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OZET

FARMASOTIK KULLANIM AMACLI MEMELI HUCRE
PROSESLERINDE DOGAL URUN KULLANIM
POTANSIYELININ ARASTIRILMASI

POLATLLI, Elifsu

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Ayse NALBANTSOY

Ocak 2020, 94 sayfa

Serum hayvan hiicre kiiltiiriinde biiylime ortammin baslica
bilesenlerindendir. Fakat endiistriyel anlamda hayvan hiicrelerinin
kullanildig1  biyofarmasdtik — liretiminde  iiretim  ortaminda serumun
kullanilmasindan kaginilmaktadir. Bunun sebebi ise ayirma saflastirma
basamaklarinda serum kullanimmin ek islemler gerektirmesi ve {iiretim
maliyetini arttirmasidir. Bu tez c¢alismasinda dogal molekiil eklenen
serumsuz ortamdaki (SFM) hiicrelerin biiylime kinetiklerinin arastirilmasi
amaglanmistir. Bu amagla SFM’e adapte edilen Her2/Neu proteini eksprese
eden 4T1.2-Her2/Neu hiicreleri ve SFM’e adapte TNF-o’ya spesifik
monoklonal antikor (Mab) salgilayan recCHO hiicreleri ile ¢aligilmustir.
Calisma kapsaminda SFM’e proliferasyonu indiikleyici ve yara iyilestirici
ozellikleri bulunan farkli dogal molekiillerin (oleuropein, resveratrol,
tangeretin, neohesperidin, nobiletin, gallik asit, katesin) eklenerek ile
biiyiime kinetiklerine etkisi belirlenmistir. Bu amagla piyasada yaygin
olarak kullanilan Serox ve Excell SFM biiyiime ortamlart kullanilmistir.
Calismada kullanilan molekiillerin  farkli konsantrasyonlarmin 4T1.2-
Her2/Neu hiicreleri tizerine proliferatif etkileri MTT hiicre canlilik testi ile
belirlenmistir. Bu test sonucunda biiyiime ortamina eklenecek oleuropein,
resveratrol, tangeretin, neohesperidin, nobiletin gallik asit ve katesinin
molekiillerinin konsantrasyonlar1 sirast ile 0.195 pg/ml, 0.391 pg/ml, 0.391
pg/ml, 0.098 pg/ml, 0.098 pg/ml, 0.098ug/ml, 0.098ug/ml olarak
belirlenmistir. Daha sonra %10 serum igeren ortamda Kiiltiire alinan 4T1.2-
Her2/Neu hiicreleri SFM’e adapte edilmistir. Molekiillerin MTT testi ile
belirlenen konsantrasyonlar1 biiyiime ortamlarina eklenerek 1x10° hiicre/ml
baslangi¢ hiicre sayisindaki hiicrelerde 24 saatte bir tripan mavisi ile canli-
oOlii hiicre sayimi yapilarak petrilerde biliylime kinetigi belirlenmistir. Elde
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edilen veriler 15181inda potansiyeli en yiiksek molekiil oleuropein olarak
belirlenmistir. Bu molekiilii igeren ve igermeyen Excell ortaminda 4T1.2-
Her2/Neu hiicrelerinin 2 L’lik spinner flask igerisinde 1L ¢alisma hacminde
15 giinliikk kesikli kiiltiirdeki biliylime kinetigi belirlenmistir. Oleuropeinin
ayn1 konsantrasyonu Serox ortamina eklenerek recCHO hiicrelerinin 1L°lik
calisma hacminde spinner flaskta kesikli kiiltiirti kurulduktan sonra biiyiime
Kinetikleri  belirlenerek  sonuglar  4T1.2-Her2/Neu  hiicreleri  ile
karsilastirilmistir.  Spinner flask igerisinde 4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin
oleuropein igermeyen ve iceren Excell ortami igerisindeki ikilenme siireleri
sirastyla 20.1 saat ve 28.7 saat olarak bulunurken recCHO hiicrelerinin
oleuropein igermeyen ve igeren Serox SFM ortami igerisindeki ikilenme
siireleri sirasi ile 23.2 saat ve 16.5 saat olarak belirlenmistir.

Yapilan bu ¢alismada 4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin SFM’de diisiik
canlilik ve hiicre klamplari olusturma egilimi gosterdigi belirlenmistir. Bu
sartlarda bahsedilen bu hiicrelerin Olgek biiylitmeye uygun olmadiklar
belirlenmistir. recCHO hiicreleri icin  0.195 pg/ml’lik  oleuropein
konsantrasyonunun oleuropein icermeyen Serox SFM ortamina gére daha
yiikksek hiicre konsantrasyonu ve biiylime hizi sagladigi sonucuna
varilmigtir. 4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin yiizeylerinde eksprese olan Her2
proteinin bu molekiillerin eklenmesi ile stabil sekilde ekspresyonun devam
ettigi flow sitometri ile belirlenmistir. recCHO hiicrelerinin ise oleuropein
iceren Serox SFM ortaminda daha hizli biiyiimelerine karsin daha diisiik
TNF-a spesifik Mab iiretikleri yapilan ELISA ile belirlenmistir.

Sonugta farkli konsantrasyonda oleuropein ve diger aday molekiillerle
ileri caligmalarin yapilmasi bu molekiillerin potansiyel olarak SFM

formiilasyonlarinda kullanilmasi i¢in gelecek vaad etmektedir.

Anahtar kelimeler: 4T1.2-Her2/Neu, Her2, recCHO, TNF-a, SFM
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INVESTIGATION OF POTENTIAL NATURAL PRODUCTS
USE IN MAMMALIAN CELL PROCESSES FOR
PHARMACEUTICAL APPLICATION

POLATLI, Elifsu

MSc in Bioeng.
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ayse NALBANTSOY

January 2020, 94 pages

Serum is one of the main components of the growth medium in animal
cell culture. However, in biopharmaceutical production where animal cells
are used in the industrial scale, the use of serum is avoided in the production
environment. The reason for this is that the use of serum in the separation
purification steps requires additional processes and increases the production
cost. In this thesis, it is aimed to investigate the growth kinetics of cells in
serum-free medium (SFM) with added natural molecule. For this purpose,
4T1.2-Her2/Neu cells expressing Her2/Neu protein were adapted to SFM
and TNF-o specific monoclonal antibody (Mab) secreting recCHO cells
were studied. Within the scope of the study, the effects of different natural
molecules (oleuropein, resveratrol, tangeretine, neohesperidine, nobiletine,
gallic acid, catechin) that have proliferation-inducing and wound-healing
properties were determined in growth Kinetics. For this purpose, Serox and
Excell SFM growth environments, which are widely used in the market,
were used. Proliferative effects of different concentrations of molecules
used in the study on 4T1.2-Her2/Neu cells were determined by MTT cell
viability test. As a result of this test, the concentrations of oleuropein,
resveratrol, tangeretin, neohesperidin, nobiletin gallic acid and catechin
0.195 pg/ml, 0.391 pg/ml, 0.391 pg/ml, 0.098 pg/ml, 0.098 pg/ml, 0.098
pg/ml, 0.098ug/ml respectively. Then, 4T1.2-Her2/Neu cells, which were
cultured in an environment containing 10% serum, were adapted to SFM.
Growth kinetics in petri dishes were determined by counting live-dead cells
with trypan blue every 24 hours in 1x10° cells/ml starting cell count by
adding concentrations of molecules determined by MTT test to growth
media. In the light of the obtained data, the molecule with the highest
potential is determined as oleuropein. The growth Kkinetics of 4T1.2-



Her2/Neu cells in a 2 L spinner flask with a working volume of 15 days in a
batch culture was determined in Excell medium with and without this
molecule. After adding the same concentration of oleuropein to the Serox
medium, the growth kinetics of the recCHO cells in a 1L working volume
were established in the spinner flask and the results were compared with
4T1.2-Her2/Neu cells. In Spinner flask, 4T1.2-Her2/Neu cells doubling time
were found 20.1 hours and 28.7 hours respectively in the Excell medium
and Excell+Oleuropein, whereas recCHO cells had 23.1 hours and 16.5
hours in Serox SFM medium and Serox+Oleuropein respectively.

In this study, it was determined that 4T1.2-Her2/Neu cells tend to
form low viability and cell clamps in SFM. It has been determined that these
cells mentioned in these conditions are not suitable for scaling up. It was
concluded that 0.195 pg/ml oleuropein concentration for recCHO cells
provides higher cell concentration and growth rate than Serox SFM medium
without oleuropein. Her2 protein, expressed on the surfaces of 4T1.2-
Her2/Neu cells, was determined by flow cytometry, in which the expression
continued stably by the addition of these molecules. Although recCHO cells
grow faster in Serox SFM medium containing oleuropein, lower TNF-a
specific Mab productions were determined by ELISA.

As a result, further studies with different concentrations of oleuropein
and other candidate molecules are promising for the potential use of these

molecules in SFM formulations.

Keywords: 4T1.2-Her2 / Neu, Her2, recCHO, TNF-a, serum
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ONSOZ

Hiicre kiiltiirii ortamlarinda kullanilan serumun tiretimde alt akimda ek
islemler gerektirmesi ve iiretim maliyetini arttirmasindan yola ¢ikarak bu tez
caligmasinda iiretime eklenebilecek ¢esitli dogal biyoaktif molekiillerin

hiicre proliferasyonuna etkisi aragtirilmistir.

Bu siiregte yara iyilestirme ve proliferasyonu indiikleme o6zellik
goOsteren oleuropein, resveratrol, tangeretin, neohesperidin, nobiletin, gallik
asit ve katesin molekiillerinin 4T1.2-Her2/Neu hiicreleri iizerine proliferatif
etkileri incelenmistir. Daha sonra oleuropein molekiilii iceren Excell ortam1
ile 1 L’lik ¢alisma hacmindeki spinner flask igerisinde 15 giin boyunca
kiiltiire edilmistir ve biiytime kinetikleri belirlenmistir. recCHO hiicrelerinin
de bu anlamda incelenmesi i¢in ayni konsantrasyonda oleuropein molekiili
iceren ve icermeyen Serox SFM ortaminda 20 giinliik kiltiir siiresindeki

biiyiime Kinetikleri belirlenmis ve iki hiicreye ait sonuglar karsilagtirtlmigtir.
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1. GIRiS

Hiicre kiiltiirii sistemlerinde {iretilen viral asilar ve biyobenzerler
giiniimiizde SFM’lerin en yaygin kullanildig1 biyoteknolojik endiistriyel alanlardir
(Bioplan, 2018). SFM pazarinda, CHO hiicre kiiltiirii ortami hakimdir. CHO
hiicreleri, en yaygin olarak, memeli konakg¢ida rekombinant terapotiklerin
endiistriyel tretimi i¢in kullanilir ve diinyada en yaygin kullanilan memeli
hiicreleridir. Bu hiicreler stabil ve dogru glikolizasyonu saglayabilir ve bu nedenle
dogal proteinin in vitro olarak daha hassas bir sekilde sunulmasii saglarlar (Xie
and Wang, 1994a).

SFM pazar, farkli hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan biyolojik iiriin
sayilarinin artmasindan dolay1 artan biyofarmasétik iiretimin potansiyelinden
kaynaklanmaktadir (Globenewswire, 2018). Serum, son triiniin kalitesini olumsuz
etkileyebilen safliginin istenen diizeye getirilmesi igin ek islemler gerektiren
kompleks bilesenler igermektedir. Ayirma saflastirma  basamaklarinin
optimizasyonu ile istenen kalitede biyofarmasotik itiretimi igin firmalar SFM
kullanmaktadir (Persistence Market Research, 2018).

Proteinlerin hedef haline getirilmesi veya kullanimlari ile farkli kanser
asilarmin olusturulmasinda biiyiik 6lgekte tiretimleri 6nemli yer kaplar. Bu amagla
farmasotik proteinlerin bilylik dlgekte iiretimlerinde, iiretim ortaminda bulunan
serumun kompleks yapist geregi uzaklastirilmasi veya kullanimindan kaginilmasi
gerekmektedir (Zhang ve Robinson 2005). Ozellikle hiicre kiiltiirii sistemlerinde
tiretilen viral agilar ve biyobenzerler giiniimiizde SFM’lerin en yaygin kullanildig:
biyoteknolojik endiistriyel alanlardir. Ulkemizde de énemi giinden giine artan ve
gelismekte olan bu endistriyel iretim alanlarinda diisiik maliyetli yiiksek
verimlilikte SFM ortamlarina ihtiyag vardir (Persistence Market Research, 2018).
Biiylik oOlgekte proliferasyonu arttirarak verimliligi arttirma amaciyla serum
ikamesi olarak kullanilabilecek ucuz dogal bir molekiiliin SFM’de kulanim
potansiyeli, iiretimi daha diisik maliyetli yapabilmeye imkan saglayabilmektedir.

ErbB2, c-erbB2 veya HER2/Neu olarak da bilinen insan epidermal biiyliime
faktorii reseptorii 2 (HER2)'nin yiiksek oranda ekspresyonu temel olarak HER2
gen amplifikasyonuna baglanir ve HER2 sinyal agmin yapisal aktivasyonuyla
sonuglanir. HER2'nin mutasyonu veya asir1 ekspresyonu, metastazin yani sira
direkt olarak tiimor olusumuna yol agabilir. Bununla birlikte, HER2 siklikla meme
kanseri, mide kanseri, yumurtalik kanseri ve prostat kanserinde normal hiicreye



oranla yiiksek diizeyde eksprese edilir (Tai et al., 2010) ve meme kanserlerinin
yaklagik %20-30'unda gozlenir. Yiiksek ekspresyon kanser hiicrelerinin agresif
sekilde ¢ogalmasi ve hasta sag kalimmin disiik olmasi ile iliskilidir (Slamon et
al., 1987; Pegram and Slamon, 2000).

Tiimorgenezdeki roliiniin  kesfedilmesinden hemen sonra HERZ2, kanser
tedavisi i¢in hedef alinmistir. HER2 dimerizasyonunun inhibisyonu,
karsinogeneze neden olabilecek PI3K ve MAPK yollar1 da dahil olmak {izere
birgok hiicre i¢i sinyal kaskadmin aktivasyonunu onler (Franklin, et al., 2004;
Agus, et al., 2005; Nahta, et al, 2006). Bu amagla ABD Gida ve ila¢ Idaresi
(FDA) tarafindan onaylanan HER2 inhibisyonunu hedef alan Mab’lar
bulunmaktadir. Bu Mab'lara, trastuzumab (Herceptin), pertuzumab (Perjeta) ve
trastuzumab emtansin (Kadcyla) ornek olarak verilebilir. Trastuzumab, FDA
tarafindan meme kanseri i¢in 1998'de onaylanan ilk tedavi hedefidir (Ceran et al.,
2012; Carter et al., 1992).

Cesitli immiinoinflamatuar hastaliklar1 olan hastalarin tedavisi, ozellikle
enflamatuar sitokinleri ve sitokin reseptorlerini hedefleyen genetik olarak
tasarlanmig antikorlarin kullanimmdan 6nemli 6lgiide fayda saglamistir (Willrich
et al., 2014). Timor nekrozis faktor (TNF), onemli bir konak savunma
molekiiliidir (Fong et al., 1989). TNF-a ise, cilt lezyonlarinda ve piistiiler
lezyonlu hastalarin serumunda, psoriatik artritli hastalarin sinovyal sivisinda artan
ekspresyonu nedeniyle en ¢ok calisilan sitokindir. Bunun yaninda spesifik
inhibitorlerinin terapotik etkinligi de bulunmaktadir (Brotas et al., 2012).

Anti-TNF-o ajanlar1, cesitli bagisiklik aracili enflamatuar hastaliklarda
uygulamaya yonelik ¢aligmalar nedeniyle onemli ve potansiyel ilag grubuna dahil
edilir. Halen kullanilan anti-TNF-biyofarmasétikler arasinda kimerik insan/fare
Mab, infliksimab (Remicade), insan Mab'lari, adalimumab (Humira) ve
golimumab (Simponi), mAb/Fab fragmani, certolizumab pegol (Cimzia) bulunur.
Hepsi hiicresel TNF reseptorlerine TNF baglanmasi yoluyla baglatilan etkileri
inhibe ederler. Etkiler ¢ok sayida hastada yiiksektir ve anti-TNF-
biyofarmasoétikleri artik birgok iilkede en yiiksek tibbi harcamalardan birini
olusturmaktadir (Bendtzen, 2015). Buna bagl olarak anti-TNF-o ajanlarinin
biyobenzerlerine ait pazar paylar1 Onem kazanmaktadir. Bu nedenle,
biyofarmasdtik endiistrisinde daha yiiksek etkinlige sahip daha ucuz mAb iiretimi
saglayan yeni stratejiler gelistirmeye hala ihtiyag vardir (iz et al., 2018).



Yapilan bu tez ¢alismasi kapsaminda biyofarmasotik anlamda onem arz
eden iki proteinin (Her2/Neu proteini ve Anti-TNF-a Mab) elde edilmesinde
kullanilabilecek rekombinant hiicre hatlarinin (4T1.2-Her2/Neu ve recCHO) dogal
molekiil igeren ortamlardaki biiyiime kinetikleri incelenmistir. Bu amagla 4T1.2-
Her2/Neu hiicresi tizerinde kiigiik 6lgekte etkilerinin incelendigi molekiillerden en
iyi sonucu veren molekiil oleuropein ile 1 L’lik ¢alisma hacminde spinner flaskta
bliylime egrisi her iki hiicre hatt1 i¢in de bakilmistir ve endiistriye yonelik
potansiyel kullanimi arastirilmistir. Bu anlamda c¢alismanin SFM {iretimine dogal
b,yoakt,f molekiillerin eklenmesine yonelik c¢alismalara Onciiliik etmesi
beklenmektedir.

2. GENEL BILGIiLER
2.1. Hiicre Kiiltiru

Hiicre kiiltiirti teknolojisinin kullanilmaya baslanmasindan itibaren toplum
tizerine getirdigi pek c¢ok avantaji mevcuttur. Biyoloji alaninda yapilan
caligmalardaki ilerlemede hiicre kiiltiirii teknolojisinin etkisi oldukg¢a biiyiiktiir
(Keehan et al., 1990). Yeni ilaglarin etkinligi ve toksisitesinin degerlendirilmesi,
as1 dretimi de dahil olmak tizere cesitli alanlarda hiicre kiiltiri temelli
biyofarmasotik  kullanim amagli  protein iretimine yonelik teknolojiler
gelistirilmistir (Yao ve Asayama, 2017).



Kiiltiir ortamu hiicre kiltiirii teknolojisindeki en 6nemli faktordiir. Hiicrenin
hayatta kalmasimi ve ¢ogalmasini ayni zamanda hiicresel fonksiyonlar: destekler.
Hiicre kiiltiirii ortaminin igerigi; arastirma sonuglarini, biyofarmasdétik iiretim
hizin1 ve tedavi sonuglarini dogrudan etkiledigi anlamina gelmektedir. Bu
nedenle, hiicre kiiltiirleriyle ¢alisan arastirmacilarin amaglarina uygun uygun bir
ortam segmeleri en 6nemli siirectir (Freshney, 2005; Yao ve Asayama, 2017).

2.1.1. Hiicre Kiiltiiri Ortamlar

Klasik hiicre kiltiirii ortami, amino asitlerden, vitaminlerden, inorganik
tuzlardan ve glikoz gibi enerji i¢in karbon kaynagindan olusur. Bu
formiilasyonlar, hayvan serumu gibi bir protein kaynaginin eklenmesi ile
zenginlestirilir. Klasik ortam formiilasyonlari, kanser hiicre hatlar1 igin
tasarlanmis olup daha farkli hiicreler igin gereksinimler degiseceginden mevcut
formiilasyonlar da degisiklik gostermektedir (Price, 2017).

Hiicre kiiltiiri ortamlart basitge dogal ve yapay ortamlar olarak
smiflandirilabilir (Price, 2017; Yao and Asayama, 2017). Giiniimiizde yapay
ortamlar, eklenen takviyelerin tipine bagh olarak birkag gruba ayrilabilir; 6rnegin,
Serum igeren ortam, serum igermeyen ortam (SFM), protein igermeyen ortam ve
kimyasal olarak tanimlanmig ortam (Tablo 1).

Tablo 2.1. Hayvan hiicre kiiltliriinde kullanilan besin ortamlarin siniflandirilmasi (Yao and
Asayama, 2017)

Katagori ~ Tanim Cesit Ornek

Dogal Plazma, serum ve Koagiilantlar Heparinize kan, serum

Ortam embriyo ekstrakti gibi ve fibrinojenden ayrilmig
dogal biyolojik plazma

IS G OITR Doku Ekstraktlari  Tavuk embriyolari,

karaciger ve  dalak

ve kemik iligi

ekstraktlari, serum ve
fibrinojen ozleri

Biyolojik Stvilar Plazma, serum, lenf,
amniyotik sivi
ve plevral sivi



Yapay
Ortam

Bazal bir ortam ve serum,
biiylime faktorleri,
hormonlar gibi
takviyelerden olusur.

Serum Iceren
Ortamlar

Serumsuz
Ortamlar

Xeno-
free Ortamlar

Protein-free
Ortamlar

Kimyasal Olarak
Tanimlanmis
Ortamlar

Insan, sig1r, at veya diger
serumlar takviye olarak
kullanilir.

Sigir  serum  albiimini
gibi ham protein
fraksiyonlart veya a/ff

globulin takviye olarak
kullanilir

Insan serum albiimini
gibi  insan  kaynakl
bilesenler, takviye olarak
kullanilir, ancak hayvan
bilesenleri takviye olarak
kullanilmaz.

Peptid fraksiyonlart
(protein  hidrolizatlar1)
gibi tanimlanmamis
bilesenler, tamamlayici
maddeler olarak
kullanilir.

Ham protein
fraksiyonlari,
hidrolizatlar ve doku
oOziitleri gibi
tanimlanmamisg
bilegenlerin takviye
olarak kullanimi uygun
degildir, ancak
rekombinant  proteinler
gibi  yiksek  oranda
saflagtirilmis  bilesenler

kullanilabilir.

