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OZET

BiYOREAKTORDE PiLOT OLCEKLI MONOKLONAL ANTIiKOR
URETIMI

AYYILDIZ TAMIS, Duygu

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Bolimii
Tez Yéneticisi: Prof. Dr. S. Ismet DELILOGLU GURHAN
Aralik 2010, 106 Sayfa

Bu caligmada, serumlu ve serumsuz ortamlarda (SFM) pilot o6lgekli
monoklonal antikor (MAb) ftretimi i¢in doner sise (DS), karistrmali tank
biyoreaktor (STR) ve tek kullanimlik biyoreaktorler gibi farkl kiiltiir sistemleri ile
caligtlmistir. Hiicre kiiltiirii ¢alismalari, Salmonella Enteritidis’in  O-antijen
spesifik MAb salgilayan hibridoma klonu (5A8) ile gergeklestirilmistir. Yiiksek
miktarda ve verimlilikte iiriin alabilmek i¢in kullanilan sistemler, hiicrelerin

biliylime parametreleri ve MAb verimlilikleri agisindan tartigilmistir.

STR’de MAb iiretiminde 4 litreye kadar oOlgek biiylitme yapilmis ve
hiicrelerin iiretim kapasiteleri reaktdrdeki pH, sicaklik, ¢Oziinmiis oksijen,
havalandirma ve karistrma hizi  gibi  parametreler optimize edilerek
degerlendirilmistir. Hiicrelerin biiylime parametrelerinin belirlenmesi i¢in glukoz
tiiketimlerine, laktik asit ve amonyak iiretimlerine bakilmistir. Sistemlerdeki MAb

verimliligi indirekt ELISA ile 6l¢iilmiistiir.

Bu ¢aligmada, 5A8 hibridoma klonunun SFM’e adapte olamadigi ve SFM
ortaminda diisiik hiicre canlilig1 gosterdigi ve diisiik MAD titresi elde edildigi
belirlenmistir. STR’de, DS’lerde elde edilenden daha yiiksek MAb verimliligi
elde edildigi ve membran havalandirmali reaktorde (MHR), DS ve STR’deki
iiretimlere gore daha uzun siire hiicre canliliginin korundugu ve daha yiiksek MAb
titresi elde edildigi goriilmiistiir. En yiiksek MADb konsantrasyonu statik membran
reaktérde (SMR) elde edilirken, en yiiksek MAb verimliligi yari siirekli modda ve
yiizey havalandirma kosullarinda ¢alistirilan STR’de elde edilmistir.

Anahtar sozciikler: Hibridoma, monoklonal antikor, pilot 6l¢ek, doner

sise, karistirmali tank biyoreaktor, tek kullanimlik biyoreaktor.
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ABSTRACT

PILOT SCALE MONOCLONAL ANTIBODY PRODUCTION IN
BIOREACTORS

AYYILDIZ TAMIS, Duygu

MSc in Bioengineering
Supervisor: Prof. Dr. S. Ismet DELILOGLU-GURHAN
December 2010, 106 pages

In this study, different cultivation systems such as roller bottles (RB), 5-L
stirred tank bioreactor (STR) and disposable bioreactors were used to grow
hybridomas for pilot scale production of monoclonal antibody (MADb) in either
serum containing or serum free (SFM) culture conditions. For this purpose, cell
culture studies were performed by using hybridoma cell line (5A8) producing O-
antigen specific MADb against Salmonella Enteritidis. In order to get high quantity
and to increase product yield these production systems were discussed in view of
the growth parameters and MADb productivity.

In stirred tank bioreactor, MAb production scaled up to 4 L and production
capabilities of the cells were evaluated by optimizing pH, temperature, dissolved
oxygen, aeration rate and stirring speed in the reactor vessel. In order to assess the
growth parameters of the cells in different production systems glucose
consumption, lactate and ammonia production were determined and MADb
productivities of the systems were determined by indirect ELISA.

To conclude, lack of adaptation of the cells to SFM in both RB and STR.
Less MADb titer in STR compared to RB with SFM. More MADb obtained in STR
with FCS supplemented medium than SFM. Higher MADb titer gained in
membrane aerated system (MAS) compared to those of STR and RB. Although
the highest MAb titer was obtained in the static membrane bioreactor (SMB)
system, the highest productivity was obtained in STR operated as semi continuous
culture with overlay aeration.

Keywords: Hybridoma, monoclonal antibody, pilot scale, roller bottles,
stirred tank bioreactors, disposable bioreactors.
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1. GIRiS

Farmositik endiistrisinde, aktif farmasotik maddelerin iiretilmesi i¢in farkl
prosesler kullanilmaktadir. Bu prosesler, kimyasal sentez, enzimatik doniisiim ve
bakteri, kiif, maya gibi (rekombinant) mikroorganizmalar ve memeli hiicrelerinin
kullanimi ile yapilmaktadir (Dalm, 2007).

Aktif farmasotik madde olarak proteinler genellikle mikroorganizmalar
tarafindan {tretilmektedir. Proteinler birincil yapi olarak birbirine baglanmis
aminoasit zincirlerinden olugsmaktadir (Sekil 1.1A) (Dalm, 2007).

Sekil 1.1 Protein yapisi. (A) Amino asit iskeleti (B) Ug boyutlu yapist (Dalm, 2007).

Ancak, insan viicudunda proteinlerin fonksiyonel olabilmesi i¢in yalnizca
aminoasit sekanslar1 degil, bunun yaninda proteinin {i¢ boyutlu yapisi da oldukca
onemlidir (Sekil 1.1B). Proteinlerin dogru kompleks yapilar1 i¢in aminoasit
sekanslarinin yaninda seker, karboksi, metil ve fosfat gruplar1 gibi protein
olmayan yan gruplarin da protein zincirine baglanmasi1 gerekmektedir. Protein
olmayan yan gruplarin proteinlere eklenmesine posttranslasyonel modifikasyon
denir. En 6nemli ve kompleks posttranslasyonel modifikasyon glikolizasyon
olarak adlandirilan seker gruplarmin aminoasit zincirine eklenmesidir. Mayalar ve
kiifler proteinleri bolgesel olarak, bakteriler ise hi¢bir proteini glikolize
edemezken, memeli hiicrelerindeki tiim ekspresyon sistemleri insanlara uygun
olarak proteinleri glikolize edebilmektedir (Dalm, 2007; Coradin et al., 2003). Bu
nedenle, hayvan hiicreleri rekombinant yada dogal, viral as1, monoklonal antikor
(MADb), enzim, biiyiime faktorii, hormon, interferonlar (Eibl, 2009) ve kan

pthtilagma faktorii gibi kompleks biyoaktif maddelerin iiretimi ve salgilanmasina



olanak saglamakta ve pek ¢ok kompleks molekiil yalnizca hayvan hiicreleri ile
iiretilebilmektedir (Coradin et al., 2003).

Bazi proteinler intraselliiler olarak iretilirler ve dolayistyla hiicre i¢inde
birikirler. Ancak, pek ¢ok protein glikolizasyon sonrast ortama salgilanir. Aktif
farmasotik ajanlarin tiretimi i¢in bakteri ve maya kullanilarak yapilan iiretimler ile
memeli hiicre kiiltiirleri ile yapilan tretimler karsilastirildiginda, memeli
hiicrelerinin kiiltiivasyonun ¢ok daha kompleks, pahali ve zaman alic1 bir siireg
oldugu bilinmektedir (Dalm, 2007). Mikrobiyal kiiltiirlerin ve hayvan hiicre
kiiltlirlerinin kiiltiir karakteristikler1 Cizelge 1.1°de verilmistir. Memeli hiicreleri
diisiik biiyiime hizina ve spesifik verimlilige sahiptir. Dolayisiyla, uzun prosesler
sonunda distik iirlin derisimi elde edilir ve kiiltiirii 6zellikle bakteriyel
kontaminasyonlara ac¢ik hale getirir. Ayrica, memeli hiicrelerinin kompleks besin
ithtiyac1 vardir, bu nedenle kiiltiivasyon i¢in kullanilan dengeli besi ortaminin
maliyeti yiiksektir ve bu da hayvan hiicre kiiltiirlerinde karsilasilan bir baska
problemdir (Dalm, 2007; Coradin et al., 2003). Bunlarin yaninda, hayvan
hiicreleri, bakteri ve maya hiicrelerine gore kiiltiir kosullarina karst oldukg¢a
hassastir ve Kkiiltiir parametrelerinin degisiminin (6rn., pH, sicaklik, oksijen
derisimi) diisiik araliklarda tutulmasi gerekmektedir ve bunun i¢cin de kompleks ve
ileri teknolojide kontrol sistemlerine ihtiya¢ duyulur (Dalm, 2007; Eibl, 2009).
Tim bunlardan dolayi, memeli hayvan hiicrelerinin 6lgek biiyiitme islemleri
sirasinda bir takim sorunlar ortaya c¢ikar (Coradin et al., 2003). Sonug olarak,
yiiksek hiicre yogunluklu kiiltiirlerin siirdiirtilmesi karistirma ve havalandirma
sonucu ortaya ¢ikan mekanik etki ve gerilim kuvvetleri etkisi ile sinirlanmaktadir.
Bunun sonucunda da spesifik verimlilik ve ulasilan maksimum hiicre yogunlugu
daima diisiik olmaktadir (sirasiyla, 1-10 pg/hiicre/saat ve 1-5 ><lOehiicre/ml). Bu
durumdan dolayi, verimliligin arttirilmasi i¢in kiiltiir i¢indeki hiicre yogunlugunun
yiiksek tutuldugu hiicre tutma sistemleri ve/veya perflizyon kiiltiirler kullanilabilir
(Sinacore et al., 1989).

Hayvan hiicre kiiltiirlerinde birim verimliligin arttirilmasi ve bdylelikle bu
hiicrelerden elde edilen iirlinlerin fiyatlarmin azaltilmasi giinlimiizde oldukc¢a
onemli bir konudur. Cilinkii hayvan hiicrelerinin kullanimiyla elde edilen {iriinlerin
verimlilikleri daha diisiiktiir ve dolayisiyla son iriiniin klinik uygulamasinda
gereken miktarin elde edilmesi i¢in ¢ok fazla ortam kullanimma ihtiyag
duyulmaktadir (Chu and Robinson, 2003).



Cizelge 1.1: Mikrobiyal kiiltiirlerin ve hayvan hiicre kiiltiirlerinin karakteristikleri (Eibl,
2009).

Karakteristik Mikrobiyal Kiiltiir Memeli Hiicre Kiiltiirleri
Biiyiikliik 2-10 pm 10-30 pm
Bireyel hiicreler Siklikla Bazen yiizeye tutunma
inokulasyon yogunluklar Diistik Yiiksek (%5-10)
Biiyiime hizlan Hizli (td=1-2h) Yavasg (td=20-50h)
Kayma gerilimine duyarhhk Diisiik Yiiksek
Stabilite Stabil Unstabil
Uriin akiimiilasyonu Intra/ekstra seliiler Genelde ekstraseliiler
Kiiltiir Ortanm® Genellikle basit Kompleks
Sicaklik 26°-36°C 290-37°C
Havalandirma* Genellikle yiiksek (1-2 vwm) Diisiik (=0.1 vvm)
Kopiik olusumu* Genellikle fazla Bazen kopiiklenme
pH-degeri 3-8 7.0-74
Hiicre yogunlugu Cok yiiksek Diisiik-orta
Olgek biiyiitme Kolay Zor

Gegen 30 yil boyunca spesifik antijenleri tanima ve onlara baglanma
ozelligi ¢cok iyi olan MAb’lar standart baglama proteini olarak arastirma, tani ve
tedavi gibi pek ¢ok uygulamada kullanilmaya baglanmistir. ihtiyag duyulan MAb

miktari, maliyet, geri doniis siliresi ve yasal diizenlemelere uygunluk MAb’in



{iretim amacma bagli olarak degisen 6nemli faktorlerdir. Ozellikle MAb’larin
terapotik uygulamalari i¢in ¢ok fazla miktarlarina ihtiyag vardir ancak, MAb’nin
bulunabilirligi bu uygulamalar1 kisitlamaktadir (Ward et al., 1999).

