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Farmasitik Bivoteknolojinin Tarihcesi

iyoteknoloji, bitki ve hayvan tirlerini ge-
listirmek, éizel kutlasumbarz yonelik yeni
mikroorganizmalar ve bu organizmalarin
UI‘(.[Lblldigl farkh yapilacda molekiilleri elde etmek
amaciyta, canlt organizmalar ya da parcalacinn kul-
Ianddsg bir teknik olarak tanumlanabilis, Bu tamma
gire biyoteknolojinin tarihini, insanoghunun yerle-
sik diizene gectifi on bin yil Sncesine kadar gotir-
mek mimldindiic. Yabani bitki ve hayvantarin evcil-
legtirilnyesi, bunlarin melevlerinin olugturuimas ile
insamn gercksindmderin uygun yeni titlerin geligt-
rilmesi, buglinkil genetik olarak degistirilmis bitki
ve hayvanlarin gelistiilmesine drnek olan uygula-
malacdir. Diger taraftan, bitkisel ve hayvansal Urlin-
lerin (iizim, stt, et gibi) fermantasyon gibi teknik-
terle sarap, yogurt, peynir veya pastirmaya déniigeii-
rlilmesi dle biyoteknolojinin ilk trnelderidir.

Yirminei yiizyil, geleneksel bivoteknolojinin, mo-
dern biyoteknolojiye donigtiigi ve insancghu icin,
yepyeni ufuklarim agldigt bir yiizyd oldu. Farmasé-
tik bivoteknoloji agisindan en Gnemii 2 gelismenin,
rekombinant DNA teknolojisi ile hibridoma tekno-
lojisi oldugu soylenchilit. Bu iki teknik sayesinde,
insan ve diger canh proteinlerinin tecavi, asdama ve
ranuca kallanmak zere genis Gkcekdi olarak redl-
mesi miimkiin olmustus

Urlin gefistirmede biyoloiinin kullaumunt, 3866'da
baslayan Mendel'in bezelye deneylerine kadar go-
tirmek miimkiindiir. Mendel'in bu gézlemled, mo-
dern genetigin temellerini olugturmustuz. Modern
biyoteknolojt ile ilgiti belgelerde, ba reknolojinin
baglama taril olasak 1979 labul edilse de, rekom-

binant protein Gretiminde bugiin kullanitmakta
olan fermentasvor: teknclojist ilk kez 1. Diinya Sa-
vag'nda, msic sekeri fermantasyonunda ve patlayr-
¢t amagl aseton tretmek igin kudlandmistie, Aynt
fermentasyon (eknolofisi daha sonra, 2, Diinya Sa-
vagt'ncla, antibiyols firetiminde kullanildi ve béyle-
ce yiiz hinlerce insanua éliimii engellenebildi

1869'da Friederich Miescher'in DNAYt izole ctmest,
1928'de Alexander Flemming'in penisilini bulmas,
1953'de James Waison, Francis Crick ve Rosalinda
Franklin'in DN&min yapisuu tanumltamalary, 1961'de
Marshall Nicenbery ve Gobind Khorana'nin genetik
kodu ¢ozmeleri, modern biyoteknoloji endistrisi-
ne gecigte dnemii kilometre taglaom olugturmug-
tur. 1970'lerde, hiicre bolinmesi ve protein yapise
nin anlagtlmasy, DNA kesici enzimleri ve polimeraz-
far1 da iceren DNA replikasyon enzimlerin izolasyo-
nuyla baglayan Walter Gihert'in ik rekombinant
DNA deneylerd, 1975'de ill hibridomann yapdmast,
1976'la itk biyotek firmas olan Genenteclvin kuru-
lugu, 1982'de tant amach ilk monoklonal antikorun
{iretini, yine aym yilda insiilinin {(Hureulin®) ilk
insan terapdtik proteini claak Gretilmesi, bu yol-
dakt en dnemli gelismeler olmugtur.

Rekombinant DNA teknolojisi ile Gretilen ve giini-
mizde kullandan Griinlerin ¢ogu, protein va da
peptid yapisindacir. Rekombinant DNA teknoloji-
siyle yeterince saf ve bol miktarda protein Uretme-
nin itk asamasini olugturan arastrma-gelistirme ¢a-
ligmalarinda sirasiyla yapimast gerekenler; (1) tire-
timi hedeflenen proteini kodlayan genin izolasyonu
icin en uygun kaynagin secilmesi, (2) genin klon-
lanmasi, (3), hedef proteinin Uretimini saglayan
ekspresyon sisteminin inga edilzesi, (4) protein
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ekspresyonunu arnrmak icin DNA dizisinin optimi-
ze edilmesi, {5) eksprese olan rekombinant protei-
nin fonkstyonet ve molekiiler karakterizasyonu ola-
rak dzetlenebilir.

Proteini kodlayan gen kaynaginmn segini icin, hedef
genin DNA va dla BNA clarak en fazla mikrarda bu-
lundugu doku, hiicre, hakteri ya da viriisth hilmek
gereklidi. Proteinin en fazla bulundugu dokudan
mesajor RNAy1 izole etmek en uygun yaklagimdir,
Hedef genin klonfanmasinda cDNA klonlama, ge-
nomik DNA klonlama ve PCR yolu ife klonlama viin-
temleri kullandy, Gindimiizde, wanlufu 2000 bax-
ciftini agmayan gen veya cDNA formiar: PCR yol fle
ok kisa zaman icinde ve ucuz yoldan kionlanahil
mekredir, Pankreas dokusunda cokea bulunan insi-
lin &rnedinde oldugu gibi, hedef genin mesajc
RNA's1 bolca elde edilebildigi zasman, ters cranskrip-
taz enzimi kullanslarak, bu mRNA'dan ¢cDNA sentez-
tenebilir ve bu ¢DNA bir bakteri ekspresyon vekto-
riindin igine yerlestirilebilic. Hedef proteini kodla-
yan genin dizisi biliniyor, ancak hedef proteinin
hangi dokuda ¢okea bulundugu bilinmiyarsa, her-
hangi hir dokuda az miktarda bulunan mRNA, PCR
yontemi kullandarak, bu amag icin yeterdi olabiliz

Hedef gen tiriniinin Idonlanmasindan sonraki aga-
ma, genetik dizinin protein {iriintine cevrilmesi igin
prokaryoril (bakteri ya da faj) ya da dkaryotik (ma-
ya, biseek ya da memeli hayvan hileresi) konaldarm
segimidir. Secilen genin Giring olusturacags konaga
sokulmast plazmid acdi verilen kiicilk, cembersi
DNA parcalart ile olur. Bu konaie-plazmid birlikteli-
&i ekspresyon sistemi ofarak da bilinir, Prokaryotik
ya da 8karyotik ekspresyon sisteminin seciminde
en dnemii kriter, elde edilecek olan proteinin han-
gi ortamdan aktif clarak tretilebilecegidir. Kendi-
sinden bivolojik bir altiviteyt gerceklestirmesi bek-
lenen terapotik proteinler, sentez sirasinda gerekl;
{ichoyutiu katlanmay: yapabilmeli, scntez sonrasen-
da ise, efer gerekli ise, glikolizasyon, asilasyon gibi
translasyon sonrast modifikasyonlardan gegebilme-
lidiz. Eger tiretilmesi amaclanan insan proteini bak-
terilerde bu dzellikleti kazanabilivorsa, tiretim ko-
laylign ve maliyeti acsmdan bakteri ekspresyon sis-

temini secmek gerekir. Ornegiin, insiilin ve interfe-
ron-alfa gibi basit yapuda olan terapotik proteinler
hakterilerde uretilebilmektedin. Ancak, ¢ofu insan
va da memeli kaynalds proteinler, glikozilasyon ve
benzeri iglemlerden geceikleri icin, bakterilerde
urediemezler. Bu durumda, daha zor ve pahal olan
memeli ekspresyon sistemlerinin kullandmast laci-
nilmaz olur. Grnefin, eritropoietinler ve monoklo-
nal antikorlar sadece memeli hiicre kiildirti ile tire-
titehilmekredir.

