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7 TANI VE TEDAVI EDICi AJANLARIN URETIMI

Bugiin bir ¢ok tibbi tan1 ve tedavi edici ajan modern biyoteknolojik yontemler uygulanarak
tiretilmektedir. Molekiiler tani i¢in, monoklonal antikorlar (mab), hibridizasyon problar1 ve
PCR esasli tan1 yontemleri igin primerler tiretilmektedir. Tedavi edici ajanlar olarak farkl
tipte ve Ozellikte asilar, tedavi amagli monoklonal antikorlar (mab) ve genetik olarak
manipule edilmis terapotik ajanlar iizerine yogun calismalar devam etmektedir. Burada bir
Oornek olarak tan1 ve tedavi amagli monoklonal antikorlarin tretimi ve kullaniimasi

Ozetlenecektir.

7.1 Molekiiler Tani ve Tedavi Edici Ajan Olarak Monoklonal
Antikorlar

Modern tip ve tarimdaki basari, insanlarda, hayvanlarda, bitkilerde, suda ve toprakta spesifik
virtis, bakteri, mantar, parazitler, proteinler ve diger kiigiik molekiillerin varliginin
belirlenmesine baglidir. Sozgelimi, bulasici hastaliklarin engellenmesi, kontrolii ve tedavisi
hastalia neden olan patojenik organizmanin erken ve etkili bir tamisina baglidir. Bu tam
islemleri klasik olarak bir seri fizyolojik 6zelligin takibiyle gerceklestirilmektedir. Ancak
bazen bu klasik yontemler ya yeterli olmamakta, yada patojenin tanimlanmasi i¢in bu
yontemler uygulanabilir olmamaktadir. Boyle durumlarda DNA esashi ve immiinolojik esash
molekiiler tan1 ve tarama yontemleri basarili bir sekilde uygulanmaktadir.

Kullanigh bir tan1 ve tarama yontemi spesifik, duyarli ve basit olmalidir. Spesifiklik,
testin sadece hedef organizma veya molekiil i¢in pozitif sonu¢ vermesidir. Duyarlilik, testin
cok kiigiik miktarlardaki hedef organizma veya molekiilii algilayarak pozitif sonu¢ vermesidir.

Basitlik ise testin rutin olarak etkili, kolay ve ucuz bir sekilde uygulanilabilirligini ifade eder.

7.1.1 Molekiiler tani ve taramada monoklonal antikorlar

Patojenik bir organizmanin en ideal tanisi sadece o susa ait bir 6zelligin taranmasi esasina
dayanir. Bu patojen icin spesifik olan molekiil diger yontemlerle de taranabilse bile en etkili
yontem ELISA yontemidir. Yani bir antikor-antijen baglanmasi ve bu baglanmanin
gozlemlenebilir hale getirilmesi yontemidir. Bir antijen tipik olarak bir patojene aitse, bu
antijene 6zgli antikorlar kullanilarak, bir klinik, tarimsal veya ¢evresel 6rnekte bu antijenin,
dolayistyla bu patojenin varlig1 taranabilir. Spesifik antijen-antikor baglanmasinin belirlendigi

test genellikle ELISA’dir (Sekil 7.1). ELISA’da bazen antikor yerine antijen kullanilarak
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antikorlar da taranabilmektedir. Burada sadece antikorlarin kullanilmasiyla antijenlerin

taranmasi incelenecektir.
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Sekil 7.1: ELISA testinin temeli.