21.1.1. H
iicre Kiiltiirii
Ortaminin
Bilesenleri

Klasik
hiicre  kiltiir
ortam  igerigi,

aminoasitlerde
n,
vitaminlerden,

inorganik
tuzlardan  ve
glikoz gibi
enerji  veren
karbon
kaynagindan
olusur. Hiicre

biiylimesini ve
cogalmasini

arttirmak igin,
birgok hayvan

hiicre kultiir

ortamlarina farkli bilesenler eklenerek veya bunlar degistirilerek gelistirilmektedir

(Freshney, 2005).

21.1.1.1.

Su

Su hiicre kiiltiiri ortammin en temel bilesenidir. Ortam bilesenlerinin

¢ozlilmesinde kullanilan suyun bilesimi ve sterilizasyonu énem tagimaktadir.

Ayrica igerdigi cesitli kimyasallar hiicreler iizerinde istenmeyen etkilere sebep

olacagindan ¢esitli filtrasyon sistemleri kullanilmaktadir. Kiiltiire alinan hiicreler

SFM’de cogalabiliyorsa sudaki toksinlere karsi ¢ok daha hassas olacaklar1 da g6z
Ontine alinmalidir (Price, 2017).

2.11.1.2.

Tampon Cozeltileri



Ozmotik basincin ve pH'nin istenen fizyolojik aralikta tutulmasinda rol
oynamaktadir. Fizyolojik ¢ozeltilerdeki dort ana katyon; sodyum (Na*), potasyum
(K"), kalsiyum (Ca*™) ve magnezyumdur (Mg**). Bu dordii hiicre membraninin ve

besin taginiminin korunmasi i¢in énemlidir (Price, 2017).

Tuz ¢ozeltisindeki ana anyonlar fosfat (PO4’), kloriir (CI") ve bikarbonattir
(HCO3). Bu anyonlar, memeli hiicreleri i¢in 7.2 ila 7.6 arasinda optimum pH
araligint muhafaza etmek igin tampon sistemlerinin bir parcasi olarak kilit rol
oynarlar. Asitlere ve bunlarin eslenik bazlarina ek olarak, serumda bulunan
serbest amino asitler ve dogal tamponlar da iyi tamponlama kapasitesine sahiptir
(Yang and Xiong, 2012).

2.1.1.1.3. Enerji Kaynaklar:

Kiiltiir ortamindaki iki ana enerji kaynagi glikoz ve glutamindir. Glikoz,
niikleositler, amino sekerler ve bazi amino asitler i¢in karbon kaynagi gorevi
goriir. ATP iiretmek igin glikoz Katabolize edilir. Cogu normal hiicre igin,
enerjinin yaklasik yaris1 glikozdan ve L-glutamin‘den gelir. L-glutamin ile ilgili
sorun, zaman ve sicaklikliga bagli olarak amonyaga ve pirolidon karboksilik aside
par¢alanmasidir. Bozunma hizi, 25°C ve daha yiiksek sicakliklarda daha hizli
gergeklesir. Glutamin igeren ortamin 37°C’de uzun siire tutulmasi, glutamini ve
dolayisiyla ortamu tahrip eder (Price, 2017).

2.1.1.1.4. L-amino Asitler

Amino asitler esansiyel (canli hayvanlarda azot dengesini saglamak i¢in gerekli)
ve esansiyel olmayan (Onciillerden hiicreler tarafindan sentezlenebilen) olarak
ayrilmaktadir (Eagle, 1955). Kiiltiirdeki hiicreler i¢in temel amino asitler L-
arginin, L-histidin, L-izol6sin, L-16sin, L-lisin, L-metiyonin, L-fenilalanin, L-
treonin, L-triptofan, L-valin, L-sistein, L-tirozin ve L-glutamin’dir. Esansiyel
olmayan amino asitler L-alanin, L-asparagin, L-aspartik asit, L-glutamik asit, L-
glisin, L-prolin ve L-serindir (Yang and Xiong, 2012; Pasieka and Morgan, 1959).

2.1.1.1.5. Vitaminler

Klasik ortam, Eagle’in temel vitaminlerini i¢erir. EMEM vitaminleri, ko-
enzimlerin Dbilesenleri olan B-kompleks vitaminleri folik asit, niasinamid,

piridoksal, pantotenat, riboflavin ve tiamin, ayrica lipit sentezi i¢in substrat olan



kolin ve inositolden olusur. Cok diisiik yogunlukta biiyiiyen hiicreler i¢in, B12
vitamini bulunmalidir (Matsuya ve Yamane, 1986). Noronal hiicreler biyotine
ihtiya¢ duyar. SFM’de, antioksidan vitaminler siklikla formiilasyona eklenir. L-
askorbik asit 2-fosfatin magnezyum tuzu, daha iyi kararlilig1 nedeniyle ¢ok daha
iyi bir se¢cimdir (Hata ve Senoo, 1989). B vitaminlerinin bir¢ogu 1s18a kars1 ¢ok
hassastir (riboflavin, folik asit, folinik asit ve B12), bunlarin ve bu vitaminleri
igeren besiyerinin 1518in bozulmasindan korunmasina 6zen gosterilmelidir (Yang
and Xiong, 2012).

2.1.1.1.6. Inorganik Iyonlar ve iz Elementler

Tuz ¢ozeltisinde bulunan katyonlara ek olarak (Na*, Ca**, Mg™ ve K*) demir,
manganez, ¢inko, selenyum ve bakirin, serum yoklugunda uygun konsantrasyonda
kullanildiginda hiicre biiyiimesi i¢in onemli oldugu gosterilmistir (Price, 2017;
Cinatl, 1969; Sternberg et al., 1964).

21.1.1.7. Serum

Hayvan serumu hiicre ¢ogalmasini saglayan sayisiz faktorii igerir.
Hormonlar, baglanma faktorleri, membran gecirgenligi diizenleyicileri, lipitler,
enzimler, mikro besinler, iz elementler, tamponlar, serbest radikal temizleyicileri,
proteolitik enzimler mitojenik bilylime faktorleri Sayilabilir. Ayni zamanda
slispanse ¢ogalan hiicrelerin kayma hasarlarindan korunmasina yardimci olmak
icin besiyerinin viskozitesini artirabilir (Price, 2017; Arora, 2013; Freshney,
2005). insan serumu, at serumu baz1 spesifik hiicreler igin kullanilir. En yaygin
kullanilan hayvan serumu takviyesi ise fetal sigir serumu (FBS)'dur (Yang vd,
2016; Yao ve Asayama, 2017). FBS genellikle biiyiime faktorleri bakimindan
zengindir. Bu nedenle, kiiltiirde ¢ogalmasi zor olan hiicreler ve hiicrelerin
klonlanmasinda kullanimi uygundur (Yao ve Asayama, 2017).

Serumun Fonksiyonlari

X/
L X4

Serum proteinlere baglanir ve ¢ozelti igindeki temel besindir.

X/
L X4

Serum hiicre biiylimesini ve fonksiyonunu stimiile etmede

onemli rol oynayan hormonlar1 ve biiylime faktorlerini igerir.

X/
L X4

Hiicrelerin baglanmasina yardimei olur.

X/
L X4

Serum yayilma faktorii olarak islev goriir.

X/
L X4

Albiimin tagima faktorii gibi baglayici protein olarak islev



gorur.
X Serum hormonlarin, vitaminlerin, minerallerin, lipidlerin ve

daha birgok biyolojik maddenin tasinmasinda yardimer olur.

X Mekanik hasari ve viskozitenin neden oldugu hasar1 en aza
indirir.
<> Serum dogal tamponlama maddesi olarak islev goriir ve

kiiltlir ortaminin pH'sinin korunmasina yardimci olur
(Brunner, 2010)

Tablo 2.2. Serumun igerdigi bilesenler (Brunner, 2010)

Serum Proteinleri Albiimin
Globulinler (6rnegin, immunglobulinler, 1gG)
al-Antitripsin (Proteaz Inhibitorii)
a2-Makroglobulin (Proteaz inhibitorii)

Transport proteinleri Transferin
Transcortin
al-Lipoprotein
B1-Lipoprotein

Baglanma ve yayilma Fibronektin
faktorleri Laminin
Serum Spreading Faktorii

Enzimler Laktat dehidrogenaz
Alkalin fosfataz
y-Glutamil Transferaz
Alanin Aminotransferaz (ALT / GPT)
Aspartat Aminotransferaz (AST / GOT)

Hormonlar Insiilin
Glukagon
Kortikosteroidler
Vazopressin
Tiroid hormonlari
Paratiroid Hormonu
Biiyiime hormonu
Hipofiz Glandotropik Faktorler
Prostaglandinler



Biiyiime faktorleri ve Epidermal Biiytime Faktorii (EGF)

sitokinler Fibroblast Biiyiime Faktort (FGF)
Sinir Biiylime Faktorii (NGF)
Endotel Hiicresi Biiyiime Faktorii (ECGF)
Trombosit kaynakli Biytime Faktorii (PDGF)
Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorleri (IGF'ler)
Interlokinler
interferonlar
Transforming Biiyiime Faktorleri (TGF'ler)

Yag asitleri ve lipitler Serbest ve Protein Bagli Yag Asitleri
Trigliserid
Fosfolipitler
Kolesterol
Etanolamin
Fosfatidiletanolamin

Vitamin ve iz elementler Retinol / Retinoik Asit (Vitamin A)
Eser elementler
B Vitamini Grubu:
Tiamin
Riboflavi
Piridoksin / Pyridoxalphosphate
Kobalamin
Folik asit
Niacinamide / Nikotinik Asit
Panthotenik Asit
Biyotin
Askorbik Asit (C Vitamini)
a-Tokoferol (E Vitamini)
Selenyum, Demir, Cinko ve
Cu, Co, Cr, I, F, Mn, Mo, V, Ni, Sn

Karbonhidratlar Glikoz
Galaktoz
Fruktoz
Mannoz
Riboz
Glikolitik Metabolitler

Protein dis1 Nitrojenler Ure
Pirinler / Primidinler
Poliaminler
Kreatinin
Amino asitler

Serum igerikli ortam dogal olarak ortam kompozisyonunu belirsiz hale
getiren ve konsantrasyonlar1 partiden partiye degisebilen ¢esitli serum kaynakli
maddeler icerir. Bu durum Kkiiltiir sonuglari1 daha az tekrarlanabilir kilar ve
mikrobiyal kontaminasyon riski olusturur. Bununla birlikte, serum igeren ortam,
cesitli hiicre tipleri i¢in etkili bir sekilde kullanilabilir, ¢linkii serum, hayvan
hiicrelerinin hayatta kalmasi ve biiyiimesi i¢in gerekli olan bir¢ok aktif madde
igerir (Brunner et al., 2010).
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Serumun Dezavantajlari

X Yiiksek maliyet,
> Standardizasyonunda yasanan sorunlar, lot lar

arasinda degiskenlik,

X Hiicre kiiltiirlerinde istenmeyen etkilerin gelismesi,
hiicre biiylime fonksiyonlarinin stimiilasyon veya
inhibisyonu,

X Kontaminantlar i¢erebilmesi; Mikoplazma,

endotoksin vb.
<> Endiistriyel iiretimlerde ayirma saflastirma yani alt
akim islemlerinde tiriiniin saflastirilmasinda sorunlara

neden olmaktadir, verimi dustirmektedir.

Geleneksel ortamda memeli hiicrelerinin kiiltiirii i¢in en 6nemli takviye olan
serum, esansiyel besinler, hormonlar, peptitler, biiytime faktorleri gibi elementleri
saglamasinin yaninda, yiiksek maliyet, parti degiskenligi, iirlin saflastirmasindaki
alt akim islemlerinde zorluklar ve kiiltivasyon sirasinda viriislerin ortadan
kaldirilmasi gerekliligi gibi bir¢ok dezavantaja sahiptir (Freshney, 2000). Ayni
zamanda son rakamlar, diinya genelinde yilda yaklasik 800.000 litre FBS'nin
tiretildigini ve bu sayilarin hala artmakta oldugunu goésteren 2.000.000 sigir
fetiisiine tekabiil etmektedir (van der Valk et al., 2018).

2.1.1.1.7.1. Serum Pazar

FBS kompozisyonu dis etkenlerden etkilemektedir. Ornegin kuraklik veya
tagskin iklim degisikligi gibi hava kosullari FBS igerigini degistirmektedir
(Brindley et al., 2012). Sirasiyla FBS'nin kiiresel iiretim ve mevcudiyetinin ve
bunun yani sira diinya ¢apindaki talebin kesin hacimleri halen bilinmemektedir;
bu durum FBS'nin koétiiye kullanimi, yanlis etiketleme ve kuralsizlastirma igin
firsatlar yaratabilir. 1994 yilinda diinya ¢apinda yaklasik 30.000 L “Yeni Zelanda”
serumunun satildigi bildirildi. Bununla birlikte, Yeni Zelanda'da yilda sadece
15.000 L yiiksek kaliteli FBS elde edilmistir (Hodgson, 1995). 2013 baharinda,
kiiresel bir tedarik¢iden alinan FBS'nin sigir serum albiimin, su ve bilylimeyi
tesvik edici katki maddeleri ile harmanlandig1 ortaya cikarak standartlara uygun
olmadig: ortaya ¢ikmistir. Bir FDA sorusturmasi, toplam hacmi yaklasik 280.000
L olan 143 parti FBS'nin (2008'den 2013'e kadar) etkilendigini gostermistir. Bu

olayin, binlerce hiicre kiiltiirii deneyinin sonuglari tizerinde 6nemli bir etkisi
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olabilir. Ayrica, hiicre kiiltiiri bazli biyoteknoloji iirlinlerinin, teshisinin ve
asilarinin kalitesi ve verimi de etkilenmis olabilir (Gstraunthaler et al., 2014).

Serum pazarindaki bu kargasanin ¢ok belirgin bir sonucu olarak, FBS
fiyatlar1 2015 yilinda 500 ml basina 80 € 'dan 500 ml basina 1.200 €' ya firladi. Bu
son olaylar nedeniyle, FBS'nin cografi kokeni, kaynagi ve izlenebilirligi bir sorun
haline geldi (Siegel ve Foster, 2013; Versteegen, 2016; ISIA, 2016). Bu nedenle,
etik ve bilimsel yonlerin yani sira, hatali kompozisyon riski ve dengesiz fiyatlar
riski, genel olarak serum kullanimindan ve ozellikle de FBS kullanimindan
uzaklasmak icin daha fazla neden verir (van der Valk et al., 2018).

2.2. SFM

Serumsuz, hayvansal veya insan proteinlerinden arindirilmis ortamlarin
gelistirilmesi, tedavi-terapi ve asilama i¢in {retilen biyolojik {irlinlerin
giivenliginin arttirilmasinda biiyiik 6neme sahiptir. Bu yonde hayvan hiicre
teknolojisi igin serum veya hayvansal kaynakli maddelerin kullanimiyla ilgili en
biiyiik dezavantaj, kontaminasyona yol acabilecek yabanci maddelerin nihai iiriine
bulasabilme riskidir (Merten, 2002).

Serum iceren besin ortaminin bilesiminin tam olarak bilinememesi,
icerigindeki biiyiime faktorii ve hormon gibi bilesenlerin partiden partiye
degisebilmesi, igerdigi inhibitorlerin yiksek olmasindan kaynakli iiretimlerde
sinirlamalart mevcuttur. Tanimsiz hayvan kaynakli bilesenler tekrarlanabilirligi,
tutarli tretimi zorlagtirir.  Bu degisim, kalite kontrol basarisizligina ve
biyofarmasétik firmalarin bityiik finansal kayiplarma sebep olur (McGillicuddy et
al., 2018).

Buna karsin SFM fizyolojik tutarliligi korur ve viriislerle kontaminasyon
tehlikesi yaratmaz ayrica, ¢ogalmanin ve farklilasmanin diizenlenmesini saglar.
Serum, biiyiimeyi tesvik eden faktorleri ve biiylimeyi engelleyen faktorleri
icermesine ragmen igeriginde her birinin ne kadarinin mevcut oldugunu
diizenlemek miimkiin degildir (ATCC, 2019).

Hayvan serumlarinin ithalatina iliskin diizenleyici kurallar ve yasalar ilk
zamanlarda belirlenmemis ve ¢ogu zaman kontamine iriinlerin dagitimina yol
acmistir.  Bu  siirecin  sonunda  beklenmedik  ajanlarin  potansiyel

kontaminasyonundan dolay1 biyofarmasdétik tiretim prosesiyle ilgili diizenlemeler
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daha kati hale gelmistir. SFM’ler serum igeren ortamlara gore kontaminasyon
riskini minimize ederler (Zhang ve Robinson 2005). Fakat serumun yerini alacak
bilesenlerin belirlenmesinde hayvan serumunun tam karakterizasyonu, ¢ok sayida
protein ve metabolit icermesinden kaynakli mevcut teknoloji ile hala tam olarak
yapilamamaktadir (McGillicuddy et al., 2018).

Serum ve hayvansal kaynakli triinlerin besin ortamindan ¢ikarilmasi
saflagtirma zorluklarim1i ve islemle ilgili safsizliklar1 azalttigir icin alt akim
islemlerini de Onemli Ol¢iide kolaylastirmistir. Sonug olarak SFM’lerin
gelistirilmesi ile, saflastirma performansimi arttirdigi  gibi  bilinmeyenler
giderildiginde fizyolojik cevaplarin da daha kontrollii oldugu goriilmiistiir (Carlini
et al., 2007; Decaria et al., 2009). SFM’in baslangicindan bu yana biiyiik
gelismeler olmasina ragmen, hiicre metabolizmasini degistirmeden hiicreleri uzun
vadeli siiregler i¢in destekleyebilen 6lgeklenebilir bir SFM ortami gelistirilmesine
odaklanarak bu alanda daha fazla ¢alisma yapilmasina ihtiyag vardir. Ayrica etik
nedenlerden otiiri hayvansal kaynakli {irtinlerin hiicre kiiltliri ortamindan
kesinlikle gerekli olmadik¢a ¢ikarilmasinin gerekliligi de agiktir (McGillicuddy et
al., 2018).

SFM’nin Avantajlari

X Kimyasal olarak tanimlanmig ve kontrollii in vitro
kiiltlir kosullar1

<> Kiiltiir ortam1 kompozisyonunda degiskenligin
azalmasi

<> Mikrobiyal kontaminasyon riski azalir (mikoplazma,

viriisler, prionlar)

X Hiicre kiiltiirii iiriinlerinin izolasyonunda avantajlar
(alt akim islemleri)

<> Etik acidan fetiislerin ve hayvanlarin kullanimini

azaltmak veya tamamen 6nlemek

SFM’nin Dezavantajlari

» SFM’de hiicre proliferasyonu ¢ok yavastir
= SFM’de kullanilan reaktiflerin saflig:

»  Kullanilabilirlik

* Fizyolojik Degiskenlik
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= Raf 6omrii ve Tutarlilik

= Kalite kontrol

»  Ozgilligi

= Standardizasyon ve maliyetler (Mani, 2019)

Tiim bu dezavantajlarina ragmen stirekli gelistirilme ¢alismalari devam eden
SFM’ler ozellikle rekombinant protein tireten hiicre hatlarmin ¢ogaltilmasinda
yaygin olarak kullanilmaktadir (Mani, 2019).

SFM’nin ilk yaygin kullanimi, primer néronal kiiltiirler i¢in kullanilmis olup
normalde serumdaki yaklasik %8'e kiyasla %0,001'den az protein igeren serebral
spinal siviya (CSF) daha yakin olacak sekilde gelistirilmistir (Busher, 1990). Bu
teknoloji simdi kardiyak miyositleri (Das et al., 2004; Natarajan et al., 2006,
2011), hipokampal noronlar1 (Varghese et al., 2009), motor noronlar1 igerecek
sekilde genisletilmistir (Das et al., 2003). Bununla birlikte, kimyasal olarak
tamimlanmis SFM’ler, her hiicre dizisi veya primer Kkiltlir igin heniiz
gelistirilmemistir (Bjare, 1992; Even et al., 2006; Gstraunthaler, 2003; Brunner et
al., 2010). Hiicrelerin biiylidiigii yiizey ve hazirliklar1 gibi ek faktorler de hiicre
fenotipleri ve tekrarlanabilirliklerini etkileyebilir. Bu gergekler nedeniyle,
kimyasal olarak tanimlanmis evrensel bir SFM ne yazik ki mevcut degildir.
Bununla birlikte, faktorlerin etkilesiminin anlagilmasiyla, birka¢ hiicre tipi i¢in
serumsuz bir ortama sahip modeller gelistirilmistir (Esch et al., 2016).

SFM pazari, ortam tiirli, son kullanici ve boélge bazinda bdliimlere
ayrilmaktadir. Diinyada yaygin olarak SFM Kkullanilan pazar alanlar1 (Persistence
Market Research, 2018);

K/
L X4

Protein ekspresyon ortami

K/
L X4

Kok hiicre ortami

K/
L X4

Hibridoma ortami

K/
L X4

Primer hiicre kiiltirt ortami

K/
L X4

Bocek hiicresi ortami

X/
L X4

Immiinoloji ¢alisma ortamlari
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«» CHO kultiir ortam1

SFM pazar, farkli hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan biyolojik {iriin
sayilarinin artmasindan dolay1 artan biyofarmasétik tretimin potansiyelinden
kaynaklanmaktadir. Kronik hastaliklarin goriillme sikliginin artmasi ve daha iyi
tedavi edilebilmesi, Ongoriillen siire igerisinde biyofarmasotik ve terapotik
uygulama segmentini giiglendirmektedir. Farkli yasam bilimleri sektorlerinde yeni
teknolojilerin benimsenmesi ve yenilik¢i yaklasimlarin artmasi, biyoteknoloji ve
ila¢ sirketleri segmentinin biiyiimesini tetiklemektedir (Globenewswire, 2018).
Serum, nihai ¢iktiy1 kalitatif veya kantitatif olarak engelleyebilen ve istenmeyen
komponentler igermektedir. Bu sebeple ¢esitli biyofarmasétik firmalar SFM’yi
kullanmay1 tercih etmektedir. Bununla birlikte SFM alt akim prosesinin
kolaylastirmaya yardimci olmaktadir (Persistence Market Research, 2018).