Kullandan sistemden bagimsez olarak, arastirma
agamasinda kullandan ekspresyon sistemieri prekli-
nik testler icin yeterli mikrarda protein Gretmek
icin wygun olmayabilic. Bir sonraki asamada, bazi
optimizasyonlarin yapumast gerekecektir. Bunlar
Jusaca, yliksek verimiilikee ve kararl bicimde prote-
in ekspresyonunun saglanmas:, konak hiicreden
hedef proteinin salglanmasini saglayacak sinyal
peptid ve diger DNA dizilerinin plazmid vektdre ek-
lenmesi, ve genin proteine cevrilmesini arttirict ko-
don modlifikasyonlaridie. Bir sonraki asamada, pro-
tein pilot tiretimine gecilir ve elde edilen iirtiniin
bivokimyasal ve biyofiziksel ozellikleri kontrol edi-
lir. Bumun igin ELIZA, western blotlima, immuno-
cokriirme, akem sitometresi ve gesitli kromotogra-
fik yointemier kullanilmabidie. Dolayis: ile, terapéitik
protein Gredminin Snemli asamalarinda konuya ba-
kim aragtmactlarla isbichigi vapmak kagimlmaz ol-
maktadir

Aragtirma-gelistirme agamalarmndan sonraki agama
ise, Gretim brcesi (upstream processing) ve sonra-
st (downstream processing) kisimlarmdan oligan
iiretim iglemierinin gelistivilmesi asamasidir. Re-
kombinant geni tagiyan konaker hiicre bagma firiin
miktarsnt artimak ve Griindin verimli olarak saflagt-
rilmast, bu agamanin  temel hedeflerini olusturur,
Glinkii, dretimin bu 2 parametresi, pazartanacak
iirliniin maliyetini, kar marjini belicleyecek diizeyde
etkin olabilic. Kabul edilebilir bir fiyatla verimli ve
giivenilir gekilde proteini {iretmede anahtar yol
Uretim icin en uygun konak hiicrenin segilmesiclir;
Tablo 1-1" de, konaker hiicreler olumlu ve olumsiz
yonlerine giire karsilagtirilmaktadr:
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Table 1-1. Terapistik Protein Uretiminde Kullamlan Konakg Hiicre Tiirleri
Oueliiider Prokaryot Okaryot Maya Olaaryos Memeli H.
(E. Coli) {S. cerevisiae vb.) (CI1O, BHE vb.)
DNA Biiyiikliigti 4.6 Mbg 121 Mh 2000-3000 Mbg
DNA Bicimi Cembersi Kromozomlu Kromozomlu
Protein Glikozitasyonu Yok Miimkiin, insan Miimkiin, insan
irlinlesinden farkh lirlinlertyle aynt
Cogalma Hezi (d6ngii/saat) 3.33 0.25 0.02
Kiiltir Yontemi Fermentir Fermentdr Biyoreaktor,
déiner sise
Uretim Maliyeti Diisitk Orta 1.000 §/g protein

Proteinin akif olabilmest icin gerekli translasyon
sonrast modifikasyonlart yapabiten tek sistem yiik-
sek dlaryotlar, yani memeli hiicrelerdir. Burada go-
gunlukla kullanian Chinese hanster ovary (CHO)
ve baby hamster kidney (BHK) hiicreleridic. Prokar-
yotik hitcrelerse (genetlikle E. coli), dogal ve immii-
nolojik dzelliklerindeki farkllldacm, gliveniirlik ve
verimiilik agisindan rekombinant proteini etkileme-
digi duramlarda, ucuz ve kolaylig: dolayssyla tercih
edien bir yéntem olabilir.

Gliniimiizde {lag atacak kullandan tesapttik prote-
inlerin neredeyse amam:, ya memeli hayvan hiicre-
sinde, ya E, coli'de ya da S. cerevisiae maya dirtinde
iiretitmektedic. Ancak, hagka sistemler de, terapi-
tik protein firetimi icin denenmektedic Bualar ara-
sincla, transgenilc hayvantar (Brocgio siite salglama
yolu ile) ve transgenik bitkiler verimlilile agisindan
en vadedici ghriinenler clmakla beraber, bu tir
yontemlerle iiretilen her hangi bir terapdtik protei-
nin heniiz rubsatianmanmug olmasi, bu alandaki arag-

trmalarn kollamma doniigliniin yzin zaman alaca-
G igareticiz

Uretim gelistirme (process development) siasin-
da, tiretilmek istenen proteinin miimkiin oldugun-
ca en verimli sekilde elde edilebilecegi en iyi biiyii-
me ortaminin geligtirilmesi hedeflenis. Boylece op-
timize edilen yintemin, terapiitik proteinin sadece
preklinik ve klinik deneneler icin degil, uzun yillar
boyunca pazarlanmasina yetecek miktarda Giretim
verebilmesi hedeflenic, Yine bu agama, rekombi-
nant hiicrelerin iiretilmesi, rekombinant proteinin
izolasyonu ve saflagtrilmas ve Gretim Bncesi ve
sonrast kalite kontrollerinin yapdmas: igin gerekli
besiyeri, soliisyonlar, materval ve metotlarin geligéi-
rilmesi, svi kromatografi yada bioreak:or gibi alet-
lerin secilmesini de igeric

Uriin gelistirme asamasinin somuna dogru, dirtine
talep oldugu middetce tekear tekuar kullanabile-
cek, bir Ana Hitcre Bankas: (Master Cell Bank) olug-
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turulut, Hiicre bankasin: meydana getiren hiicre
stoklart, yaklagik T milyon rekombinant hiicre 1 mi
stvi bestyerinde olacak sekilde, kiiciik sige veya am-
piillerde s niteojen tanklarindz saklane: Bivlece,
gerektifinde bu bankadan bir sise ciiziiler, ve hiic-
refer cok daha fazla miktarda biiylime ortamlarina
transfer edilip, "bulk" halinde Gretilebilic. Hiicreler
daha sonra buradan ayrili, besin ortamuna biiyiir-
ken salgilacliddan: proteinler konsantre eddlic ve saf-
fagtirmaya tabi tutuluc, Bu iglemler seasinda Iyi fma-
lat Uygulamalar: (GMP/Good Manufacturing Practi-
ces) kurallarma kesinlikle uyulmast zorululugu
vardiz Bu kurallara uyulmachgl saptandsgs durum-
farda iiriiniin rubsattanmas olanaksciag.

Modern biyotreknolojinin tedavi alaninda uygula-
nabilirligi 1980'lerde kesinlik kazamnca, bundan 20
yil kadar dnce, baglangiemdz cogu ABD'de olmak
fizere, "start-up" biofarmasoik sirketeri kuruimaya
haglad. Buglin sayilast bir kac viizle ffade edilen bu
sitketlerin cogu girisimei moleldiler bivotoglar tara-
finclan kurulda, Dolayst e, bu kiiciik firmalar, bi-
yotek arenasinda kendilerine avantaj saglayacak
akademik ve teknik deneyime sahip olmalarina rag-
men, itag {iretim tecritbelerinin olmamast gibi
dnernli bir handikap tagumakeayddar. Diger taraftan,
dnde gelen farmastiik sicketlerd ise, bu zfa bijyii-
ven gok Onemli teknolojinin yiiksek potansiyelini
dnceleri fark edemeyerck modern biyoteknoloji
alantna gitmekte yavag daveandidar. Zamanla, bu iki-
li sorun, kiigiik biyoteknoloji firmalarninin bijyik
ilag firmalan ile kurdugu ittifaklar yoluyla agidi. Or-
negin, Genentech hiyoteknalofi firmast rekombi-
nant insan insiilinini geligtirdi, ELi Lilly bu #fact Ho-
mulin® marka ach ile piyasaya siirdii. Son zaman-
larda ise, bagarth kiiciik biyoteknoloji firmalari, bi-
ik ilag fiemalary tavafindan, cok vitksek fivartarla
satin alinmaktadur.

Modern biyotekneloji firmalariun baglatug: by ye-
ni alam, 20 yil gibi kisa bir siirede 50'den fazla fark-
b terapéitik proteinin hastalarin kullanimina sunul-
masint saglamistr, 1982'de insan instibn’inin E.co-
li'de tretilmesinden sonra, sayilart her yil hyzla ae-
tan bu ilaglardan Protropin (1985), Intron A { 1986-

1992), Alferon N (1989), Activase (1990), Recombi-
nate (1992}, Epogen (1993}, Procrit (1993), , Ont-
haclon (1993), Betaseron {1993), Kogenate (1593),
Cerezyme (1994), Nutropin (1994), Neupogen
{1994) trnek olarak vertlebiliz Toplam #ag tiideri-
nin binlere ulagtig: bir ila¢ endistisinde, 50 yeni
molekiiliin anlzmumn smele olabitecei gibi bir ka-
niva kapdmadan Gnce, bu 50 kadar flacin, kisa bir
siire igindle yilda 30 milyar dolaclik bir paya sahip ol-
cuklarine hatirlamak gerekir. Tablo 1-2'de terapiitik
proteinler iginde satis rakamlart agisindan en énde
ver alanlarim bir listesi sunulmakracly.

Biyotek flag Cesitleri ve
Terapitik Proteinler

Biyoteknoloji, gelistirme veya Griine dniigtiirme
agamasinda canlt organizmalarin kullanddg bir
telnoloji alarur ifade ettigi icin, bugiin getenelsel
Hlaglar haline gelmig olan hayvan kaynakh (andro-
jenler, dstrofenler; kortikosteroidler vb.), hitkisel
laynakds (atropin, morfin, kardiak glikosidler, aspi-
rin vb.) ve mikrobivolojik kaynakh ilaclar (antibiyo-
tikder vb.) biyoteknolojik ilaglar kapsaminda tarim-
lanmaktadic. Ancak, gitniimiziin biyoteknolojisi,
yani modern bivateknoloji, geleneksel bivorekno-
lojiclen farkl bir konumdadur.

