X revers transkriptaz enziminin yardimiyla
noybate with roverss ranscriptase
to synthesize <ONA strand cDNA (komplementer veya kopya DNA)
i sentezlenir ve klonlamada elde edilen cift
<ONA zincirli DNA kullantlr.
€ Whan cONA strand is complaled
frpdiodyze ANA strand
1-Revers
ISV VUITRTVTTONTE oot transkriptaz ile
omiutl)l' wih DNA polymerase 1o InkUbaSyon
syrihosce socond UNA sirand, )
51 nucheane .
P s 2-cDNA
DNA tamamlandiginda
© noubate with terminel Iraneerase MRNA hidrolize olur T
19 add sngie-siransed lnds.
///
c-C-¢-C :
CC-CiC 3-DNA polimeraz ile
Doubie-stranded cDNA o o
remay for isertion info inktibasyon

apgropriato clonieag vector



rDNA teknolojisi genetik bilginin (DNA) bir organizmadan

digerine aktarilmasini (klonlanmasini) saglar

(_1 l_]

DNA bir organizmadan ekstre edilir, enzimatik olarak ||
parcalanir ve bir diger
DNA olusumuna (vektor) baglanarak yeni

rekombinant bir DNA molekull elde edilir |

Chromosomal DNA

Fragment
To Be Cloned

Olusturulan bu rDNA molekuli bir konak hiicreye
transfer edilir

Reco nant DNA Molecule

INOAUCH IO DACoMUMm

rDNA molekilind alan hicreleri
almayanlardan ayirmak lGzere tanimlanip izole
O Recombinant

DNA Motacute edilirler.

7~ L actona
Chromosome



Rekombinant Urilinlerin elde

edilmesinde kullanilan araclar

- DNA Konak hicreler
DNA’yI modifiye

eden enzimler (ekspresyon- (ekspresyon
klonlama) vektorleri sistemleri)




DNA'yi modifiye eden enzimler
1. Restriksiyon endonukleazlar

Molekiler klonlama icin hem hedef diziyi iceren kaynak DNA'nin, hem de vektorin
sureklilik gosteren, miinferit ve yeniden olusturulabilen fragmanlara parcalanmasi gerekir.

Bakteri ve arkealarda bulunan restriksiyon endontkleazlar nukleotitlerin 6zgul bir dizisini
taniyarak DNA'nin cift zincirinde bir kesik olusturular.

DNA’da baglandiklari bolgeler 4-8 nikleotit uzunlugundaki azotlu bazlar olup palindromik
dizilerdir, yani karsilikli gelen dizileri identik olup ileri ve geri ayni okunur.

CUT BY RESTRICTION ENDONUCLEASE

AATTC
CTTAAG
. == N e CCCIGGG
TR T Smel,  TRees  seee GGGCCC

3.-1-7-6-6’-szc-c-'c-n-s-5- ~R-T-6-G-G C-C-C-RA-G-



Nomenklaturd

Kesfedilmeye baslandigi 1970’lerden beri farkli bakterilerden
100’den fazla restriksiyon enzimi tanimlanmistir. Her enzim izole
edildigi bakterinin cinsi ve susun kokenine goére adlandirilir

EcoRl isminin tureyisi

I R
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EcoRl Esherichia coli R
5.6 kb [—r]
a9k —
BamH] Bacillus o B3
Gel electrophoresis
amyloliquefaciens l
- electrode
Pstl Providencia stuartii
| W
Sau3Al Staphylococcus Tol
aureus 3.6 kb
Smal Serratia marcescens T
. HindIlI
Haelll Haemophilus
aegyptius
HindIll Haemophilus , : 3 ! GRS
. P |GGATCC CTCGAGCTGCAGCCAAGGTT)
influenzae

Notl Nocordia otitidis @



2. DNA Ligazlar

Bu enzim DNA polimeraz lII'Gn
sentezledigi DNA parcasinin 5’ fosfat

| DNA LIGASE Reaction |

: : & o
grubu ile, DNA pollme(az I i e
tarafindan sentezlenmis DNA 6

) - . NA Ligass
parcasinin 3 h|9|r0k5|l gurubunu ‘___j‘:mo.m-._....,
fosfodiester bagiyla baglar. 0
ve . o . 3 0P--0-5—{DNA strand

rDNA teknolojisinde, restriksiyon S
enzimleri ile elde edilen ve NewS-S phosphotiesterbond  AATGCCATICA.
plazmidin icine yerlesen DNA AAGTACTTGAC
parcalarinin kovalan baglarla ‘ T4 DNA Ligase
plazmide baglanmasini saglar ve bu N e T
sekilde stabil rekombinant Qm @ ITACGGTAAGTACTTGAC

. . . . Enzyme TTACGGTAAGTACTTGAC
plazmitlerin elde edilmesinde O -
kullantlirlar. O oN Primr 2
O —_— ==

Genellikle bu reaksiyonlarin katalize = J_
edilmesinde bakteriofaj T4den elde DAlge DNA igase
edilen T4 DNA ligazi kullanilir.

N
26 blm@bﬂﬁﬁ wy Q




 DNA'yI modifiye eden enzimler nelerdir?
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DNA ligase

//Rem\

Enzyme

Genomic DNA
+

k DNA Primer 1

13 bas%’ \13 bases
\\—_/ Repeat X2
26 bases 26 bases

DNA ligase

/

N



DNA (ekspresyon/klonlama) vektorleri

Vektor, yabanci DNA'yi konak hlicreye tasiyan sisteme verilen
addir ve bu amacgla en ¢ok plazmitler kullanilir.

Vektorde bulunmasi gereken ozellikler:
e Alici hiicrenin kromozomundan bagimsiz bir replikon

o » . : T : Region
olarak ¢ogalmasini saglayan bir replikasyon orijinine (ori) ~ into whicn plasmid
H DNA can i cloning vector
sahip olmalidir. be inserted o

* Plazmidi tasimayan hlicreler arasindan secilebilmesini
saglayan ozelligi kazandiran bir antibiyotik direnc geni
tasimalidir.

©  Restriksivon endonulkleaz kesim bolgesi bulundurmalidir,

* Klonlanan yabanci DNAnin konak hicrede
transkripsiyonunu saglayan bir promotér (P) tasimalidir.

e Bulundugu ortamdan ayri bir molekul olarak izole
edilebilmelidir. Bu bir virls ise bakteri kromozomuna
entegre olmamalidir.

Plazmid:
klonlanabilen max
uzunlugu 15kb



Klonlanan yabanci DNA'nin boyutu arttikca vektor

Cos FeoRl o8
1
h vector [ = 1 |ﬂ (_ E‘
FeoRl digest
and ligate
Y
cos €os

e S

Package into
phage particles

Recombinant phage )

Bactkinl i Each recombinant

phage forms a single
plaque
Phage plaque——

Klonlanabilen max

DNA uzunlugu bakteriyofaj
delta icin 25kb, P1 icin 100kb.