ELISA testlerinde teoride poliklonal veya monoklonal antikorlar kullanilabilir. Klasik
yontemlerle bir poliklonal antikor eldesi i¢in, bir patojene ait antijenik yap1 veya bir molekiil
saflastirilarak, steril ortamlarda yetistirilmis tavsanlara enjekte edilir. Antijen molekiiliiniin
farkli epitoplar1 tavsanin farkli B lenfositleri tarafindan taninir. Bu B lenfositlerin her biri
farkl1 bir antikor iiretir. Bu hayvanin serumu (antiserum) ilgili antijene karsi her biri belli bir
B-lenfosit tarafindan belli bir epitopa karsi iiretilen ¢ok sayida antikor tasir yani poliklonaldir

(Sekil 7.2a).
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Sekil 7.2: a) Bir antijene karst poliklonal antikor tiretimi, b) bir epitopa karst monoklonal

antikor tiretimi.
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Bir antijen viicuda girdiginde farkli B lenfositlerin, bu antijene ait farkli epitoplara
kars1 antikor tiretmek iizere 6zellestigini biliyoruz. O halde epitoplardan sadece birine karst
antikor tireten B lenfositler izole edilerek hiicre kiiltiirlerinde ¢ogaltilabilir ve bu kiiltiirlerden
tek tip antikor tiretilebilir (Sekil 7.2b). Bu yolla elde edilen bir antikor preparasyonu
monoklonal olarak adlandirilir yani antikorlar tek bir epitopu tanimak iizere 6zellesmis tek
bir lenfositten koken alan B-hiicreleri tarafindan tiretilen tek tip antikordur. Monoklonal
antikorlar molekiiler tani i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu uygulamalara Tablo 7.1°de

bazi 6rnekler verilmektedir.

Tablo 7.1: Monoklonal antikorlar kullanilarak taranan bazi molekiiller

Polipeptit hormonlar Farkh tip hedefler
Koryonik gonadotropin Tiroksin
Gelisme hormonu (GH) Vitamin B12
Luteinize edici hormon (LH) Ferritin
Folikiil uyarict hormon (FSH) Fibrin yikicr trtinler
Tiroid uyarict hormon (TSH) Tau proteini
Prolaktin
Tiimor isaretleyicileri (markerleri) Enfeksiyon hastaliklar:
Karsinoembriyonik antijen Klamidya
Prostat-spesifik antijen (PSA) Herpes
Interlokin-2 reseptorii Rubella
Epidermal gelisme faktor reseptorii Hepatit B
Legionella
HIV
Sitokinler Antibiyotik goriintiileme
Interlokin 1-8 Teofilin
Koloni uyarici faktor Gentamisin
Siklosporin

7.1.1.1 Monoklonal antikor iiretimi

Spesifik antijene karsi antikor tiretmek {izere 6zellesmis belli bir B hiicresinden olusacak
biitiin hiicreler ayn1 tip antikor tretecektir. Yiiksek immiinojeniteye (bagisik sistemi uyarma
siddeti) sahip bir epitopa karsi etkili antikor iireten bir “B lenfosit hiicre hatti” izole
edilebilirse ve kiiltiire alinabilirse, bu hiicrelerin iirettigi monoklonal antikorlar (mab) tani ve
tedavi amaclh kullanilabilme potansiyeline sahiptir. Ancak burada temel bir zorluk vardir: B
hiicreleri kiiltiirde iirememektedir ve boliinme sayilar1 sinirlidir. Ozellesmis bu B hiicrelerini
kiiltirde tretebilmek i¢in kiiltiirde treyen diger bir hiicreyle birlestirilmesi (fiizyonu)

denemistir. Bu birlesme kanserlesmis B lenfositlerle (myeloma) gergeklestirilmistir. Elde
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edilen melez hiicreler 6zellesmis B hiicresinden gelen karakter nedeniyle tek tip (monoklonal)
antikor tretir, myeloma hiicresinden gelen karakter nedeniyle siirekli boliinebilir.

Monoklonal antikor elde edilmek istenen antijen saflastirilarak fareye enjekte edilir.
Farede ilgili antijene karsi antikor tiretiminin gergeklestigi belirlenir (ELISA ile!). Bu
durumda fare serumundaki antikor poliklonaldir (antikor bir fare antikorudur!). Bu farenin
dalak dokusu alimir ve hiicrelerine ayristirilir. Bu durumda antikor {ireten (veya liretmeyen!)
B hiicreleri serbest durumdadir.