Olgek biiyiitme kolayligi ve potansiyeli daha yiiksek oldugu igin,
giiniimiizde biiyiik 6lgekli tiretimlerde genellikle karistirmali tank biyoreaktorler
kullanilmaktadir. Bundan dolay1 da bu c¢alismada, kontrol edilebilirligi, isletim
kolaylig1 gibi nedenlerle orta biiyiikliikteki MAD {iretimi i¢in karistirmali tank
biyoreaktor tercih edilmistir. Stispanse kiiltiirde kullanilan ortamin biyoreaktore
besleme stratejisinin ve ortam kosullarinin optimize edilmesiyle, biyoreaktoriin
calisma modunun ayarlanmasi ve isletim parametrelerinin iyi belirlenmesi ile

yiiksek hiicre ve MAb derisimine ulagilmasi hedeflenmistir.



2. LITERATUR OZETI

2.1 Hibridoma Teknolojisi, Monoklonal Antikor Uretimi ve
Onemi

Monoklonal antikorlar, tek bir antijenik determinanta (epitopa) spesifiktirler
(Peters, 1992). Hemen hemen biitiin fare yada sigan orijinli MAb’lar, viral yada
bakteri antijenlerine, tiimor-spesifik ve tlimore bagl transplantasyon antijenine,
16kosit farklilasmasi antijenine, bir toksine vb. karsi liretilebilmektedir (Spier et
al., 1990). MAb, basta hastaliklarin tan1 ve tedavisi olmak tizere biyomedikal
arastirmalarda kullanilan 6nemli ajanlardir. Bu antikorlar, ¢alisilacak konunun
etkeni ile immunize edilmis hayvanlardan elde edilen klon yada hiicre hatlarindan
iiretilmektedir. Bu hiicre hatlar1 bagisiklanmis hayvanlarin B lenfosit hiicrelerinin
miyeloma hiicreleri ile birlestirilmesi ile olusturulmaktadir (Kéhler ve Milstein
1975). Protein, karbonhidrat ve niikleik asitlerin tanimlanmasinda giderek artan
kullanimlar1 i¢in yapilan ¢alismalar devam etmektedir. Gliniimiizde tan1 ve tedavi
amaciyla gebelik tanisinda, bir¢ok patojenik mikroorganizmanimn belirlenmesinde,
ilaglarin kandaki seviyesinin Ol¢limiinde, doku uyusmasmin incelenmesinde ve
baz1 tiimor dokular1 tarafindan salgilanan antijenlerin belirlenmesinde kullanilan
birgok MAb bulunmaktadir (Kontoravdi, 2007; Ward et al., 1999).

Antikor tireten B lenfositler, genellikle hiicre kiiltiiriinde (in vitro) birkag
hafta icerisinde oliirler. Bu nedenle, antikor iireten B lenfositler, hiicre kiiltliriinde
uzun siire yasamak Tlizere modifiye edilmelidirler. Sonsuza kadar tireme
yeteneginde olan hiicre olarak tiimor hiicresi kullanilabilir. Fakat bu tiimor
hiicresinin lenfositlerle homolog olmas1 gereklidir. Bu nedenle, lenfosit timori
yani miyeloma kullanilir. Antikor iireten B lenfositlerin ve sonsuz iireme
yeteneginde olan miyeloma hiicrelerinin flizyonu gergeklestirilir. B hiicre ve
miyeloma filizyonu sonucu olusan Oliimsiiz hiicre hatlar1 hibrit 6zelliktedir ve
hibridoma adini alirlar. Hibridoma hiicre hatlar1 her iki flizyon esinin 6zelliklerini
de tasir. In vitro’ da sonsuza kadar lireme ve antikor olusturma yetenegindedirler
(Ward et al., 1999).

MAD iireten hiicrelerin elde edilmesi i¢in genellikle fare kullanilmaktadir.
Bir fare dalagindan yaklagik olarak 1x10° hiicre (B lenfositler) elde edilir ve
hibridoma teknolojisinde flizyon i¢in yeterlidir. Kiiltiire flizyon oncesi, bu

hiicrelerle beraber miyelomalarin da eklenmesi gerekir. Klasik yontemlerde, bir



miyeloma igin 10 veya 100 lenfosit gereklidir. Bu nedenle, ortama 1x10° veya
1x10" miyeloma konulur (Ward et al., 1999).

FDA (dmerikan Gida ve Ila¢ Dairesi) su ana kadar 13 MAD nin klinik
olarak kullanimini onaylamistir. Bunlardan 2 tanesi “asites” (in vivo) metodu ile
tretilmistir. FDA” ya yapilan pek ¢ok yeni ilag bagvurusu MADb’ nin in vitro
yontem ile iiretilmesine dayanmaktadir. FDA, Avrupa’ da: Almanya, Hollanda,
Isvec, Isvicre ve Ingiltere’de fare kullanimi smirlanmistir. Bu nedenle,
giinlimiizde, biiyiilk miktarlarda MAD, biyoreaktorlerde iiretilmektedir (Farid,
2006).

2.2 Memeli Hiicrelerinin Metabolizmasi

Hiicre kiiltiirii proseslerinin optimizasyonu ig¢in hiicrelerin metabolik yol
izleri hakkinda temel bilgilere sahip olunmasi gerekmektedir. Memeli hiicrelerinin
metabolik yol izleri olduk¢a karmasik ve degiskendir. Bunun yaninda in vitro
kosullarda memeli hiicrelerinin metabolik yolaklar1 6nemli sekilde degismekte ve
biiyiik oranda kontrolii bozulmaktadir (Gédia and Cair6 2006). Bu durum, temel
karbon, azot ve enerji kaynagi olan glikoz ve glutaminin yiiksek ve yetersiz
tilketimi ve buna bagli olarak laktat, amonyak ve bazi aminoasitler (alanin,
glutamik asit vb.) gibi toksik metabolitlerin bikrimi ile karakterizedir. Hiicre
metabolizmasmin basitlestirilmis sematik gdsterimi Sekil 2.1°de verilmistir.

Memeli hiicrelerinin metabolik yol izleri sunlardan olusur (Eibl et. al., 2009):

e Glikolizis

e Pentoz fosfat yolagi

e Trikarboksilik asit (TCA) dongiisii
e Oksidatif fosforilasyon

e Glutaminolizis

e Diger amino asitlerin metabolizmasi.

Memeli hiicre metabolizmasinin karmasikligi ve 6zellikle metabolizma
kontroliiniin bozulmasi hiicrelerin ihtiyag duydugundan daha fazla 6zgiil substrat
tiiketim hizlarma ulasmasina neden olmaktadir. Bu durum hiicrelerin kiiltiirdeki
performansini siirlamaktadir. Metabolik kontroliin bozulmasmi azaltmak i¢in
metabolizma miithendisligi, ortamlarin yeniden tanimlanmasi ve dengelenmesi ve
optimize edilmis biyoproses miihendisligi tasarimlar1 gerekmektedir (Godia and
Cair6 2006).
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Sekil 2.1 Hibridoma hiicrelerinin metabolik yol izi (Eibl et. al., 2009).

2.2.1 Karbon ve enerji kaynag olarak glukoz, glutamin ve

aminoasitler

Kiiltire edilen hiicreler enerji gereksinimlerini glukoz ve glutamin

katabolizmasi ile saglarlar (Enfors and Haggstrom, 2000). Losin, izoldsin ve lisin

gibi baz1 dallanmis zincirli aminoasitlerin de bazi durumlarda enerji iiretimine
katildiklar1 bildirilmistir (Xie and Wang, 1994) (Sekil 2.2). Glukoz ve glutamin

enerji metabolizmasi laktat, alanin ve amonyum iyonlar1 gibi atik iriinlerin

olusumuna neden olmaktadir. Bu atik iirtinler, {ireme ve iiriin olusumu sinirlayicisi

ve Olim indikleyici faktorlerdir (Enfors and Héaggstrom, 2000; Ozturk et.al.,

1992).

Glukoz AlaAsn Glu Pro Ser

N~

Glutamin ~ Diger

esansiyel
amino asitler

ve lipitler

Karbonhidrat  Niikleotitler HﬁCI‘CSﬁlZ

proteinler

Enerji Uretimi

Hiicre
Biyokiitlesi

Uriin

Sekil 2.2 Biyokiitle ve iiriin sentezinin sematik gésterimi (Xie and Wang, 1994).

Hiicre kiiltiirli ortamlarindaki glukoz derigimi 10-25 mmol/L dolaylarmdadir

(Godia and Caird 2006). Glukoz, glikolizis ile hiicre sitoplazmasinda metabolize

edilir ve degisken olmakla birlikte 6nemli bir kismi (1.1-1.7 mol laktat/mol



glukoz) aerobik kosullar altinda laktata doniigiir. Oksijenin limitli oldugu
anaerobik kosullarda ise 1 mol glikoz 2 mol laktata doniisiir ve 2 ATP/glikoz
olusturulur. Glikolizis sonunda olusan piruvat oksidatif olarak asetil-CoA’a
dekarbonize olmaktadir ve TCA dongiisii ve solunum zinciri ile su ve COz’e
transforme olmaktadir. Bu yolizi ile 1 mol glikozdan 36 mol ATP olusmaktadir.
Diger onemli yolak ise niikleotitlerin olusturuldugu pentoz-fosfat yolagidir. Bu
yolakta glukoz tiiketim yiizdesi %15-27 arasinda degisirken bazi zamanlarda
oldukga diisiik (%4-8) oranlarda da olabilmektedir. (Enfors and Haggstrém, 2000;
Eibl et. al., 2009; Godia and Cairé 2006; Legazpi et al., 2005).

1-5 mmol/L derisimlerinde kiiltiir ortamimda yer alan glutamin ise, piirin,
primidin, amino sekerler ve asparajin sentezinde ©Onemli rol oynayan bir
prekiirsordiir (Eibl et. al., 2009). Glutamin metabolizmas1 glutaminolizis olarak
adlandirilmaktadir (Enfors and Héaggstrom, 2000). Glutamin, glutamat ve aspartat
enzimleri ile yada TCA dongiisii sirasinda metabolize edilir. 1 mol glutaminin
COy’e tamamen oksidasyonu ile 21 mol ATP olusurken; aspartat’a oksidasyonu
ile 12 mol ATP; laktat olusumunda ise 6 mol ATP olusmaktadir. Glutamin
doniisiimii swrasinda olusan ana metabolit ise amonyakdir. 1 mol glutamin
yaklagik 0.7 mol amonyak olusturmaktadir (Enfors and Haggstrom, 2000; Eibl et.
al., 2009; Legazpi et al., 2005).

Aminoasitler ise 0.1-0.2 mmol/L araliginda degisen derisimlerde besi ortami1
icersinde bulunur ve temelde protein sentezinde kullanilirlar. Arjinin, aspartat,
sistein, histidin, izoldsin, 16sin, lisin, metionin, fenil alanin, prolin, serin, threonin,
triptofan, tirozin ve valin aminoasitleri tamamiyle tiiketilebilinirken, alanin, glisin

ve glutamik asit aminoasitleri kismi olarak tiretilmektedir (Eibl et. al., 2009).

Kiiltiir ortam1 igerisindeki hiicreye spesifik substrat tiiketim hizlarmin
gercek degerleri hiicre tipine, hiicrelerin durumuna ve ortamdaki substrat

derisimine bagh olarak degismektedir.
2.2.2 Laktik asit ve amonyagin etkisi

Hayvan hiicre kiiltlirii prosesindeki engellerden biri de hiicre biiylimesi,
metabolizmas1 ve iriin olusumunu etkileyen laktat ve amonyak/amonyum
etkisidir (Enfors and Héggstrom, 2000). Laktat temel olarak glukoz
metabolizmas1 sonucu iiretilirken, ¢ok az miktarlarda glutamin metabolizmasi ile

de iiretilmektedir. Amonyak ise, glutamin metabolizmasinin major inhibitor atik



triintidiir. Glutaminin kimyasal dekompozisyonu ve glutaminin glutamata
metabolik deaminasyonu yada glutamatin a-ketoglutarata doniisiimii ile ortama
salmmaktadir (Ozturk et.al., 1992). Bu iki metabolitten laktat, daha az inhibitor
etkisi gosterirken; amonyak ve amonyum iyonlart 2 mM gibi ¢ok diisiik
derisimlerde dahi inhibitdr etkisi gdsterebilmekte ve duyarli hiicrelere toksik
olabilmektedir (Enfors and Haggstrom, 2000).

Hiicre kiiltlirlerindeki amonyak derisimi reaktdr ¢alisma modu, hiicre ve
glutamin derisimi ve hiicresel aktiviteye baglidir. Kesikli kiiltiirlerde 2-5 mM
amonyak bulunmaktadir, glutaminin reaktore siirekli olarak eklendigi glutamin

kisith yar1 kesikli kiiltiirde i1se daha fazla amonyak birikimi olmaktadir.