Ligate to insert DNA {~45 kb)
Package into phage panticles

Insert DNA
‘ j BamHI digest

resistant colonies

Cosmid DNA COS
becomes circular )
and replicates e
as a large plasmid

Amp)

Klonlanabilen

Infect £, col
Select ampicillin-

max DNA uzunlugu 45kb




Klonlanan yabanci DNA'nin boyutu arttikca vektor
olarak kullanilan sistemler degismektedir

\"-—
®
Eoohl Target DMNA
CEM
AR
ampar
TEL EL
I
EamHI
bakteri 300kb, o
maya ZOOOkb EarmH| and ECCRIl Digest with EcoRll
TEL ARS
- —

CEM




Rekombinant DNA teknolojisiyle hedeflenen
farmasotik trinu kodlayan genin konak hucreye

klonlanmasi

Memeli DNA’sI intronlar icerdiginden plazmide klonlanamayacak kadar
bluyuk genlerden olusur. Ancak hedef proteini kodlayan ve intron
icermeyen mRNA'nin izole edilip, revers transkriptaz enziminin yardimiyla
once tek zincirli cDNA, daha sonra cift zincirli DNA'nin olusturulmasi bunu
mumbkaun kilar.

Secilen plazmide gore endontkleaz restriksiyon enzimi ilave edilir (PCR).
DNA ligaz enzimi ile kesilen uclar baglanir.

Olusan ekspresyon vektorii: antibiyotik direnc genleri, ori, promotoér
bolge ve hedef proteini kodlayan DNA'yi icerir.

Plazmit E.coli’'ye transforme edilir. Sadece plazmidi tasiyan hiicreler
antibiyotik iceren besiyerinde urerler.

DNA problarin yardimiyla hibridizasyon yontemlerinin kullanilmasiyla
hedef proteini iceren plazmid segilir.

llgili klon secildikten sonra, konak hiicrede plazmid cogaltilarak,
hedeflenen proteinin ekspresyonu saglanir.



Polimeraz zincir reaksiyonu

DNA icerisinde yer alan, dizisi bilinen iki segment
arasindaki 6zgun bir bolgeyi enzimatik olarak
¢ogaltmak icin uygulanan reaksiyondur.

Reaksiyon 94-98 °C’de gerceklesen denattirasyon,
37-65 °C’de gerceklesen taviama ve 72 °C’de uzama
asamalarindan olusur ve bu dongtlerin belirli sayida
tekrarlanmasina dayanur.

Bu yontemin gelismesi, yuksek 1stya dayanikli olan
ve Thermus aquaticus bakterisinden elde edilen bir
DNA polimeraz enzimi olan Taqg polimeraz’in kesfiyle
gerceklesmistir.

rDNA teknolojisindeki bir diger 6nemi: reaksiyona
giren primerlarin yardimiyla, cogaltilan DNA dizisinin
uclarina restriksiyon enzimlerine ait nukleotid
dizilerin ilave edilmesine olanak vermesidir.

DS 3 5
avuuinnmmnnnnmszon gl
DNA 5 LT TR T U S S 3
DENATURATION I as°c
Y e *
- Q
ANNEALING P pp -80°C
s T ITTRSRHTTT ”'Tmm
i
AR R OIS —»
EXTENSION ke




Denaturation
@ 94 -95° C

Denaturation of
double stranded DNA
into single strands

1 double 2 single
stranded DNA stranded DNA

Primers bind to their
complementary
sequence on the
target DNA

Primers

2 P

= = [ o |

Once annealed to the
strand, primer extend
by a DNA polymerase
to synthesize the
complementary 2@
strand

7

:d ° 1
2 doublestranded DNA
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“Did they miniaturize the Polymerase Chai
to atomic level?”
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transfer edilmesi Transformasyon

 Dogal fizyolojik yollarla transformasyon

Endustriyel biyoteknolojide kullanilan Bacillus subtilis gibi bazi bakteriler dogal
fizyolojik kosullar altinda DNA'y1 hiicre icine alma yetenegine sahiptir.

e Yapay yollarla transformasyon

Yiksek konsantrasyonlarda CA*2 iyonlarinin varhiginda uygulanan isi soku (42 °C’de
30-120 sn) hiicre membranini DNA ya gecirgen kilar.

Elektroporasyon: Hiicreye uygulanan 10-20kV cm diizeyinde bir elektrikli alan,
membraninda DNA'nin kolaylikla gecebilecegi deliklerin acilmasina neden olur. Bu
yontem daha buyik rekombinant vektorlerin hiicreye transformasyonu icin
elverislidir.

Bakteriyofaj infeksiyonu (transdiiksiyon): rDNA, bakterileri infekte eden virlsler
olan bakteriyofajlarin kapsidine yerlestirilip, ardindan dogal yolla bakteri infekte
edildiginde DNA bakteriye gecer.

Konjugatif plazmitler: iki bakteri hiicresinin yakin temasi sonucunda 6zel bir grup
plazmit olan konjugatif plazmitlerin araciligiyla DNA bir hicreden digerine aktarilir.
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Rekombinant protein ekspresyon sistemleri

e Saccharomyces e Virtsle infekte hticre (
e Escherichia coli cerevisiae (ekmek | or: CMV, SV40,
e [actococcus lactis ve mayasi) adenovirls, retroviris)
diger bakteriler (6r: e Pichia pastoris, P e indiiklenebilir
Bacillus trleri) maethanolica) ekspresyon sistemleri

Digerleri

e Baculovirus, stabil

transjenik hayvan
rekombinant soylari, E.

sutleri, transjenik
bitkiler, Xenopus

coli, Schneider

hlcreleri . :
oositleri




| ekspresyon sistemi

rProteinlerin E.coli’"de eksprese edilmesinin baslica avantaijlari:
a)Basit Greme kosullari b)distk maliyet c)yliksek verim

Ancak memeli hicrelerinde gorulen glikozilasyon veya protein katlanmasi gibi
bircok translasyon sonrasi modifikasyonu gerceklestirememektedir. Bu nedenle
stabilitesi ve biyolojik aktivitesi duslik olan proteinler tretilmektedir.

E.coli’de uretilen ve onaylanan rekombinant farmasoétik tiriinler arasinda:
kan faktorleri (kan faktor VIil),

hormonlar (instlin, somatropin),

bliyume faktorleri (GM-CSF),

sitokinler (INF-a, INFB-, INF-Y. TNF-a, IL-2, IL-11,IL-1Ra),

rekombinant altbirim asilari (Lyme etkeni Borellia burgdorferi nin OspA ylzey
antijenini iceren asl)



* rProteinlerin S. cerevisiae’de eksprese edilmesinin baslica
avantajlari

a)Basit treme kosullari, insekt ve memeli hiicrelerine oranla distk
maliyet ve yuksek verim

b)Ekmek mayasi olarak yillardir glivenle kullanilmis olmasi
glvenligini arttirmaktadir.

c)Memeli hiicrelerinde gorilen translasyon sonrasi modifikasyonu
gerceklestirilmektedir. Bu nedenle E. coli’ye oranla stabilitesi ve
biyolojik aktivitesi daha yuksek proteinler Gretir.

d)Urettigi proteini besiyerine salgiladigindan ve S. cerevisiae
normalden disuk sayida protein Urettiginden saf protein elde
edilmesi kolaydir.



farmasotik tGrunler

e Anti-koagulanlar (hirudin)
* Hormonlar (insilin, somatropin)

* Rekombinant altbirim asilari (hepatit B etkeni HBVnin HBsAg ylizey
antijenini iceren asi)

INSHon
into yeast

Pure HBsAg Vaccine Moditied yeast

WA SRS rSTOC R Oon 25358388




* rProteinlerin insekt hiicrede eksprese edilmesinin baslica
avantajlari

a) Memeli hiicrelerine oranla distik maliyet ve kisa sirede yuksek
verim

b) Ekspresyon vektori olarak insektleri infekte eden baculoviris
ailesindeki virasler kullanilir.

c) Memeli hiicrelerinde gorilen bircok translasyon sonrasi
modifikasyonu mayalara oranla daha yuksek kalitede
gerceklestirilmektedir.

rProteinlerin ekspresyonu icin en cok kullanilan konak insekt
hiicreler Spodoptera frugiperde nin over hiicreleri ile Trichoplusia
ni nin yumurta hucreleri yer alir.