Modern biyoteknolojiye dayanan yeni ilaclar kisaca
"hiyofarmastitikler” olarak ranimlanabilic. Blyofar-
masdtikler ise ki ana simfta incelenebilie; kiigiik
molekiillerden olugan "kimyasal ilaglar” ve daha hil-
yiik molekiillerden olugan "erapéitk proteinler”.
Bu raporun konusu "terapétik proteinler” ile sinir-
landirdnugte, kimyasal ilaclara (chemical drugs) de-
ginilmiyecektit. Bunun baglica nedeni, modern hi-
limlere dayah kiryasal Baclarin, kisa bir gegimige sa-
hip olmalari, ayrica sayifacmin az olmasidi, Diger
Gnemli bir husus ise, kimyasai ilaclavin, geligtirme
agamasinda canldardan elde edilen hilgiler kablanul-
mig olsa da, iretim teknolojilerinde genellikle biyo-
teknolofinin kullanilmayisichr,

Kimyasat ila¢ grubundaki ilaclara érnek olarak, kro-
nils myeloid 15semilerde aktivicesi artmes olan Ber-
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Table 1-2. Biyoteknolojik Yontemlerle Urefilen ve
Diinyada En Cok Satlan 12 Terapétik Protein Tirii Tlag

Mlacin ady Uretici firma Gelistirici firma Kullamm yeri

Epogen Amgen Amgen Anemi

Proctit Amgen Ortho Biotech Anemi

Neupogen Amgen Amgen Natrapeni

Humulin Genentech Eli Lilly Diyabet

Engerix-B Genentech SmithKline Beecham: | Hepatit B

Intron A Biogen Shering-Plough Baz Jgsemisi ve sarkomalar,
Hepatit C

Kogenate Bayer Biological Bayer Biological Hemofili A

Genotropin Genentech Pharmacia Biiyiime bozuklugu

Avonex Biogen Biogen Muktipl skleroz

Betaseron Chiron/Berlex Beriex/Schering AG Multip! skleroz

ReoPro Centocor Eli Lilly, Centocor Kalp iskemik komplikasyonlari

Ceredase/Cerezyme | Genzyme Genzyme Gaucher’s hastaligi

Kaynak: Biotechnology and Biopharmaceuticals (eds. Ho RJY and Gibaldi M), 2003

Abl kinaz envzim Inhibitori imatindb (Glivec®) gis-
terilebilic. Baz: 1osemi ve barsak stroma tiimérleri-

nin tedavisinde kullanilan bu ilacim gelistirilmesi, ta-

marry ile, Ber-Abt enziminin kronik myeloid fsemi-
deki dnemii roliiniin belilenmesi sayesinde miim-

idin olabilmistir (Goléman JM and Melo JV. N Engl
T Med. 2003).

Terapdtik proteinler, tanimsal olarak, tedavi amact
ile kultantian her tiirlii proteini kapsar. Modern bi-
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yoteknoloji trlindt olan terapitik proteinler ise,
dofrudan biyolojik kaynaklardan (Grnegin insan
kane veya idrarindan) saflastwdmayan, biyoteknolo-
jlic bir yantem kuifandarak @iretilen proteinleri ta-
ramlamaktachr. Biz bu raporda terap@tik proteinle-
ri, bu ikinci <ar anlapunda kallanyoruz.

“Terapéitik proteinlerin bir cofu rekombinant DNA
teknolojisi kullanilarak tretilmektediv. Bir Gneekd
lasimda aynintdl olacak anlatdd g gibi, ilag clarak
kullantdmast amaclanan bir insan proteini, hiicre
Iciiltiirli yontemi ile memeli hayvan hiicrelerinde
veya fermantasyon ydnteni ile maya veya bakteri
hiicrelerinde yiiksek miktarlardz iiretilmekte, daha
sonra bu proteinler tiretim ortamindan saflagtil-
naktacle. Normal hiicreler bu tie proteinler ya hig
sentezlemezler, va da sentex mikiart cok diisiik ol-
dugu icin, itag olarak lmflandzbilecek milearda tire-
time ekverigli degillerdiz. Bu nedenle, insan prote-
inini tireten: insan geninin (daha dogru bit deyisle
bu genle aym proteini sentezleyebilen ¢DNA'nin)
hayvan, maya veva bakterilere rekombinant DNA
tekrolajisi yardum ie aktardmast ve aktardan genin
yliksek miktactacda akdf protein sentezleyebilmesi-
ni saglamak gerekmektedit. Monoklonal antikor
grubunda yer alan terapdtik proteinler ise, sadece
memeli hayvan hiiceelerinde Gretilebitmektedir, Te-
rapttik amacl olarak kullandan monoklonal anti-
korlaz, genellikle, nce antikorun hedefleyecedi an-
tijenin farelere verilmesi, daba sonea farenin lenfo-
sit hilcrelerinin hibridoma hiicreleri haline getiril-
mesi ile elde ediimekeedin Bir ok durumda, fare
antikoru dogrudan insan icin kullandmamakta, re-
kombinant DNA teknolojisi yarcimi ile, fare antiko-
runu kocllayan genlerde baa degigikditder yapumak-
ta, hoylece sentexlenen antikorun insaninkine ben-
zer hale getirlmesi (humanization) saglanmakeadir.
ister rekombinant ister monoldonal antikor tiirtin-
de olsun, konal hiicrelerin Grettigi etken madde-
nin, ilag olarak kullanlabilmes: iin bir ka¢ kroma-
tografi yontemiyle agamah olarak saflagtirilmasi ge-
rekir.

Agagida baglica terapdtik proteinlerle ilgili bilgiler
surulmusgtur.

Eritropoietin {EPO]

ritropoietin (EPO) lermizt kan hiicrelerinin tireti-
mind artiwan bir hematopoetik biytime fakiGriidiir,
Kemik iligindeli larmez kan hiicresi olugturmak
iivere programlanmig olan dnciit hilcreledin cofal-
masmnda, fakliasarak dzellesmesinde ve bu hiicre-
lerde kandla oksijeni tagtyan hemoglobin sentez hizs-
nn artmasinda baghea colit oynayan EPO’'nun %
90'mu bithrek tiretir. EPO kodlayicr gen insan 7. kio-
mozomy {izetinde tek kopyast olar, 4 intron ve 5 ek-
sondan olugan bir gendir. Bo genin sentezledigi pro-
tein 166 aminoasid uzunlugunda, 36kD molekiler
afirhga sahip bir glikoproteindlir, Yiizde 40"t katbon-
hiclrat olan EPO'nun, O-haglantdh karbonhidrat kis-
i hiyolojike akeivitesini etidlemektedir. EPO itk kez
1978 de anemik koyuntary plazmalanindan ve son-
ralarda anemili hastalacdan toplanan yaklagik 2500
litre idrasdan saflagnrdmistir. Dogal kaynaklardan el-
de edilen bu saflagtirmalarin genis kapsamb ihtiyact
kavgilarmada Lic de pratk olmamasy, EPC'aun re-
kombinant DNA teknclojisinin uygulamatarinda ill-
lerinden biri olmasi saglanustic. Insan EPO geni
1985'de genomik DNAdan zole editmis, kisa stirede
klonlanarak CHO memeli hiierelerinde tiretilmistir,
EPO ilag olarak, ilk kez 1989'cla, kronile hishrek yet-
mezigine hagh anemi tecavisinde kullanlmaya bag-
ladh. Bébregin yeterince endojen EPO liretememe-
sinden kaynakianan bu anemide, EPO ruhsatlanma-
dan énce, hastaligin tel tedavi yiintemi kan transfiz-
yonu icli. Kan aansfilzyonu, yeterdi dondr olmamass-
nin vamnda, bu hastalarda zaman icin hepatit gibi di-
ger tehlikeli hastalldarin gelismesine neden olmug-
tur, Glintimiizde, bu ¢ok riskli yénteme kargihik, bu
tiir riskleri tagumayan EPO'nun kullamiry yayginlag-
nug durumdadiz: EPO yillar iginde, bibrek yetmezli-
ginin digindla, dializ srasmda, eklem romatizmasin-
dla, kanser hastalarmda kullandan kemaoterapi sonra-
sinda, AIDS ve diger enfeksiyonlarda ve kemik iligi
transplantasyonu sonrast olugan aneminin tedavisin-
de de, siklikla lullandlmaya baglanus, boylece genig
bir kularmim potansiyeli kazanmst

Sons yillarca bagtangicta tiretilen Epogen’e alternaf
olarak, Aranesp gibi, yardanma dmrii 3 kat daha faz-




la olmas: nedeniyle doktor ve hastaya lailanim ko-
laylgi: saglayan relombinant eritropoietinler piyasa-
ya sunulmustur.