Hiicre kiiltiirii ortamlarindaki laktat konsantasyonu, glukoz derisimi,
hiicresel aktivite ve biyoreaktoriin ¢alistirilmasina baghdir. Kesikli kiiltiirlerde
laktatin final derisimi 35 mM’dan (3.15 g/L) fazladir. Laktatin, pH kontrolii
olmayan sistemlerde, hiicre biiylimesini ortam asidifikasyonuna bagli olarak
inhibe ettigi bildirilmektedir. Hatta sabit pH degerinde bile hiicre biiyiimesinin
smirlandirildigr bildirilmektedir (Ozturk et.al., 1992). Hayvan hiicrelerindeki
laktat inhibisyonu mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber, laktat derisimi
belirli degere ulastiginda glukoz artik kullanilmamaktadir. Buna bagli olarak
laktat inhibisyonunun nedenlerinden biri laktat dehidrogenaz reaksiyonunun
(NADH+piruvat->NAD-laktat) hiicre i¢i ortamdaki piruvat ve NADH derisimi
ile dengeye gelmesi ve bu nedenle hiicrelerin tekrar NADH olusturmasi ve/veya
TCA dongiisiindeki piruvat’t metabolize edememesi olabilmektedir. Laktat
inhibisyonunun diger nedenleri ise intraseliiler asidifikasyon ve bazi enzimlerin

inhibisyonudur (Enfors and Haggstrom, 2000).
2.3 Monoklonal Antikor Uretim Teknolojileri

Monoklonal antikorlarin {iretimi in vivo, in vitro yada bu iki prosediiriin
kombinasyonu olan bir prosediir ile gerceklestirilebilmektedir. Antikorlar hangi
sekilde tretilirlerse tretilsinler onlar1 iiretecek hibridomaya ihtiyag vardir. Genel
olarak MAD; in vitro’ da hibridomanin biiyiimesini destekleyen ortam igerisinde,
in vivo’ da hibridoma inokiilasyonu yapilmis farelerin karin boslugunda bulunan
asitik sivida (karin boslugunda toplanan sivi) bulunur (Ward et al., 1999).

MAD {iretiminde orijinal olarak murin hibridoma hiicreleri kullanilmaktadir.

Torepatik miirin antikorlar 1980 yilindan bu yana ticari olarak bulunmaktadir
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ancak immunojenik reaksiyonlara neden olduklar1 ve viicuttan hizlica atildiklar1
icin istenilen basariya ulasilamamistir. Antikorlarm etkinligini artirmak icin iki
farkli strateji girisimi vardir; bunlardan biri murin MAb’larin Fc kisimlarinin
insan Fc’si ile degistirildigi kimerik MAb iiretimi digeri ise tamamiyle insan
MADb’1 tiretimidir (Jain and Kumar, 2008).

Son on yilda pek c¢ok glikolize edilmis protein ilag olarak kullanilmaya
baslanmig ve kullanimi Oncesinde klinik olarak denenmistir. Sonu¢ olarak,
memeli hiicreleri ile potansiyel aktif farmdsitik maddelerin tiretimi artmistir. Bu
maddelerin biiylik cogunlugunu onkoloji (Werner, 2004) ve immiinoloji
(Weinberg et al., 2005) alaninda kullanilan antikorlar olusturmaktadir. MAb’ larin
islevsel olabilmesi i¢in genellikle yiiksek dozlarda (0.1-1 g/uygulama) ve buna
bagl olarak fazla miktarda MAb’ a ihtiya¢ vardir. Bu ihtiyact karsilamak icin
Olcek ve hacimsel verimliligin artisina gerek duyulmaktadir (Dalm, 2007;
Petrides, 2000).

MADb’ nin kii¢lik bir kism1 (0,1 g’dan az1) arastirma ¢aligmalar1 i¢in, daha
fazlas1 (0,1-1 g) tani kitleri ve ajanlar1 liretiminde ve yeni MAb’ nin hayvanlar
iizerindeki etkisini test etmede kullanilmaktadir. “Biiyiik 6l¢ekli MADb iiretimi”
kavrami 1 g’dan fazla olan iiretimleri tanimlanmaktadir. Bu biiylik miktarlar rutin
tan1 ve tedavi amagh islemler i¢in kullanilmaktadir (Ward et al., 1999). Uretilen
MAD miktar1 arttikga, tiretilen birim {iriin basina sabit masraf azalacagindan, in
vitro iretim teknolojisi daha ekonomik hale gelir. Boylelikle biiyiikk Olgekli
iretimlerde maliyet azaltilmaktadir. In vitro iiretim maliyeti; en iyi biiylime
Ozelligi gosteren alt klonun sec¢ilmesine, MAD iiretim karakteristi§ine, ortamin
serum igerigine bagl olarak degisir. Kii¢iik 6lgekli tiretimlerde in vitro metotlarin
iretim maliyetleri; se¢ilen hiicre hattma bagli olarak, in vivo metodun {iiretim
maliyetinin kabaca % si ile 6 kat1 arasinda degisir. Biiyiik 6lgekte iiretimde in
vitro sistemler; hayvan kullaniminin azaltilmasi, daha ekonomik olmasi, serumsuz
ortamlar kullanilmasi halinde yabanci antijen kontaminasyonlarinin azalmasi
nedeniyle tercih edilir. MAb iiretim siiresi kritik oldugunda ve kiiclik miktarda
triine ihtiya¢ duyuldugunda ise in vivo ftretimin sadece alt1 hafta siirmesi
nedeniyle in vivo iiretim tercih edilir. In vitro sistemlerde iiretim igin gereken
zaman cok degiskendir. Uretim siiresi; hibridomanin kullanilan sisteme
adaptasyonu i¢in gecen zamana ve TUretilecek MADb miktarma bagh olarak
degismektedir (McArdle 1997; McArdle 1998).
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2.3.1 Proses optimizasyonu, tasarim ve isletme parametreleri

In vitro hiicre kiiltiirii teknikleri protein, antikor, asilar gibi pek ¢ok
torapdtik maddelerin liretiminde anahtar rol oynamaktadir. Biyoreaktorler, hiicre
kiiltiir caligmalarinin kontrollii kosullar altinda yapilabildigi sistemlerdir ve
diizenli olarak izlenebilmektedirler (Jain and Kumar, 2008). Biyoreaktorlerin
tasarimi ile ilgili alan diizenli olarak gelismektedir. Reaktorlerde yiiksek hiicre
konsatrasyonlarina erisilebilmesi, monoklonal antikor gibi degerleri firiinlerin
verimliliklerinin arttirlmas1 i¢in pek c¢ok yeni tasarimlar ve modifikasyonlar
yapilmaktadir. Uygun bir biyoreaktor tasarimi, hiicrelere nutrient temini ve toksik
metabolitlerin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in yeterli kiitle transferi, yeterli oksijen
saglanmasi, diisiik kayma gerilimi etkisi ve immobilize kiiltiir sistemleri yada
yiizeye bagimli hiicreler i¢in yiiksek yiizey/hacim oranmmi miimkiin kilmalidir
(Glacken et al., 1983).

Verimliligin ve {riin kalitesinin arttilmasi, olgek biiyiitme sirasinda
karbondioksit birkiminin kontrolii gibi proses kontrol sistemlerinin gelistirilmesi,
kontrol sistemindeki ¢iktilara bagli olarak prosesin optimizasyonu ve uygulamalar
sirasinda kontaminasyon riskinin azaltilmasi da hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda

dikkat edilmesi gereken diger onemli unsurlardir.

2.3.1.1 Monoklonal antikor iiretiminde bivoreaktor tasarim

Memeli hiicre kiiltlirlerininde pilot ve endiistriyel olgekte kullanilan farkli
biyoreaktor tiirleri vardir (Sekil 2.3 ve Sekil 2.5). Bunlar, karistrmali tank
biyoreaktorler, hava kaldirmali biyoreaktorler, tek kullanimlik biyoreaktorler,
immmobilize kiiltiir biyoreaktorleri, yiiksek hiicre yogunluklu kiiltiir sistemleri ve
doner hiicre kiiltiir sistemleridir (Jain and Kumar, 2008). Tiim bu sistemler farkli
uygulamalar i¢in kendine 6zgii avantaj ve dezavantajlara sahiptir. Biyoreaktorler,
hiicre biiylimesi ve {iriin olusumu i¢in devam ettirilebilir kosullarda uygun icerige
sahip olmalidirlar. Bir hiicre kiiltiirli reaktoriiniin sahip olmasi istenen 6zellikleri
asagidaki gibi 6zetlenebilir (Eibl et.al., 2009):

e Hiicre- hiicre iletisimini saglamali,

e Homojen ve diisiik kayma gerilimli karistirma ve havalandirmay:
saglamali,

e [sitransferi i¢in yeterli tiirbilans olugmall,

e Hava ve gazlarin yeterli dagilimi olmali,
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e Substrat ayrisimindan kaginmali,

e Proses degiskenleri ve anahtar parametreler dlgiilebilmeli,
e Olgek biiyiitiilebilmeli,

e Uzun siireli stabilite ve sterilite saglamals,

e Kaullanimi kolay olmals,

e Bakimi ve isletmesi kolay olmal1.

(a) (b) (c)

(d) (e) ()

A - airinlet, G - gas exhaust

() (k) (1 (m)

Sekil 2.3 Hiicre kiiltiirinde kullanilan dinamik biyoreaktorlerin sematik gosterimi: (a)
Shake flasklar, (b) Doner siseler, (c) Dénen membran flask biyoreaktorler (Miniperm), (d) Spinner
flasklar, (e) Dalga hareketi yapan sallamali torba biyoreaktorler, (f) Hollow fiber biyoreaktérler,
(9) Karigtirmali biyoreaktorler, (h) Eksentrik hareket ile karigtirma yapilan biyoreaktorler, (i)
Vibroreaktor, (j) Kabarcik kolon reaktér, (k) Hava kaldirmali biyoreaktdr, (1) Dolgulu kolon
biyoreaktor, (m) Akiskanlastirilmig yatak biyoreaktor (Eibl et. al., 2009).

Hayvan hiicre kiiltiiriinde kullanilan farkli proseslerin avantaj ve
dezavantajlar1 Cizelge 2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1 Farkli proseslerin avantaj ve dezavantajlar1 (Kretzmer 2002).

Proses tipi Avantaj Dezavantaj

Pek ¢ok birim oldugu igin zaman

Kiigiik birim (kii¢iik flasklar, doner Kullanimt kolay, laboratuar alicidr, proses goriintiilemesi
siseler, spinner flasklar, hollow olgeginden iiretime 6lgek biiyiitmeye ) ’ ﬁ % ‘on ol
fiber) ihtiyac duyulmadan gecilir yapilamamal t_adlr, omojen olmayan
sistemlerdir

Homojen, dlgek bityitmesi Kolay, Uretim boyunca farkliliklar, toksik

Kesikli reaktor, Kesikli-beslemeli kismen kontrol edilebilir, tiikkenen AN
. . R e - metabolit birikimi, kiiltiir boyunca
reaktor nutrientler yenilenebilir, pek ¢ok iiriin canliliin diisisii erilir
icin kullanilabilir gin dusust g
Yiiksek hiicre yogunluguna ulagilir, Uzun ve karmagik bir validasyon
" " kontrol edilebilir, kiiltiir ortam1 prosediirii, prosesle oynamaya pek
Perfiizyon reaktor o . . L
ayarlanabilir, ger¢ek yatiskin durum izin vermez, tiretim tek bir iiriin igin
vardir, kiigiik 6lgeklidir yapilabilir.

Hayvan hiicre kiiltiirlerinde ortam, yiizey havalandirma, direkt havalandirma
(ortama piiskiirtme), indirekt ve/veya membran havalandirma (difiizyon), ortam
perfiizyonu, kismi oksijen basincmin arttirilmast ve atmosfer basincinin
arttirilmas1  gibi  sistemlerinin birini ya da kombinasyonlarint kullanarak
havalandirilabilir (Sekil 2.4) (Griffith, 2000; Eibl et al., 2009).

Suriace acration

Membrane aeration POrous
memoEne

Ditfusion
memorang

Bubbia column

At loop reactor !

Bubble aseration

Stimed vessal "k

Sekil 2.4 Hayvan hiicre kiiltiirlerinde kullanilan oksijen saglama sistemleri (Eibl et al.,
2009).