Insekt hiicrede Uretilen ve onaylanan
rekombinant farmasotik Grtnler

* Trichoplusia ni’de Uretilen ve papilloma virtstinidn
L1 kapsit antijenini iceren asi

:-...II
Cakbagr lswpao. A, Lo B, Faga., C, Cocsan.
Ir, Sdwill.



viemell nNucre exKspresyon sistemi

rProteinlerin memeli hiicrelerinde eksprese
edilmesinin baslica avantaji: translasyon sonrasi
modifikasyonlarinin diger dkaryotik sistemlere gore
daha karmasik olmasidir (saz proteinler ve glikoproteinler icin gerekii olan

modifikasyonlar —silfatasyon, amidasyon ve karboksilasyon- ancak memeli hlicrelerinde
uretildiklerinde kazanilmaktadir).

Dezavantaji: maliyetin yuksek olmasidir (hicrelerin iireme

hizlari yavas, ekspresyon duzeyleri disik, karmasik besiyeri gereksinimi vardir, ktltirlerin




konak memeli hiicreler

e CHO- Chinese Hamster Over (uzun sireli stabil gen ekspresyonu)
 BHK- Baby Hamster Kidney

e COS- (Afrika yesil maymunu bobrek)

e HEK-239- Insan embriyonik bébrek

/ : gy ‘.._é.;."‘:}!‘: w 1, ‘\ ‘. :
STl t" ‘,'."' 5, ;/. %A “‘
h , 4 E '»‘




farmasotik Urtinler

Koagulasyon faktorleri
Hormonlar: FSH
Sitokinler: INF

Ureme faktorleri: EPO

Rekombinant altbirim asilari: hepatit B virisunin
HBSAg iceren asil

Monoklonal antikorlar
BHK hiicrelerinde: kan faktor VIli




* Memeli hiicrelerinde yabanci genin ekspresyonu
icin viral kokenli vektorler kullanilir: Simian virus
40 (SV-40), Epstein Barr Virls, adenovirus, herpes
simplex virus, sinbis virus

e Virtsun 6zelligine gore vektorler memeli
hlicresinde otonom sekilde replike olur veya konak
hiicrenin kromozomuna integre olur.

e Ekspresyon vektoruyle transfekte edilen memeli
hicre 6limsuz cogalma yetenegine sahiptir.



Bir memeli ekspresyon vektorintn baslica

JIENNIEY

Okaryotik replikasyon orijini (SV40)
Promotor ve transkripsiyon terminasyon dizileri
Intron

E. coli replikasyon orijini ve antibiyotik direnc geni



viemell hucrelerin uretiimesi

Hiicre kiltirlerinin muhafaza
edilmesi:

Memeli hicreler genellikle 37 °C’de,
% 5 CO, gazi bulunan 6zel
inkUbatoérlerde Urerler.

oH indikatorlerinin besiyerine ilavesi
gerekmektedir.

Glukoz, aminoasitler, vitaminler ve
tuzlarin konsantrasyon ayarlari ¢cok
onemlidir.

Ureme faktoru olarak genellikle
hayvan yavrularina ait seruma (FBS)
ihtiyac duyarlar.

Laminar air flow da calisiimali,
kontaminasyonu azaltmak icin
antibiyotik (penisilin-streptomisin)
yada antifungaller (amfoterisin B)
ilave edilir.




Memeli hiicrelerin Uretilmesi-devam

* Besiyerinin degistirilmesi:
hiicrelere yuzeye yapisik ise
besiyeri aspire edilip tazesiyle
degistirilir.

* Hucrelerin pasajlarinin
yvapilmasi: dtzenli bir sekilde
pasajlarin yapilmasi, htcre
yogunlugunun artmasina bagl
olarak yaslanmayi onler.
Hucreler yuzeye yapisik ise
tripsin-EDTA ile muamele
edilir, santrifujlenir ve yeni
siseler alinir.
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Antikorlar B lenfositleri tarafindan (iretilirler
B lenfositleri:
Kemik iliginde olgunlasirlar

Yuzeyinde 6zgul antijenine spesifik olarak
baglanmayi saglayan reseptorlerle kemik
iliginii terk eder

Bir antikor molekiilii olan bu B-hticre
reseptorleri antijeni tek basina tanima
yetenegine sahiptir

Reseptdriine 6zgu antijeni ile uyarildiginda
bellek B lenfositleri ve plazma hiicrelerine
donusdurler

Plazma hicresinden hiimoral immun yanitin
effektor molekdlleri olan antikorlar salgilanir.



baslica gorevleri

Antijenler arasinda capraz kopruler kurarak, fagositik hicrelerce
kolay sindirilecekleri kimelere donlismelerini

Toksinlerin ve viruslerin yuzeyini kaplayarak notralize etmeleri
sonucunda, konak hiicreye baglanip zarar vermelerine engel
olmalarini,

Kompleman sistemini aktive ederek, yabanci mo nin erimesine,
Mo larin opsonizasyonunu ve fagosite edilmelerini,

Kompleman sistemini aktive ederek iltihap yanitina yol acan
anaflaktik ve kemotaktik etkili maddelerin aciga ¢cikmasini
saglarlar

(izotoplarindan baz (A Amibedy  |mekte, salgilarda
bulunmakta veyam .. %\( \\J@*ﬁf bilmektedir.)

@\ (_Antigen
wd &P
yid




Belirli bir hastaliga karsi asilanmis kisilere
veya hayvanlara ait serumun
(hiperimmtiin globiilin veya immiingama
globliilin) toplanip saflastiriimasiyla
hazirlanan immunoglobulinlerle pasif
bagisiklama saglanarak tedavi veya korunma
amaciyla kullanthr



Antibakteriyel

Sarbon Beygirde hazirlanan bagisik serum Tedavi amaciyla, im, iv
Bogmaca insan immiingama globdilini (HIG) Kulucka stresince hastaligi
onlemede
Antitoksin
Difteri Beygir antitoksini Koruma ve tedavi
Tetanoz
Botulismus

Gazli gangren

Antiviral

Hepatit Ave B HIG Once veya sonra
Kuduz
Kizamikgik
Cocuk felci
Kabakulak

Antivenom
Akrep sokmasi Beygir antivenomu Akrep sokmasindan hemen sonra
Oriimcek zehiri Siyah dul ériimcegin goriindugu
Yilan zehiri ulkelerde