2.2.1. Seruma Alternatif Kullanilan Bilesenler

Serum takviyesi uygun olmadiginda veya istenmediginde serum i¢in birkag
alternatif mevcuttur. Bunlar arasinda serum Oziitleri, doku Oziitleri veya
hidrolizatlari, bitytime faktorleri, hormonlar, albiimin ve transferrin gibi tasiyici
proteinler, lipitler, metaller, vitaminler, poliaminler ve indirgeyiciler 6rnek olarak
verilebilir. Bu takviyelerin ¢ok fazla sayida kombinasyonu mevcuttur ve
genellikle birbirleriyle etkilesime girerler (Yao and Asayama, 2017). Yakin
zamanda, bitkisel serum (Pazos et al., 2004) adi verilen bitki 6zlerinden protein
fraksiyonlar1 ve insan trombosit lizatlar1 (Rauch et al., 2008, 2009) kiiltiirde epitel
hiicrelerini biiylitmek ve muhafaza etmek icin basariyla kullanilmistir. Bu
komplekslerde gz oniine alinmasi gereken sorun, siirekli bir kullanilabilirlik ve
glivenilir bir ticari tedarik saglamaktir. Bu anlamda 6rnegin mitojenik aktivitedeki
CGR1003 molekiilii iceren Prolifix olarak adlandirilan bitkisel serum alternatifi
stirekli ve istenen standartlarda tedarik edilemedigi i¢in artik pazarlanmamaktadir
(Pazos et al., 2004; van der Valk et al., 2004).

2.2.2. Piyasadaki SFM’ler

SFM pazarinda, biyofarmasétik firmalarmin hiicre kiltiirii biiyiimesi i¢in
daha fazla tercih etmesi nedeniyle CHO hiicre kiiltiirii ortami hakimdir. CHO
hiicreleri, en yaygin olarak, memeli konakg¢ida rekombinant terapdtiklerin
endiistriyel tiretimi i¢in kullanilir; bu nedenle, SFM’nin pazar degerleri payma
hakimdir. Kok hiicre ortami, farkli tedavilerde kok hiicre kullaniminin hizla
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artmasi nedeniyle SFM pazarinda en hizli biiyiiyen segmenttir. SFM pazarindaki
kok hiicre ortaminin, kok hiicrelerin kullanimi ile ilgili genis arastirmalara
dayanan tahmin siiresi boyunca %7.9 oraninda genislemesi beklenmektedir
(Persistence Market Research, 2018).

CHO hiicre kiiltiiri 1 9.5%

ortamlari
Protein ekspresyon ortamlar1 XX X%

Immunoloji ortamlarn XX X%

Bocek hiicre ortamlan XX X%

Hibridoma ortamlan XX X%

Kok hiicre ortamlan XX X%

Primer hiicre ortamlar XX X%

Kimyasal olarak tamumh ortamlar XX.X%

Sekil 2.1 Piyasadaki SFM’lerin market paylar1 (Persistence Market Research, 2018)
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Tablo 2.3.Hiicre Kiiltiirii I¢in Gelistirilen Bazi SFM’ler ve Giincel Satis Fiyatlar1

Miktar

Fiyat

Uriin ismi

Beklenen
terapotik
kullanim icin

antikor tiretiminin
arttirilmasi,
serumsuz pazar
biiylimesini
artiran hibridoma
ortaminin
kullanimini
arttirmaktadir.
Monoklonal
antikorlar,

hastaliklarin

farkl

onlenmesi, teshisi
ve tedavisi i¢in
kullanilabildigind
en, hibrodoma
ortami, SFM
pazarinin

bliylimesini
artiran ticari
iiretim i¢in etkili
bir yoldur. Primer
hiicreler,  hiicre
kiltiiriinde smirl
bir dmre sahiptir.

Hiicre kiiltiiriinin

PowerCHO™Advance
Chemically Defined

EX-CELL® Advanced
CHO Fed-batch
Medium

BRFF-BMZERO™

CADMEC Growth
Medium wo FBS

Complete Serum-Free
Medium Kit With
RocketFuel™ (SF-4Z0-
500)

HyClone
SFM4CHO liquid
media without L-

glutamine

FibroLife® Fibroblast
Serum Free Medium
Complete Kit

QBSF-55 Serum Free
Medium

QBSF-58 Serum Free
Medium

Lonza

Sigma Aldrich

Athena
Enzyme
Systems

Cell
Applications

Cell Systems

GE Healthcare
Life Sciences

Life Line cell
Technologies

Quality
Biological

Quality
Biological

1L

1L

500ml

500ml

500ml

1L

500ml

500ml

500ml

$

94.11

251.00

55.00

175.00

227.00

63.57

114.15

94.75

276.87

https://bioscience.lonza.com/lo
nza_bs/CH/en/Catalogue/Prod
ucts/Culture-Media-and-
Reagents/c/3
https://www.sigmaaldrich.com
[safc/bioprocess/cho-

performance.html

https://athenaes.com/index.htm
1

https://www.cellapplications.c
om/human-serum-free-xeno-
free-starvation-and-defined-
media
https://cell-
systems.com/products/complet
e-serum-free-medium-Kit-
with-rocketfuel-sf-4z0-
500?variant=38395062667

https://www.gelifesciences.co
m/en/us/shop/cell-culture-and-
fermentation/media-and-
feeds/specialty-media/hyclone-
sfm4cho-cell-culture-media-p-
05958#/order
https://www.lifelinecelltech.co
m/shop/culture-
media/fibroblast-culture-
media/fibroblast-cell-culture-
medium-serum-free-11-0001/
https://qualitybiological.com/p
roduct/qbsf-

55 _serum_free_medium_for_h
ybridomas _and_monoclonal a
ntibody production 500ml/
https://qualitybiological.com/p
roduct/gbsf-

58 serum_free _medium_500
ml/

amaciyla SFM’de kullanmak i¢in optimum seviyeye sitokin ve biliyime faktori

ilavesi gerekmektedir. Primer hiicre kiiltiirii cogunlukla, fizyolojik ve terapotik

olarak degismeden kalmakta, bu da primer hiicre kiiltiirlinlin SFM pazarinda

benimsenmesini gelistirmektedir (Persistence Market Research, 2018).
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https://bioscience.lonza.com/lonza_bs/CH/en/Catalogue/Products/Culture-Media-and-Reagents/c/3
https://bioscience.lonza.com/lonza_bs/CH/en/Catalogue/Products/Culture-Media-and-Reagents/c/3
https://bioscience.lonza.com/lonza_bs/CH/en/Catalogue/Products/Culture-Media-and-Reagents/c/3
https://www.sigmaaldrich.com/safc/bioprocess/cho-performance.html
https://www.sigmaaldrich.com/safc/bioprocess/cho-performance.html
https://www.sigmaaldrich.com/safc/bioprocess/cho-performance.html
https://athenaes.com/index.html
https://athenaes.com/index.html
https://www.cellapplications.com/human-serum-free-xeno-free-starvation-and-defined-media
https://www.cellapplications.com/human-serum-free-xeno-free-starvation-and-defined-media
https://www.cellapplications.com/human-serum-free-xeno-free-starvation-and-defined-media
https://www.cellapplications.com/human-serum-free-xeno-free-starvation-and-defined-media
https://cell-systems.com/products/complete-serum-free-medium-kit-with-rocketfuel-sf-4z0-500?variant=38395062667
https://cell-systems.com/products/complete-serum-free-medium-kit-with-rocketfuel-sf-4z0-500?variant=38395062667
https://cell-systems.com/products/complete-serum-free-medium-kit-with-rocketfuel-sf-4z0-500?variant=38395062667
https://cell-systems.com/products/complete-serum-free-medium-kit-with-rocketfuel-sf-4z0-500?variant=38395062667
https://cell-systems.com/products/complete-serum-free-medium-kit-with-rocketfuel-sf-4z0-500?variant=38395062667
https://www.gelifesciences.com/en/us/shop/cell-culture-and-fermentation/media-and-feeds/specialty-media/hyclone-sfm4cho-cell-culture-media-p-05958#/order
https://www.gelifesciences.com/en/us/shop/cell-culture-and-fermentation/media-and-feeds/specialty-media/hyclone-sfm4cho-cell-culture-media-p-05958#/order
https://www.gelifesciences.com/en/us/shop/cell-culture-and-fermentation/media-and-feeds/specialty-media/hyclone-sfm4cho-cell-culture-media-p-05958#/order
https://www.gelifesciences.com/en/us/shop/cell-culture-and-fermentation/media-and-feeds/specialty-media/hyclone-sfm4cho-cell-culture-media-p-05958#/order
https://www.gelifesciences.com/en/us/shop/cell-culture-and-fermentation/media-and-feeds/specialty-media/hyclone-sfm4cho-cell-culture-media-p-05958#/order
https://www.gelifesciences.com/en/us/shop/cell-culture-and-fermentation/media-and-feeds/specialty-media/hyclone-sfm4cho-cell-culture-media-p-05958#/order
https://www.lifelinecelltech.com/shop/culture-media/fibroblast-culture-media/fibroblast-cell-culture-medium-serum-free-ll-0001/
https://www.lifelinecelltech.com/shop/culture-media/fibroblast-culture-media/fibroblast-cell-culture-medium-serum-free-ll-0001/
https://www.lifelinecelltech.com/shop/culture-media/fibroblast-culture-media/fibroblast-cell-culture-medium-serum-free-ll-0001/
https://www.lifelinecelltech.com/shop/culture-media/fibroblast-culture-media/fibroblast-cell-culture-medium-serum-free-ll-0001/
https://www.lifelinecelltech.com/shop/culture-media/fibroblast-culture-media/fibroblast-cell-culture-medium-serum-free-ll-0001/
https://qualitybiological.com/product/qbsf-55_serum_free_medium_for_hybridomas_and_monoclonal_antibody_production_500ml/
https://qualitybiological.com/product/qbsf-55_serum_free_medium_for_hybridomas_and_monoclonal_antibody_production_500ml/
https://qualitybiological.com/product/qbsf-55_serum_free_medium_for_hybridomas_and_monoclonal_antibody_production_500ml/
https://qualitybiological.com/product/qbsf-55_serum_free_medium_for_hybridomas_and_monoclonal_antibody_production_500ml/
https://qualitybiological.com/product/qbsf-55_serum_free_medium_for_hybridomas_and_monoclonal_antibody_production_500ml/
https://qualitybiological.com/product/qbsf-58_serum_free_medium_500ml/
https://qualitybiological.com/product/qbsf-58_serum_free_medium_500ml/
https://qualitybiological.com/product/qbsf-58_serum_free_medium_500ml/
https://qualitybiological.com/product/qbsf-58_serum_free_medium_500ml/
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2.2.3. Biyofarmasétik Uretimi

Ozellikle hiicre kiiltiirii sistemlerinde iiretilen viral asilar ve biyobenzerler
giiniimiizde SFM’lerin en yaygin kullanildig1 biyoteknolojik endiistriyel alanlardir
(Bioplan, 2018). CHO hiicreleri, biiyiik 6lgekli rekombinant protein iiretimi igin
diinyada en yaygin kullanilan memeli hiicreleridir. Bu hiicreler stabil ve dogru
glikolizasyonu saglayabilir ve bu nedenle dogal proteinin in vitro olarak daha
hassas bir sekilde sunulmasini saglarlar. CHO hiicreleri, farkli karmasik biyolojik
makro molekiillerin ideal konakgilaridir. Verimliligi artirmak, besin taleplerini
karsilamak ve hiicre kiiltiiriinde toksik iiretimi en aza indirmek icin hiicre kiiltiirii
ortaminin optimizasyonu bu siiregte kritik bir rol oynamaktadir (Xie and Wang,
1994a; Xie and Wang, 1994b; Zhou et al., 1995).

Bu nedenle, endiistride kullanilan CHO hiicreleri i¢in Ar-Ge calismalari
sonucu birkag ticari SFM gelistirilmistir ve piyasada mevcuttur. Ancak, bunlarin
kompozisyonlari 6zeldir ve fiyatlar1 pahali oldugu i¢in pek kullanilmaz. Bunun
nedeni, farkli CHO hiicre hatlar1 farkli besin gereksinimlerine sahip olmasi ve tiim
hiicre hatlar1 ig¢in gegerli evrensel SFM’lerin mevcut olmamasidir. Bu nedenle,
hiicre biiylimesini en list diizeye ¢ikarmak igin her bir bireysel hiicre dizisine

spesifik SFM gelistirilmesine her zaman ihtiya¢ duyulmaktadir.

SFM pazarindaki CHO hiicre kiiltlirii ortaminin 2019'da 22.3 milyon $
olmasi beklenmektedir. Ayrica endiistriyel ila¢ firmalarimin artan sayida SFM
satin alma sozlesmeleri yapmasi iiretici konumundaki firmalarin SFM pazarini
daha da genisletecegi ongoriilmektedir. Biyolojik ilag sirketleri tarafindan Ar-Ge
harcamalarinin artmasiyla birlikte de yeni biyolojik iiriinlerin gelistirilmesi SFM
pazarinin gelir iretimini de arttirmasi beklenmektedir. 2016 yilinda, ABD'nde
bulunan biyofarmasoétik sirketleri, yalnizca A.B.D.'ndeki yatirimlarin ¢oguyla Ar-
Ge'ye 90 milyar $ fazla yatirrm yapmustir (Persistence Market Research, 2018).

Ulkemizde de 6nemi giinden giine artan ve gelismekte olan bu endiistriyel
tiretim alanlarinda diisiik maliyetli yiiksek verimlilikte SFM ortamlarina ihtiyag
vardir. Biyofarmasoétik ilag endistrisi siirekli gelismektedir. Biyofarmasotikler
icin diinya pazar1 250 milyar $’1n {izerinde ve hizla biiyiimeye devam etmektedir.
Rekombinant protein terapotiklerinde diinya pazari, 150 milyar $ degerine
ulagsmistir. Yeni endikasyonlar i¢in yeni iiriinler, pazar biiyiimesini tesvik etmekte
ve oOzellikle uluslararast olmak {izere pazarlarin genislemesi, genel pazar

biiyiimesini desteklemeye devam etmektedir (Bioplan, 2018).
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Biyofarmasotik endiistrisinin siirekli genislemesi, hiicre kiiltiirii ortami igin
iretim ve tedarik zinciri tutarliligi konusunda artan bir talep yaratmaktadir.
Mevcut piyasa egilimleri, tedarik edilen medyanin biiyiik 6l¢ekte toz formatinda
oldugunu gostermektedir. Ancak kullanima hazir sivi  ortamlar, altyap:
yatirimlaria biiyiik sermaye yatirmak istemeyen daha kiiclik Olgekli sirketler
tarafindan kullanilmasi muhtemel olduklar i¢in pazar paymi korumaktadir. Sivi
formiilasyonlar1 islemek i¢in gerekli tesisler toz odakli ortamdan daha az
karmasiktir (McGillicuddy et al., 2018).

Kiiltiirlenmis  hiicrelerin  protein  {liretimini  arttirmak, biyo-imalat
endiistrisinde ortak bir amagtir. Bu genellikle hiicre gogalmasini ve protein
tiretimini dengelemek i¢in serumsuz kosullarda hiicre hatlarinin optimizasyonuyla
gerceklestirilir. SFM, belirli prensiplere dayanarak optimize edilmistir. Orijinal
SFM 1960'larda Ham tarafindan yapilmistir. Hiicrelerin biiyiimesi icin gereken
aminoasitleri, vitaminleri ve tuzlar1 eklemeye dayaniyordu. Ayni kavram,
giiniimiizde genellikle temel ortam olarak kullanilmaktadir, ancak teknoloji
gelistikce, analiz yontemleri de gelismektedir (Elhofy, 2016).

2.2.3.1. Biyofarmasiotik  Uretiminde recCHO  Hiicrelerinin
Kullanimi ve Onemi

Insan dokusunun plazminojen aktivatériiniin (Genentech firmas tarafindan)
1986'da rekombinant memeli hiicrelerinden ilk terapdtik protein olarak
onaylanmas1 ile baslayan endiistride memeli hiicrelerinin kullanimi zamanla
biyofarmasotik tiretimler igin vazgecilmez olmalarmi tetikledi. Bu anlamda
mikrobiyal, bocek, transgenik hayvan ve bitkiler gibi gesitli alternatif ekspresyon
sistemleri mevcut olmasina ragmen, memeli hiicreleri, terapotik proteinlerin ticari
iiretimi i¢in biiyiik ve 6nemli yer tutmaktadir (Kim et al., 2012). Bebek hamster
bobrek hiicreleri (BHK), fare miyelom tiirevli NSO, insan embriyonik bobrek
(HEK-293) hiicreleri ve insan retina tiirevli PerC6 hiicreleri gibi diger bir¢ok
memeli hiicre hattinin mevcudiyetine ragmen, iiretilen tiim rekombinant terapotik
proteinlerin yaklasik %70'inin tiretimi CHO hiicrelerinde yapilmaktadir (Jayapal
etal., 2007).

HEK-293 ve CHO hiicreleri, slispanse veya monolayer kiiltiirler olarak
muhafaza edilebilir. Ancak o&lgek biiylitme ve kullanim kolayligi agisindan
stispanse kiiltiir 6zellikle tercih edilir. Her iki hiicre hatt1 da 6karyotik proteinlerde

yliksek seviyede iiretime ve post translasyonel modifikasyonlar1 gergeklestirme
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Ozelliklerine sahiptir. Bu iki hiicre hattinin da siispanse Kkiiltiirlerinin ikilenme
stiresi 24 saatten daha kisa bir siirede gergeklesir ve kiiltiir kosullarina bagl olarak
5x10° hiicre/ml  konsantrasyondan daha yiiksek hiicre  yogunluguna
ulasabilmektedirler (Hunter et al., 2018).

CHO hiicrelerinin bu anlamda yaygin kullanim1 genel olarak dort ana sebep
altinda toplanabilir. Bunlardan ilki CHO hiicrelerinin son yirmi yil boyunca
giivenli konakgilar oldugu kanitlandigi igin, tiretimi yapilan terapdtik proteinlerin
FDA gibi diizenleyici kurumlar tarafindan onaylanmas1 daha kolaydir. ikincisi,
protein iiretimi i¢cin memeli hiicrelerinin kullanilmasinin dezavantajlarindan biri
olan diistik verimlilik, CHO hiicrelerinde gen amplifikasyonu ile asilabilir. CHO
hiicrelerinde, dihidrofolat rediiktaz (DHFR) esasli veya glutamin sentetaz (GS)
esasli gen amplifikasyonu gibi giiglii gen amplifikasyon sistemleri mevcuttur.
Ucgiinciisii, CHO hiicreleri verimli post-translasyonel modifikasyon kapasitesine
sahiptir ve insanlarda hem uyumlu hem de biyoaktif olan glikoformlu
rekombinant proteinler iiretirler. Son olarak, CHO hiicreleri, biyoreaktorlerde
biiytik 6lgekli kiiltiirler i¢in tercih edilen bir 6zellik olan serumsuz siispansiyon
kosullarinda iremeye kolayca adapte edilebilir. Halen, 10.000 L o&lgegin
tizerindeki karigtirmali tank biyoreaktorleri, terapotik antikor tireten rekombinant
CHO (recCHO) hiicrelerinin serumsuz kiiltiirleri i¢in kolaylikla kullanilmaktadir
(Kim et al., 2012; Hunter et al., 2018).

2.2.3.2. Endiistriyel Uretim Amach Yiiksek Verimlilikteki
Serumsuz Besin Ortami Gelistirilmesi

SFM, hormon karigimi, biiylime faktorleri, baglanma faktorleri ve baglayici
protein karisimi ile olusturulan bazal ortamdan olusur. Bu karisimlar ticari olarak
temin edilebilir ve serum ikameleri olarak kullanilabilir (Keen ve Rapson, 1995).
Bitkisel kaynakli protein hidrolizatlarinin, serum ve hayvan kaynakli bilesenlerin
yerini tutabilecekleri literatiirde yer almaktadir (Pazos et al., 2004). Ancak,
hidrolizatlar dogas1 geregi karmasiktir ve tam olarak tanimlanmamistir. Kiltiir
ortaminin olusturulmasindaki yeni adimlardan biri, sadece hayvansal kaynakli
bilesenlerden armdirilmig degil, ayn1 zamanda kimyasal olarak tanimlanmis, yani
her bir bilesenin miktarinin bilindigi anlamima gelen bir kiiltlir ortam1 gelistirmek
olmustur. Gelismis bir tanimlanmig kiiltiir ortammin gelistirilmesi ise onemli
zorluklar1 beraberinde getirir. Ciinkii kiiltiir ortamindaki bilesenler, hiicresel
metabolik yollar ile sik sik etkilesime girer. Ayrica, besin gereksinimleri hiicrenin
kullanildigr sisteme gore degisiklik gosterir. Protein  ekspresyonu ile
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ilgileniliyorsa, rekombinant proteinleri eksprese eden yiiksek yogunluklu protein
eksprese eden kiiltiirlerin biiyiimesini destekleyici uygun bilesenleri igermelidir,
buna karsin klonal hiicre hattinin gelistirilmesi i¢in ise, hiicrelerin biiylimesini ¢ok

diisiik yogunluklarda tesvik etmelidir (Hunter et al., 2019).

2.2.3.3. Dogal Biyoaktif Molekiillerin SFM Takviyesi Olarak
Kullanim Potansiyeli

Serum ikamesi olarak kullanilabilecek ucuz dogal bir molekiilin SFM’de
kulanim potansiyeli, tretimi daha disik maliyetli yapabilmeye imkan
saglayabilmektedir. Bitkilerden elde edilen dogal iriinler eski zamanlardan beri
yaygin olarak yaralarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bitki ekstraktlarinin kolayca
erisilebilir ve nispeten giivenli olmasi nedeniyle, deri patolojilerini énlemek ve
bunlarla miicadele etmek icin dogal bilesiklerin kullanilmasina giderek artan bir
ilgi vardir (Korkina et al., 2012; Dev et al., 2019; Gaspar-Pintiliescu et al., 2019).