Yiizey havalandirmada, kiitle transferi sivi ylizeyinden gerceklesir. Kiitle
transfer hizi etkili bir ara yiizey alani olusturulmali ve ara ylizeyde ya da sivi

yiizeyine yakin bir konuma ikinci bir karistiric1 yerlestirilmelidir. Ancak yiizey
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havalandirma sadece diisiik yogunluktaki hiicre kiiltiirleri ve kiiciik reaktorler igin
yeterli oksijen saglayabilir (Eibl et al., 2009).

Direkt havalandirma ise, biyoreaktorlerde oksijen saglayabilmek icin
kullanilan en yaygin ve en basit yoldur. Direkt havalandirma, kabarciklar
araciligyla biiyiik ara yiizeyler olusturur ve yiiksek oksijen transfer hizi saglar.
Direkt havalandirmanin dezavantajlari, hiicre hasarmma ve kiiltiirde kopiik
olusumuna neden olmasidir. Ancak pek ¢ok hiicre tipi kabarcik kolon, hava
kaldirmali veya havalandirmali-karistirmali biyoreaktorlerde basarili bir sekilde
kiiltiire edilmistir. Arayiizey alani (a) ki a ‘ya etki etmektedir, dolayisiyla kabarcik
boyutu kiiciildilkce oksijen transfer hizi artmaktadwr. Kabarcik boyutlari
genellikle, standart spargerlarda 4-6 mm araligindadir ya da seramik gibi
mikrospargerlarda 0.1-1 mm arasinda degismektedir. Ayni zamanda, kabarcik
birlesmesi de bir baska gdz oniinde tutulmasi gereken durumdur. Sparger delikleri
ya da porlarinin etkisi diisiik havalandirma hizlarinda hiicrelerin oksijenizasyonu
icin oldukc¢a 6nemlidir. Havalandirma hiz1 arttirmak kabarcik birlesimine neden
oldugu icin havalandirma etkinliginin (k_a/v) azalmasina neden olur ve boylelikle
gaz kabarciklarindan olusan kayma geriliminin etkisini azaltmak icin oksijen ile
zenginlestirilmis hava beslenmesi gerekmektedir. Ozel seramik mikrospargerlarin
kullannm1 ya da gaz hizinmm arttirilmasi ile homojen kabarcik boyutu ve ortam
icerisinde kabarciklarin homojen dagilimi saglanmaktadir. Bu sirada, lokal gaz
tutumu azaldig1 icin kabarcik birlesmesi de azalmaktadir. Protein igeren
ortamlarda arayiizeylerde protein oldugu i¢in, 6zellikle kiigiik kabarciklarda, kiitle
transferi engellenmektedir. Ciinkii ayni zamanda koOpiik olusumunda artig
meydana gelmekte ve bu da kabarcik birlesimlerinin artmasina neden olmaktadir.
Kiitle transferi karistirma ile arttiwrilabilir.  Karistrmali  reaktorlerde
havakaldirmalilara nazaran daha diisiik hizlarda havalandirma yapilmalidir.
Biiyiik 6lgekli hayvan hiicresi biyoreaktorlerinde, kabarcik kolon reaktorler igin
gaz akis hiz1 1 vvh ve havalandirmali-karistirmali reaktorler igin ise 0.1-0 vvh
arasindadir. Bu diisiik havalandirma hizlari, kopiik kiric1 ve kayma gerilimi
koruyucu ajalarinin kullanimini azaltmaktadir (Henzler and Kauling, 1993; Chisti,
2000; Varley and Birch, 1999; Doyle and Griffith, 1998, Eibl et al., 2009).

Hiicre kiiltiir ortamlarmin kabarcik igermeyecek sekilde havalandirilmasi
islemi membran havalandirma olarak isimlendirilmektedir. Burada agik-porlu
membranlar  veya difiizyon membranlar1  kullanilmaktadir. Membran
havalandirmanin avantajlari, hiicreleri mikrosparger etkisiyle olusan kayma

gerilimine kars1t korumasi ve kopiik olusumunu engellemesidir. Ancak, prosesin
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karmagikligi, limitli tasarim verilerinin olmasi, biiyiik membran alanina ihtiyag |
duyulmasi ve bakimi / temizlenmesinin zor olmasi gibi birtakim dezavantajlara
sahiptir (Henzler and Kauling, 1993; Czermak et al., 2005; Kretzmer, 2002).

Karistirmali tank biyoreaktorler kolay Olgek biyiitiilebilirligi, homojen
sistemler olmasi, kontrol edilebilirligi ve oksijen saglama ve kayma gerilimi
sorunu gibi problemlerin pek ¢ogunun ¢oziildiigii bildirildiginden pilot ve biiytik
Olcekli tiretimlerde siklikla kullanilmaktadir (Chu and Robinson, 2001; Wang et
al.,2005). Karistirmali tank biyoreaktorler (Sekil 2.6), tank, borular, vanalari
pompalar ve motordan olusmaktadir (Jain and Kumar, 2008).

Impellee
hliches

Ouwilet for .I'.|I:l.'_l.:|
media — e mcdia inlo
: ) | capillaries

Sekil 2.5 Monoklonal antikor iiretiminde kullanilan bazi reaktorlerin sematik gosterimi: (A)
Karistirmali tank biyoreaktor, (B) Internal draft tiip igeren hava kaldirmali biyoreaktor, (C)
Akiskanlastirilmig yatak biyoreaktor, (D) Hollow fiber biyoreaktor. (Jain and Kumar, 2008).

Kiiltiir ortammin uygun sekilde karistirilmasi, hiicrelerin, besinlerin,
sicakligin ve pH gibi etkenlerin homojen sekilde dagilimi i¢in olduk¢a 6nemlidir.
Silindirik tank bir ya da daha fazla karistiric1 igerebilir. Siispanse Kkiiltiirlerde
genellikle marin, pedal veya segmenli tipte ve aksiyel karistirma saglayan
karigtiric tipleri mevcuttur (Sekil 2.7 ve Sekil 2.8). Ayrica biiyiikk impeller
(Dimpelier/Dtank > 0.5), daha iyi homojenizasyon saglarken bir yandan da hiicre
hasarin1 azaltmaktadir. Karistirma hizi genellikle ¢alisma hacmine bagli olarak
50-80 rpm arasinda degismektedir (Jain and Kumar, 2008; Eibl et al., 2009; Mirro
and Voll, 2009). Ayrica hiicrelerdeki mekanik hasar1 azaltmak ve daha homojen
karigtrma  saglayabilmek i¢cin  bigaklar arast ¢ap ve bigak tipi
degistirilebilmektedir.
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Sekil 2.6 Karistirmali tank biyoreaktdriin sematik gosterimi (Eibl et. al., 2009).

Havalandirmali karistirmali reaktorlerde, tankin tabanma yakin konumda
gaz kabarciklarmi saglayan bir sparger bulunur. Vorteks olusumunun
engellenmesi ve karistirma etkinliginin arttirilmasi icin dort taneye kadar buffle
konulabilir. Reaktoriin 1sitilmast  ve sogutulmasi reaktdér boyutuna gore
degismektedir. Spinner flask gibi ¢ok kii¢iik karistirmali tank reaktorler 37°C’de
inkiibatorlerde tutulurlar. Kiiciik 6l¢ekli reaktorlerin ise, inkiibator disinda bir sivi
iceresinde bulunan elektriksel 1sitici, tankin etrafin1 saran 1sitma ceketi ya da
icerisinde soguk veya sicak suyun dolastig1 bir ¢ift ceket sistemi (Sekil 2.6) ile
1sitma-sogutma islemleri yapilir. Daha biiyiik reaktorlerde 1s1 transfer etkinligini
arttirabilmek  i¢in  reaktdrlerin  igerisinde  1sitma-sogutma  serpantinleri
bulunmaktadir (Eibl et al., 2009).

T =,

£ “N\
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Sekil 2.7 Aksiyel ve radyal akis modelleri (Mirro and Voll, 2009).
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Sekil 2.8 Hiicre kiiltiirlerinde karigtirmali tank biyoreaktorlerde kullanilan impeller tipleri:
(a) Rushton tiirbin (b) hollow bigak, (c) egimli ti¢ bigak, (d) marine karistirici, (€) egimli iki bigak,
(f) egimli bigak, (g) kiiresel, (h) bio-m impeller (Eibl et al., 2009).

Biyoreaktorler, hava habarciklarinin sedimentasyonu veya kopiligiin
giderilmesinde yeterli tepe boslugunun saglanmasi icin genellikle %70-80
oraninda doldurulurlar. Képiik olusumu koptik kirici ajanlarm kullanimi ya da
mekanik kopiik kiricilar ile azaltilir (Eibl et al., 2009).

Laboratuar olceginde reaktor boyutlar1 15 L’ye kadar c¢ikmaktadir ve
genellikle reaktorler seffaf camdan yapilmaktadir. Bu reaktorler, temizlenmesi
kolay, inert wve buhar sterilizasyonuna uygundurlar. Otoklavlanabilen
biyoreaktorlerde cam malzeme tercih edilmektedir (Eibl et al., 2009).

Laboratuarlarda kullanilan kiigiik 6l¢ekli karistirmali reaktorlerin tanki 1siya
dayanikli silika borat camlardan yapilirken biiylik 6lgekli tliretimlerde tanklar
paslanmaz ¢elikten yapilmaktadir (Jain and Kumar, 2008). Pilot o6l¢ekli
reaktorlerin tepe kismi, baglantilar1 ve karisiricilart genellikle ostenitli ¢elik ya da
bazi durumlarda polietereterketon (PEET)’den yapilmaktadir. Pilot ve iiretim
Olgekli reaktorlerdeli ostenitli ¢elik genellikle 316 ya da 316L c¢eliktir. GMP
kosullarinda iiretim i¢in 316L, elektroparlaklik ve kaynasma ozelligi
gosterdiginden tercih edilmektedir (Eibl et al., 2009).

Pilot ve iiretim Olgekli biyoreaktdrler, ortam beslemesi ve Ornek alma
portlar;, pH kontrolii i¢in tampon ¢ozeltilerin beslenebilecegi girigler, hava,
oksijen, azot ve CO; gibi gazlarin karisimmi saglayabilecek cihazlar,
havalandirma i¢in steril filtreler ve atik hava sogutucular1 gibi bir takim ek
ozellikler igermektedirler. Tim bu biyoreaktor sistemi de bir proses kontrol
paneline baghdir.
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Hava kaldirmali biyoreaktérler, hayvan hiicreleri ile MADb gibi tan1 ve
tedavi amagl kullanilan biyofarmésitiklerin tiretiminde siklikla kullanilmaktadir.
Hava kaldirmali reaktérlerde karistrmali reaktorlerin - aksine karistirict
bulunmamakta ve havanin draft tiipler etrafinda akisi ile havalandirma ve
karigtirma saglanmaktadir. Havalandirma, karistirmali tanklardaki gibi hiicrelere
zarar verebilmektedir. Mikrotastyici kullanimimin bu hasar1 azalttigi bildirilmistir
(Jain and Kumar, 2008).

Karistirmali tank biyoreaktdr (STR) ve hava kaldirmali reaktorler yiizeye
bagimli olmayan hiicreler i¢in uygun olan ve yiiksek hacimlerde disiik
yogunluklarda ¢alisan sistemlerdir. Yiiksek hiicre yogunlukiu kiiltiir sistemleri ile
daha yiiksek hacimsel verimliliklere ulasilabilinmektedir. Ancak bu sistemler
homojen olmadiklarindan, reaktdr igerisinde derisim gradientleri olusmaktadir bu
nedenle sistemin izlenmesi zorlagmakta ve dolayisiyla 6l¢ek biiyiitme ekonomik
olmamaktadir. Hollow fiber biyoreaktirler, dolgulu kolon, akiskan yatak ve
membran biyoreaktorler bu sisteme ait reaktorlerdir (Jain and Kumar, 2008).

Antikor iiretiminde proses gelisimini kolaylastirmak icin tek kullanimhik
biyoreaktorler yayginlagsmaktadir. Bu reaktorler, diisiik baslangic yatirim ve
calisma maliyetine sahip olmasi, validasyon gerekliligini azaltmasi, 0Olgek
biiylitme kolaylig1 ve ¢apraz kontaminasyon riskinin az olmasi gibi bazi énemli
avantajlara sahiptirler. Wave biyoreaktor™ (GE Healthcare, USA), cell cube
(Corning, USA) ve Nunc cell factory biyoreaktor(Thermoscientific, Danimarka)
ve cryogel biyoreaktorler (Electrolab, Ingiltere), CeLLine biyoreaktérler
(Sartorius Stedim, Almanya), SuperSpinner (Sartorius Stedim, Almanya) tek
kullanimlik reaktorlerdir (Jain and Kumar, 2008).