Bu B  hiicreleriyle birlestirilecek olan myeloma hiicreleri hipoksantin-guanin
fosforiboziltransferaz (HGPRT) enzimi bakimindan mutanttir. Bu enzim fonksiyonel
olmadiginda, hiicre hipoksantin kullanamaz ve G ve A bazlarin1 sentezleyemez. Bu durumda
ikinci bir metabolik yolla G ve A bazlar tretilir: dihidrofolat reduktaz yolu. Bu yol, eger

besin ortaminda aminopterin varsa baskilanir (Sekil 7.3)
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Sekil 7.3: HAT besin ortamindan hibridoma hiicrelerinin enzimatik se¢im mekanizmasi.

Fare dalagindan elde edilen B hiicreleri HGPRT™ myeloma hiicre stispansiyonuna
karigtirilir. Ortama % 35 oraninda etilenglikol eklenir. Etilenglikol iki hiicrenin integre olasim
uyarir. Bu karisim hipoksantin, aminopterin ve timidin igeren besin ortamina (HAT besin
ortami) transfer edilir. Hiicreler farkli kombinasyonlarda birlesir veya birlesmeden kalabilir:

B hiicresi

B hiicresi:B hiicresi

B hiicresi: Myeloma hiicresi
Myeloma hiicresi:Myeloma hiicresi

Myeloma hiicresi
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Integre olmamus B hiicreleri ve B hiicresi:B hiicresi hibritleri besin ortaminda béliinemedikleri
icin varliklarini stirdiiremezler. Myeloma:Myeloma hibritleri ve integre olmamig myeloma
hiicrelert HGRT- 6zelliklerinden dolayr hipoksantinden G ve A sentezleyemezler, dihidrofolat
yolu besin ortamina eklenen aminopterin tarafindan baskilanir, dolayisiyla RNA ve DNA
sentezleyemezler ve g¢ogalamazlar. B hiicresi:Myeloma hiicresi hibritlerinde B hiicreleri
tarafindan saglanan HGPRT ile G ve A bazlar1 sentezlenir, myeloma hiicresi tarafindan
saglanan boliinme yetenegi ile hibrit hiicreler bolinme ve iliremeye devam ederler. Bu
hibritlerde ortama aminopterin eklenmesi nedeniyle primidinler sentezlenemez. Bu
olumsuzluk ortama timidin eklenerek ortadan kaldirilmaktadir. Dolayisiyla B
hiicresi:Myeloma hibritleri ortamda hayatta kalan ve {ireyebilen tek hiicre tipidir ve bunlar
hibridoma olarak isimlendirilirler. HAT besin ortamina eklendikten 10-14 giin sonra bu
hibrit hiicreler tirerler (Sekil 7.4).

Bu asamadan sonra ¢ok sayida hibrit hiicre arasindan istenilen antikoru iireten hibritin
secilmesi gerekir. Hibritlesen bazi B hiicreleri antikor tiretmeyenlerdir. Antikor {iretenler
ELISA testi ile belirlenir. Bunun i¢in hibrit siispansiyonu yeterince seyreltildikten sonra
mikrotitre deney kaplari i¢ine paylastirilir ve tiretilir (Sekil 7.4). Diger bir mikrotitre kabina
kendisine karst mab {iretmek istedigimiz antijen tutturulur ve her bir deney oyuguna sirasi
bozulmadan bir miktar hiicre siispansiyonu eklenir. Eger bu oyuklardan bazilarinda tireyen
hiicreler istenilen antikoru iirettiyse bu antikor ELISA kabindaki antijenle birlesecektir. Sonra
oyuklar yikanarak baglanmamis materyal uzaklastirilir. Oyuklara enzim bagl anti-antikor
eklenir, enzimi substrati eklenerek oyuklardaki renk degisimi gozlemlenir. Renk degistiren
oyuklardaki hibritler istenilen antikorlar1 tiretmistir (muhtemelen poliklonal). Hibritlerin
tiretildigi orijinal mikrotitre kabindaki dogru oyuk/oyuklardaki hibrit hiicreler alinarak
cogaltilir. Ancak ELISA pozitif oyuklarda birden fazla tip hibrit mevcut olabilir, dolayisiyla
antikor poliklonal olabilir. Bu nedenle secilen hibrit hiicre gruplarindan “tek hiicre hatlar1”
olusturulur. Bunun i¢in hibrit slispansiyonu belli bir hacime tek bir hibrit hiicre diisecek
sekilde seyreltilerek tiretilir ve tekrar ELISA ile test edilir. Bu hiicreler tek bir hiicreden koken
almislardir, birbirlerinin klonlardirlar ve tek bir epitopa karst antikor iretirler, yani mab
tiretirler. Bu tek hiicre hibridoma hatlarindan her biri sadece bir epitopa karsi tek bir antikor
(mab) iretir.