Yilan sokmasindan hemen sonra



Bircok arastirmada, tani ve tedavi amacli kullanimlarda sadece tek bir

Monoklonal Antikor Uretimi

1-Antikor olusturmak igin ;e
fare immiinize edilir

2-Farenin dalagindan \ % 1

antikor

olusturan hiicreler — ®

izol edilir \

4-Antikor olusturan hiicreler hibridomalarin
olusturmak icin tiimor hiicreleri ile fiizyona
ugratilir

5-Hibrodomalar antikor for

1{ 3-Timor hiicreleri hiicre
| kiiltiirtinde iiretilir

olusumu icin taranir

6-Antikor olusturan
hibrodomalar klonlanir

7-Monoklonal antikorlar kiiltiir icin izole edilir




Hybridoma Technology

Cells fuse
to make

hybridomas Cancerous

plasma cells

Antibody-producing
plasma cells

Hybridoma cells
grow in culture

Individual hybridoma
cells are cloned

Hybridomas are

kept alive in mouse @——*

Clones are tested for
desired antibody

Desired
clones are
cultured
and frozen

Monoclonal antibodies
are purified
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AIDrId nucrelerin olusumu ve secimi

B hiicresi

Farenin dalagindan ayrilan B hiicrelerinden herbiri antijenin farkli epitoplarina karsi antikorlar Uretir
Omiirleri kisadir
Hipoksantin guanin fosforibozil transferaz (HGPRT) enzimi tasir

Miyeloma hiicresi

Ayni cins fareden izole edilen kanserli plazma hicresidir, 6limsutzdir
Imminoglobilin sentezleyemezler
Mutasyon sonucu HGPRT olusumu ortadan kalkmistir

Polietilen glikol

B hiicresi ile miyelomanin plazma membranlarini birlestirip, hiicrelerin flizyona ugramisini ve dolayisiyla her iki hiicreye
ait cekirdekleri tasiyan melez hicrenin olusumunu saglar

HAT (hipoksantin-aminopterin-timidin) besiyeri
Aminopterin: folik asid analogu olup endojen pirin sentezini bloke eder
hipoksantin-timidin: DNA sentezinde ortamda olmasi gereken niikleotidler

Hibridoma

Oliimsiizdiir
Immiinglobiilin sentezler
HGPRT tagsirlar



Antibody Production and Development

mﬁ

= i %{5/ ?
® = Fusion — I,,,:‘)Ql'; 0 {;'
.

Western Blot ELISA  FlowCylometry Immunohistochemistry

Myeloma Cell Line

High affinity and specificity antibody screeming

HAT Selection @- .
Only hybridoma «
can grow In HAT medium @. ..@

Posmvel Clones | .
v ,

Propagation
Spleen-spleen Cell l Antibody-based diagnostics Antibody-based therapeutics

-.4; Myeloma-myeloma Cell Y Y Y Y

Spleen-myeloma Cell

Myeloma unfused Cell Y Y YY

Spleen unfused Cell Mouse Monoclonal
Antibody

.



Fare kokenli monoklonal antikorlarin insana
enjekte edilmesinin iki olumsuz etkisi vardir:

* Immiun sistem tarafindan yabanci algilanan fare
kdkenli antikorlar gelisen immun yanitin etkisiyle
dolasimdan hizla arindirilir

* Fare ve insana ait antikorlarin birlesmesi sonucunda
olusan immunokomplekslerin bébrek gibi organlara
birikmesi sonucunda yasami tehdit eden allerjik
reaksiyonlar ortaya cikar

* Ayrica in vivo sartlarda insan antikorlari kadar etkili bir
sekilde biyolojik islevlerini yerine getiremezler



Hibridoma teknigiyle insan monoklonal

e Fare miyeloma hicreleriyle flizyona ugrayan insan
kokenli lenfositlerin kromozomlari sabit kalmadigi gibi,
olusan hibridomalar ¢ok az monoklonal antikor
Uretebilmektedir

* Fare miyeloma hucrelerinin yerini alabilecek insan
miyeloma hiicresi henlz kesfedilmedi

* |nsana terap6tik amaclarin disinda bir antijenin
verilmesi ve ardindan antikor Ureten hicrelerin
secilmesi icin kismi splenektominin uygulanmasi pek
kabul edilebilir bir durum degildir.






A- Kimerik antikorlar
B- Insanlasmis antikorlar
C- Tastyici antikorlar (immunokonjugatlar)

Immunotoksinler
Radioimmunokonjugatlar

Abzimler

Imminositokinler Low

Imm{inolipozomlar T
D- Bispesifik heterokonjugatlar %

Biyosentetik Y Y

Kimyasal ml., e

Acute intervention

Chronic therapy

Y N

ﬁ ( PRINATIZEO™ Haman



Mouse Chimeric Humanized Human
antibodies antibodies antibodies antibodies

Percentage of human antibadies
0% 80~ 80%—— 80~8 SH——=TT 5T

Frequency of administralion
High = N

Repeaied administration |due bs high anti

Ditficulr =

Effecior funclion (CDC activity, ADCC activi
Low ==



Kimerik monoklonal antikorlar

* Degisken bolgelerinde fareye, sabit bolgelerinde ise insana ait genler tarafindan
kodlanan aa ler tasir

» Kimerik antikorlarin yaklasik %70si insan ve %30 u fareye ait DNA dizilerini tasir

* Bu nedenle, fare kokenli monoklonal antikorlara gore daha az olumsuz immiuinojenik
reaksiyona neden olur ve serumda yarilanma omri uzundur

* FDA onayli kimerik Mab : Rituximab, infiliximab, abciximab, basiliximab

variable, murine regions
___ bind specificalls to
\ , CD20-antigens of B-cells

human constant
K-regions

human IgG:-Fc portion




Insanlasmis monoklonal antikorlar

insan kékenli mablarin degisken bdlgelerinde yer alan hiper degisken bélgeleri sadece
fare kaynakhdir

yaklasik %95’i insan ve %5’i fareye ait DNA dizilerini tasir

Bu nedenle, antijene baglanma afinitesini kaybetmeden kimerik antikorlara oranla ¢ok
daha az

FDA onayli 12 insan kékenli Mab

Chimerized and Humanized Antibodies

s

Chiméric Humanized

B Mouse
£ Human




e Immiinotoksinler: kanser tedavisinde kullanilir ve letal

bir toksine baglanmis timore 6zgl mab dan olusur.

(Ricinus communis’in ricin-A’s1, Abrus precatorious’un abrin’i,
Corynebacterium diphteriae’nin difteri toksini, Shigella dysenteriae’nin
toksini, Pseudomonas aeruginosa’nin ekzotoksini)

* Radioimmiunokonjugatlar: radionukleotidle konjuge
edilir. (ibritumomab tiuxetan, tositumomab)

* Immiunositokinler: Immin sistemin efektor
hlicrelerinin gelismesinde ve aktive olmasinda
dizenleyici roller oynayan sitokinlerin timore 6zgu
mablara konjuge edilip, timor hiicresine
yonlendirilmesi tedavinin amacini olusturur.(IL-1 ve IL-2)



* Abzimler: Antikorla-ydnlendirilmis enzim 6ncil madde
tedavisinde (ADEPT) tumor hucreleri Gzerine toksik etkili
olan bir ajanin énclul maddesini aktive eden enzimle
konjuge edilmis timodre 6zgl mablar kullanilir.

j
B

.'{' o

* immiinolipozomlar: 3
<"

Lipozomlar kendiliginden biraraya gelen fosfolipit tabakalar

llac tasiyan sistemlerdir

olup, kesecigini olustururken aktif maddenin etrafini sarar.