Insiitin

Insiilin diyabette kullandan en eski tedavi seldidic
ve vilcutlar: kendiliginden tnsilis iretemeyen Tip I
divabet hastalar1 igin gerekdidir. Bircok Tip 1 diya-
bet hastasma da insiifin kullanim, higuanid ya da
sulfoniliice tedavisine biitinbegtirici olarak tavsiye
editmesi pazarin geniglemesine neden olmakeadir
Gunlik insiilin kullarminin ¢ok rahat olmamast
nedeniyle, dzellikle Plizer firmasuun Gretigl deri al-
tina yerlestivilen wzun strell fag sahnum sistemler,
pivasaya hakim cliger ki firmanm (Nordisk ve Eli
Lilly) rekabetine rafimen heda kuitanim alang buk
maktachr, Instilin iireten pankreas bets hilcrelerinin
transplantasyonu da, afternatif bir yéntem clarak
ABD'de bazi merkezlerde denenmektedir. 1921 yi-
linda ik kez "antidiyabetik fakttr" olavak tanumla-
nan insiilinin tim aminoasit dizisi, ancak 1951 yilin-
da belirlenehilmigtic. Insilin, son hali dimesik yapt-
ya sahip olmasina ragmen, preproinsiilin adinda
tek zincieli bir polipeptit 6neiil molekiil olarak sen-
tezlenin 108 amino asid iceren bu polipeptit Snce
endoplazmik retikuluma sonra golgi cihazma gecip,
aradan da 'non-coated secretory vesicle/kaplanma-
mis salgilayicr vezikiiller' olarak pankreasin beta
hiicrelerinde depolarur. Kandaki glukoz oranc artt:-
ginda, ya da diger uygun sinyaller geldiginde bu ve-
zikiiller hiicre zariyla fiizyon yaparak, ckzositor yo-
lu de hilcre diging, yani kana gecerler. Proinsiilin
coated secretory granuleler igerisinde, aktif insiilin
ve 34 amino asiclik baglant C peptidini olugturemak
fizere proteaz enzimlerince islenir. Aktf Insiilin di-
siilfat balari Hle bagh il polipeptit zincirinden olu-
sur. A zinciri 21 aminoasitken, daha genig ofan B
inciri 30 aminoasit vzonlegundadic Aminoasit di-
zilerinde fackhliklar olmasina kargin, cesitli firferin
irettigi insiilinler bu busit yapiya sahiptiz. Domuz
insiilini (5777Da) insan insiilininden (580704) yak-
nuzea bix, sigie instlininden ise (5733Da) (ic aminoz-
sid farkhdir. Cesitli tiirler arasinda insiilin bu kadar
benzerlik gistermesine ragmen, proinsiilin olduk-

¢a farklidiz. Bu nedente, tedavi amach kullandlan ve
hayvaniardan elde edilen insiilin preparatlarmdaki
muhtemel proinsiilin kontaminasyonundan dolays,
insanlarda aletji ve bagisik yanutta direng mekaniz-
malart olusmaltachr, Dolaysiyta bu tiir hayvan insil-
linleri zamanta hasta igin kullandamaz hale gelmek-
tedir. Bu soruntar ¢dzmek amacryla, 1970lerdle ba-
2 kimyasal ve enzimatik yontemlere domuz insili-
ni insan insiiline benzer vapiya cevrilebildiyse de,
bu pahali, yzun ve zor bir takim iglemler gerekeiri-
yordu. Diger taraftan, diinyada 60 milyonun {ize-
rinde diyabetfinin olmast, bu sayirun her yil ortala-
ma %12 oraninda artg ghstermesi, ve bir domuz:
dan elde dilebilecek instilinin bir hastanin sadece 3
giinliik instilin ihtiyacos kargilayabilmesi, bu i
{irtinlerin »aman icerisinde ihtiyact karglamacla ve-
tersiz hale gelmesine yol agnustir, Bu sorunu gider-
mek amaciyla, Genentech arastirmacilan flk uygula-
malarmda insiilin A ve B zincirlerini kodlayan ntik-
leotit dizilerini, ayr ayr iki farkli E. coli hiicresinde
klonlayp, iki zinciri farkls fermentdiderde firetilip
saflagurchlar, Sonra bu A ve B zincirleri uygun oksi-
de edici ortamlarda tutularak, aralannda siilfat bag-
larunimn olugmas: saglandt. Bli Lilly aragtirmacilar ise,
fackh metotlarinda, rekombinant Bcolide insan
proinsiilinini kodlayan nitkleotit dizisinl klonlayip,
eksprese olan proinsiilini saflagtirdikian sonra, €
neptidinin proteolitik olarak in vitro ayrilmasim
safladiar. Bu yintem, tek fermentdr kullanilma
avantajincan dolay), zamania tercih edildi. Yine bu
yontemde, son agamada E.coli’ den gelecek impuri-
telerden temizleyecek HPLC kolonlarimn gelistivl-

- mesi ile % 99 saflikea insan instilini elde edilebildi.

interferon Alfa ve Beta

Interferonlar antiviral ve bagisilhik sistemini cliizen-
leyici Gzellifi olan sitokinferdir. Buntar, viriis enfek-
siyonlarinda hiicrese! yanitn olugmasiny, bagisiklik
yanitin ¢ofu agamasnin kontrold, bircok hiicre tipi-
nin farkhilagmas ve cogalmasinin regiilasyonu gibi
hiyolojik etkilere sahiptir. Biyolojik aktivite gister-
mek icin baglandiklart reseptir cesidi ve sentezlen-
dilleri hiicre tipine gore 3 ana sifa ayrilutar, 1oko-
sitlerin firectigi interferon alfa (IEN-), fibroblastla-
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rin firettigi interferon beta (I6N-,), ve naturai killer
hiicrelerin firettig interferon gamma (IFN-%o). In-
terferon alfa ve beta, hiiere yiizeyindeki ayni resep-
tire bagiandchilar: icin 'Tip T interferon sindi clarak
da hilinir. interferon gama ise, tek bagina farld bir
ylizey reseptiriine bafanarak aktivite gisterdigi
icin Tip I interferonu olarak bilinirVe bu interfero-
nun antiviral altiviresi daha diisiik oldugundan ba-
il sisterd diizenleyici ozelligi farkhdn, Daha
ok makrofaj aktivasyonu saglar, Gene! olarak, in-
terferonlar, virtis, bakteri, parazit vb. enfeksiyoniara
learse bagugeklik yarun hezlandhricis: olarak, hazt oto-
immiin hastalldann ve kanserin tedavisinde kulla-
nilmaktadir, ‘Tablo 1-3'de halen tedavi amach kulla-
nilan insan interferon gesitleri gosterilmisti:

Hnterferon, ilk kez 1950'lerde kandan izole edilerek
tedaviye yonelik olarak kullandmak istendi. Fakat
bu yontem, interferon eser miktarda Gretildigi icin
yeterli olmady. Zamanla, genis caphs iiretimler igin,
interferon alfa'yt bolca lireten bax kanser hiicre
hatlars kullanitmaya baglands. Fakat bu yolle elde
edilen interferon en az 8 egit alt grup iceriyordy,
vani spesifik degildi. 1980'lerde interferonlar farkh

sistemlercle klonlanip eksprese edilmeye baglandi.
Tedaviye yonelik kullanmmlar iginse, bakteri eks-
presyon sistemi tercih edildi. Bu yella elde edilers
interferonlar, dogal hallerindekinin aynt akiiviteyi
giisterdiler. Son yillarda arasurmacilar, Intron-A ve
Roferon drnediade oldugu gibi, Ecoli'de iiretilen
proteine polietilen glikol {PEG) denilen bir yap: ek-
lenerek, tedavide kullanilan interferonun aktivitesi-
ni degigtirmeden daha uzun siirede emilimini yani
hasta agisinclan daha rahat kullznming sagladilar,

Kan Faktirleri

Kan Pihtilasma Faktorleri

Hemostasis, damarin yapalandigt kisimlarda, kan
pihir otusumun saglayan bic dizi iglemler biitlini-
dliir. Buradzki en Snemli pibtlagma Faktér komplek-
si, proteaz yapisinda faktor IX, akuf olan Fakeor VII-
I, kalsiyum, kofaltor olan fosfolipidler ve substra:
olan faktdr X v igerir, Faltiyr VIIT, 2351 aminoasitlik
tek bir polipeptit zinciri ofarak sentezlenir. Sentez-
den hemen sonra, 19 aminoasitlik sinyal peptiti, bir
proteaz tarafindan kesilir. Bivlece plazmada dola-
san heterodimer yapidaki fakesr VIIT olugur. Bu ya-