Yara liyilestirici 6zelligi olan bazi biyoaktif molekiillerin hiicrelerdeki
mitojenik aktiviteyi arttirmasi sebebiyle tiretim ortamina eklenerek proliferasyonu
arttirma 6zellikleri bulunmaktadir (Yang et al., 2015).

2.2.3.3.1. Oleuropein

Zeytin yapragi, terapotik aktif bilesikler igcin 6nde gelen kaynaklardan biridir.
Cesitli ¢calismalarda zeytin yapragi ekstraktinin (OLE) oleropeositler, flavonlar,
flavonoller ve fenollerden olustugu sonucuna varilmustir (Altiok et al., 2008;
Benavente-Garcia et al., 2000). Bu polifenolik yapi, serbest radikalleri
temizlemek i¢in en etkili dogal bilesiklerden biridir. Calismalar, koroner ve
ndrodejeneratif hastaliklar ve kanser gibi oksidatif strese bagli tibbi konularda
potansiyel bir terapotik olabilecegini gostermektedir (Lee and Lee, 2010).
Ekstrede en bol bulunan fenolik bilesik ise zeytin agaci olarak bilinen Olea
europea’nin da ana bileseni olan oleuropeindir (Otles ve Ozyurt, 2012).
Oleuropein bilesigi ilk kez 1908 yilinda Bourquelot ve Vintilesco tarafindan
kesfedilmis ve bu bilesigin yapist ise 1960 yilinda tanimlanmistir (Fernandez et
al., 1997). Antioksidan, anti-enflamatuar, antikanser, antimikrobiyal, antiviral,
noroprotektif etkileri bulunmaktadir (Omar, 2010). Ekstrakt, uzun siireli
antibiyotik kullanimi1 nedeniyle firsat¢1 enfeksiyonlara karsi yara iyilesmesinde
kullanilabilmekte; Klebsiella, Pseudomonas ve Escherichia coli (Markin et al.,
2003; Baycin et al., 2007) gibi 6zellikle direngli tiirlere karsi antimikrobiyal
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aktivite gosterebilmektedir. OLE'in ham formda ve ekzojen stres altinda in vitro
yara iyilesmesi modelinin bir 06zelligi olan hiicre gogii tlizerinde etkisini
gostermeyi  amaglayan  bir  ¢alismada  sitotoksik ~ olmayan  OLE
konsantrasyonlariin, hiicre gogiinii tesvik ederek yara iyilesmesine katki
sagladig1 ortaya koyulmustur. Eksojen H>O; altinda gergeklestirilen yara analizi,
diisiik H20O2 ve ham OLE konsantrasyonlarinin (1 pg/ml) kombinasyonunun hiicre
gb¢iinii ve yaranin kapanmasini destekledigi gosterilmistir. Bu amagla ¢alismanin
kullandig1 OLE fraksiyonunun konsantrasyonlar1 1, 10 ve 50 ug/ml’dir. 1 ve 10
ng/ml OLE konsantrasyonlar1 yaranin tamamen kapanmasini saglamistir (Erdogan
et al., 2017). Yara iyilesmesinde OLE kullanilarak yapilan pansumanin diyabetik
ve diyabetik olmayan yaralarda klasik yara pansumanina gore daha etkili oldugu
da belirtilmektedir (Samancioglu et al., 2016).
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Sekil 2.2.0leuropeinin molekiil yapisi (PubChem, 2019)

2.2.3.3.2. Resveratrol

Uziim, yerfistig1, kakao, cilek ve kirmiz1 sarapta bulunan dogal bir polifenol
olan resveratrol meme kanseri baslangicini onleyebilen, kemo-Onleyici bilesik
olarak bilinmektedir (Corre et al., 2005). Her ne kadar HER2 asir1 ekspresyonu
agresif meme kanseri alt tiplerinin bir isareti olarak kabul edilse de vahsi tip
HER?2 ile birlikte eksprese edilen A16HER2 ek varyantinin (ekson-16 eksik)
biiyiik bir katkisinin olduguna da isaret edilmektedir. Resveratroliin bu anlamda
etkisinin incelendigi bir ¢aligma gergeklestirimis ve resveratroliin hem primer
timorlerde hem de metastazlarda A1I6HER2 protein seviyelerini arttirarak HER2
karsinojenezini tesvik ettigi belirlenmistir (Andreani et al., 2017). Bu molekiiliin
bu amagla Her2 eksprese eden 4T1.2-Her2/Neu hiicrelerine etkisi incelenmistir.
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Sekil 2.3.Resveratroliin molekiil yapis1 (PubChem, 2019)

2.2.3.3.3. Tangeretin

Narenciye kabugundaki dogal bir polimetoksiflavon olan tengeretinin g¢esitli
antikanser Ozellikleri sergiledigi bilinmektedir. PC3 hiicrelerinin tangeretin ile
muamele edildigi bir ¢caligmada PI3K/Akt/mTOR sinyal yolunun reseptorlerinin
azalmast ile sonuglandigi ve PC3 hiicrelerinde epitelyal-mazenkimal
transisyonunun yeniden diizenlenmesine neden oldugu sonucuna varilmistir (Zhu
et al.,, 2017). Bunun yaninda narenciye kabugu ekstraktinin yara iyilesmesine
pozitif etkisinin oldugu ¢alismalar bulunmaktadir (Ahmad et al., 2018).

Sekil 2.4.Tangeretinin molekiil yapisi (PubChem, 2019)
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2.2.3.3.4. Neohesperidin

Hesperidin, ¢esitli narenciye tiirlerinde bol miktarda bulunan flavonoiddir
(Emim et al., 1994; Kawaguchi et al., 1997) ve anti-diyabetik, anti-enflamatuar,
anti-mikrobiyal, analjezik, antifungal, hepatoprotektif, antioksidan, antialerjik,
anti-kanser gibi bir¢cok biyolojik fonksiyona sahiptir (Li et al., 2018). Aym
zamanda giiglii yara iyilesme aktivitesine Sahiptir. Bu amacgla yapilan bir
calismada kutan6z yara iyilesmesinde hesperidinin kronik diyabetik ayak
tilserlerinde yara iyilesmesini artirmak i¢in VEGF-c, Ang-1/Tie-2, TGF-p ve
Smad-2/3 mRNA ekspresyonunun diizenlenmesi yoluyla anjiyogenez ve
vaskiilojenezi hizlandirdigi belirtilmistir (Li et al., 2018).
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Sekil 2.5. Neohesperidinin molekiiler yapist (PubChem, 2019)

2.2.3.3.5. Nobiletin

Nobiletin, narenciye cinsinde mevcut olan ve kabuklarinda bolca bulunan
flavondur (Li et al., 2014). Nobiletin in vivo biyotransformasyona ugradigi ve
farkli biyoaktivite ve farmakolojik Ozellikleri olan metabolitler irettigi
bulunmustur (Koga et al., 2011, Li et al., 2007). Metabolik olarak pek ¢ok yararli
etkileri bulunan nobiletinin, kardiyovaskiiler hastaliklar ve diyabette etkili oldugu,
antikanser ve antienflamatuvar aktiviteye sahip oldugu belirtilmektedir (Li et al.,
2014). Ayrica in vivo ¢alismalarda transgenik farelerin hafizalarina yararh etkiye
sahip oldugu (Onozuka, 2008), in vitro ¢alismalarda ise SH-SY5Y hiicrelerinde
H202’ye bagli apoptotik 6limleri inhibe ettigi ¢alismalar da mevcuttur (Akao et
al., 2008).
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Sekil 2.6.Nobiletinin molekiiler yapisi (PubChem, 2019)
2.2.3.3.6. Katesin

Kullanilmasi planlanan diger bir bilesik olan katesinin de anti-enflamatuar
ve ciltte yara iyilesmesi etkilerini igeren giiglii bir antioksidan oldugu
bilinmektedir (Kim et al., 2013).

Sekil 2.7.Katesinin molekiiler yapisi (PubChem, 2019)
2.2.3.3.1. Gallik asit

Gallik asit (GA), mazi, sumak, giivercinagaci, cay yapragl gibi gesitli
bitkilerde bulunan bir fenolik asit olan 3,4,5-trihidroksibenzoik asittir (Ng et al.,
2004; Ma et al., 2003). Bu amagla GA'nin ¢esitli kosullarda hiicre gogii iizerine
etkilerinin incelendigi bir ¢alismada kronik yaralar i¢in iyilestirici bir potansiyele
sahip oldugu ortaya koyulmustur (Yang et al., 2016).



25

Sekil 2.8.Gallik asitin molekiiler yapisi (PubChem, 2019)
2.3. Her2/Neu Proteini ve Farmasotik Onemi

Reseptor tirozin kinazlar (RTK'ler), bir dizi alt sinyal yollarini aktive ederek
hiicre ¢ogalmasi, farklilasma, metabolizma ve hayatta kalma (Yarden and Shilo,
2007; Lemmon and Schlessinger, 2010) dahil olmak iizere onemli biyolojik
islemleri diizenler. RTK'nin aktivasyonu, biiyiime faktorlerinin ve hormonlarin
baglanmasinin ardindan oligomerizasyon ve trans otofosforilasyon ile baslar, daha
sonra kompleks substrat protein fosforilasyonu (Chen and Hung, 2015;
Schlessinger, 1988) ile alt sinyal yollar1 baslatilir.

RTK’lerden ERBB ailesi 4 iiyeden olusur. EGFR (ayn1 zamanda ERBB1 /
HERI1 olarak da bilinen epidermal biiylime faktorii reseptorii), ERBB2 (HER2),
ERBB3 (HER3) ve ERBB4 (HERA4) olarak isimlendirilirler. Bu reseptorler hiicre
disinda bir ligand baglanma alan1 igeren sitoplazmik membrana baglh
proteinlerdir. Korunmus EGF motifi iceren belirli ligandlar herhangi bir ligandla
dogrudan baglamayan HER2 hari¢, ERBB reseptorlerine baglanabilir (Citri and
Yarden, 2006; Schneider and Wolf, 2009). Bu ligandlara “neu differention” veya
“heregulin” ad1 verilir (Ross and Fletcher, 1999). Ligand baglanmasinin ardindan,
cesitli kombinasyonlardaki ERBB reseptorleri arasindaki homo ve heterodimerik
etkilesimler, hiicre i¢i tirozin kinaz alani iizerinde otofosforilasyona neden olur.
Proliferasyon, farklilasma, mobilite, apoptoz, sagkalim, go¢, yapisma, metastaz ve
anjiyogenez gibi yollar1 diizenleyen; PI3K / AKT, Ras / MEK / ERK, PLC / PKC
ve JAK / STAT gibi bir dizi alt sinyal yolunu tetikler (Yarden and Sliwkowski,
2001).
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c-erbB-2 geni ilk kez etil-nitrosoiire ile indiiklenerek olusturulan, sigan
noroblastomalarinda transforming onkogen olarak tarif edildigi i¢in “neu” diye
adlandirilmistir (Evans et al., 1994). c-erbB-2 (HER- /Neu) geni, biiylime faktor
reseptorleri ile yakin iliskili, dort kisilik RTK ailesinin elemanidir ve reseptor
tirozin kinaz ailesinden 185-kilodalton agirligindaki transmembran proteinini
kodlar (McCann et al., 1991).

ErbB2, c-erbB2 veya HER2/Neu olarak da bilinen Insan Epidermal Biiyiime
Faktorii Reseptorii 2 (HER2), diger HER {iyeleri ile heterodimer olusturmak i¢in
tercih edilmektedir. HER2'nin dahil oldugu heterodimerizasyon, HER ailesi
tarafindan olusturulan tiim dimerler arasinda en giiglii sinyal iletim yoludur
(Rubin and Yarden, 2001).

HER2'nin asir1 ekspresyonu temel olarak HER2 gen amplifikasyonuna
baglanir ve HER2 sinyal aginin yapisal aktivasyonuyla sonuclanir. HER2'nin
mutasyonu veya asiri ekspresyonu, metastazin yani sira direkt olarak timor
olusumuna yol agabilir. Bununla birlikte, HER2 siklikla meme kanseri, mide
kanseri, yumurtalik kanseri ve prostat kanserinde asir1 ifade edilir (Tai et al.,
2010) ve meme kanserlerinin yaklasik %20-30'unda gozlenir (Slamon et al., 1987;
Pegram and Slamon, 2000).

Tiimorgenezdeki roliiniin  kesfedilmesinden hemen sonra HER2, kanser
tedavisi i¢in hedef alinmistir. HER2 reseptoriiniin kanser tedavisi i¢in dnemli bir
terapdtik hedef haline gelmesinin birkag nedeni vardir. ilk olarak, upregiile
edilmis HER2 seviyesi, timo6r olusumuna neden olur ve HER2 gen
ekspresyonunun seviyesi, kanser hiicrelerinde normal yetiskin hiicrelerde
oldugundan ¢ok daha yiiksektir. Ikinci olarak, HER2 asir1 ekspresyonu hem
primer timorlerde hem de metastazli organlarda bulunur (Niehans et al., 1993).
Dahasi, HER2, HER sinyal yollarmin aktivasyonundaki diger HER reseptorleri
i¢in tercih edilen dimerizasyon ortagidir ve HER2 igeren heterodimerler, tim
HER kompleksleri arasinda yiiksek mitojenik potansiyele sahiptir. HER2
dimerizasyonunun inhibisyonu, karsinogeneze neden olabilecek PI3K ve MAPK
yollar1 da dahil olmak iizere bir¢ok hiicre i¢i sinyal kaskadimin aktivasyonunu
onler (Franklin, et al., 2004; Agus, et al., 2005; Nahta, et al., 2006). Bu amagla
ABD Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan onaylanmis veya meme kanseri igin
klinik denemelerde bulunan HER2 hedefli tedaviler arasinda Mab'lar, 6rnegin
trastuzumab (Herceptin), pertuzumab (Perjeta) ve trastuzumab emtansin
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(Kadcyla) bulunur. Trastuzumab (Herceptin), FDA tarafindan meme kanseri igin
1998'de onaylanan ilk tedavi hedefidir (Carter et al., 1992).

Her2 proteininin farmasotik onemine bakilacak olursa kanser asilarindan
biri olan NeuVax karsimiza ¢ikmaktadir. NeuVax timorle iligkili spesifik
antijenleri (TAA'lara) bagisiklik sistemine tanmitmak igin kullanilmaktadir. Bu
amagla NeuVax, HER2'den tiiretilmis peptidleri veya proteinin kii¢iik pargalarini
igerir. NeuVax bir hastanin viicuduna enjekte edildiginde, bagisiklik sistemi bu
peptidleri bir antijen olarak tanir. HER2 antijenini eksprese eden timor
hiicrelerini tanimlamak ve yok etmek i¢in tasarlanmis bir tiir bagisik yanit
olusumu saglar (Immuno-oncology news, 2013).

Her2 proteininin farmasdétik kullanimina bir bagka 6rnek vermek gerekirse,
enzime bagli immiinosorbent analizi (ELISA) biyolojik numunelerdeki
antikorlari, antijenleri, proteinleri ve glikoproteinleri 6lgmek igin yaygin olarak
kullanilan immiinolojik bir tahlildir. ELISA tahlilleri genellikle 96 gozli
pleytlerde yapilir. Antijen-antikor baglanmasi saglanarak kolorimetrik 6l¢tim
gerceklestirilir. Bu amagla pleytler antijen veya antikorla kaplanarak analizi
yapilacak 6rneklerin eklenmesi ile reaksiyonun gerceklesmesi gozlenir. Anti-her2
analizi amaciyla kullanilan ELISA pleytleri, antijen-antikor baglanmasinin
gerceklesmesi amaciyla Her2 proteini ile kaplidir (Alpha diagnostic, 2019).

2.4, TNF-a

Sitokinler antijenlere, mikroorganizmalara veya diger uyaranlara cevap
olarak tretilen kiigik polipeptitlerdir (8-80 kD). Bagisiklik ve enflamatuar
reaksiyonlar1 diizenleyebilir, endokrin ve sinir sistemleri ile etkilesime girebilirler.
Onceden  bigimlendirilmediklerinden  veya  depolanmadiklarindan,  gen
transkripsiyonuyla baslatilan sentezden sonra hiicresel aktivasyonun bir sonucu
olarak sinirli olaylarda saliirlar. Sitokinlerin eylemleri ¢ogu zaman pleiotropiktir.
Pleiotropizm, bir sitokinin farkli hiicre tipleri {izerinde hareket etme yetenegini
ifade eder. TNF-a, viicudun hemen hemen tiim hiicrelerinde bulunan, reseptorlere
baglanabilir (Brotas et al., 2012; Steinhoff and Luger, 2005).

Tiim sitokin reseptorleri, bir veya daha fazla transmembran proteininden
olusur. Hiicre dis1 kisim sitokinlere baglanir ve intrasitoplazmik kisim sinyal
yollarim baslatir. Cogu hiicre sitokinler i¢in reseptor eksprese eder ve spesifik bir

reseptore baglanmasi yiiksek afinite gosterir buna bagl olarak lenfositlerin Thl,
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Th2 veya Th17 hiicrelerine farklilasmasini, hiicre ¢ogalmasi veya apoptoz gibi
cesitli biyolojik etkilerini tetikleyebilmektedir (Abbas and Lichtman, 2005).

TNF, viicudun 6nemli bir konak savunma molekiiliidiir. TNF, dakikalar
icinde herhangi bir yaralanma veya stres sonrasi kanda goriilen ilk sitokindir. IL-1
veya IL-6 gibi diger pro-enflamatuar aracilar ¢ok daha sonra ortaya ¢ikar ve IL-1
veya IL-6'nin ¢ogunun TNF'nin 6nceki salimina bagli olduguna dair kanitlar
vardir (Fong et al., 1989).

TNF-a, cilt lezyonlarinda ve piistiiler lezyonlu hastalarin serumunda,
psoriatik artritli hastalarin sinovyal sivisinda artan ekspresyonu nedeniyle en ¢ok
calisilan sitokindir. Bunun yaninda spesifik inhibitérlerinin terapétik etkinligi de
bulunmaktadir (flizyon proteinleri, monoklonal antikorlar) (Brotas et al., 2012).

Bu sitokin on dokuzuncu yiizyilda dolayli olarak kesfedilmistir. 1983
yilinda William Coley adli bir cerrah bazi kanser hastalarimin bakteriyel bir
enfeksiyon gelistirdiklerinde tiimor nekrozu ve kanamasi oldugunu fark ettikten
sonra kanser igin bir tedavi bulmay1 umarak, bakteriyel kiiltiir siipernatanlarini
hastalara enjekte etmistir. Tiimor gerilemesine ragmen, hastalar toksinlerin neden
oldugu ciddi yan etkilere maruz kalmistir. Ayr1 olarak, 1892'de Richard Pfeiffer,
gram negatif mikroorganizmalarin toksik kaynagini izole etmeye caligmistir
(Weaver et al., 2010).

Monositler ve makrofajlar, TNF-a iireten baslica hiicrelerdir ancak diger
immiin hiicrelerden NK hiicreleri, bazofiller, eozinofiller, nétrofiller T ve B
lenfositler ayrica gliyal hiicreler, néronlar, osteoblastlar, melanositler, diiz kas
hiicreleri ve spermatojenik ve tiimor hiicreleri de sentezleme yetenegine sahiptir
(Vassalli, 1992; Bazzoni and Beutler, 1996).

Bu polipeptit, enfeksiyon, travma ve enflamasyonun yani sira konakgi
savunma ve doku homeostazinda aracidir. TNF-a

> Hiicre biiylimesini, farklilagmasini ve
metabolizmasini modiile eder,

> Karaciger lipogenezinin uyarilmasini engelleyerek ve
lipolizi uyararak kaseksiye yol agar,

> Dejenere hiicrelerin, neoplastik hiicrelerin veya viriis

bulagmis hiicrelerin apoptozunu baslatir,
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> Enflamasyonu olusturur (Tracey et al., 1989).

TNF-0 'min temel fizyolojik fonksiyonu, endotel hiicrelerinde adezyon
molekiillerini artirarak, damar yiizeyini daha yapisik hale getirerek, 16kosit alimini
enfeksiyon bolgelerine uyarmaktir. Bu sekansin tamami, mikroorganizmalara
lokal cevap igin kritiktir (Schottelius et al., 2004).

TNF-o gen polimorfizmi ve bazi eksojen uyaranlar, hastaliklarin baslangici
ile bagmtili olabilir. Septik sokta, TNF-a'nin serum konsantrasyonu, gram-negatif
bakteri enfeksiyonunun siddetinin bir isareti olabilir, c¢linkii bakteriyel
lipopolisakkarit (LPS veya endotoksin) salinimi igin en gii¢lii uyaricidir (Tracey et
al., 1986).

TNF-a ayrica pihtilasma inhibitorii olan trombomodiilini inhibe eder ve
yaygin damar i¢i pthtilasmaya katkida bulunur (Schottelius et al., 2004).

TNF-a ayrica artmis vazoaktif bagirsak peptit reseptorlerine yol acar. Bu,
enflamatuar sitokinlerin ve keratinosit proliferasyonunun artmasini tesvik eder.
Ayrica nitrik oksit tretimini artirarak vaskiiler endotel kaynakli biiylime
faktoriiniin (VEGF) olusumunu uyarir (Sirsjo et al.,1996).

2.4.1. Anti-TNF-a Antikorlar1 ve Farmasétik Acidan Onemi

Cesitli immiinoinflamatuar hastaliklar1 olan hastalarin tedavisi, o6zellikle
enflamatuar sitokinleri ve sitokin reseptorlerini hedefleyen genetik olarak
tasarlanmis antikorlarin kullanimindan énemli 6lgiide fayda saglamustir. 11k 6rnek,
insan sitokini, timor nekroz faktorii-a'yt (TNF) spesifik olarak antagonize eden
antikor yapilarinin kullanilmasi olmustur. Cogu durumda, bu biyofarmasatikler,
romatoid artrit (RA) ve ankilozan spondilit, Crohn hastaligi (CD) ve iilseratif
kolit, sedef hastalig1, siipiiratif hidradenit, diyabetik makiiler 6dem ve yasa bagh
gbzde makiiler dejenerasyon gibi hastaliklarin durumunu 6nemli Slgiide iyilestirir
(Willrich et al., 2014).