Doner sise sistemleri (roller siseler), kayma gerilimine duyarl siispanse ve
monolayer memeli hiicrelerinde kullanilan basit kiiltiir diizenekleridir. Kiiglik
hacimlerde ortam kullanildig1 i¢in yiiksek hiicre yogunlugu ve dolayisiyla yiiksek
iirlin derigsimlerine ulasilabilinmektedir (Kretzmer, 2002; Doyle and Griffiths,
1998). Doner siseler kolayca dlgek biiyiitiilebildigi ve mekanik olarak rahatlikla
calistirilabildigi i¢in hiicre kiiltiir endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Doner siselerde iiretim kesikli-beslemeli veya kesikli modda yapilabilir (Berson
and Friederichs, 2008). Doner siseler belirli degere (5 ve 60 rph araliginda)
ayarlanmis rotasyonal hizlarda karistirilirlar. Ticarette bu tiir kiiltiirler icin 4 ile
yiizlerce sisenin kiiltiire edilebilecegi sistemler vardir ve bu sekilde biiyiik 6lcekli

iretimler yapilabilir. Siseler borosilikat cam ya da polistiren’den yapilmaktadir ve
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250 ile 2000 cm? arasinda degisen yiizey alanma sahiptir (Doyle and Griffiths,
1998). 100-300 ml hacimli ayrica hiicre tipine 6zgii diiz ya da dalgali yiizeyli

olanlar1 da mevcuttur.

2.3.1.2 Hayvan hiicreleri ve kayma gerilimi

Biiyiik  Olgeklerde, biyoreaktorlerin - karistrma  ve  havalandirma

karakteristikleri kritiktir ve 6lgek biiyiitmede zorluk yasanir. Bu zorluklar:

e Fiziksel hiicre hasar1 ya da lizise neden olan faktorlerin olusumu
e Zayif karisim etkisiyle olusan konsantrasyon gradienti
e (Gaz-sivi fazinda olusan yetersiz kiitle transferi sonucunda olusan

sorunlardur.

Homojen bir hayvan hiicre kiiltlirli ortami, hiicreleri siispanse sekilde
tutabilmek ve hiicrelere besin transferini etkili sekilde saglayabilmek i¢in
karigtirmaya ihtiya¢ duyar. Hayvan hiicre kiiltiirii reaktdrlerinde homojenizasyon,
donen karistiricilar ile (karistirmali tank reaktorler) veya havalandirma (kabarcik
kolon ve hava kaldirmali reaktorler) ile saglanir (Pol and Tramper, 1998). Ayrica,
havalandirma, biiyiik 6l¢ekli hayvan hiicre biyoreaktorlerinde kiiltiir ortami
icerisine oksijen saglanmasinda kullanilan en pratik yontemdir (Murhammer and
Goochee, 1990).

Fiziksel hiicre hasarina neden olan faktorler iki mekanizmaya
dayanmaktadir. Bunlardan biri hidrodinamik gerilim (s1v1 akisi ¢izgilerinde olusan
uzamsal farkliliklar) olusturan karistirma; bir digeri ise havalandirma ile olusan
kabarcik hasaridir. Hayvan hiicreleri mikrobiyal organizmalardan farkli olarak
koruyucu bir hiicre duvarma sahip olmadiklarindan sivi igerisindeki fiziksel
kuvvetlere kars1 olduk¢a hassastir. Laminer ve tiirbiilent akis kosullari ile yapilan
caligmalar kayma gerilimine bagl hiicre 6liimlerinin pek ¢ok parametreye bagl
oldugunu gostermektedir. Genellikle sublethal hiicre hasar1 veya hiicre
Sliimlerinin 0.5-200 N m? kayma gerilimi arasinda degismektedir. Calismalarda,
hiicrelerin kayma gerilimlerine kars1 duyarhliklarinin, kayma geriliminin
siddetine, gerilim siiresine, gli¢ dagilimma ve bunlarla birlikte, hiicre hattina,
anahtar nutrientlerin varligna (e.g. serum, Pluronic F68), inhibitor etki gosteren
hiicre metabolitlerinin varligma ve kiiltiirlin tireme fazma (lag ve stasyoner fazda

ireyen hiicreler kayma hasarma daha duyarl olurlar) bagl oldugu goriilmiistiir



20

(Hua et. al., 1993; Pol and Tramper, 1998; Chisti, 2000; Enfors et al., 2001;
Marks, 2003; Legazpi et al., 2005; Eibl et. al., 2009).

Kayma gerilimine bagli hiicre 6liimlerini tetikleyen diger parametreler ise,
viskozite, ylizey gerilimi, en kiigiik tiirbiillans burgaclarinin boyu, birlesen
akimlarm konumu ve kabarcik siiriiklenmesine bagli olarak derin vorteks
olusumudur (Pol and Tramper, 1998). Tiirbiilent burgaglar, hiicrelerin boyutuna
esit ya da hiicrelerden kiigiiktiirler ve bu sekilde hiicrelerde zarar olusturabilirler.
En kiiglik burga¢in boyutu “Kolmogorov eddy-length” skalasi ile hesaplanabilir.
“Kolmogorov eddy-length” skalasi birim kiitle bagina gii¢ dagilimi ve kinematik
vizkozitenin bir fonksiyonudur (Pol and Tramper, 1998; Murhammer and
Goochee, 1990; Marks, 2003) .

Kolmogorov uzunlugu gostergesi —

Havalandirmaya bagli olusan hiicre hasar1 birkag¢ etki nedeniyle olusabilir.
Bu hasarlar, sparger ucunda olusan baloncuklar nedeniyle, hava kabarciklarmin
ortam igerisinde yiikselmesi sirasinda ya da ortam sivisinin yiizeyinde olusabilir.
Ortam yiizeyinde hi¢ kopiik olusumu goriilmeyebilir, ya da kopiik tabakasi
olusabilir. Havalandirmali fermentasyonlarda genellikle kopiik tabakasi olusur.
Havalandirma etkisiyle olusan hasarin iki nedeni olabilir. Bunlar, hiicre ve gaz-
sivi ara yiizeyinde meydana gelen temas ve ortam yiizeyinde meydana gelen
kabarcik patlamasi sonucunda olusan sivi akisindaki degisikliklerdir (Sekil 2.9)
(Eibl et al., 2009; Pol and Tramper, 1998; Garcia-Briones and Chalmers, 1992).
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Sekil 2.9 Kopiik tabakasi lizerinde medyana gelen hiicre hasar1. (a) kabarcik arayiizeyine
yakin hiicreler, baloncuklarin patlamasi ile olusan biiyiik kayma gerilimi, (b) hem baloncuklarin

arasinda hem de etrafinda olusan ince film tabakasinda kalan hiicrelerde kayma gerilimi (Eibl et
al., 2009).
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Kiiltiir ortamu igerisinde koruyucu polimerlerin varli§i hayvan hiicrelerinin
kayma gerilimine kars1 korumasinda etkilidir. Etkili koruma saglayan polimerler,
Pluronic F68, polietilen glikol (PEG) ve daha az siklikla fakat daha yliksek
derisimlerde albumin ve dekstrandir (Pol and Tramper, 1998; Eibl et al., 2009;
Garcia-Briones and Chalmers; Chisti 2000; Murhammer and Goochee, 1990).
Dekstran digindaki tiim polimerler belirli derecede ylizey aktif ve yliksek
molekiiler agirliklt maddelerdir (Pol and Tramper, 1998). Pluronic F68 en ¢ok
kullanilan ve arastirilan koruyucu polimerdir. Pluronic F68, polioksietilen ve
poliokspropilen blok kopolimeridir (Sekil 2.10). 8358 Da mol kiitlesine sahiptir ve
kritik misel derisimi 9.2 g/L’dir. Molekiiliin merkezi poliokspropilen blogu
lipofilik 6zellikte ve polioksietilen blogu ise hidrofilik &zelliktedir. (Pol and
Tramper, 1998; Chisti, 2000) Koruyucu mekanizmalar1 su sekilde agiklanabilir:
(1) hiicre-kabarcik etkilesimini 6nler: Hizli hareketlilige sahip kayan kabarciklar
olusturarak hiicrelerin baloncuk yiizeyine hareketini onler ve boylelikle kabarcik
patlamas1 sirasinda olusan jet akimda hiicrelerin yakalanmasmi engeller. (2)
Yavas damlaciklar halinde sabit kopiik tabakasini olusturur. (3) Hiicreler ile
etkilesime girer, hiicrelerin etrafinda yapay bir hiicre duvari olusturur ya da
onlarn elastik 6zelliklerini ya da mobilitelerini arttirarak onlar1 kayma gerilimine

kars1 daha dayanikli hale getirir (Pol and Tramper, 1998).
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Sekil 2.10 Pluronik F68 yapis1 (Kaynak: http://www.sigmaaldrich.com).

2.3.1.3 Kiltiir (besleme) motlari

Tiim biyoteknolojik proseslerde, biyoreaktorlerin caligtirilmasi stirekli
olmayan mod (kesikli, tekrarli-kesikli veya kesikli-beslemeli), siirekli mod
(kemostat, perfiizyon) ya da diyaliz mod olarak siniflandirilmaktadir (Sekil 2.11)
(Sauer et al., 2000; Jain and Kumar, 2008; Eibl et. al., 2009). Farkli besleme
modlarinin karsilastirilmasi1 Cizelge 2.2°de verilmistir. Tekrarli-kesikli, kesikli-
beslemeli ve perfiisyon sistemleri gilinlimiizde endiistride en ¢ok kullanilan
besleme modlaridir (Chu and Robinson, 2001).

Kesikli  kiiltiirlerde, hiicre biliylimesi substrat ilavesi yapilmadan

gerceklestirilmektedir. Inokiilasyon dncesinde yeterli miktardaki substrat (kiiltiir
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ortami) sisteme eklenir. Inokulasyon sonras: hiicreler ortamdaki substratlar1 ve
oksijeni kullanarak hiicre kiitlesine ve istenilen {riine doniistiiriirler. Hiicre
Oliimleri substrat limitasyonu ya da ortamda inhibe eden metabolitlerin birikimine
bagl olarak gerceklesir. Kiiltlir sirasinda ortama, havalandirma i¢in oksijen, pH
kontrolii i¢in asit yada baz veya kopiik olusumu engellemek i¢in kopiik kirict ilave
edildigi icin kesikli kdltiirler kapali sistemler degildir. Kesikli kiiltlirler, hem
laboratuar hem de endistriyel boyutlardaki iiretimlerde kullanilan basit ve
giivenilir sistemlerdir. Ancak, iiriin verimliligi baslangi¢ substrat derigimi ile
simirlanmaktadir. Ayrica, baz1 ortam komponentlerinin ¢ozliniirliigii sinirlidir ve
ortamda c¢ok fazla substrat olmasi substrat inhibisyonuna veya hiicrelerin fazla
substrat tiilketimine bagli olarak inhibe edici metabolitlerin ortama salimmasimna
neden olmaktadir. Bunlarin yaninda, kesikli kiiltiirler yiiksek hacim spesifik
verimliligi yalnizca hiicre yogunlugunun maksimum diizeye ¢ikti1 ve substratin

tamamen tiiketilmedigi kisa zaman periyodu i¢inde elde edilir (Krahe, 2003).

Cizelge 2.2: Siklikla kullanilan bazi besleme modlarmin iiriin verimi ve proses ekonomisi
acisindan karsilastiriimasi (Ahuja, 2000).

Proses Maliyet
Kiiltiir modu Uriin verimi manipiilasyonu (an.a P.a'ffr’)‘ ve Verimlilik
isguci
. Diisiik Az Diisiik Az
Kesikli
Tekrarh-kesikli Diisiik Orta Orta Orta
Perfiizyon Orta Yiiksek Orta Yiiksek
Kesikli-
] Yiiksek Orta Diisiik Az
beslemeli
Kemostat Diisiik Orta Diistik Az

Kesikli proseslerin etkinliginin arttirilmasi igin tekrarli-kesikli sistemler
gelistirilmistir. Burada, eksponansiyel fazin sonunda kiiltlir sivisinin biiylik bir
boliimii almir ve geri kalan kisim inokulum olarak kullanilir. Kiiltiir sistemi taze
ortam ile doldurulur ve bu siire¢ birkag kez tekrar edilir (Eibl et al., 2009) .