Tahlo 1-3. Tedavide Kullanilan interferon Cesitleri

Tnterferon Cesidi Marka ads Kullanim alani

IFN-2b Intron-A (Schering) Melanoma, Hepatit C,
Tiiylii hiicre 1dsemisi,
Kronik myeloid léisermi,
Deri tipi T-hiicre lenfomasi

IFN-2a Rofeton-A {Roche) Kronik Hepatit C

IFN-1a Avonex (biogen); Rehif {Seronc) Multipl skleroz

IEN-,1h Betaseron (Berlex) Multipl skleroz

IFN-%a1b Actimmure {IntertMune Lab) Ciddi osteopetroz malgnanslarh
hastatarda

IFN-con-1 Infergen (Amgen) Krenik Hepatic C

:
[
]
]
;
;




pnun da aktif hale gecebifmesi icin trombin vada
faltitr Xa ile kesilmesi gerekmektedic,

Hemofili, sikhila ailesel yolla gecer, halk arasnda
kanama hastali@ olarak bilinir. Bu hastalik, piheilag-
ma faktdrlerindeld anormallikler ile olugur Hemo-
fili A falttr VII ve hemofdi B faktdr DCm by hasta-
larda eksik olmasindan kaynaklanir, 1970- 1980 ara-
sinda, hemofiti hastakinna zeliikle akut kanamalac-
da koruyueu olarak insan plazmasindan saffagticda-
rak konsantre edilen pholagma Eladileri veritdi.
Ama bunun yillar icerisinde HCV ve HIV gibi cok
ciddi virlis kontaminasyonlarmna neden oldugu an-
fagildh. 1984'de fakedr VIT'in nitklectit sekansiun
helirlenmest lizerine tedaviye yinelik rekombinant
fakeor VI tiretimine baglandl, Burada ¢oguntukla
CHO (BeneFix gihi) ya da BKC (Novoseven gibi)
hiicrelerinde Gretilen Faktdr VAT daba stabil hale
getirmek icin, plazmadan hazilanan albiimin kulla-
nidds, Albumin nedeniyle, bu Giriinler hala viriis kon-
taminasyon riski tasimakia birtikte, Griiniin konsan-
tre olmamasina neden oluyordu, 2000 yshndan son-
ra ise, Refacto ile biclikte, CHO hiicreleri kaflanda-
rak, albuminsiz rekombinant faker VLI {iretiimeye
baglandi. Buna alternatif olarak tretilen Kogena-
teFS'de ise yeni bir sistemle, son {iriinde albiimin
mikearinmy bin kere azalnkl. Biylece, yiksek kon-
santrasyonda, dolays ile kesa siivede etkili ilaglar
olusturuldu. Giintimizde transkaryotik terapiler
(TKT) de olarak da bilinen, gen tedavi yontemleri-
nin hemofili Anin tedavisinde kullanidmaya cahisiidi-
&1 bitinmektedic Klinik agamada okan bu galismala-
rin rekontbinant protein kullanimina alternatif ol-
mast icin cok zaman gerekmekiedir. Bunun yant st-
ra halen firmalar Avigen Srneginde oldugu gibi, cok
yeni gelistirilen viriis vektirleri (AAV) ile, karacife-
re yerlegtirilebilen ve burada stabil olarak tiretilen
rekombinant prhidagma fakedrleri Greterek Klinik
denemeler yapmaya baglanughardur.

Plazminojen Aktivatorii
Plazminojen aktivardderd, kalp krizi ve beyin kana-

mast da iceren cesitli trombotik hastakiklar icin -
nemli- envimlerdir. Bunlar relombinant enzimlerin

Trirkiye Biyoteknoloji Ui Terandtile Protein Sckide Anoliad

en genig sintfinn olugturur ve normalde hastanin
kan dolagmda bulunan mikiar gerektifinde cogal-
mak suretiyle tedavi amach kullanbrlar, Trombatik
hasealiklarmn iyilestirilmesinde enzimlerden diginda,
protein olmayan kompetitdrlerin kullanddif cegidh
tedaviler de uygulanmaktadic. Ornegin; warfasin ve
heparin, plazminojen aktivacdriiniin de yapacagn gi-
bi, kant seyrelterek pihalasmay: ve dolayisiyla trkan-
mayi doler, Bu alternatifler rekonbinant yolla Greti-
lecek enzimlere gire ¢ok daha neuz olmasina rag-
men, etkileme hizlar ve lulianim alanlan daha si-
nurliclsr. Streptokinaz, Aktivaz, TNKaz, Astilaz,.. ve
henzeri bircok enzim giintim{izde tedavi amach
kullandmakeacr.

Koleni Uyaria Faktirler

Koloni uvaricr faktiirer {colony-stimulating fac-
tors), kemil iligi hitcresinden kirnuzi ve heyaz kan
hiicreleri He trombositlerin olugumunu indiikleyen
glikoproteinlerdic. Bunlar, kirnuz kan hilerelerinin
digiikligli (anemi), beyaz kan hiiceelerinin diiglil-
Higl (niwopeni) ve trombosit seviyesinin diiglikdi-
il (sitopeni) durumiannda kulfani

interldkinler

interlékinler (IL), peptit yapssinda normal kogullas-
da devaml olarak tiretilmeyen sitokinlerdir. Fibrob-
tast, endotel hiicreler, {6kosit, lenfosit ve makeofa-
larin aktivasyony suasinda sentezlenirler. Bugline
kadlar 20 cesit interlkin tammlanmighr. Bunlar ba-
figtkhik ve enflamasyon reaksiyonlarin regule eder-
ler ve bu sistemlerde hiicre tamiri, hiicre farkldag-
malar1 ve cogalmalarinda rol oynarlar Proleukin
{112}, Imunace (1L2), Profeuldn (IL2) HIV enfekie
ve kronik myeloid [5semi hastalarinda sidrida kulia-
nilmaktach Wyeth firmasiin fisettigi, hem interdd-
kin hem koloni stimulasyon fakiort islevierini vapa-
calk olan Neumega, klinik deneme agamasimda olan
bir rekombinant lactr.

Biilyiime Faktorleri

Biiyiime fakedirleri hiicre yizeyindeld spesifik re-
septijtlere baglanarak, hiicrenin ¢ogalmasinn ve
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farkhilagmasine sagfar. Buniar, colc diisitk miktarda
olduklart halde, insan dokusunun tamir ve biiyii-
mesinde Snemli role sahiptir. Tablol-4de ham bii-
yitme faketireri ve iglevler? bulunmaktadic

Monoklonal Antikerlar

Monklonal antikorlar, terapitile proteinler icinde
tizel bir grubu olugturmaktadidar, Antikorlar bag-
sikitk sisteminin bir parcact olarak B-lenfisideri ta-
rafindan {iretilen imeinoglobinlerdic. Antikorlar

tzel bir hedefe (antijene) karst vineimis ve hedef
proteine kitittenerek, onu etkisiz hale getirehilen
tzeliige sahip molekiillerdic. Monoklanal antikortar,
bir tek B-hijcre ldonu tarafindan iiretifen homojen
yapida antikorlacdi. Tedavide kullandan monoklo-
nal antikorlar gencllikle farede gelistirien antikor-
lardir. Bunun nedeni, fare antikorlaran lireten fare
lenfositlerinin, fare plasmositomas: olarak adland;-
rilan hitcre dizileri ile flizyona tabi wtulzbilmes;,
bivlece elde edilen hibridoma hiicrelerinin, tek bir
monoklonal antikoru bol miktardz ve sitekli olarak

Tablg 1-4.