Bu tek hiicre hibridoma hatlar1 kullanilarak monoklonal antikorlar iiretilir. Bu hibritler
olduk¢a uzun Omiirlii olabilmekte ve nispeten biiylik miktarlarda mab tiretilebilmektedir.

Monoklonal antikorlar kullanilarak gergeklestirilen bazi molekiiler tam1 uygulamalar1 Tablo
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7.1°de verilmektedir. Bu yolla olduke¢a etkili, kolay, basit ve ucuz tani yapmak miimkiin

olmaktadir. Saglik endiistrisinde monoklonal antikorlar ¢ok biiyiik bir paya sahiptir.
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Sekil 7.4: B hiicresi:myeloma hibrodomalarinin olusturulmasi ve gériintiilenerek izolasyonu.

Hibridoma hiicreleri nispeten yavas lirerler, yiiksek bir hiicre yogunluguna ulagamazlar
ve ¢ogalmak i¢in kompleks ve pahali bir besin ortamina ihtiya¢ duyarlar. Bu da endiistriyel
Ol¢ekte mab tiretiminde olumsuz bir durumdur. Hibridoma teknolojisi yerine daha hizli ve
sinirlamasiz bir seklide ve daha ucuz yollardan mab tiretimi arastirmalari stirdiiriilmektedir.
Bunlardan biri monoklonal antikorlarin Escherichia coli iginde iiretimi ¢alismalaridir.

Antikorlar iki agir iki hafif zincirden olusur, ancak bu zincirlerin sadece ug¢ kisimlari
antijenin epitopuna baglanmada gorev alir (Sekil 7.5a). Dolayisiyla antikorun tamami degil de
epitop icin spesifik olan kisminin iiretimi tan1 kitleri icin yeterli olacaktir. Oncelikle farkli
lenfositlerden, antikor sentezlemek tizere olusturulan mRNA’lar kullanilarak ¢cDNA’lar elde
edilir. Bu ¢cDNA’lardan PCR amplifikasyonu ile hafif zincirin, epitopu taniyan bolgesini

kodlayan kismi cogaltilir (Sekil 7.5b). Daha sonra retriksiyon endoniikleazlarla antijenin
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antikoru taniyan bolgeleri A klonlama vektérlerine ayr1 ayri klonlanir. Sonra klonlanan bu
zincirler ayn1 vektorde birlestirilir. Elde edilen bu vektor E. coli hiicrelerine transfer edilir ve
olusan plaglarda antijene baglanma yetenegi tespit edilir (ELISA). Tespit edilen bu plaglardan
elde edilen A vektoriinden bu gen bolgeleri alinarak plazmit vektorlerine transfer edilir
(ekspresyon vektorlerine). Bu ekspresyon vektorleri E. coli hiicrelerine transfer edildiginde bu
hiicreler kullanilarak biiyiik 6lgekte mab liretilebilir.
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Sekil 7.5: a) Tipik bir antikor yapisi ve, b) antikorlarin u¢ bolgelerinin E. coli hiicrelerinde

tiretimi.