Halen kullanilan anti-TNF-antikorlart arasinda kimerik insan/fare Mab,
infliksimab (Remicade®), insan Mab'lari, adalimumab (Humira®) ve golimumab
(Simponi®), Mab/Fab fragmani, certolizumab pegol (Cimzia®) bulunur. Hepsi
hiicresel TNF reseptorlerine TNF baglanmasi yoluyla baslatilan etkileri inhibe
ederler. Etkiler ¢cok sayida hastada etkili olmustur ve anti-TNF biyofarmasétikleri
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artik bir¢ok tilkede en agir tibbi harcamalardan birini olusturmaktadir (Bendtzen,
2015).

Anti-TNF-o ajanlari, ¢esitli bagisiklik aracili enflamatuar hastaliklarda
uygulamaya yonelik g¢alismalar nedeniyle 6nemli ve umut verici ilag grubuna
dahil edilir. Buna bagh olarak anti-TNF-o ajanlarinin biyobenzerlerine ait pazar
paylar1 6nem kazanmaktadir. Bu nedenle, biyofarmasétik endiistrisinde daha
yuksek etkinlige sahip daha ucuz Mab iiretimi saglayan yeni stratejiler

gelistirmeye hala ihtiyag vardir (Iz et al., 2018).

Yapilan bu ¢alisma kapsaminda endiistriyel dlgekte proliferasyonu arttirict
serum ikamesi olarak kullanilabilecek eldesi ucuz dogal bir molekiil, {iretimi daha
diisiik maliyetli yapabilmeye imkan saglayabilmektedir. Protein iiretimi igin
bliylime ortaminda protein yapisindaki serumun olmasi alt akim islemlerinde
zorluk getirecegi i¢in bu sorunlarin iistesinden gelmek amaglanmaktadir. Yapilan
literatiir taramalar1 sonucunda yiizeyinde bu proteini eksprese eden hiicreler ve
dogal biyoaktif molekiillerin formiilasyona eklenmesi ile biiyiime kinetiklerine
olan etkileri aragtirllmistir. Bu amagla kullanilan molekiiller ucuz ve yiksek
miktarlarda elde edilmekte ve ortama diigiik konsantrasyonlarda eklenerek etki

gostermeleri agisindan bu konudaki calismalara dncii niteligi tasimaktadir.

3. Materyal, Metot
3.1. Materyal
3.1.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalarinda Kullanilan Malzemeler

DMEM-F/12 - Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12
(ThermoFisher Scientific, ABD), EX-CELL Advanced CHO Fed-batch Medium
(Sigma-Aldrich, Missouri, ABD), Serox SFM (Serox GmbH, Almanya), Fetal
Sigir Serumu (FBS) (Gibco, ABD), Penisilin-streptomisin Pen/Strep (Serox
GmbH, Almanya), L-glutamin (Serox GmbH, Almanya), %99 saflikta azot gazi
(EgeVet, Tiirkiye), 25cm?-75cm?-175cm? T-flask (ThermoFisher Scientific,
ABD), Tripsin-EDTA (%0.25) (Gibco, ABD), L-glutamin (200mM)
(ThermoFisher Scientific, ABD), PBS (10X) (ThermoFisher Scientific, ABD),
DMSO (ThermoFisher Scientific, ABD), HRP Goat Anti-human IgG (konjugat
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soliisyonu) (ThermoFisher Scientific, ABD), TNF-a (Diaclone, Fransa), Tripan
mavisi (Sigma-Aldrich, Missouri, ABD), Triton X-100 (VWR, ABD), MTT
(Merck, Darmstadt, Almanya), hemositometre (Marienfeld, GmbH, Almanya),
Prof. Dr. Thsan Calis tarafindan temin edilen Oleuropein (Near East University),
Biyolog Fatih Karabey tarafindan temin edilen ‘“Resveratrol, Tangeretin,
Neohesperidin, Nobiletin, Gallik asit, Katesin”, Tek kullanimlik plastik malzeme
(15 ve 50 mP’lik santrifiij tiipl, pipet, petri, 96 gozli pleyt, kriyotiip (Kirgen,
USA))

3.1.2. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalarinda Kullanilan Hiicreler

Prof. Dr. Micheal Kershaw tarafindan 4T1.2-Her2/Neu lentiviral vektor ile
olusturulmus (yesil floresan protein (GFP) Her2/Neu proteini ifade eden fare
meme kanseri hiicre hatt1) (Kanser Immunoloji Programi, Peter MacCallum
Kanser Merkezi, Victoria, Avustralya), TNF-a’ya spesifik Mab {ireten
rekombinant CHO hiicre hatt1 (recCHO) Dr. Duygu Ayyildiz Tamis tarafindan
temin edilmistir.

3.1.3. Cihazlar

Sinif 2 laminar akigh biyogiivenlik kabini (ThermoFisher Scientific, ABD),
Heracell 240 CO: inkiibatér (ThermoFisher Scientific, ABD), ES-20 Orbital
Shaker Inkiibator (Biosan, Tiirkiye), BD Accuri C5 Flow Sitometri (BD
Biosciences, ABD), Su banyosu (LKTC-L Controller, Tirkiye), Vorteks
Karistirici (ThermoFisher Scientific, ABD), NF 800 Santriifiij (Niive, Tirkiye), -
86 °C Dondurucu (ThermoFisher Scientific, ABD), Derin Dondurucu (Ugur,
Tiirkiye), +4 °C Buzdolab1 (Argelik, Tirkiye), ELISA okuyucu (Versamax
Microplate Reader, ABD), 2L Spinner flask (Pfeiffer, GmbH, Almanya),
Manyetik karistiric1 (Pfeiffer Cell Control, GmbH, Almanya), Ters faz mikroskop
(Zeiss, ABD), sogutmali mikrosantrifiij (Mikro 200R) (Hettich, GmbH,
Almanya), Isik mikroskobu (Olympus, Hamburg, Almanya), Leica DM4000 B
LED Floresan mikroskobu (Wetzlar, Almanya), Accu-Chek Performa Nano
glukometre (Roche, Basel, isvicre)
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3.2 Metot
3.2.1. 4T1.2-Her2/Neu Hiicrelerinin Kiiltiirii ve Devamhihig
3.2.1.1. 4T1.2-Her2/Neu Hiicrelerinin Uretim Ortami ve Kosullari

Bu ¢alismada hiicre yiizeyinde Her2/Neu proteinini yesil floresan protein
isaretli (GFP) sekilde eksprese eden fare meme kanseri hiicre hatt1 olan 4T1.2-
Her2/Neu hiicreleri  kullamilmistir.  4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin  stasyoner
kiiltiirde tiretimi icin DMEM-F/12 besin ortami kullanilmistir. Hiicreler %10 FBS,
%1 penisilin/streptomisin igeren kiiltiir ortami igerisinde baslangi¢ hiicre sayisi
3x10° hiicre/ml olacak sekilde 75 cm? T-flask Kkiiltiir kaplarida 37°C’ye
ayarlanmis %95 nemli atmosferde %5 CO>’li inkiibatorde inkiibe edilmistir.
Hiicre canliliginin devamu i¢in hiicreler kiiltiir kaplarinda 2-3 giinde bir baslangi¢

hiicre say1s1 3x10° hiicre/ml olacak sekilde pasajlanmistir (Ozeverel, 2018).
3.2.1.2. 4T1.2-Her2/Neu Hiicrelerinin Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

Cozdiriilecek olan kriyotiip azot tankindan ¢ikarilip hizlica 37°C’lik su
banyosunda %75’i ¢0Oziinecek sekilde ¢ozdirtilmistir. Laminer hava akish
kabinde 3 ml besin ortam1 pipete ¢ekilerek kriyotiip igerigi ile birlikte 15 ml’lik
santrifiij tiipiine aktarilmig ve pipet ile homojenize edilmistir. Santrifiij tipiindeki
hiicreler 1000 rpm’de 5 dK santrifiij edildikten sonra siipernatant dokiilerek hiicre
pelleti iizerine 10 ml’lik besin ortam: eklenmis ve hiicreler ile homojenize
edildikten sonra tiip icerigi 75 cm? T-flaska alinarak 37°C’ye ayarlanmis %95
nemli atmosferde %5 CO2’li inkiibatorde inkiibe edilmistir.

3.2.1.3. 4T1.2-Her2/Neu Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Kiiltir kabindaki hiicrelerin ters faz mikroskop altindaki yogunluguna
bakildiktan sonra %80 iizerinde yogunluga ulasan Kkiiltiir pasajlanmak iizere
kabine alinmistir. Kiiltiir kabindaki hiicrelerden kiiltlir ortami uzaklastirllmistir. 1
ml Tripsin-EDTA pipete ¢ekilerek kiiltiir kabina eklenmis ve biiylime Ortaminin
yikamasi i¢in tiim yiizey yikanmistir. Daha sonra kiiltiir kabindaki Tripsin-EDTA
uzaklastirilmistir. 1 ml tripsin-EDTA tekrar ¢ekilerek kiiltiir kabina eklenmis ve
tim ylizey yikandiktan sonra yaklagik 5 dk 37°C’ye ayarlanmis nemli atmosferde
%5 CO2’li inkiibatorde inkiibe edilmistir. Hiicrelerin yilizeyden ayrildig

gozlendikten sonra biiylime ortamindan yaklasik 3 ml alinarak kiiltiir kabina
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konulmus ve tripsin enziminin inaktivasyonu gergeklestirilmistir. Hiicrelerin
tutundugu yiizeyin yikanmasi ve pipetleme amaciyla hiicre iceren tripsin ve
bliylime ortami karisimi pipetlenerek yiizey yikamasi saglanmistir. Bagslangic
hiicre sayis1 3x10° hiicre/ml olacak sekilde 1:4 veya 1:5 oraninda pasajlanarak
kiiltiir kabina taze ortam eklemesi gerceklestirilmistir (Ozverel, 2018).

3.2.1.4. 4T1.2-Her2/Neu Hiicrelerinin Dondurularak Saklanmasi

Hiicrelerin pasaj numarasinin olabildigince diisiik tutulmasi ve gereken
denemelerin ayn1 pasaj sayisina sahip hiicrelerle kurulmasi amaciyla uygun
dondurma ortami ile (%10 DMSO, %90 FBS) kriyotiiplere 1 ml hacme sahip
olacak sekilde ana stok ve ¢alisma bankasi stoklar1 olusturulmustur. Bu amagla
hiicreler tripsinizasyon islemine tabi tutulduktan sonra santrifiij tiipiine toplanarak
1000 rpm de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij gerceklestirildikten sonra
stipernatant dokiilmiis ve hiicre pelleti {izerine uygun miktarda hazirlanmisg
dondurma ortami koyularak 1 ml olacak sekilde kriyotiiplere hiicreler
dagitilmustir. Kriyotiipler -86°C’ye 24 saatligine kaldirilmig ve 24. saatin sonunda
s1vi azot tanklarina kaldirilmigtir (Ayyildiz-Tamis, 2010).

3.2.1.5. 4T1.2-Her2/Neu Hiicrelerinin Mikoplazma Kontrolii ve
Her2/Neu Proteininin Hiicre Yiizeyinde Goriintiilenmesi

Calismada kullanilan  4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin  siire¢  boyunca
mikoplazma kontaminasyonu gerceklesip gerceklesmediginin kontrolii DAPI
boyama yontemiyle saglanmistir. Bu amagla hiicrelerin tutunacagi yiizeyi
olusturacak lameller %70’lik alkole batirilmis ve petrilerde kabin igerisinde
kurumaya birakilmistir. Kuruyan lamel hiicrelerin ekim yapilacagi 34.8 mm’lik
petri igerisine yerlestirilmistir. T-flask icerisinde cogalmakta olan hiicreler
toplanarak santrifiij tiipine aktarilmis ve hiicre yogunlugunun belirlenmesi
amaciyla bir miktar 6rnek alinarak hiicreler sayilmistir. Bu esnada santrifii
tiiptindeki hiicreler 1000 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi
tamamlandiktan sonra siipernatant uzaklastirilmis ve ayni miktar ortam hiicre
pelleti iizerine eklenerek pipetleme saglanmistir. Sayim sonucuna gore 2-3x10°
hiicre/ml olacak sekilde 34.8 mm’lik petriye hiicreler aktarilmis ve 24 saat
37°C’ye ayarlanmig nemli atmosferde %5 CO2’li inkiibatorde inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonu tamamlanan hiicreler inkiibatorden alinmis Ve petri i¢cindeki ortam
pipetle ¢ekilerek uzaklagtirlmistir. Daha sonra petri igerisine 1 ml PBS eklenmis

ve ylizey besin ortaminin uzaklastirilmasi amaciyla yikanmigtir. Eklenen PBS
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pipetle ¢ekilmis ve petriye %100 metanol eklenmistir ardindan petri 30 dk
boyunca -20°C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyon tamamlandiktan sonra ortamdan
metanol uzaklastirilmis ve 1 ml PBS ile 1 kez yikama gergeklestirilmistir. Yikama
tamamlandiktan sonra hiicreler lizerine 1 ml %0.2°lik Triton X eklenerek 5 dk
karistirmali inkiibatdrde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon tamamlandiktan sonra
ortamdan %0.2’lik Triton X uzaklastirilarak 1 ml PBS ile hiicreler yikanmustir.
Daha sonra hiicreler tizerine 1 ml %70 ctanol eklenmis ve 1 dk bekleme
saglanmistir. %70’lik etanol uzaklastirilmis ve 1 ml %100°lik etanol eklenmistir.
Lameller bu asamada petri igerisinden alinmis ve pegete iizerinde hiicrelerin
tutundugu bolge tste gelecek sekilde kurumaya birakilmistir. 0.1 pg/ml
konsantrasyona sahip DAPI boyasindan 10 pl alinarak lam tizerine damlatilmigtir
ve kuruyan lamel hiicrelerin tutundugu ylizey arada kalacak sekilde lam {izerine
kapatildmistir. En az 45 dakika +4 °C’de bekletildikten sonra hiicreler floresan
mikroskobunda goriintiilenmistir. Hiicreler GFP isaretli olduklar1 i¢in Her2/Neu
proteininin goriintiilenmesi i¢in herhangi bir basamak uygulanmamustir.

3.2.2. Molekiillerin 4T1.2-Her2/Neu Hiicre Proliferasyonuna
Etkisinin Belirlenmesi

Kullanilacak olan dogal molekiillerin (oleuropein, resveratrol, tangeretin,
neohesperidin, nobiletin, gallik asit ve katesin) farkli konsantrasyonlarda
proliferasyona etkilerinin incelenmesi amaciyla MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide] analizi gergeklestirilmistir. Bu amagla
baslangi¢ hiicre sayist ml’de 3x10°, 5x10° ve 8x10° olacak sekilde 96 gozlii
pleytlere hiicreler 100 pl hacimde ekilmis ve ekimden 24 saat sonra molekiiller
farkli konsantrasyonlarda (25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56, 0.78, 0.39, 0.195, 0.097 ve
0.049 pg/ml) hiicreler ilizerine eklenerek 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda 25 pg/ml konsantrasyondaki MTT maddesi biiyiime
ortamina 20 pl eklenerek 4 saat inkiibe edilmis ve ortam uzaklastirilarak olusan
formazan kristalleri 150 pl DMSO’da ¢oziilmiistiir. Daha sonra 570 nm’de (620
referans filtrede) spektrofotometrede 6l¢iim gergeklestirilmistir (Mosmann, 1983;
Nalbantsoy vd., 2016).

3.2.3. 4T1.2-Her2/Neu Hiicrelerinin SFM’e Adapte Edilmesi
4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin SFM’e adaptasyonu amaciyla 25 cm? T-flask

icerisinde kiiltiire alinan hiicrelerin besin ortamimnin serum igerigi %10’dan

baglayarak 2 pasajda bir yar1 yariya azaltilmistir. Bu amagla hiicrelerin kiiltiire



35

alindiklar1 DMEM-F/12 besin ortam1 (%10 FBS, %0.1 penisilin/streptomisin) ile
1:1 oraninda serum igermeyen Excell ortami (%1 L-glutamin, 9%0.1
penisilin/streptomisin) kullanilmis ve son hacim 5 ml olacak sekilde 37°C’ye
ayarlanmis nemli atmosferde CO2’li inkiibatorde inkiibe edilmistir. Serum igerigi
%0.3 e ulastiktan 2 pasaj sonra hiicreler serum igermeyen tamami Excell biiylime
ortaminda kiiltiire alinmaya baslanmistir. Bu noktada SFM’e adapte edilen 4T1.2-
Her2/Neu hiicreleri dondurma ortami %90 FBS, %10 DMSO olacak sekilde
dondurularak kaldirilmistir. Ilk 24 saatte -86°C’de daha sonra sivi azota

aktarilarak deneme siiresince kullanilmak {izere stoklanmuistir.

3.24. 4Tl1l.2-Her2/Neu  Hiicrelerinin  Petrilerde  Biiyiime
Kinetiginin Belirlenmesi

Hiicreler 1x10° hiicre/ml baslangic hiicre sayisinda 34.8 mm’lik petrilere 2
ml hacminde ekilmis ve her giine iki tekrarli olacak sekilde petriye bu iglem
uygulanmistir. Kiiltiir ortami olarak EX-CELL (%1 L-glutamin, 9%0.1
penisilin/streptomisin) kullanilmis ve her grup igin her giine 2 tekrarl petri olacak
sekilde Kkiltiire edilmistir. Madde igermeyen Excell ortami kontrol olarak
kullanilmis ayn1 zamanda DMEM/F-12"de kiiltiirlenen 4T1.2-Her2 hiicreleri de
bu amacla normal sartlardaki ikilenme siiresinin olgiilmesi amaciyla ekilmistir.
Molekiillerin  MTT ile belirlenen konsantrasyonlar1 Excell kiiltiir ortamina
eklenmistir. Bu amagla oleuropein 0.195 pg/ml, resveratrol 0.391 pg/ml,
tangeretin 0.391 pg/ml, neohesperidin, nobiletin, katesin ve gallik asitin ise
konsantrasyonlar1 0.098 pg/ml olacak sekilde kiiltiir ortamlarina eklenmistir.
Deney setinin kurulmasiyla birlikte o giin alinan 6rnek 0. giin kabul edilerek her
24 saatte bir hiicreler petrilerden santrifiij tiipiine toplanmis ve sayim i¢in gereken
miktar 6rnek alinmigstir. 15 giinliik kiiltiir boyunca her giin ayn1 saatte Neubeaur
hemositometre lami kullanilarak hiicrelerin boya alip almama &zelligine gore
tripan mavisi yontemi ile hiicre sayimi yapilmistir. Bu amagla kiiltiir ortamindan
sayimm ic¢in alinan 6rnegin 1:5’ine denk gelecek miktarda ortama tripan mavisi
eklenerek sayim gerceklestirilmistir. Zamana bagli canli hiicre sayisinin grafikleri
cizilerek logaritmik biiylime fazindaki canli hiicre sayist kullanilmig ve spesifik
biiylime hizlann ve ikilenme siireleri asagidaki formiiller kullanilarak
hesaplanmistir (Daukste et al., 2012; Ayyildiz-Tamis et al., 2012; Nalbantsoy et
al., 2011):

__ Inlx2)—1n(x1) In2

LR
n= ” td = "
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u: spesifik biiylime hizi

X1: t1 anindaki hiicre yogunlugu (hiicre/ml)
X2: 12 anindaki hiicre yogunlugu (hiicre/ml)
At: t2 ve t1 arasindaki zaman farki

tg: ikilenme siiresi

Sekil 3.1. Hiicrelerin giinliik sayimlarimin yapildig1 hemositometre lami

Sekil 3.2. 4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin 34.8 mm’lik petrilerde biiyiime kinetiginin

belirlenmesi, A: kabin igerisinde deney kurulumu, B: petrilerin inkiibator igerisinde goriinimii

3.25. 4Tl.2-Her2/Neu Hiicrelerinin Petrilerde Eksprese Ettigi
Her2/Neu Proteininin Ekspresyonunun Analizi

Sayim amaciyla petrilerden toplanan ve Santrifiij tiipline alinan hiicreler
1000 rpm’de 5 dk olacak sekilde santrifiij edilmis ve siipernatant
uzaklagtirllmistir. Hiicre pelleti tizerine 1 ml PBS eklenerek yikama
gerceklestirilmis ve yikama islemi 2 kez tekrar edilmistir. Yikamasi tamamlanan
hiicrelere flow sitometri cihazinda okuma gerceklestirmek amaciyla 500 ul PBS



37

eklenmis ve Her2/Neu ekspresyonu mevcudiyeti ve diizeyi GFP’e bagh FL1
kanalindaki analizlerce belirlenmistir.

3.2.6. Spinner Flaskta 4T1.2-Her2/Neu Hiicrelerinin Kesikli
Kiiltiirii ile Biiyiime Kinetiginin Belirlenmesi

2 L’lik spinner flasklar 121°C’de 30 dk boyunca otoklavda steril hale
getirilmistir. Reaktore inokulasyonun saglanmasi amaciyla hiicreler 3 adet 175
cm? ve 1 adet 75 cm? T-flasklarda ¢ogaltildiktan sonra 1x10° hiicre/ml baslangic
hiicre sayisina sahip olacak sekilde 1 L’lik reaktor ortaminda (Excell, %1 L-
glutamin, %0.1 penisilin/streptomisin) 0.195 pg/ml oleuropein igeren Ve
icermeyen iki farkli formiilasyonda 37°C’de 50 rpm karistirma hizinda 15 giin
inkiibe edilmistir. Ekimin yapildig1 saat 0 kabul edilerek o andan itibaren 24 saatte
bir reaktér ortamindan sayim ve protein ekspresyon analizlerinin yapilabilmesi
amactyla 1.5 ml hacminde 6rnek alinmistir. 3.2.4.’te belirtilen sekilde sayimlar
gerceklestirilmistir. 15. gliniin sonunda ortamdan 1 ml ependorfa alinarak pH

kagidi ile ortamin son pH degeri 6l¢iilmiistiir.