Snefy
- ]

Hepatosit Biiytime Fakgirii (HGE)

-—
Epiderral Biyiime Fakiérij {EGE)
]

Eritropoietin

-—

Fibreblast Biiytime Faktoirii (FGE)

Insiilie: benzeti Bityiime Faktorii (GF)

Interdldnler

Noron Bisyiime Faktoirii (NGF)

Platefer-Derived Growth Factor (PDGF)

"Transforming Growth Factor' {TGF)

Vaskiiler endotel Biiylime Faketirii (VEGE)

M—WR
——___ﬁ_ﬁ‘___i——‘ﬁ__i_h‘_
“____________H‘__i_i__‘
HR
%E
ME

Bilyiime Faktirleri

Istevi

-—

Hepatosit, bbrek tibuler epitef hiicrelerinde,

epidermal keratinositlerde ve mefanositlerde

biliinmeyi indiikleyici

-—

Bircok hiicre tipinde mitojer:
-

Onciil karmizs kan hizcrelerinin olgunlagmast ve

cogalmast

-_—

Mesadermal ve néiroektoderm hijere indiildeyicisi;

geligim sirastnda da rol oynar

Kemik kuiklarinda 8nemii olan bag dol ve
yag hiterelerind cogaltor

Beyaz kan hiicrelerinin ¢ogalmass,
farldidagmast ve aktivasyonu indiikleyici

Néronlan Sitimiimden koruyucu ve
bir dokuya baglanmasin saglayict

Doku tamirini indiikleyici ve fibroblast ve
beyaz kan hitcreleri icin kemotaktik madde

Milrovaskiiler endotel hiicrelerinin
biytimesini indiildeyici

PDGF ailesindendir; vaskiiter endotelin
spesifik indukleyicisi

W%




iiretebilmeleridir. Bu gekilde tiretilen fare menoldo-
nal antikorlars linik denemelerde hedef molekdil-
lere yererli etkiyi pasterebiimis, ancak tedaviye tabi
olan hastalar bu fare proteinlerice karg bagsudil
geligtidiklerinden kutfanumlars st kalmigte. Bu
sorun, fare monokional antikorlariom "insanlagtiri-
malart" ile giderilebilmistir. insanlagorimg (huma-
nized) monoklotal antikordarm elde edilmesinde
rekombinant DNA teknolojisi kultanmilmaktadiz. Bu
amagla, éince fare antkorunu kodlayan gen dizileti
helidenmekte, daha sonta bu dizilerde yer alan fare
DNAlzr1 insan immiinoglobin DNA'Tarcile degigtiri-
mekiedin Biylece elde edilen rekombinant mo-
noklonal antikorlar, sacece hedef molekiilii tanwyan
lusimlart icibari ite fare kaynakh olmakta, moleki-
Hin diger pargalart insan tiriinden olmaktacir. Bu
seldlde defiigtirilmis olan actikorlar hastalarda daha
az bagistkhik uyarsss vapteldarindan, stireldi kuflanm
mimkiin olmaktadic Halen kullarsmda olan ¢ok
miktarda monoklonal antikor ilact vardir ve bunla-
r1n sayssinm hizia artmast beklenmektedir. Ozellik-
fe, kanser hiicrelerinin viizeylerinde belea butunan
antijenlere yonlendirilmis olan monoklonal ant-
korlarin sayisim izl arcacadr tahmin edilmekte-
dir. Halen, bazt meme kanserlerinin tedavisinde
lullamlan Herceptin® ile dikkatleri tizerinde top-
layan monoklonat anikortar cegit olarak artacaklast
icin, terapiitik ilag arenasinda Snemli bir yer tuta-
caldardir, Ancak, tek tel bakildifinda, bu tiir ilagla-
it kullanmuinn, denedin eritropoetine kiyasla si-
nrlt katmass beklenit.

Diinyada Halen Kullanimda Olan
Ruhsatlandirilnns Terapitik Proteinfer

Gelismis (lkeler

Bu {ilkelerde kullanima sunulan terapétik protein-
ler innovatif flaclar olarak ilac geligtiven firmalarca
veya bu tiir firmalardan lisans sahibi olan yere} fir-
malarca firetilip kuflanima sanulmalstadin

ABD terapitik proteinlerin gelistirilmesi ve kullant-
mi korultarinda gk vygulamatarn baglacign iitkedir.
Bu niedenle, ABTYde kutlandan ruhsatlandsrdms te-
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rapdtil proteinler sayica en yiiksekir. 2003 verileri-
ne gore, bu iilkede 1980-2002 arasinda toplam 50
farkh protein degisik yapt ve formiilasyonlarda rul-
satlandirimastir, Buntardan 40 adedl, rekombinant
DNA teknalojisi ile tiretilenler, 10 adedi ise, monok-
lonal antikor tict ilaglardir (Reichert JM, Nat. Rev.
Drug. Discov, 2003}, Bu raporda szl edilen tera-
potik proteinlerin neredeyse famami ik once
ABD'de ruhsatlandirdoug, daha sonca dier Glkeler-
de ruhsatlandirma iglemleri meydana gelmistic. AB
iilketerinde, 2003 wihina kadar 88 biyoteknoloji Gril-
nii (ayn1 proteinin farkl formlaet dahil olmak {ize-
re) flag ruhsatlandicdmigte. Bu rakam, 1995'de yi-
riirliige giren AB merkeri ruhsatlandirma sistemi
yolu ile verilen topiam iag rubsatlarinin % 38'lik gi-
bi yiiksek bir orarunt temsil etmektedir (G. Walsh.
European Journa! of Pharmaceutics and Biophar-

" maceutics, 2003).

AB merkexd ruhsatiandirma sisteminde, ilag ruhsat
bagvarularinn koordinasyonu ve yontemi, 1995
den bu yana, EMEA (European Medicines Evatuati-
on Agency/avrupa flag Deferlendirme Ajanst) tara-
findan gerceldegtivilmeksedir.  EMEA kapsaminda
AB tilkelerinde 1995-2002 doneminde ruhsatland-
rilmis olan 36 yeni terapdtik proteinin listesi Tablo
1-5'de gosteritmigtir. Ruhsadlandirlan Giriinlerin ba-
stnda hormon ve sitokinfer yer almakeadit Diger
dnemli bir gruby ise rekombinant DNA teknolofisi
ile Gretlen kan tirtinlesi (cofunlukla koagiilasyon
faktorleri) tegkil etmektedir,

ABD verilerine géire, halen 300°den Zazla terapéitik
protein gelistitme agamasindadic, Buna ghre, AB iil-
kelerinde, Gntimiizdeki on yil iginde her yid bir dii-
zine yeni terapdtik proteinin rubsaclandirdmast
beklenmektedir (G. Waish, European Journal of
Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 2003). Bu
laclar icinde, &zellikle kanser alaninda yogunlagan
monoklonal antikotlar énemi bir yer tutacakr

Table 1-5'de gosterildigi gibi, veni rubsatlandirtian
ilaiar haghica 3 farkh sistem kullantiarak iretiimel-
tedir, Bunlar icinde, memeli hayvan hiicre kifltiid
28 ilacla en yaymin yontem olasek tne clkmalta, bu-
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i 19 ilagla bakteri (E.Coiiy fermantasyonu izle-
mektedic Maya {S.cerevisiae) fermantasyonu 6
tirfinfe sonuncu swada yer almalktadic Halen ruh-
sail flag kapsamina girmeyen, transgenik hayvanla
iretity sistemi (hayvan stitif) dnitimiizdeki yillarda
yeni bir aleernalif Gretim teknolojisi haline gelebilis
Halen bu ybntemle tiretilen bazi rekombinant pro-
teinler (antitripsin, rekombinant antikoriar vb.) kli-
nik denemelerde kullanslmaktadir (G.Waish. Euro-
pean Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceu-
tics, 2003). Bu denemeler clumlu sonuglar verdigi
ve hayvandan insana gegehilen enfeksiyon riskleri
kontrol edilebildigi takdirde, transgenik hayvanlar-
da tretilen terapdtik proteinler dniimiixdek: on yil
iginde kullanmm alanna girebilic. Daha uzun vadede
ise, bitkilerde iiretilen terapétike proteinlerin kulla-
num 56z koriusu olabitir,

Halen kullandmakea olan terapstik proteinler pa-
renteral yolla verilmelctedir,

Insiilin gibi stk kullanim gerektiren baz: {irtinlerin
a1z ya da burun yolu le alinmast daha pratik olahi-
lie. Bu amacla gergeldegtivilen aragtwmalarn, dzel-
lilde burun yolu ile ahnabilecck preparatlarda (or-
negin insiilin) bagarih olabilecegi tahmin edilmek-
tedir.