Immiinolojik tarama sistemleri duyarli, spesifik ve ucuzdur. Cok genis uygulama
alanlar1 vardir: antibiyotik testleri, farkli tip kanserlerin taranmasi, spesifik metabolitlerin
taranmasi, patojen tanimlama ve takibi. Bu yontemin uygulanabilmesi i¢in temel gereklilik
aranan antijenin veya molekiiliin viicutta ekspresyonunun yapiliyor olmast ve bunlarin diger

molekiiller tarafindan maskelenmiyor olmasidir. Ancak bazi durumlarda patojene ait
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antijenlerin ekspresyonu yapilmayabilir veya ¢ok diisiik miktarlarda yapilabilir, yada antijen
diger molekiiller tarafindan maskelenebilir. Boyle durumlarda immiinolojik yontemler tarama
icin yetersiz kalir.

Immiinolojik yontemlerin herhangi bir sekilde yetersiz veya etkisiz kaldig1 durumlarda
niikleik asit tarama yontemleri molekiiler tani i¢in kullamilmaktadir. Temel olarak PCR
esasina ve niikleik asit problarinin kullanimi esasina dayali yontemler de, saglik endiistrisinde

hizla yayginlagan etkili tarama yontemleri saglamaktadir.

7.1.2 Molekiiler tedavide monoklonal antikorlar

Antikorlarin tedavi edici ajanlar olarak kullaniminda iimit verici arastirmalar vardir.
Monoklonal antikorlar kullanilarak tedavinin spesifik bir hedefe yonlendirilmesi miimkiindiir.
Bu uygulama ile tedaviden biitiin viicut dokularinin degil hedef doku ve hiicrelerin
etkilenmesi saglanacaktir. Spesifik antikorlarin muhtemelen toksinlere, bakterilere, viriislere
ve belki de kanser hiicrelerine bile saldiracak sekilde yonlendirilebilmesi miimkiin olabilir.
Bir antikor hedef arayan sihirli bir mermi gibi distiniilebilir. Ya saldirgan ajan1 dogrudan yok
ederler yada bir savas bashigi veya zehirli bir ok ile donatildiysa (bir kimyasal-ilag-
baglandiysa), 6zel olarak baglandig1 antijeni tasiyan hiicreyi yok edecek, diger hiicrelere zarar
vermeyecektir. Son gelismelerle monoklonal antikor iiretimi ve antikor yapisinin ve
fonksiyonunun daha iyi sekilde anlasilmasiyla farkli tip hastaliklarda antikor kullanimiyla
tedavi potansiyelleri daha fazla arastirilmaya baslandi.

Yiiz y1l once difteri toksinine karst at serumu kullanildi. Fakat bu uygulamada ikinci
ve sonraki kullanimlar riskli olmakta, anafilaktik sok ve 6liime neden olabilmektedir. Bugiin
hibridoma teknigi ile iiretilen monoklonal antikorlar potansiyel terapétik ajanlar olarak
algilanmaktadir. Ancak fare mab’lar1 insanda ¢apraz reaksiyonlar ve alerjik reaksiyonlara
neden olabilmektedir. Insanlarin mab iiretiminde kullanilmasi etik nedenlerden dolay1
miimkiin olmamasindan dolay1 fare-insan hibrit mab’lar1 liretilmeye calisilmaktadir. Ancak
fare genlerinin tirtinlerinin insanlar i¢in daima bir problem olmasindan dolay1 insan genlerinin
fareye nakli ile tamamen insan mab’lar1 iireten transgenik fare olusturma calismalari
stirdurtilmektedir. Asagida antikorlarin, tedavi edici ajanlar olarak kullanilabilecegini gosteren

bazi 6rnek antikor ve mab uygulamalart verilmektedir.