Kesikli kiiltiir ile elde edilen limitli verimlilik kesikli-beslemeli sistemler ile
asilmaktadir. Bu kiiltlir sistemi, baslangigta 1/3 ya da yaris1 doldurularak kesikli
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kiiltiir seklinde baslatilir. Substat tiiketildigi ya da biiyiimeyi smirlayici degerler
ortaya ¢iktigi zaman genellikle konsantre olarak taze ortam eklenir. Kesikli-
beslemeli sistemlerde hiicre ve liriin verimligi uygun besleme protokoli ile
belirgin sekilde arttirilmaktadir. Kesikli-beslemeli sistemlerin kesikli kiiltiire gore
en biiyilk avantajlar1 daha uzun biiyiime fazinin yasanmasi ve sonug¢ olarak da
daha yiiksek hiicre ve iirlin derisimi ve verimliliginin elde edilmesidir. Ancak

sistem, daha zor ekipman ve kontrol sistemine ihtiya¢ duymaktadir (Eibl et al.,
2009).
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Sekil 2.11: Kiiltiir modlarinin prensipleri (a) kesikli, (b) yar1 kesikli, (c) kemostat, (d)
kemostat ve perfiizyon sistemler i¢in hiicre yogunlugu, verim ve diliisyon hizi, (e) hiicre tutumu ile

perfiizyon sistem, (f) diyaliz sistemi (F: besleme hizi, S: substrat, V: hacim, X: hiicre yogunlugu)
(Eibl et al., 2009).

Kemostat sistemler ayni zamanda “siirekli karigtirmali tank reaktor”ler
(CSTR) olarak da adlandirilmaktadir. Taze besi ortamu siirekli olarak sisteme
beslenir ve kullanilmis olan ortam sistemden uzaklastirilir. Bu siirecte besi ortami
hacmi sabit kalmaktadir. Harcanan ortam, hiicreler dahil olmak iizere tiim ortam
bilesenlerini igermektedir. Kemostat kiiltiire alternatif olarak tiirbidostat sistemleri
vardir. Bu sistemlerde de diliisyon hizi kontrol edilerek hiicre yogunlugu sabit
tutulur. Hiicre yogunlugu, substrat ve iiriin derisimlerinin yatigkin degerleri
ortamim ve bosaltimm akis hizlarma yani diliisyon hizina baghdir. Uriin derisimi,
hiicre yogunlugu ile benzerlik gostermektedir. Hiicre tutulumu yapilmadan

gerceklestirilen kemostat kiiltiir, arastirma (6rn., kinetik ¢alismalar) i¢in oldukca
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onemlidir (Portner and Schafer, 1996). Ancak, diisiik hiicre ve {iriin derisimleri
nedeniyle iiretim Olceginde fazla kullanilmamaktadwr. Bu besleme modunun
verimini arttirmak i¢in ¢ok-basamakli kemostat kiiltiirler 6nerilmektedir (van Lier
et. al., 1994).

Stirekli kemostat kiiltiirlerin dezavantajlari, hiicrelerin sistemde tutuldugu ve
ortam ile siirekli olarak perfiize edildigi perfiizyon kiiltiirler ile asilabilmektedir.
Bu sistemler, siispanse kiiltiir biyoreaktore bazi hiicre tutucu araglarin (6rn.,
tutucu, donen filtre ve santrifiij) baglanmasi veya hiicrelerin immobilize edilmesi
ile elde edilmektedir. Bu sistemde de ayni kemostat kiiltiirde oldugu gibi taze
ortam  slirekli olarak  beslenmekte ve kullanilan ortam  sistemden
uzaklagtirilmaktadir. Ancak burada hiicreler tutuldugu ig¢in daha yiiksek akis
hizlar1 kullanilabilmekte ve boylelikle daha yiiksek hiicre ve dolayisiyla da iiriin
derisimlerine ulagilabilinmektedir. Bunun yaninda, taze ortam beslemesi ve {iriin
allmi i¢cin yapilan ortam degisimi daha rahatdir. Metabolitlerin ve diger
inhibitorlerin uzaklastirilmas: ve 6lgek biiyiitme islemi de kolaydir (Portner and
Platas Barradas 2007; Eibl et al., 2009).

Non-poroz diyaliz membranlar, hiicrelerin ve yiiksek molekiiler agirlikl
komponentlerin simiiltane artisgin1  saglamaktadir. Besi ortaminin transferi
homojen bir fazdan membran araciligiyla bir diger homojen faza konsantrasyon

gredienti aracilifiyla ile gerceklesir ve “Fick yasasi” ile agiklanir.

S molekiiler akis, membran boyunca komponentlerin konsantrasyon
gredienti ile (ci-c) gerceklesmektedir ve membran alani A ve permeabilite
katsayisi Pmem ile orantilidir. Permeabilite katsayisi, membran tipine, spesifik
komponentlere ve diger proses parametrelerine (membranin iki yoniindeki smir
tabakaya, sivi hizina, karistirma hizina vb.) baghdir. Diyaliz prosesler kesikli,
kesikli-beslemeli ve siirekli modlarda ¢alistirilabilir (Eibl et al., 2009).

2.3.1.4 Kiiltiir ortam

Monoklonal antikorlar tan1 ve tedavide ayrica biyolojik arastirmalarda
oldukga sik kullanilmaktadir ve bu nedenle MAb’larin hizli ve giivenilir sekilde
iretimi Oonem kazanmaktadwr. Buna bagl olarak, ekonomik sekilde yiiksek

derisimlerde tliretimlerin saglanmasi amaglanmaktadir.
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Hiicre kiiltlirti i¢in Eagle’s minimal essential medium (MEM), Dulbecco’s
enriched (modified) Eagle’s medium (DMEM), Ham’s F12 ve RPMI 1640, gibi
pekcok besi ortami formiilasyonu gelistirilmistir. Cizelge 2.3, temelde besi
ortamlarun bilesimini gostermektedir. Genellikle besi ortamlar1 yaklasik %5-10
arasinda serum ile kullanilmaktadir. Serum kullanimi hiicrelere 6zgiil biiyiime
faktorleri, hormon, lipid, mineraller vs. saglar ve ayrica onlar1 kayma gerilimine
karst korur. Serum igeren ortamlar bazi dezavantajlara da sahiptirler. Bunlar: (i)
tam olarak tanimlanmamig bir ortam olmasi, (ii) serumun yiiksek maliyeti, (iii)
farkli zamanlarda alman serumlar arasindaki homojenite farki, (iv) yiiksek protein
icerikli olmasi ve bu nedenle iirlin saflastirilmasmin zor olmasi, (v) viriis
kontaminasyon riski tasimasidir (Eibl et al., 2009; Even et. al., 2006; Pol and
Tramper, 1998; Legazpi et al., 2005; Kim et al., 2006).

Cizelge 2.3: Tipik bir hiicre kiiltiirii ortaminin bilesimi (Iscove’s modification of
Dulbecco’s medium (IMDM) ve Ham’s F12 ortaminin 1:1 oraninda karigimi) (Eibl et al., 2009) .

Tuzlar (mg/L) Vitaminler (mg/L) Aminoasitler (mg/L) Diger bilesenler (mg/L)

CalCL, (116.60) biotine (0.0035) L-alaning (4.45) o-zlocose (3151.00)
":I;!';[-]J-SH_':] [D-Ca pantothenate L-aspamging-H_ O Hypoxantine
(000 3) (2.24) s {sodinm salt)
(2.39)
FeiNG, - 9H,O Chaoline chloride L-arginine-HCl Linolic acid
(005D (5.98) (147500 (0.042)
FeS0,TH O Folic acid L-aspartic acid Lipolic acid
(0417 (2.65) {6.65) (0.105)
KCI (31180 i-insitol (12.600 L-Cysieine Phenol red
HC-HO (17.56) (B.100
MgS0, TH.O micotineamide L-cysteine ZHCI Patrescine 2HCI
{ 100043} (2.02) 31.29) (0.081)
Mgl -6H O Pyridoxal HCI L-ghutamic scid Thymidine
(61.00% (2.031) (7.35) (0.365)
MadCl {695 00D riboflavin L-glutamine Ma-pymvake
(0.219) (365,000 (55.000)
MaHC O, Thiamine HCI Glycine (18.75)
{(1200.00) (2.17)
MaH_ PO4-H,O Vitamine B2 L-histidine HCI1-H,0O
(62.50% (0.68) (31.48)
MaH_ PO TH,O L-isolencine (34.47)
(134,000
EnS0-THO L-lysine HCL (91.25)
(0432

L-methionine (17.24)
L-phenylalanine {35.48)
L-proline (15.25)
L-sefine (26.25)
L-threcnine (53.45)
L-iryptophane (9.02)
L-tyrosine {di-sodium salt)
(55.79)

L-valine (25.85)
Hibridoma fizyolojisinin belirlenmesinde ortamdaki serum miktar1 oldukca
onemli rol oynamaktadir. Serum derisimi direkt olarak biliylime hizini

etkilemektedir. Benzer sekilde spesifik MAb iiretim hiz1 da serum derigiminden
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etkilenmektedir. Serum diizeyi hiicre metabolizmasini ve antikor iiretim miktarini
etkilemektedir (Ozturk and Palsson, 1991b).

Serum kullanimi, ortama transferin, insulin, etanol amin, albumin veya
fibronektin ilave edilerek azaltilabilir. Yalniz, ortam hala protein igermektedir. Bu
nedenle bir sonraki basamak, demir tuzlar1 ya da demir kompleksleri, IGF-1,
kimyasal olarak tanimli lipid konsantreleri, prekiirsorler ya da diger stimiile edici
ajanlar kullanilarak protein icermeyen (protein-free) ortamlar olusturulmustur.
Ancak, biiyiime hiz1 ve verimliligin serum icermeyen ortamlarda diisebilecegi
literatiirde verilmistir (Eibl et al.,, 2009; Ozturk and Palsson 1991b). Ayrica
hiicrelerin kayma gerilimine kars1 duyarliliklar1 serumsuz ortamlarda artmakta ve
Pluronik F68 gibi koruyucu ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir (Eibl et al., 2009;
Legazpi et al., 2005). Fenol kirmizist kullanimi ayrma saflastirma iselmlerini
zorlastirdigindan biiyiik 6lgekli tiretimlerde kullanilmamalidir (Eibl et al., 2009).

Farkli hiicre hatlarmin ortam ihtiyaglar1 da farklidir. Bu nedenle ticari olarak
gelistirilmig farkli serumsuz ortamlar bulunmaktadir. Hiicre hatlariin serumsuz
ortamda yasamalar1 i¢cin onlar1 adapte etmek hem ¢ok zor hem de zaman alic1 bir
stirectir. Ayrica tiim hiicre hatlar1 da serumsuz ya da proteinsiz ortama adapte
edilememistir (Even et al, 2006). Serumsuz ortama adaptasyon ig¢in farkli

yontemler gelistirilmistir. Temelde iki yontem vardir:

1. Direkt adaptasyon
2. Kademeli adaptasyon (Sekil 2.12)

1a) (B]
Pasaj 1 Pasaj 1
75% serum-igeren ortam 25% 100 serum-igeren ortam
SEM Pasaj 2
Pasaj2 50% serum-igeren ortam pasaj
50% serum-iceren ortam : 50% 1'den: 50% SFM
SFM Pasaj 3
Pasai3 50% serum-igeren ortam pasaj
25% serum-iceren ortam : 75% 2'den: 50% SFM
SFM Pasaj 4
Pasai4 50% serum-igeren ortam pasaj
100% SFM 3'den: 50% SFM
Pasaj 5
100% SFM

Sekil 2.12 Hiicrelerin serumsuz besi ortamina kademeli adaptasyonu: (a) Serumlu ortamin
derigsimi SFM ile belirli oranlarda karistirilarak azaltilmasi, (b) Sartlandirilmis ortam kullanim1
(Invitrogen, 2009).
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Direkt adaptasyonda hiicreler dogrudan dogruya serum igermeyen ortama
alinirlar. Bu sekilde hiicrelerin adaptasyonu saglanir. Kademeli adaptasyon ise
serumlu ortamin derisimi SFM ile belirli oranlarda karistirilarak azaltilmasi veya
sartlandirilmig ortam kullanilmasi ile yapilmaktadir (Invitrogen 2009; Ozturk and
Palsson, 1991a).