ABD ve AB gibi geligmis lilkelerde jeneril terapicik
proteinlerin kullanimi heniiz sz konusu degildit,
Bu konuda tek ciddi engel olarak yasal diizenleme-
lerin olmayiyt gorilmektedis (Datamonitor, Thera-
peutic Proteins, 2002). Jenerik terapiitik proteinier
haldandaki yasal diizenlemelerin 2006 yilmda ger-
ceklesmesi beldenmektedit. Bu konuda gelismig iil-
kelerde heniiz bir gelismenin olmamasinim diger
bir nedeni ise, bir ¢ok teraptik proteinin patent
koruma stirelerinin heniiz dolmanmg olmasidlr, Ha-
len ABD, Kanada, ingiltere, Almanya ve Istail gibi
gelismig Glkelerde 10 kadar verlesik jenerik iiriin
firmasi, eritropoetin, insiilin, koloni stimulant fak-
téirlez; biiyiime hormonu, interferon gibi ilaclarin
jenerik formlaring gelistirme gahismalar: icindedir
(ABN-Amro, Generic Biologics: next frontier; 2001;
Datamonitor, Therapeutic proteins, 2002). Bu fir-

malardan bazlars, patent korumast almayan baz:
Asya ve Latin Amerika iilkelerinde yerlegik diger fir-
malarla ortak yapam giisiméeri igindedic. Bu tiir fir-
malarin, dncelikle, Asya, Gliney Amerika, Afrika,
Orea-Dogu ve Dogu Avrupa'da yer alan gefismekte
olan tilkelerin pazarlaring, daha soncaki asamalarda
ise swrast tle, AB, Kanada, ve ABD pazarlarma girme-
lexi stz konusu olabilir (Datamonitor, Therapeutic
proteins, 2002). Diger muhtemel bir gelisme ise,
uluslararasi lag firmalarinin rakip firmalacm patent
siirest dolmug ilaclariet firetmeye hagiamalan olabi-
lir: Ekonomik yonit agir basan bu tiir gelismeler bir
sonraki béiliimde ayrined olarak tarugiacakr, Bu-
racla alun gizmek istedigimiz nokta, 2005-2006 yil-
larindan sonta AB iikelerinde jenerik terapdtil pro-
teinlerin ruhsatandirdmasinin sz konusu olabile-
cegidir.
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Tablo 1-5. AB (Hkelerinde Merkezi Sistemle Ruhsatlandirnus Olan Terapiiik Proteinler

Uriin {tanumn, firetim sistemi)

Rekombinant kan faktorii ve benzerleri
Benefix (rhFactor IX, CHO)
Kogenate {rhFactor VI, BHK)

Helixate NexGen (cctocog alfz; thFactor VI BEK)

NovoSeven {rhEactor Yia, BHK)
ReFacto (moroctocog-alfa, TV, CHO)
Ecokinase (reteplase, rtbA, B coli)
Rapilysin (retepiase, rtPA)

1 Tenecteplase; Metalyse (TNK-tPA, CHO)
Refludan (hirudin, 5. cerevisiae)

Xigris (drotrecogin-a, insan hiicresi)

Rekombinant Hormonlar

Humalog (Insiilin lispro, B, coli)
Tnsuman {rh-insulin, E. colf)

Liprotog (Bio Lysprol, analeg, . coli}
NovoRapid (insiilin Aspart, analog)
Novomix 30 (Insiilin Aspart, analog)
Actrapid/velosulin/Monotard/
Insulatard/Protaphane/Mixtard/
Actraphane/Ultratard {Insulin, 5. cerevisiac)
Lantus (insilin glargine, analog, E. coli)
Opdsulin Gnsiilin glargine, E. coli)
Glucagen (thGlucagon, S, cerevisiae)
Thyragen {thyrotrophin-a, , CHO)
Nutropin AQ (thGH, E. colf)

Gonal [ (thFSH, CHO)

Puregon (vhFSH, CHO)

Luveris (utropin alfa; shill, CHO)
Ovitredle; Ovidretle (thCG CHO)

Forcaltonin (¢ Salmon calcitonin, E. coli}

Sitokinler

Neorecormon (thEPO, CHO cells)

Aranesp (darbepoctin alfa; BP0 anelog, CHO)
Nespo (darbepoctin atfy; rEPO analog,CHO)
Neulasta; Neupopeg (pegfilgrastim)

Ruhsat Sahibi

Genetics Institute
Bayer

Bayer

Novo-Nordisk
Genetics Institute
Galenus Maanhein:
Boehringer Manheim
Boehringer Ingelheim

Behringwerke AG

Ll Lilly

Bl Lilly
Hoechst AG
EL Lilly

Nove Nordisk

Novo Nordisk

Novo Nordislk
Aventis Pharm,
Aventis Pharma
Novo Nordisk
Gengyme

Schwartz Pharma AG
Serong

N.¥. Organon
Ares-Serono

Serono

Unigene

Boehringer-Mannheim
Amgen

Dompe Blotee
Amgen

Endikasyon (ilk ruhsat tarihi)

Hemofili B (1997)

[Memofili A (2000)

Hemofifi A (2000

Bazi hemofili formlart (1995)
Hemokili A (1999}

Alaut miyoleard enfackiisi (1996)
Akut miyokard enfarkttisii (1996)
Miyokard infarkeiisdi (2001)
Heparine bagh

trobositopent {1997)

ABir sepsis {2002)

Diabetes Mellitus (1996)
Diaberes Mellitus (1997)
Diabetes Mellitus (1997)
Diaberes Mellitus (1999)
Diaberes Mellitus (2000)

Diabetes Mellitus (2002)

Diabetes Mellitus (2000)

Diabetes Mellitus {2000)
Hipoglisemi

Tiroid kanseri (2004)

Biiyiime sorunu, Turners 5. (2001)
Anovulasyon, superovulas (1993)
Anovulasyon, superovulas (1996)
Baz infertilitc formiars (2000)
Bazt yarumar dreme teknikl, {2001)
Paget’s hastabig (1999

Anacmi (1997)
Angemi (2001)
Apaenmi (2001)
Nowopeni (2002)
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Table 1-5. AB (lkelerinde Merkezi Sistemle Ruhsatlandirnus Olan Terapitik Proteinler

Uriin {tanumny, firetim sistemi)
[ntron A (rIFN-a-2b, F. coli)

Peglniron A (PEGylated riFN-a-2b, E. coli)
Viraferon (1TEN-a-2b, E. coli)

ViraferonPeg (PEGylated TRN--2D, E. coli)
Betaferon (tiFN-b-15, analog. E. coli)
Avonex (rhIFN-b-1a, CHO)

Infergen (:TFN-a, E, colf)

Rehif (th [FN-b-1a, CHO)

Alfatronol {rhIFN-a-2b, E. coli}

Virtron (rhfFN-a-2b, E. coli)

Beromun (ehINF-a, E. coli)

Revase (antikoagulant; hirudin, 5. cerevisiae)
Enbrel (FINFR-IpG furyon, CHO

Regranex (thPDGE, §. cerevisiag)
Monoklonal anikorlar

Zengpax {Daclizumab, a2 reseptér)
Simulect (Basifiximab, anti-IL-2 reseptdr)
Remicade (Infiximab, anti-TNE a)

Herceptin (Trastuzumab, anti-HER2)
Mabthera (Rituximab, antii-CD2()

Mabcampath; Campath {alemuizumabsant-CD352

Terapiitik enzimler ve digerleri

Cerezyme (rh-glucocerebrosidase, analog, E. coli)

Fabrazyme (a-galactosidase, CHO cells)

Replagal (a-Galactosidase, insan)

Fasturtec (rasburicase; urate oxidase, S. cerevisiae)

Osteogenic protein 1 (BMP-7, CHO)
Inductos (cdibotermin alfa; BMP-2, CHO)

(Kaynak: G. Waish. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 2003)

Ruhsat Sahibi

Schering Plough

Schering Plough
Schering Plough
Schering Plough
Schering AG

Biogen

Yamanouchi Burepe
Ares Serono
Schering Plough
Schering Plough

BochringerTngelheim

Ciba Novartis Europharm
Wyeth Furopa

Janssen-Cilag

Holfiman Lz Roche

Nowartis

Centocor
Roche Registration
Hoffinann La Roche

Millennium & LEX

Genzyme
Genzyme

TRT Europe
Sancfi-Synthelabo
Howmedica (EU)

Genetics [nstitute

Endikasyon (ilk ruhsat tarihi)

Kanser, jenital sigiller,
Hepatit (2000}

Kronil Hepatit C (2000)
Kronik Hepatit B & C (2000)
Kronik Hepatit € (2000)
Multip! skleroz (1995)
Multipi Skleroz (1997)
Kronik Hepatit C (1959)
Multipl Slderoz (1998}
Hepatit B, C, kanser (2000)
Hepatit 3 & C (2000)
Tismir cerrahisi sonrast
amputasyona kargt (1999)
Veodz tromboza karg (1997}
Rhomatoid arthrit (2000)
Diyabetic neuropatik ulser (1959)

Alkut bdbrek transplant
rejeksivony (1999}

Allojenik hiibrek transplantasyon
rejeksiyonuna kargt (1998)

Crohn’s hastaligt {1999)
HERZ(+)Metast. Meme Ka. (2000)
Non-Hodgkin's Lenfoma (1998)
Kronik lenphiositik [semi {2001)

Gaucher's hastalir (1997}
Fabry hastalgh (2001)
Fabry hastalifi (2001)
Hyperliviserni (2001)
‘Tibia hastalig) (2001}
Alaut tibia kmikdary (2002)




Gelismekte Olan Ulkeler

Gelismekte olan iilkelerdeld ruhsatlt terapétik pro-
tein cesitlert hakkinda saglldh verilere ulaglama-
st Ancak, bu {ilkelerin ¢ogunda rubsatlandirma
sisterninin tam galistirimadid, terapdtik proteinler
dahil bir cok ilacm yedi olarak Gretilmedigini, acit