3.2.7. Spinner Flaskta 4T1.2-Her2/Neu Hiicrelerinin Her2/Neu
Proteininin Ekspresyonunun Analizi

Sayim i¢in Ornek alindiktan sonra ortamdaki hiicrelerde Her2/Neu
proteininin ekspresyonunun belirlenmesi amaciyla hiicreler 2 ml’lik ependorflara
alinmigtir. 3.2.5.’e gore flow sitometrede analiz gergeklestirilmistir.

3.2.8. recCHO Hiicrelerinin Kiiltiirii ve Devamhihgi
3.2.8.1. recCHO Hiicrelerinin Uretim Ortami ve Kosullar

recCHO hiicrelerinin stasyoner kiiltiirde tiretimi i¢in Serox SFM ortaminda
hiicreler %1 L-glutamin ve hiicrelerin genetik stabilitesini korumasi i¢in 50 pM
MSX eklenerek kiiltiire edilmistir. Kiiltiir ortam1 igerisinde baslangi¢ hiicre sayisi
3x10° hiicre/ml olacak sekilde 75 cm? T-flask kiiltir kaplarinda 37°C’ye
ayarlanmig nemli atmosferde %5 CO2’li inkiibatorde inkiibe edilmistir. Hiicre
canliliginin devamu igin hiicreler kiiltiir kaplarinda 2-3 giinde bir baslangi¢ hiicre

sayis1 3x10° hiicre/ml olacak sekilde pasajlanmistir.
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3.2.8.2. recCHO Hiicrelerinin Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

Cozdiiriilecek olan kriyotlip azot tankindan ¢ikarilip hizlica 37°C’lik su
banyosunda %75’i ¢Oziinecek sekilde ¢Ozdiirilmiistir. Laminer hava akish
kabinde 3 ml besin ortam1 pipete ¢ekilerek Kriyotiip igerigi ile birlikte 15 mI’lik
santrifiij tiiptine aktarilip pipet ile homojenize edilmistir. Santrifiij tiiptindeki
hiicreler 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant dokiilmiis ve
hiicre pelleti tizerine 10 ml’lik besin ortami eklenerek homojenize edildikten sonra
tiip icerigi 75 cm? T-flaska almarak 37°C’ye ayarlanmis nemli atmosferde %5
CO2’li inkiibatorde inkiibe edilmistir.

3.2.8.3. recCHO Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Kiiltiir kabindaki hiicrelerin ters faz mikroskop altindaki yogunluguna
bakildiktan sonra %80 iizerinde yogunluga ulasan kiiltiir pasajlanmak iizere
kabine almmistir. Kiiltiir igeriginden pipet ile Ornek alinarak hiicreler
hemositometre lami ile sayildiktan sonra, ml’deki hiicre sayisina bagl olarak
baslangic hiicre sayis1 3x10° hiicre/ml olacak sekilde 1:4 veya 1:5 oraninda kiiltiir
icerigi flask igerisinde birakilmigtir. Birakilan miktara uygun olarak kiltiir son
hacmi 10-13 ml arasinda tutulacak sekilde taze besin ortami eklenmistir.

3.2.8.4. recCHO Hiicrelerinin Dondurularak Saklanmasi

Hiicrelerin pasaj numarasinin olabildigince diisiik tutulmasi ve gereken
denemelerin ayni pasaj sayisina sahip hiicrelerle kurulmasi amaciyla uygun
dondurma ortami ile (%10 DMSO, %90 FBS) kriyotiiplere 1 ml hacme sahip
olacak sekilde ana stok ve ¢alisma bankasi stoklar1 olusturulmustur. Bu amagla
hiicreler kiiltiir ortamindan alindiktan sonra santrifiij tiipiine toplanip 1200 rpm de
5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij gerceklestirildikten sonra siipernatant dokiilerek
hiicre pelleti lizerine uygun miktarda hazirlanmis dondurma ortam: koyulmus ve
kriyotiip icerisinde 1 ml hacim olacak sekilde dondurma ortaminda bulunan
hiicreler dagitilmistir. Daha sonra kriyotiipler -86 °C’ye 24 saatligine kaldirilmig

ve 24. saatin sonunda s1v1 azot tanklarina aktarilmistir.
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3.2.8.5. recCHO Hiicrelerinin Mikoplazma Kontrolii

Calismada kullanilan recCHO hiicrelerinin siire¢ boyunca mikoplazma
kontaminasyonu gergeklesip gergeklesmediginin kontrolii DAPI boyamasi ile
3.2.1.5.te belirtilen yontem kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.2.9. Spinner Flaskta recCHO Hiicrelerinin Kesikli Kiiltiirii ile
Biiyiime Kinetiginin Belirlenmesi

2 L’lik spinner flasklar 121°C’de 30 dk boyunca otoklavda steril hale
getirilmistir. Reaktore inokulasyonun saglanmasi amaciyla hiicreler 1 adet 175
cm? ve 1 adet 75 cm? T-flasklarda gogaltildiktan sonra 1x10° hiicre/ml baslangig
hiicre sayisina sahip olacak sekilde 1L’lik reaktor ortamina (%1 L-glutamin ve 50
uM MSX igeren Serox SFM (kontrol) ve 0.195 ug/ml oleuropein, %1 L-glutamin,
50uM MSX igeren Serox SFM) inokule edilmis ve 37°C’de 50 rpm karigtirma
hizinda 20 giin kesikli kiiltiirde inkiibe edilmistir. Ekimin yapildig1 saat 0 kabul
edilerek o andan itibaren 24 saatte bir reaktor ortamindan sayim, glikoz tiiketimi
ve ortama salgilanan Mab miktarinin belirlenmesi i¢in 1 ml’lik biiylime ortami
ornegi almmustir. 20 giinlik kiiltiir boyunca Neubeaur hemositometresi
kullanilarak hiicrelerin boya alip almama 6zelligine gore tripan mavisi yontemi ile
canli-0li hiicre sayimi yapilmigtir. 20. giiniin sonunda ortamdan 1 ml ependorfa

aliarak pH kagid1 ile ortamin son pH degeri 6l¢iilmiistiir.

3.2.10. Spinner Flaskta recCHO Hiicrelerinin Urettikleri TNF-a
Spesifik Mab Miktarimin Belirlenmesi

ELISA pleytinin kaplanmas1 amaciyla 0.05 M karbonat bikarbonat tamponu
hazirlanmis ve bu ¢ozelti icerisinde 100 pg/ml konsantrasyonda TNF-o ¢6ziilerek
kaplama ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu tampondan her bir géze 100 pl eklenmis ve
pleytin {izeri kapatilarak +4°C’de bir gece bekletilmistir. Daha sonra 1X PBS
icerisine %0.05 Tween 20 eklenerek yikama soliisyonu (T-PBS) hazirlanmustir.
Bir gece bekletilen ELISA pleytinin igerdigi kaplama ¢ozeltisi dokiildiikten sonra
3 kere T-PBS ile yikama gerceklestirilmistir. En son yikamada T-PBS
dokiildiikten sonra her bir 6rnek (0, 1, 3, 5, 10, 14 ve 20. giin ortam 6rnekleri) 100
ul/géz olacak sekilde eklenmis ve 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon tamamlandiktan sonra T-PBS ile 3 kere 100 ul/géz olacak sekilde
yikama gergeklestirilmistir ve gozlere 1:2000 diliie edilen konjugat soliisyonu
(HRP isaretli anti-IgG) 100 ul olacak sekilde eklenerek 1 saat oda sicakliginda
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inkiibe edilmistir. Daha sonra 100 pl/géz olacak sekilde T-PBS ile 3 kere
yikanmustir. Yikanan gézlere 100 pl substrat soliisyonu eklenmis ve 40 dakika
karanlikta oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda gdz basina
50 pl 3 M H2SO4 eklenip 450 nm’de ELISA okuyucuda okutulmustur. Okutma
sonras1 absorbanslardan karsilik geldikleri konsantrasyonlari Dr. Duygu Ayyildiz
Tamis’in doktora tezinde belirlenen grafik kullanilarak hesaplanmustir.

3.2.11. Spinner  Flaskta recCHO  Hiicrelerinin  Glikoz
Tiiketiminin Belirlenmesi

Giinliik olarak alinan reaktoér 6rneklerinin siipernatantlarindan ELISA igin
ayrilan orneklerdeki (0, 1, 3, 5, 10, 14 ve 20. giin) glikoz tiiketimine glukometre
ile bakilmistir. Bu amacla orneklerdeki glukoz miktar1 striplere eklenerek
glukometre ile dl¢iilmiis sonuglar g/L olarak hesaplanmustir.

3.2.12. Sonugclarin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz

Veriler ortalama + standart sapma (S.D.) olarak ifade edilmis ve SPSS ile
normalligi incelenmistir. Farkin istatistiksel anlamliligi One Way ANOVA ve
ardindan Dunnett Coklu Karsilastirma Testi ve Student t testi ile yapilmistir. 0.05
veya daha kiiciik P degerleri anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. 4T1.2-Her2/Neu Hiicrelerinin Kiiltiirii ve Devamhihig

4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin stasyoner kiiltiirde {iretimi igin DMEM-F/12
besin ortam: kullanilmistir. Hiicreler %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin iceren
kiiltiir ortam1 icerisinde baslangi¢ hiicre sayis1 3x10° hiicre/ml olacak sekilde 75
cm? T-flask kiiltiir kaplarinda 37°C’ye ayarlanmis nemli atmosferde %5 CO>’li
inkiibatorde inkiibe edilmistir.

Sekil 4.1. 4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin %10 serumlu DMEM-F/12 ortaminda ters faz

mikroskoptaki 10X biiyiitme ile goriiniimii

4.2. 4T1.2-Her2/Neu Hiicrelerinin Mikoplazma Kontrolii ve
Her2/Neu Proteininin Hiicre Yiizeyinde Goriintiilenmesi

4T1.2-Her2/Neu hiicreleri siire¢ boyunca DAPI ile boyanmistir. Her2/Neu
proteininin hiicre yiizeyinde goriintiilenmesi amaciyla GFP isaretli olduklar1 i¢in
DAPI boyamasi sonrasinda 405 nm’de goriintiilenen niikleus goriintiileri sonrasi
GFP goriintillenmesi 510 nm’de gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.2. 4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin floresan mikroskobu altinda 63X biiyiitme ile DAPI

boyamasi sonrasi goriintiileri

Sekil 4.3.Hiicrelerin floresan mikroskobu altinda GFP isaretli Her2/Neu proteininin 63X

biiyiitme altinda goriintiileri

4.3. Molekiillerin 4T1.2-Her2/Neu Hiicre Proliferasyonuna
Etkisinin Belirlenmesi

Stabil olarak yiizeyinde Her2/Neu proteini eksprese eden 4T1.2-Her2/Neu
hiicreleri {izerine oleuropein, resveratrol, tangeretin, neohesperidin, nobiletin,
katesin, gallik asit farkli konsantrasyonlarda hiicreler {izerine eklenerek
proliferasyonlarina MTT testi ile bakilmistir. Bu amagla hiicreler baslangi¢ hiicre
sayilar1 3x10% 5x10* ve 8x10* hiicre/ml olacak sekilde 100 ul hacimde 96 gozlii
pleytlere ekilmistir. Hiicreler iizerine oleuropeinin 6 farkli konsantrasyonu (6.25,
3.125, 1.563, 0.781, 0.391, 0.195 pg/ml), resveratroliin 6 farkli konsantrayonu
(1.563, 0.781, 0.391, 0.195, 0.098, 0.049 pg/ml), tangeretin, neohesperidin,
nobiletin, katesin ve gallik asitin ise 6 farkli konsantrasyonu (3.125, 1.563, 0.781,
0.391, 0.195, 0.098 pg/ml) eklenmistir. Bu maddelerin  belirtilen
konsantrasyonlarinin etkilerine 24, 48 ve 72. saatlerde bakilmistir.
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Kontrol Oleuropein Resveratrol Tangeretin Nechesperidin Nobiletin Gallik asit Katesn

m625ug/m m3,125ug/m w1563 ug/mi w078 ug/ml w0,391ug/mi  mO,195 ug/mi  mO,098 ug/ml  mO0,049 pug/mi

Sekil 4.4. 4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin 3x10* h/ml baslangig hiicre sayisinda 96 gozlii
pleyte ekilerek farkli konsantrasyonlarda dogal molekiillerin (oleuropein, resveratrol, tangeretin,
neohesperidin, nobiletin, katesin ve gallik asit) eklenmesi ile elde edilen % hiicre canlilik
grafikleri, A: 24 saatlik inkiibasyon sonundaki proliferasyon grafigi, B: 48 saatlik inkiibasyon
sonundaki proliferasyon grafigi, C: 72 saatlik inkiibasyon sonundaki proliferasyon grafigi (*p<.05;
**p<.01; ***p<.001).
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72 saat
120
100
80
50
40
20
o
Kortrol Oleuropein Resveratrol Targeretn Neohesperidin Nobiletin Gallik asit Katesn

w625ug/m m3,125pg/m w1563 pg/ml m0,781pg/ml w0391 pg/mi  wO,195pug/mi WO,098 pg/mi  w0,049 ug/mi

Sekil 4.5.4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin 5x10* h/ml baslangig hiicre sayisinda 96 gozlii
pleyte ekilerek farkli konsantrasyonlarda dogal molekiillerin (oleuropein, resveratrol, tangeretin,
neohesperidin, nobiletin, katesin ve gallik asit) eklenmesi ile elde edilen % hiicre canlilik
grafikleri, A: 24 saatlik inkiibasyon sonundaki proliferasyon grafigi, B: 48 saatlik inkiibasyon
sonundaki proliferasyon grafigi, C: 72 saatlik inkiibasyon sonundaki proliferasyon grafigi (*p<.05;
**p<.01; ***p<.001).
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Kontrol Oleuropein Resveratrol Tangeretn Nechesperidin Nobiletin Gallik asit Katesn

w625 ug/ml w3125 pg/m w1563 ug/ml mO7Blug/ml w0391ug/mi w0195 pg/mi w0098 yg/mi w0048 pg/mi

Sekil 4.6. 4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin 8x10* h/ml baslangig hiicre sayisinda 96 gozlii
pleyte ekilerek farkli konsantrasyonlarda dogal molekiillerin (oleuropein, resveratrol, tangeretin,
nechesperidin, nobiletin, katesin ve gallik asit) eklenmesi ile elde edilen % hiicre canlilik
grafikleri, A: 24 saatlik inkiibasyon sonundaki proliferasyon grafigi, B: 48 saatlik inkiibasyon
sonundaki proliferasyon grafigi, C: 72 saatlik inkiibasyon sonundaki proliferasyon grafigi (*p<.05;
**p<.01; ***p<.001).

Elde edilen verilere gore 3x10* h/ml baslangig hiicre sayisinda molekiillerin
hiicreler iizerine herhangi anlamli proliferatif etkisine rastlanmamistir. Buna
karsin 5x10% h/ml baslangic hiicre sayisinda ilk 24 saatte 8x10* h/ml baslangic

hiicre sayisinda ise 48.saatte anlamli proliferatif etkiler gézlenmistir. Bu sonuglara
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gore petrilerde olusturulacak biiylime egrisi i¢in bu molekiillerin kullanilacak
konsantrasyonlar1 oleuropein i¢in 0.195 pg/ml, resveratrol ve tangeretin i¢in 0.391
pg/ml, neohesperidin, nobiletin, katesin ve gallik asit i¢in ise 0.098 pg/ml olarak

belirlenmistir.
4.4. 4T1.2-Her2/Neu Hiicrelerinin SFM’e Adapte Edilmesi

4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin SFM’e adaptasyonu amaciyla serum igerigi
%10’dan baslayarak yar1 yariya azaltilmistir.

Sekil 4.7. 4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin farkli serum igeren bilyiime ortaminda mikroskop
altinda goriintiileri, A: %5 serum igeren ortamda, B: %2.5 serum iceren ortamda, C: %1.25 serum
iceren ortamda, D: %0.6 serum iceren ortamda, E: %0 serum igeren ortamda hiicrelerin mikroskop

altindaki goriintiileri, F: %0 serum igeren ortamda hiicrelerin mikroskop altindaki daha yogun

kiiltiir igerisinde goriintiileri

Serum oranmin azaltilmasi ile hiicrelerde klamp olusumu goézlenmis, T-

flask ylizeyine tutunma oranlar1 azalmstir.

4.5. 4T1.2-Her2/Neu Hiicrelerinin Petrilerde Biiyiime
Kinetiginin Belirlenmesi

Hiicreler 1x10° hiicre/ml baslangic hiicre sayisinda petrilere ekilmis ve %10
FBS igeren DMEM-F/12 ortaminda, molekiill ve serum igermeyen Excell
ortaminda ve oleuropein 0.195 pg/ml, resveratrol 0.391 pg/ml, tangeretin 0.391
pg/ml, neohesperidin, nobiletin, katesin ve gallik asitin ise konsantrasyonlarini
0.098 pg/ml igerecek sekilde kiiltiir ortamlarina eklenerek her giin ayni saatte

hemositometre ile sayim yapilmistir.
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Sekil 4.8. 4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin %10 FBS igeren DMEM-F/12 ortaminda

petrilerdeki biiyiime egrisi

50

£

"ZE 40

(=]

=

< 30

3

g 20 A/‘f

» — v

v10 &

{=]

=

I o . —

5 0 1 2 3

&)
e ExCell == Oleuropein Resveratrol ~— =——s=Tangeretin
—e— Neohesperidin Nobiletin Gallic asit Catechin

Sekil 4.9. 4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin Excell ortamlarma oleuropein, resveratrol, tangeretin,
neohesperidin, nobiletin, gallik asit ve katesin eklenerek petrilerde olusturulan bilyiime egrileri

Elde edilen biiyiime egrilerine gore serumlu ortamda 4T1.2-Her2/Neu
hiicrelerinin maksimum hiicre konsantrasyonu serumsuz ortamdan 10 kat daha
yogun olarak elde edilmistir. Molekiillerin eklenmesi ile kontrol Excell
ortamindan daha yiiksek hiicre konsantrasyonuna oleuropein ile ulasilmistir. Diger
molekiiller bu anlamda daha diisiik sonu¢ vermistir.
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Sekil 4.10. 34.8 mm’lik petrilerde 4T1.2-Her2 hiicrelerinin Excell (Kontrol ortaminda) ters
faz mikroskopta 10X biiyiitme ile ilk 3 giiniine ait goriintiileri, A: 0. Giin, B: 1.giin, C: 2.giin, D:
3.glin

Petrilerdeki hiicrelerin mikroskop altindaki morfolojilerine bakildiginda

1.glinle birlikte zamanla hiicre klamplarinda artis gozlenmistir.
Tablo 4.1.4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin petrilerdeki Excell ortamlarina oleuropein,

resveratrol, tangeretin, neohesperidin, nobiletin, gallik asit ve katesin eklenerek olusturulan

biiylime ortamlarindaki spesifik biiylime hizi ve ikilenme siireleri

ExCell Oleuropein  Resveratrol  Tangeretin  Neohesperidin ~ Nobiletin ~ Gallik  Katesin

asit
Spesifik  [OKFE] 0.021 0.0109 0.0079 0.0098 0.0074 0.0063  0.0047
biiyiime
hizi (p)
saat’
ikilenme [} 355 63.7 87.8 70.5 94.3 109.7 146.6

stiresi

Molekiil eklenmemis Excell ortamina ait spesifik biiylime hiz1 ve ikilenme siiresi
siras1 ile 0.025 saat® ve 25.8 saat olarak belirlenmistir. Bu sonuglara en yakin
degeri veren molekiil ise 0.021 saat® ve 35.5 saat ile oleuropein olarak elde
edilmistir. 1 L calisma hacmindeki spinner flasklarda kurulacak ¢alismada ise
molekiil icermeyen Excell ortaminin yaninda oleropeinin bu konsantrasyonu ile

kullanimina karar verilmistir. Petrilerden elde edilen degerler 15181inda en diisiik
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sonug ise 0.0047 saat™*’lik spesifik bilyiime hiz1 ve 146.6 saatlik ikilenme siiresi
ile katesine aittir.

% Canlilik

eohesperidin  «=@e==Nobiletin

=@mGallik asit — e=@umKatesin

Sekil 4.10. 4T1.2-Her2/Neu hiicreleri igin petrilerden elde edilen zamana bagl hiicre canhilik
grafikleri

Hiicrelerin petrilerdeki canliliklar1 birbirlerine benzer sekilde elde edilmistir
Kiiltiiriin 15.giinlinde petrilerdeki canliliklar %10 ve altinda gozlenmistir.
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4T1.2-Her2/Neu Hiicrelerinin Her2/Neu Protein
Ekspresyonunun Analizi
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Sekil 4.11. Her2/Neu proteini eksprese etmeyen 4T1.2 ve eksprese eden 4T1.2-Her2/Neu
hiicrelerinin flow sitometride analizi, A: 4T1.2 hiicrelerinin popiilasyon goriintiisii, B: 4T1.2
hiicrelerinin FL-1 kanalindaki 1g1ma goriintiisii, C: 4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin popiilasyon

gOoriintiisii, D: 4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin FL-1 kanalindaki Her2/Neu proteini 1s1masi

gorintiisi.

4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinde Her2/Neu proteininin ekspresyonu flow
sitometride Her2/Neu eksprese etmeyen 4T1.2 hiicreleri ile kontrol edilmistir ve
hiicre popiilasyonunun %99.4 oraninda Her2/Neu proteini eksprese ettigi

belirlenmistir.