2.3.1.5 Cevresel parametrelerin prosese etkisi

Cevresel ve fizyolojik faktorler hiicre biiylimesini ve metabolizmasmi ve
dolayisiyla da MAb tiretim hizini etkilemektedir (Miller et. al., 1987; Jain and
Kumar, 2008). Hiicre biiylimesini etkileyen farkli kiiltiir parametreleri, pH,
sicaklik, ¢oziinmiis oksijen, osmolarite, baz1 ortam bilesenleri (Jain and Kumar
2008) ve ¢oziinmiis karbondioksittir (Frahm et al., 2002).

Pek ¢ok memeli hiicresi 37°C ve pH 7.4°de en iyi biiylime gosterir. Kiiltiirde
sicaklik 37°C’den asag1 diistiigiinde hiicrelerin biiyiime hizinda azalma meydana
gelir. Fakat bu siliregte hiicrelerde herhangi bir hasar olusmaz. Ancak 39-40°C
gibi yliksek sicakliklar hiicrelerde Oliimlere neden olurlar. Bu nedenle kiiltiir
ortammnin sicakhiginin degismemesine ve oOzellikle de sicaklifin artmamasina
dikkat edilmelidir (Butler 2005).

Coziinmiis oksijen, hiicre canliligit ve biliymesine etki eden en Onemli
parametrelerden biridir. Coziinmiis oksijen (DO) derisimi belirli limitlerin altinda
ve istiinde hibridoma hiicrelerinin fizyolojisinde degisiklik olusturmaktadir.
Farkli hiicre hatlarinin literatiirde yer alan oksijen tiiketim hizlar1 Cizelge 2.4’de
verilmistir. DO’in etkisi hiicre hattina ve biliyiime kosullarma bagli olarak
degismektedir (Jan et al., 1997). Diisik DO derisimlerinde yavas biiyiime hizi,
yiiksek DO derisimlerinde sitotoksik etki goriilmektedir. Bunlara ragmen oksijen
yoklugunda ya da cok yiiksek oksijen derisimlerinde ise hiicre biiylimesi
goriilmiistiir (Ozturk and Palsson, 1990). Boraston et al.,1984, maksimum hiicre
veriminin %8-100 DO araliginda oldugunu gosterirken diger ¢alismalar %60
(Reuveny et al., 1986), %0.5 (Miller et al., 1987) ve %35 (Ozturk and Palsson
1990) olarak belirlemistir (Jan et al., 1997; Jain and Kumar 2008).

Coziinmiis oksijen temelde redoks potansiyelini igeren metabolik yol
izlerini etkileyerek hiicrelerin metabolizmasini degistirmektedir.  Yiiksek
miktardaki, %80 hava saturasyonundan fazla, oksijen derisimi reaktif oksijen

tiirlerinin (ROS) ortamda olugmasina ve oksidatif strese neden olmaktadir. ROS,
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aerobik metabolizma ile olugsmaktadir ve DNA, protein, lipid gibi
makromolekiillere zarar vermektedir. Boylelikle hiicre membrani zarar goérmekte,
hiicre canlilig1 diismekte ve hiicre Oliimleri tetiklenmektedir (Jan et al., 1997;
Ozturk and Palsson, 1991b). Murin hibridoma kiiltiirleri %200, %300 gibi DO
derisimleri igeren hiperoksit kosullarda kiiltiire edildiklerinde DNA kirilimlarinda
artis oldugu belirlenmistir. Bunlarin yaninda, memeli hiicrelerinin belirli
ROS’lerini

bilinmektedir. Hiicrelerin yiliksek oksijen derigimlerine olan

diizeydeki enzimleri tolere

edebildikleri

toleranslarinin arttirilmast oksijen seviyesinin dereceli olarak arttirilmasi ile

spesifik  antioksidan yardimiyla

gergeklestirilebilmektedir. Toleransin artmasi antioksidan enzim sentezlerinin up-

regiilasyonuna baghdir (Jan et al., 1997).

Cizelge 2.4 Farkli hiicre hatlarinin literatiirde yer alan oksijen tiiketim hizlar1 (Eyer et al.,
1995).

Oksijen ihtiyac: Hiicre hatt1 Referans
(mmol L*h?),
10° hiicre/ml
konsantrasyonda
0.09-0.33 HeLa Philips and M—::Carthy“
0.19-0.34 HelLa, Detroité Green et al.™
0.12 AH (L cell variation) Brosemer et al.*
0.04-0.33 HeLa, lymphoma Danes et al.’
0.06 WI-38 Cristofolo and
Kritchevsky®
0.07-0.28 14 vanious lines MecLimans et al.®
0.20 BHE 21 Radlett et al.™
0.04 Leukocyte Documenta Geigy®
0.17-0.50 WI-38 Balin et al.?
0.05 Lymphoblastoid Katinger et al.**
0.11 Liver cells Jensen™
0.05 F5-4 Fleischaker and
Sinskey'!
0.209 NBI (hybridoma) Boraston et al.’
0.36 KS51/4 (hybidoma) Backer et al.!
0.37-0.40) HB-32 (hybridoma) Ramirez and
Mutharasan®!
0.35-0.52 Hybridoma (HFN 7.1)  Eyer”

Ortam pH’s1 hiicre metabolizmasini, canliligini ve biiyilimesini etkileyen bir
diger parametredir. Hiicre biiylimesi i¢in optimum pH, hiicre hattna gore
degismekle birlikte, genellikle 7.2-7.6 araligindadir (Ozturk and Palsson, 1991Db).
Glukoz ve glutamin tiiketim hizlar1 ve laktat ve amonyak iiretim hizlar1 yiiksek pH
diizeylerinde artmaktadir. Ortam pH’s1 hiicre hattina bagl olarak oksijen tiikketim
hizina da etkimektedir. pH ayni zamanda MAD firetim hizina da etkiler. Bazi
caligmalar 6.8-7.2 pH araliginin MAb iiretimini etkilemedigini, baz1 ¢alismalar pH
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7.3’tin MAb iiretimi i¢in optimum oldugunu ve bazi arastirmalar ise, pH 6.8-7.7
araligmmn pH 7.1-7.4 araligindan ¢ok daha iyi oldugunu gostermistir. Bir baska
calisma ise, antikor iiretim hizinin asidik kosullarda arttigini bildirmektedir
(Ozturk and Palsson, 1991b).

Ortam osmolaritesi, memeli hiicrelerinin in vitro kiiltiiriinde olduk¢a 6nemli
bir parametredir. Osmolaritenin hiicre biiyiimesi ve MAb verimliligini de
etkiledigi belirlenmistir. Hiicre kiiltiirii ortami 260-320 miliosmol (mOsm)
araliginda olabiliecek sekilde serum osmolaritesini (290 mOsm) taklit ederek
gelistirilmistir. Hibridoma hiicrelerinde hiicre biliylimesinin yavaslamasi ve Mab
iiretiminin artig1 yiiksek osmolaritelerde elde edilmistir. Ortam osmolaritesi iyonik
ve non-iyonik maddelerin  eklenmesiyle degistirilebilmektedir.  Ortam
osmolaritesini arttrmak i¢in en c¢ok kullanilan madde sodyum Kkloriir’diir.
Endiistriyel agidan bakildiginda, ortama bu maddeyi eklemek iiretimi arttirmak
icin kullanilabilinecek olduk¢a kolay ve ucuz bir yontemdir (Jain and Kumar
2008; Ozturk and Palsson, 1991c).

Karbondioksit hiicre kiiltiirlinde 6nemli rol oynamaktadir ve ¢oziinmiis
karbondioksit (dCO,;) CO, ve , H,CO3 veya formlarinda ortamda
bulunabilir. Ortamdaki CO, varyasyonlari, pH tamponu olarak sodyum bikarbonat
kullanim1 ile ortamin pH’sin1 etkiler. Bunun yaninda CO; vasyasyonlar1 ve bir o
kadar da CO; iiretim hizi, siispanse memeli hiicre kiiltiirlerinde hiicre biiylime
hizi, iriin kalitesi ve tretim hizi, hiicre i¢i pH ve apoptozis gibi 6nemli
parametreleri de etkilemektedir. CO,, hiicre kiiltiirlerinde inhibit6r etki olusturan
onemli bir yan triindiir. Dolayisiyla ortamda CO; birikiminden ve fazlahgindan
ka¢cmilmalidir. Havalandirma ile sistemden CO; uzaklastirilir ve boylelikle O,
ilavesi ve CO; uzaklastirilmasi arasindaki dengeye bagli olarak daha karmasik bir
gaz aligverisine neden olur. Ortamda CO; kismi basmcinin artamast H,COs
miktarmin artmasina neden olur ve bu nedenle pH diiser (Marks 2003; Eibl et al.,
2009; Frahm et al., 2002). CO; birikimi havalandirma sisteminin kiitle transfer
karakteristigine baghdir. O, ve CO’nin kiitle transfer katsayilari1 sparger
kullaniminda ¢ok degismemektedir ve CO; birikimi ¢ok 6nemli bir problem
olusturmamaktadir. Eger mikrosparger kullaniliyorsa COjz’in uzaklastirlmasi
sorun olugturabilir. Kiiciik kabarciklar biiyiik kabarciklara gore daha kolay sekilde
CO, ile doyurulurlar ve bu nedenle CO;’in uzaklastirlma etkinligi diser.
Membran havalandirma kullanildiginda CO; birikimi ¢ok daha 6nemli hale gelir
clinkii membran materyaline bagl olarak O, ve COy’in kiitle transfer hizlari
degisebilmektedir (Ozturk 1996).
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2.3.2 Proses izleme ve kontrol

Hiicre fizyolojisinin ve metabolizmasin daha iyi anlagilmasi, sistemin
verimliligini etkileyen farkli proses parametrelerinin anlasilmasmni ve fark
edilmesini miimkiin kilmigtir. Bu durum, matematiksel modellerin ve proses
kontrol i¢in on-line Ol¢iimlerin yapilabilmesinde gerekli enstriimantasyonun
olusturulmasimi saglamistir (Jain and Kumar, 2008). Bir biyoproses sirasinda en
cok izlenen ve kontrol edilen parametreler, sicaklik, pH, kismi oksijen basinci,
kismi karbondioksit basinci, karistirma ve havalandirma hizlaridir. Bunlarin
yaninda, metabolitler ve triinler, hiicre yogunlugu, canliligi ve morfolojisi gibi
parametreler de prosesin durumu hakkinda bilgi vermektedir (Cizelge 2.5) (Jain
and Kumar, 2008; Eibl et al., 2009; Butler 2005; Lin et al., 2002; Schiigerl, 2001).

Sicaklik, biyoproseslerde ve hiicre kiiltiirlerinde cok dnemli bir parametredir
ve ¢ok dar bir sapma araligi degerinde, +0.5°C, sabit olarak tutulmalidir.
Sicaklikta fazla varyasyon meydana gelmesi hiicrelerin metabolizmasinin
yavaglamasina (6zellikle diisiik sicakliklarda) veya hiicre oliimlerine (yiiksek
sicakliklarda) neden olmaktadir. Sistemde sicakligi 6lgmek igin direngli bir
sicaklik Olgiim cihazi (RTD) vardir. Bu cihaz metal iletken icerir ve boylelikle
sicaklik degisimlerinde direncini degistirerek sistemin sicakligini 6lger. Bu sistem
dogru 6l¢lim ve tekrarlanabilirlik i¢cin oldukca uygundur. Bir diger 6l¢iim yolu ise
thermocouple kullanimidir. Bu 6l¢tim daha ucuzdur ancak daha az dogru sonuglar
vermektedir. Olgiilen sicakhik degeri elektriksel bir sinyal olusturur bu sinyal
secilen ve ayarlanan sicaklik derecesi ile karsilastirilir. Bunun i¢in RTD’den yada
thermocouple’dan gelen elektriksel sinyaller amplifiye edilir ve kontrol ediciye
(controller) gonderilir ve burada segilen deger (set degeri) ile karsilastirilir.
Sistemin o anki sicaklik degerine ve secilen degere bagli olarak sistemin 1sitma
yada sogutma olay1 devreye girer. Kiiciik yada biiyiik olgekli reaktorlerde 1sitma-
sogutma olaymin dogru kontrolii PID (propotional integral derivative) kontrol
sistemi ile saglanir (Doyle and Griffiths, 1998; Eibl et al., 2009; Butler 2005) .