= immiinolipozomlarin avantajlari
Lipozomlara cesitli kimyasal
maddeler hatta genler L.iposomes

VUkIenEb|||r. ProlecbvaliV
of polyethelyne
glycol . .
e
Daha fazla molekil yiklenebilir RS ’
—<‘€T-'

llacin in vivo yarilanma émrinii
uzatir

Tasidigi maddenin sistemik toksik
etkisini dusurir

Drug crystallized

. .. Lipid-soluble
in aqueous fluid P

drug in bilayer

Lipid bilayer

et 1 e Skey o Baen b Mg esesn!
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A bispecfic antibody is made by joining
two halves of two different antibodies

@ iki farkl antijenik epitopa baglanma yetenegine sahiptir
@ Biri tumor hiicresinin ylizey antijenine 6zgu iken, digeri sitotoksik etkili bir 16kositin ylizey
antijenine 6zgudur
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e esasl: Farenin agir ve hafif zincire ait genleri
kodlayan lokuslarin insaninkiyle degistirilmesi

e FDA onayli: panitumumab (kolerektal ca)
* Guclu yonleri:

Sigir, keci gibi hayvanlara da uygulanabilir

wWww.VADLO.com
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“At first | was happy | made smart transgenic mice..”



PHAGE DISPLAY

Amplify cONA from human B-cells,
and ligate into vectors to form

heavy (H) and light (L) chain libraries

H L

(= ===

\

Randomly combine H and L libraries
to forma combinatorial library

H L
(——=r— ]

= H L 0

= H L N

§

Express in phage display |ibrary

(S
:;—_2 [ —
(Hard L)

Screen f

TRANSGENICS

Immunize transgenic mouse containing
human immunoglobulin loci

N,

4

Harvest spleen

\ 4

Generate hykridomas (e.g.,by fusiont
®
®© @

or desired activity

Human

={ «

menoclonal antibody

esasi: Agir ve hafif zincirin degisken
bolgelerine ait genlerden ibaret
repertuvarlarin filament6z bakteriyofajlarda
rastlantisal bicimde birlesmelerini
saglayarak monoklonal kisimlarin
olusturulmasidir

avantaji: hibridoma teknolojisine gerek yok
yani bagisiklama yapilmadan istenilen her
turld antijene karsi in vitro kosullarda insan
mablari Uretilebilir



* Tani

v’ Gebeligin, cesitli molarin tanisi, ilac ve hormonlarin serumdaki
seviyelerinin délculmeleri

v’ Bazl primer ve metastatik timorlerin erken tanisinda
radyoaktif madde ile isaretlenmis mablar in vivo yolla kullanilir
* Tedavi

v’ Kanser, otoimmun hastaliklar, organ reddinin dnlenmesi,
hematolojik ve kardiyovaskuler hastaliklar, viral infeksiyonlar,
allerjik astim, deri ve goze ait hastaliklar

v’ Patojen molarin yada toksik molekullerin notralize edilmesi




Monoklonol antikorlarin tedavideki kullanim sekilleri

** Monoklonal antikorlarin giplak ve biitiin sekli- fare, kimerik, insanlasmis
** Monoklonal antikorlarin tiirevleri- Fab veya ScFv kismi
** Monoklonal antikorlarin tasiyici olarak kullanildigi sistemler- immiinokonjugatlar

<& L) LY L .
+* Bispesifik monoklonal antikorlar . o,

S 1 '\ Biotinylated 3

*. Naked MAb : radioalctive ligand Multistep Targeting

" [ancc] °
o Leoc |
Rad:onuclide\‘.‘
[Radioimmunoconjugate |

Tumor Cell

@),

Cytokine

oo siciclod

| Immunotoxin |
scFv-enzyme — ‘_ scFV
I o saannrm 1 -/
[ADEPT] /N
Prodrug Drug

2
Immunoconjugates

|Immunoliposome



Fermentasyon (hibridoma-memeli hiicreler)
Santrifij filtrasyon (hicreler ayrilir)

Ultrafiltrasyon (filtratin konsantrasyonu)

Afinite kromatografisi (IgG icin protein A agaroz)
llave kromatografi (iyon degistirici ve jel filtrasyon)
Gerekliyse konjugasyon (toksin, radiontkleotit)
Son urunun formulasyonu

Steril filtrasyon ve aseptik dolum
Sivi Uruin yada liyofilize toz Uiriin




ASILAR ve ADJUVANLAR




* Asiile saglanan aktif bagisiklamanin hedefi koruyucu
bagisiklhigi ve immiinolojik bellegi arttirmaktadir.

* Hizla gelisen yeni asi teknoljilerinde amaclanan hedefler:
1. Mevcut asilarin iyilestirilmesi
2. Henuz asist bulunmayan hastaliklara karsi yeni asilarin

gelistirilmesi

Immunopotentiators
Modemy Vaceines

W IE




asinin ozellikleri

Her yastan kisiye %100 etkili olmasi

Tek uygulamayla 6mur boyu koruyuculuk saglamasi
Guvenli olup, herhangi bir istenmeyen etki olusturmamasi
Cesitli kosullar altinda stabil olmasi (is1, 1sik, transport)
Uygulanisinin kolay olmasi (oral)
Sinirsiz miktarda Uretilebilir olmasi

Ekonomik olmasi | LAtk 11 i
. Modemiaccines



Geleneksel ve modern teknolojik yontemlerin kullaniimasiyla elde edilen asi
tipleri

Teknoloji

Canli/siz

Ornek

Attente geleneksel | canl BCG, tifo, kizamik, kizamikgik, influenza
inaktif 610 geleneksel | cansiz Bogmaca, kolera, tifo, hepatit A
Altbirim geleneksel | cansiz Difteri, tetanoz,

Genetigi iyilestirilmis | rDNA canh Vaccinia, poliovirls, adenovirls

canli asilar

Genetigi iyilestirilmis | rDNA cansiz HBsAg- maya veya memeli hiicreleri
altbirim

Anti-idiyotip Mab cansiz Hepatit B, kuduz

Sentetik peptit sentez cansiz influenza, hepatit B

DNA rDNA cansiz Malarya, HIV, influenza




Geleneksel yontemlerle uretilen asilarin

Infeksiydz etkenlerin tumu kiltirde uretilemediginden bircok hastaliga
karsi gelistirilememis asi bulunmaktadir

Viruslerin Uretilmesi icin hiicre kiiltiirleri gerekmekte, ve bu yolla uzun
sirede dusuk miktarda urin elde edildiginden maddi yik getirmektedir.

Uretim sirasinda patojen etkenin personel ile temasa gelmemesi icin
genis guvenlik onlemlerinin alinmasi gereklidir.

Uretilen partideki etkenin tam olarak inaktive veya attentie suslarin
viriilan sekle doniisme riski bulunmaktadir

Tum hastaliklara karsi (or: AIDS) geleneksel yontemlerle hazirlanmis
asilarla korunma saglanamamaktadir

Hazirlanan bu asilarin raf 6miirleri sinirh olup, aktivitelerini yitirmemeleri
icin sogukta saklanmalari ve tasinmalari gerekmektedir.