Petrilerden ependorflara toplanan ve sayim igin istenen miktar ayrilan
hiicreler PBS ile 2 kez yikandiktan sonra 500 ul’lik PBS igerisinde homojenize
edilmis ve flow sitometri cihazinda okutulan popiilasyondaki eksprese eden %
hiicre miktarina ve FL1 kanalina ait ortalama degerlere gore grafikler
olusturulmustur.
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Populasyonun Her2/Neu Ekspresyon Oram
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Sekil 4.12. 34.8 mm’lik petrilerde molekiil eklenmeyen Excell ortam1 ve oleuropein,
resveratrol, tangeretin, neohesperidin, nobiletin, gallik asit ve katesinin (sirasiyla 0.195 pg/ml,
0.391 pug/ml, 0.391 pg/ml, 0.098 pg/ml, 0.098 pg/ml, 0.098ug/ml, 0.098 pg/ml konsantrasyonda)
eklenmesiyle 4T1.2-Her2/Neu hiicrelerine ait Her2/Neu proteininin giinliik olarak populasyondaki

% ekspresyon orant
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Sekil 4.13. 34.8 mm’lik Petrilerde molekiil eklenmeyen Excell ortami1 ve oleuropein,
resveratrol, tangeretin, neohesperidin, nobiletin, gallik asit ve katesinin (sirastyla 0.195 pg/ml,
0.391 pg/ml, 0.391 pg/ml, 0.098 pg/ml, 0.098 pg/ml, 0.098 pg/ml, 0.098 pg/ml konsantrasyonda)

eklenmesiyle Her2/Neu hiicrelerine ait Her2/Neu proteininin giinliik ekspresyon siddeti

Petrilerde biiytime gosteren 4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin popiilasyon %’si
olarak eksprese ettigi protein orani hiicre klamp olusumu sebebi ile dalgalanma
gostermis, floresan yogunluguna bakildiginda mean FL-1 degerleri ise canli hiicre
sayisi ile paralel sekilde azalmistir. Molekiil iceren ortamlar ve Kkontrol
ortamindaki hiicrelerde protein ekspresyonu acisindan fark goriilmemis,
hiicrelerin stabil sekilde Her2/Neu proteinini eksprese ettikleri sonucuna

ulastlmistir.
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4.7. Spinner Flaskta 4T1.2-Her2/Neu Hiicrelerinin Kesikli
Kiiltiirii ile Biiyiime Kinetiginin Belirlenmesi

0.195 pg/ml konsantrasyonda oleuropeinin eklendigi ve kontrol olarak
eklenmedigi Excell ortami kullanilarak 1x10° hiicre/ml baslangi¢ hiicre sayisina
sahip olacak sekilde 1 L’lik reaktor ortami (Excell ortamina eklenen %1 L-
glutamin, %0.1 penisilin/streptomisin ve 0.195ug/ml konsantrasyonda oleuropein)
olusturulmus ve 37°C’de 50 rpm karigtirma hizinda 15 giin kiiltiire alinmustr.

PREIFFER

Sekil 4.14. A: Spinner flaskta 4T1.2-Her2/Neu Hiicrelerinin Kesikli Kiiltiirii, B: Bos

spinner flask goriintiileri

Sekil 4.15. A: Excell ortaminin 0.giindeki pH degeri, B: 15 giinliik spinner flask batch

kiiltiir siiresinin sonunda ortamin pH degeri
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Hiicrelerin biiytime gosterdikleri kiiltiir ortaminin son pH degeri hiicre
metabolit birikimi sebebi ile diismiis ve 6-7 arasinda belirlenmistir.
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Sekil 4.16. 1 L’lik ¢alisma hacminde spinner flaskta Excell ve 0.195 pg/ml
konsantrasyonda oleuropein igeren Excell biiyiime ortaminda 4T1.2-Her2/Neu hiicrelerine ait

biliylime egrisi.

4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin spinner flaskta inokulasyondan sonraki ilk 48
saatlik siirecte lag faz1 gozlenmemis hiicreler hizli sekilde log fazinda biiylime
goztermiglerdir. Ayrica 2. giinden sonra stasyoner fazin gézlenemedigi hiicrelerin
2 giin igerisinde hizli sekilde 6liim fazina girdikleri sonucuna ulasilmistir.
Kiiltiirtin 15. giiniiniin sonunda canliliklar %5’in altina diismiistiir. Log faz
boyunca oleuropein igeren ortamda hiicreler kontrol ortamina yakin hiicre
kosantrasyonuna ulasmiglardir.

Tablo 4.2. 4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin spinner flaskta Excell ortami ve 0.195 pg/ml
konsantrasyonda oleuropein, eklenerek olusturulan Excell ortamindaki spesifik biiyiime hizi ve

ikilenme sireleri

Excell Excell +

Oleuropein
0.025

Spesifik biiyiime hizi (n) 0.033
(saat?)
Ikilenme siiresi (tq) 20.1 28.7
(saat)

Excell kontrol ortami ve oleuropein igeren ortamdaki hiicre kinetikleri

birbirine yakin sonuglar vermistir.
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Sekil 4.17. Spinner flaskta 4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin zamana bagl % canlilik grafigi

Hiicrelerin canliliklart 15.gGlintin sonunda kontrol ortaminda %10’un
altinda, oleuropeinli ortamda ise %10’un bir miktar {izerinde elde edilerek yakin
sonuglar vermistir. Hiicrelerin klamp olusturarak biiylimeleri % canliliklarda

dalgalanmaya sebep olmustur.

4.8. Spinner Flaskta 4T1.2-Her2/Neu Hiicrelerinin Her2/Neu
Proteininin Ekspresyonunun Analizi

Reaktorden alinan 1 ml’lik ornekler ependorfa aktarilmigtir. 1000 rpm de 5
dk sogutmali mikrosantrifiijde santrifiij islemine tabi tutulmustur. Santrifiij sonrasi
hiicreler iizerine 1 ml PBS eklenmis ve tekrar santrifiij edilmistir. Bu yikama
islemi iki kez gergeklestirildikten sonra siipernatanti uzaklastirilan hiicre pelleti
iizerine 500 pl PBS eklenerek flow sitometri cihazinda Her2/Neu ekspresyon
diizeyleri analiz edilmistir.
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Populasyonun Her2/Neu Ekspresyon Orani
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Sekil 4.18. Spinner flaskta oleuropein igeren ve igermeyen Excell ortamindaki 4T1.2-

Her2/Neu hiicrelerine ait Her2/Neu proteininin giinlikk olarak populasyondaki % ekspresyon orani

Populasyonun % protein ekspresyon orani stabil sekilde %65’in iizerinde
olarak belirlenmistir. Elde edilen dalgalanmalar ise hiicrelerde olusan klamplara

bagli olarak cihazin okuma siirecindeki farkliliklara baglidir.
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Sekil 4.19. Spinner flaskta oleuropein igeren ve icermeyen Excell ortamindaki 4T1.2-

Her2/Neu hiicrelerine ait Her2/Neu proteininin giinliik ekspresyon siddeti

Hiicrelerin eksprese ettigi Her2/Neu protein siddeti hiicre canliligi ile

pararlel sekilde zamana bagli olarak azalma gostermistir.
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4.9, recCHO Hiicrelerinin Kiiltiiri

recCHO hiicrelerinin devamlilign Serox SFM ortaminda 75 cm? T-flask
icerisinde saglandi1. Reaktor inokulasyonu &ncesi 175 cm?’lik T-flaska aktarilarak
inokulum miktarina ¢ogaltildi.

Sekil 4.20. inverted mikroskopta 10X biiyiitme ile recCHO hiicrelerinin 75 cm? T-flask

igerisinde goriiniimi
4.10. recCHO Hiicrelerinin Mikoplazma Kontrolii

Calisma siiresince recCHO hiicrelerinin mikoplazma agisindan kontamine
olup olmadigi kontrol edilmistir. Bu amagla hiicreler petriler igerisinde lamellere
tutundurularak fiksasyonlar gergeklestirilmistir. Normalde siispanse olan recCHO
hiicrelerinin tutunabilmeleri i¢in lamel igerisindeki ortamlarina %10 serum ilave
edilmis ve 24 saatin sonunda DAPI boyamas1 gerceklestirildikten sonra floresan
mikroskobunda incelenmislerdir.
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Sekil 4.21. recCHO hiicrelerinin floresan mikroskobu altinda 63X biiyiitme ile DAPI

boyamasi gerceklestirilmis goriintiileri

4.11. Spinner Flaskta recCHO Hiicrelerinin Kesikli Kiiltiirii ile
Biiyiime Kinetiginin Belirlenmesi

4T1.2-Her/Neu hiicrelerinden elde edilen sonuglar 1s1iginda recCHO
hiicreleri ayn1 kosullarda 1x10° hiicre/ml baslangic hiicre sayisinda 1 L hacminde
spinner flaskta 50 rpm Kkaristirma hizinda kiiltire edilmis ve 0.195 pg/ml
konsantrasyonda oleuropein igeren Serox SFM ve icermeyen Serox SFM
ortamlarindaki hiicrelerin 50 rpm karsilastirma hizinda biiyiime egrileri
olusturulmustur ve buradan yola ¢ikilarak spesifik biiylime hizlar1 ve ikilenme
stireleri hesaplanmustir.
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Sekil 4.22. recCHO hiicrelerine ait 0.195 pg/ml oleuropein igeren ve igermeyen Serox SFM

ortamlarinda reaktor kosullarindaki biiyiime egrisi
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Oleuropein igermeyen Serox SFM ortaminda recCHO hiicreleri 6. giine
kadar ¢ogalmaya devam etmis, oleuropein iceren ortamda ise 3. giine kadar
maksimum hiicre kosantrasyonuna ulasip stasyone faza girdigi belirlenmistir.
Inokulasyondan sonraki ilk 24 saat lag fazi olusturmaktadir. Log faz boyuncaki
stirecte oleuropein igeren ortamdaki maksimum hiicre konsantrasyonu kontrole
gore daha yiiksek olarak elde edilmistir.

Tablo 4.3. recCHO hiicrelerinin oleuropein igeren ve icermeyen ortamlardaki spesifik

biiyiime hizi ve ikilenme siireleri

Oleuropein

Spesifik biiytime hiz1 (p) 0.0421
saat!
Ikilenme siiresi (tq) (Saat) 23.2 16.5

recCHO hiicrelerinin biiyiime kinetiklerine gore oleuropein igeren ortamda

daha yiiksek spesifik biiylime hizina sahip oldugu ikilenme siiresinin ise kisaldigi
sonucuna varilmistir.

110

% Canlihk

Zaman (giin)

e Se10X SFV| s Serox SFM+Oleuropein

Sekil 4.23. recCHO hiicrelerine ait 0.195 pg/ml oleuropein iceren ve igermeyen Serox SFM

ortamlarinda reaktor kosullarmdaki 20 giinliik % canlilik grafigi

Kontrol ortamindaki hiicre canlilig1 20. giinde dahi korunurken, oleuropein

igeren ortamdaki hiicrelerin 16. giinden itibaren canlhiliklarini yitirdigi
belirlenmistir.
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4.12.  Spinner Flaskta recCHO Hiicrelerinin Urettigi TNF-o
Spesifik Mab Miktarmin Belirlenmesi

Saymm igin reaktorden alinan Ornekler santrifiij edildikten sonra hiicre
pelletinden ayrilmis ve 0, 1, 3, 5, 10, 14 ve 20. giinlere ait ELISA
gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.24. Spinner flaskta recCHO hiicrelerinin oleuropein i¢eren ve igermeyen Serox
SFM ortamindaki 0, 1, 3, 5, 10, 14, ve 20. giinlere ait alinan 6rneklerde yapilan ELISA sonucu
olarak elde edilen TNF-a spesifik Mab miktari

recCHO hiicrelerinin ortama salgiladiklart TNF-a’ya spesifik Mab
miktarlart oleuropein igeren ortamda Serox SFM’e gore daha diisiik olarak elde
edilmistir. Oleuropein igeren Serox SFM ortamindaki {irlin miktar1 3. giinden
sonra yiiksek oranda artig gostermezken, kontrol Serox SFM ortaminda 10. Giine

kadar artig gostermis ve daha sonra zamanla azalmistir.

4.13.  Spinner Flaskta recCHO Hiicrelerinin Glikoz
Tiiketiminin Belirlenmesi

Sayim i¢in alinan reaktér 6rneklerinden 0, 1, 3, 5, 10, 14 ve 20. giinlere ait
stipernatantlarda ~ glukometre ile  glikoz konsantrasyonu  ol¢timii
gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.25. Spinner flaskta recCHO hiicrelerinin oleuropein igeren ve igermeyen SEROX
SFM ortamindaki 0., 1., 3., 5., 10., 14., ve 20. giinlere ait alinan 6rneklerde 6lgiilen glikoz

konsatrasyonu sonucu olarak elde edilen glikoz tiiketim egrisi

Oleuropein igeren ve igermeyen ortamdaki recCHO hiicrelerinin glukoz
tiikketimlerinde fark goriilmemistir. Kiiltlirtin 10. gliniinden sonra tiiketim oldukca
az gergeklesmis ve ortamdaki glukoz konsantrasyonu 20. giinde 8 g/L’nin

izerinde belirlenmistir.

Sekil 4.26. Spinner flaskta recCHO hiicrelerinin kesikli kiiltiiriine ait 20. giindeki ortam pH degeri

5, TARTISMA

Yapilan bu tez ¢alismasinda SFM ortamlarinda biyoaktif molekiil varliginda

biyofarmasétik  liretim amagli  hiicre sistemlerinin  biliytime  Kinetikleri
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incelenmistir. Kiltiir sistemi kesikli tiretim sistemi olacak sekilde kurulmustur. Bu
anlamda molekiillerin farkli baslangi¢ hiicre sayilarina etkilerinin incelenmesi ve
uygun dozun belirlenmesi i¢in hiicre proliferasyonu (MTT) testi olusturulmustur.
Daha sonra MTT ile belirlenen konsantrasyonlardaki molekiiller petrilerde hiicre
bliylime ortamina eklenmistir. 15 giinliik siire boyunca her glin ayni saatte canli-
oli hiicre sayimlar1 yapilmistir. Ayni ¢alisma 1 L ¢alisma hacmindeki spinner
flaskta da gerceklesmis ve canli ve Olii hiicre sayisindaki degisimlere gore

bliytime egrileri karsilagtirilmistir.

Yapilan bu galisma ile 4T1.2-Her2/Neu hiicre hatti SFM’e adapte edilmis
olup hiicre canliligi ve devamliligi da basarili sekilde saglanmistir. Bu hiicreler
normal sartlarda %10 serum igeren ortamda yiizey bagimli sekilde c¢ogalma
gosterirken serum oraninin azalmasi ile ylizeye tutunmalari azalmis ve ortamda
tutunmayan hiicreler tutunan hiicreler ile birlikte morfolojik olarak farkli

sekillerde karisik popiilasyon gozlenmistir.

Biyoreaktor 6lgekleri birkag yiiz litreden 20.000 L’ye kadar ¢ikabilmektedir.
Bu o6lgeklerin kullanildigi biyofarmasétik tiretimleri ise ilerleyen teknoloji ile
birlikte artan endistriyel paya sahiptir. Bu dlgeklere ulasmada her basamak igin
istenen inokulum miktarinin elde edilebilmesi i¢in bir dizi hiicre ekim basamaklari
(seed train) gereklidir (Kern et al., 2016). Verimli bir tiretim saglamak i¢in, 6lgek
biiylitme basamaklarinin siire ve sayilart minimumda tutulmalidir. Ayni zamanda,
tiretim 6lgeginde yiiksek canliligy, iiriin titresini ve biiylime oranini1 korumak igin
hiicreler i¢in iyi yetistirme kosullart saglanmali ve optimize edilmelidir. Bu
adimlarin optimizasyonu ile ilgili ¢aligmalar; islem modlarini, hiicre hatlarinin
arastirtlmasini, inokulasyon ve kriyoprezervasyonla ilgili ¢alismalari ve yeni
ortam gelistirmeyi kapsamaktadir (Alahari 2009; Pohlscheidt et al., 2013; Seth et
al., 2013). Inokulum igin gerceklestirilen bu basamaklarin ilk asamas1 laboratuvar
Ol¢egindeki ¢aligmalardir (Abu-Absi, 2013).

Kesikli kiltiirler herhangi bir substratin, baslangi¢c asamasindan sonraki
stiregte eklenmeden hiicrelerin biiylimesi ile karakterize edilir. Kiiltiir siiresince
hiicreler tipik olarak goriilen fazlardan (lag fazi, log fazi, stasyoner faz ve 6lim
faz1) gecerler. Hiicre ¢ogalmasimin zamanla azalmasi ve o6limiin tetiklenmesi
ortamda bulunan substratin azalmasi ve metabolitlerin artmasina bagli olarak
olusturduklart inhibisyondan kaynaklanmaktadir ve hiicre Oliimleri genellikle
apoptoz ile indiiklenir. Biyoreaktdr hacmine gore kiiltiir stiresince kopiik onleyici

ajanlar, pH’y1 dengelemek i¢in asit veya baz eklenmesi, havalandirma igin hava
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veya oksijen ile besleme saglanabilir. Bu kiiltiirler genellikle 1-2x10° hiicre/ml
baslangi¢ hiicre sayisinda baslatilir ve yaklasik 1-2 hafta siirer. Uriiniin
biyoreaktor ortamindan alinmasindan sonra biyoreaktorler temizlenir ve yeni bir
kiiltiir i¢in hazir hale getirilir (Rubeai, 2015). Yapilan calismada baslangi¢ hiicre
sayisinin optimizasyonunu saglamak amaciyla petriler icerisinde farkli baslangig
hiicre sayilarinda (5x10% 1x10° ve 5x10° hiicre/ml) 6n denemeler olusturulmus ve
bu optimum baslangi¢ hiicre sayismin 1x10° hiicre/ml oldugu belirlenmistir. Bu
sonuca bakilarak optimizasyonda elde edilen bu saymin literatiirii destekledigi
sOylenebilir (Rubeai, 2015). Baslangig hiicre Sayisinin belirlenmesinde goz 6niine
alman bir diger faktéor MTT testinde denenen baslangic hiicre sayisina bagli
molekiillerin etkileridir. Bu anlamda 3x10* hiicre/ml baslangi¢ hiicre sayisinda
herhangi bir degisim olmadig1 gozlenirken, 5x10 hiicre/ml yogunlugunun ilk 24
saatinde anlamli bir proliferatif etki, 8x10* hiicre/m1’de ise 48. saatte anlamli bir
proliferatif etki gézlenmistir. Yapilmas: planlanan kesikli kiiltiiriin 15 giinlikk
olacagi distiniildiigiinde bu siirede goriilen etkilerin devamliliginin 72.saatte de
olmadigina bakilarak MTT testi sonuglarinin bu anlamda istenen farki

gostermedigi belirlenmistir.

MTT testi sonuglarmin molekiil konsantrasyonlarma baghh farklari
incelendiginde kurulmasi planlanan biiyiime egrisinde kullamlacak 1x10°
hiicre/mI’lik baslangig hiicre sayisma 8x10* hiicre/ml miktarmin daha yakin
olmasindan dolay1 ayrica 48. saat gibi daha uzun siirecte boyle bir farkin elde
edilmesinden dolay1 neohesperidin, nobiletin, gallik asit ve katesinin
0.098ug/ml’de olusturdugu anlamli proliferatif etkiye bagli olarak petrilerde
gergeklestirilecek  biiylime egrisinde bu molekiiller igin Dbelirtilen bu
konsantrasyonlarin kullanilmasina karar verilmistir. Bu kosullarda oleuropein,
resveratrol ve tangeretinde anlamli fark gézlenmedigi i¢in baglangi¢ hiicre sayisi
5x10* hiicre/m1’nin 24.saat sonuglarma bakilmistir. Oleuropeinin ilk 24 saatinde
gozlenen 0.195 pg/ml’deki etki ayn1 zamanda resveratrol ve tangeretinin 0,391
pg/ml’deki etkilerine bakilarak petrilerde uygulanacak madde konsantrasyonlari

belirlenmistir.