7.1.2.1 Nakledilen organin reddinin engellenmesi

1970’lerde pasif asilama organ reddini engellemek iizere kullalmustir. Ik uygulama OKT3

mab’in organ transplantasyonlarindan sonra hastanin bagisiklik sistemini baskilayict olarak
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kullanimidir. T-hiicreleri bagisiklik sisteminin bir koludur ve organ reddinin olusmasina
neden olur. OKT3 T-hiicresi yiizey reseptorii olan CD3’e baglanir. Bu baglanma T-
hiicrelerinin tam fonksiyonunu yapmasini ve dolayisiyla organin reddini engellemektedir. Bu
sekilde bagisikligin baskilanmasi, ates, deride kizariklik gibi yan etkiler olusturmasina,

ragmen oldukea etkilidir.

7.1.2.2 Bakteriyel kan enfeksiyonlarinin engellenmesi

Bakteremia (bakterilerin dolagim sistemine karismasi) Gram negatif bakteriler tarafindan
olusturulur. Antibiyotik direnci nedeniyle, ABD’de yi1lda 24—72 bin kisi bakteremia nedeniyle
O6lmektedir. Bu vakalarda antibiyotik tedavisi disinda diger tedavilerin uygulanmasina ihtiyag
vardir.

Bakteremiada LPS (endotoksin!) toksisiteyi saglar. Coziinmiis durumdaki endotoksin
bir bagisik tepki zincirini baslatir: ates, hiicre 6liimii, kalp atisinda artis, hipertansiyon, olasi
Oltimcil organ tahribati. Dolayisiyla bakteremiaya karsi bir alternatif tedavi yontemi,
endotoksine kars1 bir mab kullanimi olabilir. Spesifik mab, endotoksine baglanarak nétralize
etmektedir. Baz1 klinik vakalarda insan ve fare mab’lart kullanilmis ve Gram negatif
bakteremia kontrol edilebilmistir. Insan mab’lar1 kullaildiginda herhangi bir yan etki

goriilmez, fare mab’lart ise kii¢iik oranda yan etki gostermistir.

7.1.2.3 Kimyasallar baglanmis monoklonal antikorlar

Amerika ve Avrupa’daki dogal 6liimlerin ana nedeni serebral ve koroner damarlarin kan
pihtilariyla tikanmasidir. Dogal olarak pihti, fibrin molekiillerinden olusturulur. Bu pihtilarin
acilmasinda plazmin gorev yapar. Plazmin de bir plazminojen aktivator (PA) tarafindan
plazminojenin  plazmine  doniistiirilmesiyle saglanir. Plazmin pihtiya  saldirarak
par¢alanmasina neden olur, damarin agilmasini saglar. Ancak plazmin kan dolasiminda
sadece fibrini par¢alamaz ayni zamanda fibrinojeni de pargalar. PA uygulanan hastalarda
boylece fibrinojen de pargalandigindan, normal pihtilasma mekanizmasi da zarar goriir. Bu
hasta i¢in riskli bir durumdur.

Deneysel ¢alismalarda sadece fibrine etkili bir plazmin uygulamasi gelistirilmistir. Bir
“monoklonal antifibrin” antikoruna, PA’re kimyasal olarak baglanmis, fibrinojen ve fibrinin
birlikte bulundugu bir deney ortamina eklenmistir (Sekil 7.6). PA bagli monoklonal antifibrin
molekiilleri, deney diizeneginde sadece fibrini yikmis fibrinojen seviyesinde 6nemli bir
degisiklik olmamistir. Monoklonal antikor kullanilarak PA sadece pihti bdolgesine

yonlendirilmis, diger bolgelerdeki plazminojenin yikimi engellenmistir.
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Sekil 7.6: Pihtilarin agilmasinda fibrin molekiillerinin par¢alanmasi mekanizmasi ve mab’larla

hedefe yonlendirme denemeleri.

Gelecekte, bu ve benzeri yontemlerle ilaglarin biitiin viicudu etkilemesinin, sadece
ilacin belli bir hedefe yonlendirilerek engellenebilecegi timit edilmektedir. Bu alanla ve

biyoteknolojik uygulamalariyla ilgili aragtirmalar siirmektedir.
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