Rekombinant DNA teknolojisinin yeni asilarin
gelistiriimesinde sagladigi olanaklar

Infeksiyon etkeninin etkili bir immiin yanit olusturma
yetenegini kaybetmeden viruilans genleri cikartilabilir.

Bu sekilde elde edilen canli avirtlan suslar tasiyici sistemler
gibi kullanilarak, gtcltd immuan yanit olusturan baska patojen
etkenlerin antijenleri ile yliklenebilinir (rekombinant vektor

asilari)

Kaltdra yapilamayan infeksiyon etkenlerinin protein
vapisindaki determinantlarini kodlayan genler izole edilip,
klonlanip, alternatif bir konak hticre sisteminde eksprese
edilebilir. Klonlanan gene ait proteinler (rekombinant
antijen asilari) veya genin kendisi asi (DNA asilari) olarak
formule edilebilir.



Genetik manipulasyonla attenue edilen mo asilari

Rekombinant antijen asilari

Konak hiicrede eksprese edilen proteinler
Genetik olarak detoksifiye edilen proteinler
Rekombinant peptit asilari

Rekombinant vektor asilari
DNA asilari



Genetik manipiilasyonla atteniie edilen mo asilari:

Bakteri veya virisun etkili bir immun yanit olusturma

* Vibrio cholera- toksin A ve B- Al geni
izole edilir, plazmide klonlanir,
restriksiyon enzimlerinin yardimiyla Al
| kodlayan dizi cikarilir ve elde edilen
plazmit V. cholera nin DNA sina
konjuge edilir.

* Elde edilen stabil sus enterotoksin
olusturmadigi gibi, dogal susun tim
immunolojik 6zelliklerini tasimakta ve
denenen gonulltlerde % 90
koruyuculuk saglamaktadir.

 Salmonella, Leishmania, Herpes
Simplex Virus




Genetik manipiilasyonla atteniie edilen
mo asilarinin:

Avantaijlari:

Geleneksel yontemlerle attente edilen suslar gibi virtilans sekle donlisme riski
yoktur

Dogal infeksiyonu taklit eder

Uzun siireli hiimoral ve hiicresel immiin yanitin yani sira sigA larin Gretimini
saglar

Rapellere gerek duyulmaz
Toplumda virllan susun yerini alir
Dezavantajlari:

* Hazirlandigi kilttir ortamindan allerjik maddelerin veya latent virlislerin bulasma
riski vardir

e Immiin sistemi baskilanmis kisilerde inatci infeksiyonlarin ortaya cikma riski
vardir

e Raf omru kisa olup, saklanmasi ve transferi belirli kosullari ve soguk zinciri
gerektirir.

AN N N RN



Rekombinant antijen asilari

1- Konak hucrelerde eksprese edilen proteinler
Antijenik determinantlari kodlayan genlerin bakteri, maya, memeli
veya artropot hicrelerine klonlamalari sonucunda elde edilen
antijenlerin saflastiriilmasiyla hazirlanirlar

Production of Recombinant HB Vaccine

DNA /
RNA
C?patllls Z Introduction of Pa pilloma virus
Irus recombinant DNA Recombinant ‘ . I .
T into a yeast cell yeast cell HB vaccine Herpes Simplex tip 1
antigen . . . ege go
producing gene Neisseria menlngltldls
Extraction &
purificaion of
HB vaccine
&
Recomblnant Recomblnant yeast
DNA O‘& cell multiplying and
producing HB antigen
c in fermentation tank
Plasmid DNA cut with
Bacterial DNA / restriction enzymes ermentation
Tank

Bacterium HB antigen



Konak hiicrelerde eksprese edilen proteinlerle
ilgili gelismeler

* Transjenik bitikilerin kullanilmasi

 Amac: antijenin bitkinin yenebilir kisminda (muz
gibi) eksprese edilmesidir

* Yenebilir asilarin avantajlari:
v" Antijenik protein saflastirilmasi zorunlulugu ortadan kalkar
v’ Kolay immunizasyon saglar -
v" Gelisen ulkelerde lokal Gretme imkani saglar




Gene from a human

pathogen is inserted

into a bacterium that
infects plants

Bacteria infect
potato leaf
segments

Eating raw potato Leaf segments sprout into
triggers immune whole plants carrying
response to pathogen gene from human pathogen



Yenilebilir asl

One way of generating edible vaccines relies on the
bacterium Agrobacterium tumefaciens to deliver
into plantcells the genetic blueprints for viral or

, BACTERIAL CELL e e
Antigen gene S

Plasmid

bacterial "antigens”"—proteins that elicit a targeted
immune response in the recipient. The diagram
illustrates the production of vaccine potatoes.

Antibiotic-
resistance Gene transfer
gene
Dead cell Callus
..... Vaccine
X potatoes

1 cutleaf

2 Expose leaftobacteria
carrying an antigen gene
and an antibiotic-
resistance gene. Allow
bacteria to deliver the
genesinto leafcells

Antibiotic medium

3 Expose leafto an anti-
bioticto kill cells thatlack
thenew genes. Wait for
surviving (gene-altered)
cells to multiply and form
aclump [callus)

4 Allow callus to sprout
shoots and roots

5 Putinsoil. Within three months,
the plantletswill grow into
plantsbearingantigen-laden




lI-Genetik olarak detoksifiye edilmis
proteinler

* Bordetella pertussis’in klonlanan pertussis toksini
geninde iki aai kodlayan kodonun modifiye
edilmesi sonucunda elde edilen proteinin
immunolojik 6zellikleri bozulmadan toksisitesi
geriye donusumsuz bir sekilde ortadan kaldirilir

e Kolera toksini, E. coli enterotoksini,
difteri toksini ve tetanoz toksini




lll-Rekombinant peptit asilari

* Koruyuculuk saglayan epitoplarin belirlenmesi,
ilgili peptit dizileri kodlayan genlerin rekombinant
DNA teknolojisi ile T-hlicre epitoplarini iceren
tastyici proteine klonlamayr mimkin kilmaktadir.

 Rekombinant hepatit B, Plasmodium falciparum



Rekombinant antijen asilarinin

avantajlari:

* patojen etkenin kendisini degil de sadece antijenik
determinantlarini icermesinden dolayi asinin
cullanimi gtivenli

 Konak hucrede uretilebilmesi daha fazla, daha saf,
calitenin kolay kontrol edilebilmesini saglar

dezavantaji:

e sadece hiumoral yaniti uyarmalari (rapel gereksinimi)



Uretici Kullanildigi yerler
firma

Recombivax (S. cerevisiae da Uretilen rHBsAg)

Engerix B (S. cerevisiae da Uretilen rHBsAg)

Hepacare (memeli hicresinde Uretilen hepatit BrS)
Comvax (kombine asl, S. cerevisiae da Uretilen rHBsAg)

Infranx-Hep B (kombine asi, S. cerevisiae da liretilen rHBsAg)
Lymerix (E. coli de Uretilen B. burgdorferi ylzey Ag rOspA)

Gardasil (Trichoplusia ni de Uretilen HPV-6, 11, 16,18 rL1)