Monoklonal antikorlar (mAbs) gibi biyofarmasétiklerin biiyiik 6lgekli
tiretimi hem giivenlik hem de ekonomik nedenlerle genellikle serumsuz ortamin
kullanilmasini gerektirir. Bununla birlikte, serum ¢ogu memeli hiicresinin biiyiime
ortaminin 6nemli bir takviyesi oldugundan, serumsuz ortamda iiretim ¢ok zaman
alic1 bir hiicre adaptasyon siirecini gerektirir (Costa et al., 2011). Serum igeren
ortamda ¢ogalma gosteren hiicrelerin SFM’e adaptasyonunda kabaca iki temel
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yaklasimdan bahsedilebilir. Bunlar dogrudan adaptasyon ve kademeli adaptasyon
olarak adlandirilir. Dogrudan adaptasyonda hiicrelerin bulundugu ortam direkt
olarak SFM ile degistirilir. Kademeli adaptasyonda ise hiicreler azalan oranlarda
serum igeren besin ortamlarinda ¢ogaltilarak en son asamada tamamen SFM’e
gegirilirler. Kademeli adaptasyon dogrudan adaptasyona gore daha ilimli kosullar
yaratarak siireci daha saglikli tamamlar. Hiicrelerin SFM’e adaptasyonunda
canliliklarinin %90’dan yiiksek olmasi, logaritmik fazda olmalar1 ve adaptasyon
sirasinda inokulum miktarlarinin yiiksek olmasi énemlidir. Hiicrelerin bu siirecte
normalde olduklarindan ¢ok daha hassas olduklar1 goz oniine alinmalidir. Genel
olarak, SFM’deki hiicreler asir1 pH, sicaklik, ozmolarite, mekanik kuvvetler ve
enzim uygulamalarina kars1 daha duyarlidir. Ayn1 zamanda antibiyotik kullanimi
da daha disiik seviye tutulmali veya kullanimi tercih edilmemelidir. Bunun
nedeni, serum proteinlerinin belirli miktarda antibiyotigi baglama egiliminde
olmasidir; bu serum proteinleri olmadan antibiyotik seviyesi bazi hiicreler i¢in
toksik olabilir. Hiicrelerin bir araya gelmesi (klamplar olusturmasi) genellikle
SFM'e adaptasyon sirasinda meydana gelebilmektedir. Hiicrelerin bu durumda
nazik¢e mekanik olarak ayrilmasi saglanabilir. Bunun yaninda SFM'e adaptasyon
sirasinda  ve sonrasinda hiicresel morfolojide kiiciik degisiklikler de
goriilebilmektedir. Eger ikilenme siirelerinde ve canliliklarinda yiiksek oranda
disme yoksa, morfolojideki kiiciik degisiklikler normal karsilanabilir
(ThermoFisher Scientific, 2019). Endiistriyel ol¢ekte serumlu ortamin getirdigi
dezavantajlar sebebi ile 4T1.2-Her2/Neu hiicreleri SFM’e sirali adaptasyon
yontemi ile adapte edilmistir. Bu amagla hiicreler pasajlanirken serumsuz Excell
besin ortamimnin %10 serum igeren DMEM-F/12 ile yari yariya karistirilmasi ile
her 2 pasajda bir serum oraninin yar1 yariya azalmasi saglanmistir. Bu siiregte
literatiirii destekler nitelikte hiicrelerde bir araya gelme egilimi gozlenmis ve
monolayer olan normal kiiltiir morfolojisi tutunmayan hiicreler ile siispanse-
monolayer kiiltir seklinde devam etmistir (ThermoFisher Scientific, 2019;
Ceccherini-Nelli and Matteoli, 2012). Siire¢ boyunca hiicrelerin nazikge
pipetlenerek birbirinden ayrilmast denenmis fakat bu durum etkin sekilde
saglanamamistir. Kiiltirde mikroskop altinda hiicresel morfolojide gozlenen
degisimler de literatiirii destekler niteliktedir. Serumlu ortamda %95’in {izerinde
olan canlilik serumun azalmasi ile giderek diismiis ve SFM ortaminda canlilik
%70-85 arasinda degisiklik gostermistir. SFM’de recCHO hiicrelerinin canliliklari
%95 ve iizerinde iken 4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin  %70’lere diismuistiir.
Hiicrelerin bir araya gelme egilimleri ortam bilesenlerine homojen sekilde
ulagsmalarint engeller nitelik tagimaktadir. Bu yonden canliligin disiik
olmasindaki nedenlerden biri olarak gosterilebilir (Ceccherini-Nelli and Matteoli,
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2012). Ayrica 4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinde antibiyotikli ortam kullanimi da
canliligin diismesinin sebeplerinden biri olarak gosterilebilir. SFM’e adaptasyon
genel anlamda degerlendirildiginde 4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin morfolojik
acidan popiilasyonun heterojen yapida olmasindan dolayr SFM’de devamliligini
saglamasina ragmen silispanse iiretime uygun olmadigi, mikrotasiyici sistemlere

ihtiya¢ duydugu belirlenmistir.

Petrilerde olusturulan biiyiime egrilerine bakilacak olunursa ortama
herhangi bir molekiiliin ilave edilmesi ile kontrolden daha yiiksek bir tireme
hizina ulasilmadigi séylenebilir. Kontrol Excell ortamindaki 4T1.2-Her2/Neu
hiicrelerinin ikilenme siiresi 25.8 saat olarak hesaplanirken kontrole en yakin
ikilenme siiresi oleuropeinde belirlenmis ve 35.5 saat olarak hesaplanmustir.
Serum iceren kendi ortamindaki 4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin petri igerisindeki
ulasilan maksimum hiicre sayis1 ml’de 4.5x10° hiicre olarak SFM’dekilerden
yaklagik 10 kat daha yogundur. Velcade 26S proteazomunun segici ve geri
doniistimlii bir inhibitordiir ve ileri multipl miyelomlu hastalarin tedavisi i¢in
onaylanmistir. Velcade'nin 4T1 meme Kkanseri hiicreleri {izerindeki anti-
proliferatif etkisinin incelendigi bir ¢alismada 4T1 hiicrelerine ait ikilenme siiresi
22.9 saat olarak belirlenmistir (Yerlikaya ve Erin, 2008). Kanser hiicrelerinin
metabolik ve ¢evresel strese yanit olarak glikoz ve glutamin metabolizmasindaki
farkliliklarin belirlenmesinin arastirildig1 bir bagka ¢alismada ise 4T1 hiicrelerinin
ikilenme siiresi 13.6 saat olarak belirlenmistir (Simoes et al., 2015). Bu tez
calismasinda petrilerde %10 serum iceren DMEM/F-12 ortaminda yapilan
bliylime egrisinin sonucu olarak hesaplanan ikilenme siiresi 4T1.2-Her2/Neu
hiicreleri i¢in 17 saat olarak bulunmustur ve bu sonug literatiirii destekler
niteliktedir. Serumlu ortamda ikilenme siiresinin SFM’e gore yaklasik iki kat daha
hizli olmasi, hiicrelerin erigebildikleri maksimum saynin serumlu ortamda
yaklagik 10 kat daha yogun olmasi ve log fazinin da serumlu ortamda 4 giin gibi
bir siire¢ tutarken SFM’de 2 giin gibi kisa olmas1 4T1.2-Her2 hiicrelerinin SFM’e
adapte edilmek i¢in uygun olmadiklar: sonucunu desteklemektedir.

Bunun yaninda petrilerde oleuropein igeren ortamdaki 4T1.2-Her2/Neu
hiicrelerinin 3. giinde ¢cogalmaya devam ettikleri ve kontrolden daha yiiksek hiicre
sayisina ulasmis olmalar1 varilan sonuclardan biridir. Hiicrelerin petrilerdeki
Her2/Neu protein ekspresyonlarindaki degisimler gruplar arasinda anlaml
derecede fark olusturmamis genel anlamda hiicreler stabil sekilde proteini
yiizeylerinde eksprese etmislerdir. Kiiltiir siiresinin sonuna dogru canli hiicre
oraninin da azalmasi ile protein ekspresyonunda azalma meydana gelmistir.
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Popiilasyondaki ekspresyon siire¢ boyunca %80’in lizerinde goriilmiistiir fakat
FL-1 kanalindan alinan sinyalin siddeti incelendiginde 2. giinden sonra goriilen
azalma biiyiime egrisindeki canli hiicre sayisindaki azalmayla paralellik
gostermekte ve birbirlerini dogruladiklar1 sdylenebilmektedir. Bu anlamda canli
hiicre sayisinin azalmasi ile protein ekspresyon siddetinde azalmanin meydana
gelmesi birbirini destekler niteliktedir.

Petrilerde elde edilen bu veriler dogrultusunda statik kiiltiir ortamindan 1L
calisma hacmindeki spinner flasklarda 15 giinliik kesikli kiiltiir olusturulmus ve
oleuropein, kullanilan molekiiller icerisinde 6lgek biiylitmede denenecek molekiil
olarak belirlenmistir. Bu anlamda 4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin Excell kontrol
ortammda ve 0.195 pg/ml oleuropein igeren Excell ortaminda spinner flask
icerisindeki biiyiime egrisi olusturulmustur. recCHO hiicreleri de spinner
flasklarda Serox SFM kontrol ortaminda ve 0.195 pg/ml oleuropein igeren
ortamda spinner flask igerisinde 20 giinliik kesikli kiiltiirde incelenmistir. 4T1.2-
Her2/Neu hiicrelerinin petrilerde kontrol ortaminda ilk 2 giinde yaklasik 4x10°
hiicre/ml’ye ulastiklari bu durumun spinner flask igerisinde ise yine ilk giinde
3.5x10° hiicre/mI’ye ulasarak benzer dzellik gosterdigi sdylenebilir. Oluropein
iceren ortamda ise petri igerisinde 3 giine kadar 4x10° hiicre/ml’nin {izerine ¢ikan
hiicre sayist spinner flask igerisinde daha diigiik performans gostererek 2 giinliik
biiyimenin sonunda 3. giinde hiicre sayisinda hizli bir disiis oldugu
goriilmektedir. Hiicre sayilar1 ve canlilik grafikleri yalnizca boya alip almama
yontemi ile hemositometrede sayim yapilarak elde edilmis verilerdir ve hiicrelerin
Klamp olusturarak biiyiime egilimleri bu siiregte zorluklar ve sayimlar arasinda
varyanslar yarattig1 da g6z oniinde bulundurulmalidir.

Biyofarmasoétikler esas olarak memeli hiicre kiiltiirii tarafindan {retilir.
Terapdtik proteinlere olan talebin artmasi nedeniyle, daha yiiksek verimlilik elde
etmek ic¢in farkli tekniklerin arayislari devam etmektedir. Bu amaca yonelik
olarak, konak hiicre mithendisligi dahil farkli yaklasimlar (Fujita et al., 1996;
Kuystermans et al., 2007) kullanilarak hiicre ¢ogalmasi kontrol edilmektedir
(Terada et al., 1996). Giiniimiizde CHO hiicreleri, kismen proteinlerin kararli ve
dogru glikozilasyonunu saglayabildikleri ic¢in endiistride terapotik proteinler
tiretmek icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Diger memeli hiicreleri ve
mikroorganizmalarin yan: sira CHO hiicreleri, yiiksek hiicre sayilarina ve sonug
olarak yiiksek tretkenlige yol agan proliferatif kapasiteye sahiptir. Bununla
birlikte, genel olarak, hiicre yogunlugu yeterli seviyelere ulagtiktan sonra bile

hiicreler c¢ogalmaya devam eder. Bu asir1 proliferasyon, kiiltiir ortamini
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agirlastirir, bu da besinlerin etkisiz tiikketimine, amonyak ve laktik asit gibi yan
triinlerin birikmesine yol agarak daha kisa kiiltiir periyotlar1 ve daha diisiik
uretkenlik saglar. Bu nedenle, hiicre yogunlugu yeterli seviyelere ulastiktan sonra,
proliferasyonun yavaslamasi kiiltiir siiresini uzatir ve verimliligi arttirabilir
(Takahashi et al., 1994; Chusainow et al., 2009).

Bu galismada ortama TNF-a’ya spesifik Mab iireten recCHO hiicrelerinin
1L’°1ik galisma hacmindeki spinner flask icerisinde biiyiime egrisi olusturulmustur.
Kiltiir kesikli olarak gergeklestirilmis ve kontrol ortami olaak Serox SFM ayrica
4T1.2-Her2/Neu hiicreleri iizerinde kontrole yakin sonu¢ veren oleuropein
molekiilii Serox SFM ortamina ayni miktarda (0.195 pg/ml) eklenerek hiicre
biiytimeleri tizerindeki fark incelenmistir. Hiicrelerin oleuropein iceren ortamda
kontrole gore ¢ok daha yiiksek hiicre miktarina ulastigi ve daha kisa siirede
ikilenme siiresine sahip olduklar1 sonucuna varilmistir. Bu anlamda kontrol
ortaminin ikilenme siiresi 23.2 saat iken oleuropein igeren ortamdaki degeri 16.5
saat olarak bulunmustur. Bu anlamda oleuropein recCHO hiicreleri i¢in ortama
eklenebilecek bir alternatif olma yo6niinde potansiyele sahiptir. Bunun yaninda
kiiltiir canliligina bakildiginda oleuropein igeren ortamdaki hiicrelerin 16.giinden
itibaren %0 canliliga sahip oldugu, kontrol ortammim ise 20. giinde dahi
canliligint %10 oraninda korudugu goriilmektedir. Bu sonuglar literatiirdeki hizl
biiyiime ve yiiksek hiicre konsantrasyonlarma ulasmanin kiiltiir ~siiresini
kisaltacag1 yoniindeki bilgileri destekleyici nitelik tasimaktadir (Takahashi et al.,
1994). Sigma Aldrich (2012) tarafindan CHO hiicreleri ile alakali yayinlanan
bilgiler 1s181inda bu hiicrelerin ikilenme siireleri yaklagik olarak 20 saat seklinde
belirtilmektedir. Hiicrelerin alindig1 Creative Biolab tarafindan sunulan bilgiler bu
tez ¢alismasinda kullanilan recCHO hiicrelerinin ikilenme siirelerinin 17-20 saat
arasinda olduklarint ve ayni yerden alinan hiicreler ile yapilan bir ¢caligmada ise
(iz et al., 2018) iirettikleri Mab miktarinin 200 mg/L’nin iizerinde olduklar1 ve
yoniindedir. Aym zamanda ulasilan yaklasik hiicre yogunlugu 1x10° hiicre/mI’nin
iizerinde olarak belirtilmekte ve farkli {iretim kosullar1 uygulanarak 7-8x10°
hiicre/ml’ye ulasilabildigi belirtilmistir (Creative Biolab, 2010). Literatiirde
yapilan bir ¢alismada ise (Miki and Takagi, 2015) CHO hiicrelerinin kiiltiir
siiresinin 7. giiniinde 1.2x10° hiicre/ml’ye ulastiklar1 belirtilmektedir. Bu
calismada elde edilen verilere gore ise recCHO hiicrelerinin kontrol ortaminda
8x10° hiicre/ml’ye ulastiklari, oleuropein iceren ortamda ise 1x10° hiicre/ml
yogunluguna ulastiklar1 belirlenmistir. Bu yonden kontrol ortamimdaki maksimum
hiicre sayist literatiire gore diisiik olarak elde edilmistir. Bunun sebepleri olarak
kiiltiir kosullarindaki farkliliklar ve kullanilan ortamin farkli SFM’ler olmalari
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ornek olarak gosterilebilir. Yapilan ayni ¢alismada farkl: tirtin tireten bu recCHO
hiicrelerinin trettikleri iirlin konsantrasyonlar1 7. giinde 200 mg/L’ye ulasirken
bizim yapmis oldugumuz veriler 1sigmda 10. giinde maksimum Mab
konsantrasyonuna ulasildigi ve ulasilan bu miktarin 120 mg/L’ye yakin
oldugudur. Bu sonug ise literatiire gore benzerlik gostermekte ve recCHO
hiicrelerinden alinan iirlin konsantrasyonlarinda benzer miktarlarda ({iriin
almabildigini destekler niteliktedir (iz et al., 2018). Oleuropein iceren ortamdaki
hiicrelerin irettigi tirtin konsantrasyonu incelendiginde Serox SFM ortamindan
daha disiik seyrederek 80 mg/L’yi gegmedigi belirlenmistir. Bu durum da yiiksek
hiicre sayisinin her zaman yiiksek {iriin konsantrasyonu anlamina gelmeyecegi
bilgisi ile tutarlidir (Takahashi et al., 1994). Tiiketilen glikoz miktar1 bu anlamda
hiicre ortamindan alinan 6rneklerde bakilmis ve recCHO hiicrelerinin kontrol ve

oleuropeinli ortamda benzer sekilde glikoz tiikettikleri sonucuna varilmistir.

Spinner flask igerisinde 4T1.2-Her2/Neu ve recCHO hiicrelerinin birbirleri
arasidaki farklarina bakmak gerekirse oleuropein molekiiliiniin recCHO hiicreleri
tizerindeki proliferatif etkisinin daha yiiksek oldugu soylenebilir. recCHO
hiicrelerinin  kiiltiirde ulastiklar1 hiicre miktarina bakilacak olunursa 4T1.2-
Her2/Neu hiicrelerinin 2 katindan daha yiiksek bir sayiya ulastiklar1 goriilebilir.

Sonug olarak yapilan bu tez c¢aligmasi kapsaminda bitkisel kaynaklardan
elde edilen farkli molekiillerin hiicre kiiltiirii ortamlarina eklenmesinin potansiyele
sahip oldugu sdylenebilir. Bu yonde oleuropein molekiiliiniin recCHO hiicreleri
tizerine daha farkli sartlarda arastirma yapilmasinin kapilari agilmis olmaktadir.
Bunun yaninda 4T1.2-Her2 hiicrelerinin SFM’e adapte edilebilmeleri 6nemli bir
adimken canliliklarin1 korumalarina karsin ml’de 3x10° hiicre sayismnin iistiine
cikamadiklar1 ve heterojen kiiltiire sahip olduklarindan dolay1 endiistriye yonelik
kullanimlari bu sartlarda uygun goriinmemektedir. Mikrotasiyici kullanilarak yari-

kesikli, yari-siirekli veya siirekli iiretim sistemlerinde kullanimi arastirilabilir.
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6. SONUCLAR

e Yapilan MTT sonuglarma gére 5x10* hiicre/ml baslangic hiicre
sayisinda molekiillerin farkli konsnatrasyonlarinin hiicre proliferasyonuna
ilk 24 saatte anlamli fark gosterdigi, 8x10%hiicre/ml baslangic hiicre
sayismin ise 48.saatte bu farki olusturdugu, 3x10*hiicre/ml baslangi¢ hiicre
sayisinin ise bu yonde bir fark yaratmadigi sylenebilir.

e 34.8mm’lik petrilerde yapilan biiytime Kinetigi analizlerinde
4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin kontrol biiyiime ortaminda (Excell) ikilenme
stiresi 25.8 saat olarak en yiiksek bulunmus, kontrole en yakin degerleri
veren molekiil ise 35.5 saatlik ikilenme siiresiyle oleuropeindir.

e Molekiillerin ortama eklenmesiyle elde edilen en diisiikk sonug
katesine aittir ve ikilenme siiresi 146.6 saat olarak bulunmustur.

e Diger molekiillerden resveratrol, tangeretin, neohesperidin,
nobiletin ve gallik asitin ikilenme siireleri sirasiyla 63.7, 87.8, 70.5, 94.3
ve 109.7 saat olarak bulunmustur.

e Petrilerde 15 giinliikk kiiltiir siiresince hiicrelerin eksprese ettigi
Her2/Neu proteinini stabil olarak eksprese etmeye devam ettigi ve
popiilasyonda %80  ekspresyonun  genel anlamda  diismedigi
gbzlenmektedir.

¢ Bu molekiillerden oleuropein iceren ve igermeyen Excell ortaminin
50 rpm Kkarnstirma hizinda spinner flask igerisinde 4T1.2-Her2/Neu
hiicreleri ilizerine biiyiime kinetikleri incelenmis ve kontroliin ikilenme
stiresi 20.1 saat olarak bulunmus, oleuropein i¢eren ortamdaki hiicrelere
ait ikilenme siiresi ise 28.7 saat olarak bulunmustur.

e Spinner flask igerisindeki ve petrilerdeki hiicre canliliklar1 %60-90
arasinda degisiklik gostermektedir.

e Spinner flask ve petirlerde gergeklestirilen 15 gilinlik kiiltiir
stiresince 4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin eksprese ettigi Her2/Neu proteinini
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stabil olarak eksprese etmeye devam ettigi ve popiilasyonda bu
ekspresyonun %80’in altina diismedigi gézlenmektedir.

e Yapilan c¢alisma sonuglarma gore recCHO hiicreleri ile de
denemesi gergeklestirilen ve reaktor ortaminda oleuropeinin etkisinin
incelenmesi amaciyla yapilan ¢alisma ile recCHO hiicrelerinin oleuropein
icermeyen SEROX SFM ortaminda 23.2 saatlik ikilenme siiresine sahip
oldugu bunun yaninda oleuropein igeren SEROX SFM ortaminda ise bu
degerlerin 16.5 saat ile kontrolden daha yiiksek bir ikilenme siiresine sahip
oldugu belirlenmistir.

e TNF-a’ya spesifik Mab iireten recCHO hiicrelerinin iirettigi {irlin
bazinda oleuropeinin etkisinin arastirilmasi amaciyla yapilan ELISA
sonuclarina gore oleuropein igeren biiyiime ortaminda iirlin miktarinin
daha diisiik oldugu soylenebilmektedir.

e recCHO hiicrelerinin glikoz tiikketimleri ilk 10 giin yiiksekken 10.
giinden sonra tiiketim hizlar1 diismiistiir ve oleuropein igeren ve icermeyen
Serox ortamlarinda hiicrelerin glikoz tiikketimleri agisindan fark

gbzlenmemistir.
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7. ONERILER

Ortamda stispanse haldeki 4T1.2-Her2/Neu hiicrelerinin birbirine tutunarak
klamplar olusturdugu ve bu anlamda her hiicrenin ortamdaki bilesenlere homojen
ulasamadigr goz Oniline alinmalidir. Bu durum SFM’deki hiicre canliliginin da
daha diisiik olmasina yol agmistir. Bu sartlar altinda spinner flasklarda disiik
hiicre yogunlugu goézlenerek bu ortamda Olgek biiyiitmeye uygun olmadiklar
sOylenebilir. Bunun asilmasi amaciyla biliylime ortami1 formiilasyonu

gelistirilebilir, mikrotasiyici kullanilabilir.

Yapilan bu tez c¢alismasinda reaktor ortam kosullar1 sabit tutulmus siireg
icerisinde herhangi bir degisiklik yapilmamistir. Statik kiiltiir sartlarinin spinner
flask igerisinde olmamasindan kaynakli olusan farkli kayma gerilimi stresinin
oniine gegilmesi veya azaltilmasi igin farkli karistirma stratejileri denenebilir. Bu
karistirma hizi optimizasyonu erlenler igerisinde kiiciikk 6lgeklerde saglanabilir.
Daha biiyik oOlgekte biyoreaktorlerde farkli parametrelerin kontrol edildigi
biyoreaktor sistemlerinde hiicrelerin davraniglari arastirilabilir.

Yapilan c¢alisma kesikli kiiltirde saglanmistir. Bu anlamda farkli {iretim
stratejilerinde; yar1 kesikli, yar1 siirekli ve siirekli kiiltir sistemlerindeki

davraniglar1 arastirilarak hiicre cevaplari karsilastirilabilir.

Olgek biiyiitme saglandiktan sonra farkli {iretim kosullarinda hiicrelerin ve
tirettikleri proteinlerin verimlilikleri karsilastirilarak endiistriye daha faydali
olacak veriler elde edilebilir.

Biitiin prosesin optimizasyonu amaciyla alt akim islemleri goz Oniine
alinmahidir. Bu amagla iretim kosullart optimize edildikten sonra alt akim
islemlerinde farkli kosullar optimize edilmelidir.

Ortam formiilasyonuna eklenmeyen potansiyeli yiiksek diger molekiillerin
SFM eklenen molekiiller farkli hiicre hatlari icin o6zellikle endiistride yaygin
kullanilan recCHO hiicreleri i¢in bakilabilir. Bu anlamda yapilan 6n denemeler

oldukga iyi performans gostermis ve yapilacak ileri caligmalara kap1 agmuistir.
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