Tiukiye Bivotcknoloji (e Terapatik Protein Schtdr Analizi

ihtiyaclarn ithalat volu ile karglandigun styleyehili-
riz. Diger taraftan, terapttik proteinler dilnyanin en
pahalt flaglart arasinda yer aldiklarindan, gelismel-
te odan bir cole iille, terapiitik proteinler} ithal et-
mek yerine, jeneril olarak kendi Gitkelerinde tretip
kullanma yolunu tercih crmigtin. Bu tiir ilkeler ara-
sinda yitlksek niifusu ile dikkati celen Gin gibi lilke-

Tablo 1-6. Gelismekte Olan Jlkelerde Jenerik Terapitik Protein Uretiminde Ornekler
{lke Firma Uretitmis Tlaclar Gelistirilen Haglar
Hindistan Bharat Biotech Streptokinaz,

VEGF
Hindistan Dr. Reddy's Labs G-CSF Eritropoctin,
m[erfemn-beta,
Interferon-gama,
Biiylime hormonu
tPA
Hindistan Ranbaxi - Interferon-alfa-2b
G-CSF
Fritropoetin
Hindistan Shantha Interferon-alfa
Insiilin
GM-CSF
Streptokinaz
tPA
Eritropoetin
Biiyiime hormonu
Hindistan Wockbardt Eritropoetin Interferon-alfa-2b
Instilin
Eritropoetin
Biiylime hormonu
Glney Kore LG Chem Interferon-alfa b.y.
Zalnterferon-gama
GM-CSF
Gin Sunshine Eritropoetin
Interferon-alfa 2a
Interlskin-2 Trombopeetin
Brdtropoetin
Arjantin Bio Sidus Interferon-alfa by.
Filgrastim
Kaynaldar: BioCensury, April 2002; Sunshine Pharm., Bio Sedus.,

i
;
4
‘
!
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Jerin terapditik protein ihtiyaclarinn yart yariya ye-
rel firetilen ilaclula kargiladiklar tahmin edilmekte-
dir. Bu filkeletin ortak zelligi uluslararast patent
loruma sisteminin disinda yer almug olmalari, ayri-
ca ilag pazan olarak ekonomik bir dnem arz etmi-
yor olmalarschr, Yukarwla zikredifen bir cok faked-
riin bir araya gelmesi ile, Kiiba, Ajantin, Giiney Ko-
re, Hindistan ve Gin'de terapétik protein {iretimi
yerdi firmalar tarafindan gergeklestiriimeye baglan-
mugtwr. Gelismekte olan ilkelerde jenerik teraptiik
protein tretimi il iigili bazn 6rnek bilgiler Tablo 1-
'da sunulmustur,

Tiirkiye

Tiirkiye'de terapdtik proteinlerin kullanmu diger
gelismis iillkelere kiyasla daha geg baglasg ve s
It sayida kalmste Vademacum-2003 hilgilerine gi-
re, halen Gitkemizde 25 terapiik protein ilag olarak
satilmaktacle (Tablo 1-7), ancak AB fle uyum caks-
malarinm sorucu ofarak, bu sayirun hizla aremas,
AB ilkelerinde kullandan terapitik proteinlerin ke
sa bir siire iginde Glkernizde de kullanima sunulma-
51 beklenmelctedir,

Ulkemizde kullantlan biitiin rekombinant protein-
ler ithalat yolu ile elde edilen, Tiirkive'de iiretilme-
ven ilaclarchr. Ayrica, simeliye kadar Tirkive'de rub-
satlanduidng oln terapdtik proteinler; innovatif
firma veya bu tir firmalarin lisansiarina sahip fioma-
larca imal edilen daclardir. Tiirk yasalart 1995 yilina
kadtr, ilag riinleri ve flag Gretim yéintemierini pa-
tent kapsamt diginda brakuklary icin, halen Tiizkd-
ye'de ve diger iilkelerde kullammda olan terapétik
proteinterden hig biti tlkemizde patent korumast
alunda degitdir (blz. Boltin: 2). Dolayist ile, yurtch-
gtnda patentli olan bu tiir ilaglarn Tiirkiye'de tireti-
mi ve kullans, ayrica biylece Grerlebilecek olan
trtinferin fiirkive iie berzer yasal dizenlemeleri
olan Asya ve Latin Amerika tilkelerinde kullanima
sutulabilmesi yasal ofarak mimkiindiic Buna rag-
men, Tirkiye'ye viksek fiyatlarla ithal edilen re-
kombinant proteinlerin yerli retimi gerceklegme-
migtir, Ayrica, baz Latin Amerika ve Asya fitkelerin-
de tiretilen jenerik terapéitik proteinler de heniiz

Tirkiye'de ruhsath kullanima agthmamslacdsr. Bu
gruba giren ilaclardan bazlar icin, Saglik Bakanhg
nezdinde ruhsatlindwma girisimleri 5-6 vil Gncesi-
ne kadar geri gitmektedir Ancak, bu girisimler, ce-
sithi nedenlerle, simdiye kadar sonugsuz kalousor
Oysa, diger jeneriklerde oldugu gibi, jenerik tera-
potik proteinler de, innovatif ilaglara giice tiiketici-
ve daha ucuz fiyattara mal olacak olan ilaglarelr. flag
giderlerini kargilamada gliclikler yasayan bir iilke
olarak, jenerik terapdtik Uaglaran hangi gerekcefer-
le lilkemizde ruhsatlandiriamadidar: hilinmemek-
tedir

Diinyada Halen Kullamimda Ofan Jenerik
Terapiitik Proteinler

Jenerik olarak firetilmis olan terapditik proreinfer,
gelismekte olan ve parent koruma sistemlerinin di-
ginda kainig olan Asya ve Giiney Amerika iilkelerin-
de yaygin olarak kullandmakiadic. Ancalke, bu ilke-
lerde ilgili veriler ayrnul olarak meveut deildir.
Bu iilkelerde kullandan jenerik terapétik proteinle-
re drnek olarak, Cin, Hindistan, Gliney Kore ve Ar-
jantin gibi iilkelerde bu tir laclars Greten yeri fir-
malarin listelerinden yarardandabiliy, Bu dikelerde
kullanilan baghea jenerik terapiitik proteinler sun-
lardir:

* G-CSF (Filgrastim)

* GM-CSF

#+ Fritropoetin

° Biylime hormonu

» Interferon-alfa 2a

» Interferon-gama

¢ Interleukin-2




Tirkive Bivotelmoloii {rimii Terapitil Prokein Seltor Analid

Tabto 1-7. Tiirkiye'de Ruhsath Terapitik Proteinler

Jenerik Ad1 Marka Adi imalatce Tiirkiye Ruhsati| Uretim Sistemi
interferontar

Interferan aila-2a Roferon-A Roche Roche E. Cali
Interferon aifa-2b Intron A Schering Schering-Plaugh "E. Cob
interferon beta-1a Avones Biogen Bicgen CHO
Interferon beta-fa Rehif Scrono Serono CHO
Interferon beta-1b Betaferon Schering Schering

Eritropoetinier

Epoetin alfa Eprex Johnson&fohnson | Santa-Farma CcHo
Eritropoetin beta Neo Recormon Roche Roche

insulin ve Analogiar:

insan insiilini Humulin Eli Lilly Eli Tilly E. Colf
Insan insufini Novelin Novo Nordisk Novo Nordisk S. Cerevisiae
Insiilin lispro (analog) Humalog Eli Lilly £li Lilly R Coli
Insulin aspart (analog) Novolog Novo Nordisk Novo Nordisk 5. Cerevisiae
Bliytime Hormonlar

Somatropin Humatrope Eli Lilly EL Lilly E. Coli
Somatropin Genotropin Pharmacia Pharmacia E. Coli
Somatrapin Norditropin Novo Norglisk Novo Nordisk I5. Cofi
Somatropin Saizen Serono 1 Serono Fare C127
Koloni-stimiilant fakidrler

Filgrastim {G-CSF) Neupogen Amgen Roche E. Coli
Monaldonal Antikorar

Muromonab-CD3 Orthociore OKT3 OrthoBiotech Santa-Farma Hibridoma
Daclizumab Zenapax Hoffman- Roche Roche Hibridoma
infliximab Remicace Centacor Schering Plaugh Hibyidoma
Palivizumab Synagis Medimmune Abhott M.hayvan hiicre
Digevieri

Folitropin alfa Gonal-F Scrono Seronn CHO
Folivrepin beta Puregon Organon Organon cHO
Glucagon GlucaGen Novo Nordisk Novo Nordisk 5. Cerevisiae
Dornase alfz (DNAse) Pulmozyme Genentech Roche CHO
Drotrocogin alfa (prot. C3 Xigris Eli Lilty £l Lilly Insan hilere dlizisi

{Kagnak: Vademecum-Modern flag Rehberi+ATC Index, 2003)