Merck

SmithKline
Beecham

Medeva
Merck

SmithKline
Beecham

SmithKline
Beecham

Merck

Hepatit B ye karsi bagisiklik
Hepatit B ye karsi bagisiklik

Hepatit B ye karsi bagisikhk
Yeni dogan H. influeanzae

Hepatit B, bogmaca, difteri,
tetanoz

Lyme hastaligina karsi

insan papilloma viriisiine karsi



Rekombinant vektor asilari

* Canli ancak zararsiz olan (attenle veya patojen
olmayan) bakteri veya viris suslarinin farkl
patojenlerin antijenlerini kodlayan genlere tasiyici
olarak kullanilmalari esasina dayanir. Bu tasiyicilara
vektor denir

 Vektor olarak kullanilan viriis ve bakteriler:

Cicek asisi virusu (vaccinia), canarypox virusd,
attente poliovirltsu, Salmonella nin attenue suslari,
M. bovis in BCG susu



accinia virus asisl

Vaccinia promoter Restriction sites

Foreign gene

Insertion
veclor

>

Cleavage

Bacterial
arigin of
replication
Ligatlon
Vaccinia Foreign gene
promoter —

Wild-type vaccinia virus

Racombination
vector

4 Translection Infection
Antibiotic
registance

marker )
Tissue culture cells

Homologous recombination

TK - Recombinant virus



asilari

Vektor Antijenlerin alindigi vektoriin avantajlari | dezavantajlan
patojenler

Viral
vaccinia RSV, HIV, VSV, kuduz Insanda yaygin Yan etki,
kullanilmis immiuinojenitesi
yuksek
canarypox Kuduz virusi, kizamik Insanda aiiri replike
virasu olur
poliovirus V. cholerae, influenza Guvenli, canlioral ve  Genomu kucguk
virasu, HIV inaktif iv form
adenovirusler RSV, HBV, EBV, HIV, CMV  Oral Genomu kucgtk
Bakteriyel
Salmonella sp B. pertussis, HBV, Gucgli mukozal
influenza, plasmodium immiun yanit
Mycobacteria B. burgdorferi guvenli

E.coli B. pertussis



DNA Asilari

* Antijeni kodlayan DNA nin bir plazmide
klonlanmasiyla hazirlanan rekombinant plazmit DNA
nin asi olarak kullanilmasi, konak hicrenin yabanci
proteini eksprese etmesini ve immun yaniti
uyarmasini saglar

* DNA asilarinin uygulama sekilleri: Ciplak DNA, Gene
gun teknigi, Mikropartikuller, lipitle konjuge veya
lipozomlar icerisinde DNA, sitokin ve kemokinlere ait
genlerin plazmit DNA ya ilave edilmesi



Tehlikeli infeksiyoz ajanlarin kiltdrlerinin yapilmasina gerek

duyulmamasi

Herhangi bir organizma icermediginden immun sistemi
baskilanmis kisilere uygulanmasi sorun yaratmaz

Konak hiicrede uretilen antijenik protein modifikasyona
veya denlitrasyona ugramadigindan, olusan yapi diger konak
sistemlerine oranla daha fazla dogal sekline yakindir

Hem htimoral hem de hicresel immun yaniti uyarir
BlUyuk miktarlarda kolay sekilde ve dusuk maliyetle Gretilir
DNA stabil oldugundan isiya dayanikhidir




ADJUVANLAR

* Adjuvan: adjuvare yardim anlaminda

 Birlikte kullanildiklari antijenin olusturdugu
himoral yada hicresel immuan yanitin gliclinu
arttiran ve uzatan maddelerdir

* Ayrica yeterli immun yanitin olusabilmesi icin daha
az miktarda antijenin kullanilmasini saglarlar



Infeksiyon bolgesinde depolanarak antijenin agir bir
sekilde salinmasini, dolayisiyla antijenik uyarinin daha
uzun sureli olmasini saglar

ASH tarafindan antijenin htcre icine alinmasini ve
sunulmasini kolaylastirir

Infeksiyon bdlgesinde iltihap yanitini uyarir

Yardimci T hicrelerine uyarilarin iletilmesinde gorev
alan faktorlerin miktarini arttirir

Lenfositlerin spesifik olarak cogalmasini saglar




Ideal bir adjuvanin sahip olmasi gereken

e Guvenli olmalidir (istenmeyen lokal ve sistemik
reaksiyonlar olmamali)

e Zayif olan immunojenler dahil olmak Gzere koruyucu
oagisikligr arttirmahidir

* Pirojen olmamalidir

* Kimyasal yapisi aydinlatilmis olmal

* Yeni doganda ve cocuklarda etkili olmalidir

* Antijenle stabil bir formulasyon olusturmalidir
* Biyoparcalanabilir olmal

e Kendisi immunojen olmamali




Kullanilan ve arastirilan bazi adjuvanlar

Kollodial aluminyum tuzlari (alum) Mineral bilesik, antijenin adsorbe olmasi
onemli

Freud un komple veya inkomple adjuvani Emilsiyon, amfifilik adjuvan

M. tuberculosis Bakteriye ait Grunler, bakterinin 610G sekli

B. pertussis Bakteriye ait Grunler, bakterinin 6lG sekli

LPS Bakteriyal endotoksin

IL-2-4-12, INF-Y, TNF-a Sitokinler,protein veya rDNA si

lipozomlar Fosfolipit kesecikler



JKIN

* Yunanca: cyto-hucre —kinos- hareket
* Protein, peptit veya glikoprotein yapida

* Cesitli hlicrelerin aktive olmasini, farkhlasip,
cogalmalarini uyararak veya dnleyerek immun yanitin
tipini, guictini ve sturesini belirler.

* Sitokin cesitleri

interlokinler (IL)

interferonlar (INF) a, B, v

Timor Nekroz Faktorii (TNF) a, B
Kemokinler



Sitokin ve reseptorlerinin tedavideki bazi

kullanim alanlari

Notropeni: kemoterapi veya akut miyeloid |6semi
gibi notrofil sayisinin ciddi bir sekilde azaldigi

durumlarc
Doku redc

Kanser tec

Allerjenin tedavisinc

lar

a
inin baski
avisinde:

anmasi:
NF lar, TNF

e: IL-4 e karsi hazirlanan Mab



IL-2: metastatik karsinom

IL-11: trombositopeni

IL-1 reseptor antogonisti: romatoid artrit
EPO: renal hastaliklara bagli anemi
TNF-a.: yumusak doku sarkomu

INF-a: Kaposi sarkomu

INF-B: MS, heaptit Ave B

INF-y: Kronik grantlomat6z hastaliklar
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Synthesis and Evaluation of adConjugate Vaccine
Composed of Staphylococcus aureus cetyl-
Glucosamine and Clumping Factor A
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Bentley. Gerald B. Pier

Charmning Leboratory, Departmeent af Bedicine, Brigham ard Women's Fospital, Harverd Medical School. Baston, Massachusetts, United States of Amenica

