* Biyoteknolojik Grinlerde kalite kontrol geleneksel trtnlerden 3
konuda farklilik gosterir.

e 1. Uretim organizmalarinin gelisimi ve karakterizasyonu

e 2. Fermantasyonun kontrolu ve hicre kaltirt yontemleri ile ilgili
testler

3. Tanima ve saflastirma prosesi/ final Grlin kalite kontrolleri



Kalite KontrolU

* Biyoteknolojik Grlinlerde safsizlik ve kontaminantlar

Konakgl Organizma Olarak E. colil?

Avantajlari GuUnumuzdeki problemler
1. Genetigi ve molekuler 1. Potansiyel endotoksin
biyolojisi iyi arastiriimigtir. kaynagidir.
2. lyi konakgi/vektor 2. Proteinler ¢ozunmez ve saflagtirma gug olabilir.
sistemleri vardir 3. Bazi proteinler N-
3. Ucuz ortamlarda hizli terminal metiyonin artigi
bluyume yetenegine sahiptir. igerir.
4. Proteinler

glikolizlenemezler.
5.Proteinler genellikle
ortama salinmaz.




Kalite KontrolU

* Biyoteknolojik Grlinlerde safsizlik ve kontaminantlar

Konakgi Organizma Olarak Mayalar!!

Avantajlar GuUnumuzdeki problemler

1. Genetigi, molekuler 1. Ekspresyon duzeyleri duguktr.
biyolojisi ve fizyolojisi iyi arastiriimistir. 2. Glikolizasyon yuksek

2. Patojenik degildir ve gida endustrisi igin Okaryotlardan farkhidir.

uygundur. 3. Salgilanan peptitlerin

3. Fermantasyon kapasitesi yuksektir. hepsi uygun bir sekilde

4. Salim mekanizmasi iyi arastirilmistir. islenemez.

5. Bazi heterolog proteinler hicre iginde 4. Buyuk molekul agirlikli proteinler az
cozunur sekilde birikirler. salgilanir.

5. Ekspresyon igin ticari
islemlerin gelistiriimesi
surmektedir.




Konakcl Olarak Memeli Hicreleri

Avantajlari

Gunumuzdeki problemler

1. Dogal halde protein
uretilir.

2. Urlin ortama salgilanr.
3. Bazi urunler igin serum

icermeyen ortam kullanilabilir.

4. Urin verimi ylUksektir.
5. Translasyon sonrasi
dogru modifikasyonlar
yaratalar.

1. Hucreleri gogaltmak pahalidir.
2. Molekuler biyolojisi

uzerinde calismalar surmektedir.
3. Bazi hucrelerin uzun

sureli stabilitesi belli degildir.

4. Duzenleyici otoritelerin

virls kontaminasyonu gibi

bazi konularda endigeleri
mevcuttur.




Biyoteknoloji Uriinlerinde Safsizlik ve Kontaminantlar

Safsizlik veya Kontaminantlar

Saptama Yontemi

Safsizliklar

Endotoksin

Konakg! hucre proteinleri

Diger protein safsizliklari

DNA

Mutant proteinler

Formil metiyonin
Yukseltgenmis metiyoninler
Proteolitik ayrilma Urunleri
Agregatlasmig proteinler
Deamidasyon urunleri
Monoklonal antikorlar
Aminoasit degisiklikleri
Kontaminantlar

Mikrobiyal (bakteri, maya, mantar)
Mikoplazma

Virusler (endojen veya ekzojen)

Bakteryal endotoksin testi, Pirojen testi

SDS-PAGE?, Immunoassay

SDS-PAGE, HPLCP, Immunoassay

DNA hibridizasyon, UV spektrofotometre, Protein baglama

Peptit haritalama, HPLC, IEF¢, MS¢

Peptit haritalama, HPLC, MS

Peptit haritalama, Aminoasit analizi, HPLC, Edman bozunma analizi,MS
IEF, SDS-PAGE (indirgenmig), HPLC, Edman bozunma analizi
SDS-PAGE, HPSEC®

IEF, HPLC, MS, Edman bozunma analizi

SDS-PAGE, Immunoassay

Aminoasit analizi, Peptit haritalama, MS, Edman bozunma analizi
Mikrobiyal sinir testleri, Sterilite testi, Mikrobiyolojik testler

Modifiye edilmis CFR 21 metoduf, DNAF9Y

CPE" ve Had' (ekzojen virUsler igin), Ters transkriptaz aktivitesi, MAP!

a sodwim Dadesil Sulfat-Poliaknlaruid Tel Elekirofore=. b Tiilsek-basingh svm kromatogsrafisi

o Izoelekhik Cdaklama

e Tilksek basimch 1ron dezisim lromatografisi.
g DHA bazlane: flowmkom

1 Hemadsorpsiyon

d Mass speltrometre (lhitle speldrometesi)

fDraft suidelines relating to code of Federal Eegulahors, Title 21.
hiitopatk etla.

1 &1pan anhkoriiretrm




Biyolojik/ Biyoteknolojik Uriinlerde Uygulanan Analiz Metodlari

1. Yapisal analiz metotlari
 Edman degredasyon analizi
* Cterminal sekanslama
* Aminoasit analizleri
* Peptit haritalama
e Karbohidrat analizleri
Kitle/ optik spektrofotometri yontemleri



2. Saflik Analizleri

Protein impduriteleri, kontaminantlar ve degredasyon urinlerinin
analizi icin kullantlr.

Elektroforez yontemleri: SDS-PAGE, IEF
Kromatografik yontemler: HPLC, Size exclusion HPLC, Ters faz HPLC

Endotoksin icerigi yontemleri: USP tavsan testi, LAL testi, endojen pirojen
testi,

DNA icerigi testleri: Dot Blot analizleri

Immiinolojik ydntemler: Elisa, antikor impuriteleri, ev sahibi hiicre
impuriteleri



3. Etkinlik Analizleri (Biyolojik yontemler)
* Hayvan testleri, hticre kiltard yontemleri, in vitro biyokimyasal yontemler

4. Total Protein Miktar Tayini Yontemleri
Kantitatif aminoasit analizleri

Kjeldahl nitrojen yontemi

Folin Lowry yontemi
Microbicinchoninic acid yontemi

UV spektrofotometri