Abstract

The mncreasing freguency, severity and antimicrobial resistance of Staphyfococcus gwreus infections has made the
development of immunotherapies against this pathogen more urgent than ever. Previous immunization attempts wsing
monovalent antigens resulted in at best partial levels of protection against 5. gurews infection. We therefore reazomned that
synthesizing a bivalent conjugate vaccine composed of two widely expressed antigens of 5. aureus would result in additive/
synergetic activities by antibodies to each vacdne component andfor in increased strain coverage. For this we used
reductive amination, to covalently link the 5 owrews antigens dumping factor & (CIFA) and deacetylated poby-M-5-(1-5)-
acetyl-glucosarmimne (dPMNAG). Mice immunized with 1, 5 or 10 pg of the dPMNAG-CHA conjugate responded in a dose-
dependent manner with Igh to dPNAG and CIFA, whereas mice immunized with a mixture of ClfA and dPNAG developed
significantly lower amtibody titers to CIfA and no antibodies to PNAG. The dPMaG-CIfA wvaccine was also highly
immunogenic in rabbits, rhesus monkeys and a goat. Moreover, affinity-purified, antibodies to CIfA from dPNAG-CIFA
immune serum blocked the binding of three 5 guwrews strains to immobilized fibrimogen. In an opsonophagocytic assay
OPEA) goat antibodies to dPNAG-CIfA vaccine, in the presence of complement and polymaorphonuoclear cells, killed 5.
gureys Mewman and, to a lower extent, 5 oureus Mewman Aca. A PMAG-megative iscgenic mutant was not kilked.
Moreover, PMNAGS antigen fully inhibited the killing of 5 awrews Mewman by antisera to dPMAG-CIFA vaccine. Finally, mice
passively vaccinated with goat antisera to dPNAG-CHHA or dPNAG-diphtheria tosoid conjugate had comparable levels of
reductions of bacteria in the blood 2 h after infection with three different 5. aurews strains as compared to mice given
normal goat serum. In conclusion, CIFA is an immunogenic carrier protein that elicted anti-adhesive antibodies that fail to
augrment the OPK and protective activities of antibodies to the PMAG cell surface polysaccharide.
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Poly-N-Acetyl-3-(1-6)-Glucosamine Is a Target for Protective
Immunity against Acinetobacter baumannii Infections

Leticia V. Bentancor, Jennifer M. O'Malle

Cagla Bozkurt-Guzel )Gerald B. Pier, an 45 Maira-Litrdn
Channing Laboratary, Department of Medicine, Brigham armesdiamans-Hathit arvard Medical School, Boston, Massachusetts, LSA

Acinetobacter baumannii has emerged as a highly troublesome, global pathogen. Treatment is complicated by high levels of anti-
biotic resistance, necessitating alternative means to prevent or treat A. baumannii infections. We evaluated an immunothera-
peutic approach against A. baumannii, focusing on the surface polysaccharide poly-N-acetyl-8-(1-6)-glucosamine (PNAG). We
used a synthetic oligosaccharide of 9 monosaccharide units (9Glc-NH,) conjugated to tetanus toxoid (TT) to induce antibodies
in rabbits. In the presence of complement and polymorphonuclear cells, antisera to 9Glc-NH,-TT mediated the killing of A. bau-
manmnii §1, a high-PNAG-producing strain, but not its isogenic PNAG-negative, in-frame deletion mutant strain, 51 Apga. Com-
plementing the pgaA BCD locus in trans in the shuttle vector pBAD18kan-ori, plasmid Apga-c, restored the high levels of killing
mediated by antibody to PNAG observed with the wild-type 51 strain. No killing was observed when normal rabbit serum (NRS)
or heat-inactivated complement was used. Antiserum to 9Glc-NH,-TT was highly opsonic against an additional four unrelated
multidrug-resistant clinical isolates of A. baumannii that synthesize various levels of surface PNAG. Using two clinically rele-
vant models of A. baumannii infection in mice, pneumonia and bacteremia, antisera to 9Glc-NH,-TT significantly reduced levels
of A. baumannii in the lungs or blood 2 and 24 h postinfection, respectively, compared to levels of control groups receiving NRS.
This was true for all four A. baumannii strains tested. Overall, these results highlight the potential of PNAG as a vaccine mmpg
nent for active immunization or as a target for passive antibody immunotherapy. v
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Evaluation of the Trimeric Autotransporter Ata as a Vaccine
Candidate against Acinetobacter baumannii Infections

Leticia V. Bentancor, Abhisek Routray/Cagla Bozkurt-Guzel,)Ana Camacho-Peiro, Gerald B. Pier, and Tomas Maira-Litran

Channing Laboratory, Department of Medicine, Brigham ang women 5 Hospital, Harvard Medical School, Boston, Massachusetts, USA

Acinetobacter baumannii is a multidrug-resistant (MDR) nosocomial pathogen for which immunotherapeutic alternatives
are needed. We previously identified a surface autotransporter of A. baumannii, Ata, that bound to various extracellular
matrix/basal membrane proteins and was required for full virulence, biofilm formation, and the adhesion of A. baumannii
to collagen type IV. We show here that Ata binding to collagen type IV was inhibited by antibodies to Ata. In addition, in
the presence of complement and polymorphonuclear cells (PMNs), antibodies to Ata were highly opsonic against A. bau-
mannii ATCC 17978 and showed low to moderate killing activity against four heterologous A. baumannii strains, whereas
in the absence of PMNs, antibody to Ata efficiently promoted complement-dependent bactericidal killing of all of the
tested A. baumannii isolates. Using a pneumonia model of infection in both immunocompetent and immunocompromised
mice, we found that, compared to normal rabbit sera, antisera to Ata significantly reduced the levels of A. baumannii
ATCC 17978 and two MDR strains in the lungs of infected mice. The ability of Ata to engender anti-adhesive, bactericidal,
opsonophagocytic, and protective antibodies validates its potential user an antigenic mgﬂiﬂst MDR A. baumannii
infections.
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(PNAG), and used a mouse model of ocular keratitis caused by Aspergillus flavus, A.
Sumigatus, or Fusarium solani to determine if PNAG was an immunotherapy target and
requirements for ancillary cellular and molecular immune effectors.

Memons, Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) or immunofluorescence was used to
detect PNAG on fungal cells. Keratitis was induced by scratching corneas of C37BL/6, IL-17R
KO, RAG-1 KO, or I1-22 KO mice followed by inoculation with fungal pathogens. Goat
antibodies to PNAG, a PNAG-specific human IgG1 monoclonal antibody, or control antibodies
were injected either prophylactically plus therapeutically or therapeutically only, and corneal
pathology and fungal levels determined in infected eyes at 24 or 48 hours after infection.
Restars. All tested fungal species produced PNAG. Prophylactic or therapeutic treatment by
intraperitoneal (IP) injection of antibody to PNAG combined with post-infection topical
application of antibody, the latter also used for A fumigatus, led to reduced fungal levels,
corneal pathology, and cytokine expression. Topical administration only of the PNAG
monocional antibodies (MAb) reduced fungal loads and corneal pathology. There was no
antibody protection in IL-17R KO, RAG-1 KO, or [1-22 KO mice.

Conausions. Poly-N-acetyl glucosamine is produced by clinically important fungal ocular
pathogens. Antibody to PNAG demonstrated protection against Aspergillus and Fusarium
keratitis, requiring T cells producing [L-17 and [L-22. These findings indicate the potential to
prevent or treat fungal infections by vaccines and immunotherapeutics to PNAG.
Keywords: fungal keratitis, PNAG, vaccine, MAb, immunotherapy