Hiicreler ve metabolizmalar1 ortamdaki H* iyon derisimi ve dolayisiyla da
pH degisimlerine karsi olduk¢a duyarhidirlar. Bu nedenle belirlenen pH
degerinden +0.1 gibi dar bir aralikta degisimlerin olmas1 ancak pH kontrolii ile
yapilabilir ve bdylelikle de proses veriminin arttirilmasi saglanabilir (Krahe
2003). pH 6l¢iimii i¢in iki elektrota ihtiya¢ vardir. Bunlardan biri 6l¢iim elektrotu
digeri ise referans elektrotudur ve bu iki elektrot pH probunda birlestirilir.

Elektrot cam membrana sahiptir ve ortam ig¢indeki hidrojen iyonu derisiminin
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degisimi bu membran igerisinde potansiyel fark olusturur. Bu potansiyel daha
sonra referans elektrodundaki sabit potansiyel ile karsilastirilir ve boylelikle
ortamin gergek pH’s1 6l¢iiliir. Prosese bagl olarak kiiltiir ortaminda pH kontrolii
iki yol ile yapilir. Eger sodyum-bikarbonat iceren bir ortam kullaniliyorsa o
zaman ortammn pH kontrolii CO; ile yapilir. Bunun yaninda ortamda bulunan
fosfatlar, 6rnegin bazi hiicre hatlar1 icin HEPES ([N-2-hidroksietilpiperazin-
N]etanstilfonik asit) ortamim tamponlanmasinda kullanilan ¢6zeltilerdendir. pH’da
meydana gelen dalgalanmay1 engelleyecek sekilde ortam mutlaka bir tampon
icermelidir. Bunun yaninda ortamin seyreltik olmamasi1 gerekmekte ve asit yada
baz ortama verildiginde bunun hemen kiiltiir i¢erisinde daglimi saglanmalidir.
Aksi takdirde kot karigima bagli olarak hiicre 6liimleri meydana gelebilir (Eibl et
al., 2009; Doyle and Griffith 1998; Riley 2006; Krahe 2003).

Cizelge 2.5 Biyoreaktdrlerde dlgiilen yada kontrol edilen parametreler (Eibl et al., 2009)

Fiziksel Kimyasal Biyolojik
Sicaklik pH Biyokiitle derigimi
Basing Coziinmiis oksijen Enzim derisimi
L Biyokiitle k i orn.,
Reaktor agirlig Coziinmiis karbondioksit o EI)JNZ, %IEIX),Z;SI,}(;?;?] ’(orn
ATP/ADP/AMP, NAD/NADH
Sivi diizeyi Redoks potansiyeli diizeyleri)
Kopiik diizeyi Cikan gaz kompozisyonu Canlilik
Karistirict hizi Iletkenlik Morfoloji

Giig tiiketimi Ortam kompozisyonu (substrat,
iiriin, iyon derigimi vb.)
Gaz akis hiz
Ortam besleme hizi

Kiiltiir vizkozitesi

Gaz tutulumu

Stvi ortam igerisindeki oksijen ¢oziiniirliigii olukg¢a diisiiktiir ve dolayistyla
ortamda oksijen sinirlamalari meydana gelmektedir ve bu durum hiicre biiyiime
hizina ve metabolizmasini etkilemektedir. Bir bar basingta ve hava

satlirasyonunda, ortam sicakligma ve bilesimine bagli olarak oksijenin
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¢Oziiniirligl 6-8 mg/L’dir. Oksijen tiiketim hiz1 kullanilan hiicre hattina, bliylime
hizina ve karbon kaynagina bagl olarak degismektedir. Hiicre kiiltiirii ortaminda
¢cOziinmiis oksijeni direkt olarak Olgmek olduk¢a zordur. Hiicre kiiltiirii
ortamlarinda ¢6zlinmiis oksijen derisimi polarografik Clark-elektrotlar ile
Olclilmektedir. Burada, kiiltiir ortamu i¢indeki oksijen oksijen-se¢ici membrandan
gecer ve ardindan negatif olarak polarize olmus platin elektrotta indirgenir. Bu
katot elektrot bir elektrolit soliisyonu (KCl) ile giimiis anot referans elektrotuna
baglanir. Oksijenin indirgenmesi ile olusan akimdan meydana gelen elektronlar
direkt olarak ortamdaki oksijen konsantrasyonu ile orantilidir (Eibl et al., 2009;
Doyle and Griffith 1998; Ducommun et al., 2000).

Katot: O, +2H,O0+4¢e +4OH

Anot: Ag + KCI + AgCl +K+ e-

Hiicre yogunlugu ve canliligi hem offline hem de online olacak sekilde
farkli metotlar kullanilarak GSlgiilebilmektedir. Offline metotlarda hiicre
yogunlugunun  hesaplanmasi  Oncesinde aseptik  Ornekleme  yapilmasi
gerekmektedir. Ornek uygun sekilde seyreltilir ve siklikla hemositometri ile sayim
yapilir. Tripan mavisi hiicre canliligi hesaplanmasinda siklikla kullanilan bir
boyadir. Online metotlarda ise fermentOr igerisine yerlestirilen problardan
yararlanilir. Vertical Cavity Surface-Emitting Laser (VSCEL) ile yapilan online
Olciimlerde kiiltiiriin absorbans1 850 nm dalga boyunda 6lgiiliir (TruCell2 probe,
Finesse, Inc., Santa Clara, CA). Ancak bu metot kullanimi ile yalnizca toplam
hiicre yogunlugu o6lgiimii yapilmaktadir, 6lii hiicre orani belirlenememektedir.
Bunlarin yaninda hiicre canliligi ve yogunlugunun belirlenmesi i¢in, Bradford-
yontemi, DNA miktarinin belirlenmesi, DAPI, laktik asit, amonyak Ve izoenzim
analizi gibi pek cok indirekt metot vardir (Doyle and Grifftih 1998; Eibl et al.,
2009).

2.4 Monoklonal Antikorlarin Saflastirilmasi

Monoklonal antikorlarin hiicre kiultiirii  ortamindan etkili bir sekilde
toplanmas1 ve saflagtirilmasi tiretim siirecinin en kritik basamagidir ve toplam
iretim maliyetinin 6nemli bir bolimiinii olusturmaktadir. Altakim proseslerinin
gelistirilmesinde géz Onilinde bulundurulmasi gereken en 6nemli husus safliktir,
diger bir husus ise iiretilen terdpatik ajanin ne kadar hizla klinik uygulamalara
sunulabildigidir. Ayrica, toplam verim ve proses verimi de diger gdz Oniinde

bulundurulmasi1  gereken  hususlardir.  Dolayisiyla  prosesin  iiretimde
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kullanilabilmesi i¢in, dayaniklilik, giivenilirlik, iyi {iretim proseslerine (GMP)
uygunluk ve 6lgek biiyiitiilebilirlik olduk¢a 6nemlidir (Shukla et al., 2007; Low et
al., 2007; Zhou and Tressel, 2005; Flatman et al., 2007; Aldington and Bonnerjea,
2007).

Uriindeki safsizliklar, prosese bagl kontaminantlar (6rn., konak hiicredeki
proteinler, DNA, endotoksin, siiziilmiis Protein A ve bazi kiiltiir ortami
bilesenleri) ve iiriine bagh safsizliklar (yliksek molekiiler agirlikli agregatlar ve
parcalanmig/diisiik molekiiler agirliktaki tiirler) olusturmaktadir. Ayrica proses,
drliniin tanimlanmamis kontaminasyonlar agisindan giivenli olabilmesi i¢in
viriislerden de armdirilmalidir (Shukla et al.,, 2007). MADb saflastirilmasi
genellikle, immobilize protein A kullanimi ile ilk yakalama ve diger kolon
kullanimlariyla kombine sekilde yapilmaktadir (Sekil 2.13) (Shukla et al., 2007;
Zhou and Tressel 2005; GE Healthcare 2010; Flickinger and Drew 1999).

» Hitcre kiiltiir ertammm . toplanmas: (Presipitzsyen, Size-sexclusion kromotografi,
Ultrafiltrasven, Klarifikzsvon)
* Sontrifiyy, dezd-end fSltrasvon, czpras-zlas fltrzsvenu

» Baslangig yvakalama (Affinite, Immunoe zffinite, ion-sxchange, IhAC, HIC,
Hidroksiapatit, SEC)
* Protein A kromotegrafist

= Virzl mzktivasyeon

*DitgitkpH, HTST 1=srtms
Drotsin &
kolonunda

*Erometografik parlaims baszmaim 2 (Affmite, Immuno affmite, ton-sxchangs,
IMAC, HIC, Hidroksizpatit, SEC ve UF/DF)

= Virzl filtrzsven (UF DF)

Sekil 2.13 MAD iiretiminde kullanilan genel altakim islemleri (Shukla et al., 2007; Zhou
and Tressel 2005; GE Healthcare; Flickinger and Drew 1999).

Ulkemizde, tibbi ve aragtirma amagli MAb kullanimi oldukg¢a yaygindir. Bu
projede amag, Salmonella Enteritidis bakterisinin O antijenine karsi MADb
salgilayan hibridoma klonunu kullanilarak farkli iiretim sistemlerinde MAb
iiretimidir. Bu nedenle hibridoma hiicrelerinin doner sise sistemi ve biyoreaktorde
karsilastirmali lireme parametreleri, yeni kosullarda MADb iiretim 6zellikleri
belirlenmis, optimize edilmis ve 5 litreye kadar dlgek biiyiitiilmiistiir. Uretimin her
asamasinda biyokimyasal, fiziksel ve fizyolojik parametreler belirlenmistir. Bu
calisma ile ortam tasarimi, doner sise ve biyoreaktor isletim parametrelerinin

MAD iiretimi agisindan belirlenmesi, gelecekte daha baska antijenlere karsi da
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MAD iiretimi gerceklestirilebilecektir. Bu degerli iiriiniin tiretiminin Tirkiye’de
bir ilk olmasi nedeniyle saglik sektoriine ve ulusal ekonomiye Onemli katki

saglamasi beklenmektedir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 5A8 Hibridoma Klonunun Sivi Azottan Cikartilarak
Cozdiiriilmesi ve Kiiltiirii

Uretim ortam1 ve kosullar: Bu calismada, Ege Universitesi

Biyomiihendislik Boliimii’nde doktora tezi kapsaminda elde edilmis olan
Salmonella Enteritidis O antijenine karst Mab salgilayan hibridoma klonu
kullanild1 (Sekil 3.1) (Nalbantsoy, 2008; Nalbantsoy et. al., 2010a). Hiicreler,
%10 FCS (Hyclone, SV30160.03, Utah) ve %0.1 (v/v) gentamisin (Biochrom, A
2710, Almanya) igeren DMEM/Ham’s F/12 (Hyclone, SH30010.03, Utah) besi
ortami icerisinde 25 cm? kiiltir kaplarnda (Biochrom, Cellstar, 690175,
Almanya) 37°C’de %5 CO; ve %99 nemli ortamda inkiibatorde (Heraeus,
Almanya) iretildi. Hiicrelerin canliiginin devami ve c¢ogaltilmasi igin kiiltiir
kaplarinda 2-3 giinde bir yar1 yariya besi ortami degistirildi. Tamamen c¢ogalan
hiicreler, 1:2 pasaj oraninda ilk 6nce 75 cm? (Biochrom, Cellstar, 658175,
Almanya) ardindan 175 cm? (Biochrom, Cellstar, 660175, Almanya) kiiltiir

kaplarina pasajlandi.
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Sekil 3.1 5A8 hibridoma klonunun inverted mikroskop altindaki gériniimii (20x)
(Olympus, Japonya).

Hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi: Cozdiiriilecek olan ampul sivi azottan alinarak

bekletilmeden 37°C’de su banyosuna kismen ¢ozdiriildi. Ampul, dis yiizey
sterilizasyonu i¢in alkol ile iyice temizlendi. Laminar hava akisl kabinde pipete
¢ekilen 5 ml besi ortamui santrifiij tiipiine (Biochrom, Cellstar, 188271, Almanya)
eklendi. Ampuliin igerisine 1 ml FCS damlatilarak eklendi ve ampul igerigi pipet
yardimiyla homojenize edildi. Ampul i¢indeki tiim siispansiyon pipetle ¢ekilerek

santrifiij tiipiine aktarildi ve homojenizasyon islemi tekrarlandi. Santrifiij tiipiine
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aktarilan hiicreler dimetilsiilfoksit (DMSO)’ in (Hybri-Max™, D2650, Almanya)
tamamen uzaklastirilmasi i¢in 4°C” de 800 rpm’de 5 dakika santrifiij (Eppendorf,
5810R, Almanya) edildi. Santrifiigasyon sonrasinda olusan supernatant dokiildi.
Santrifiij tiipiiniin icinde kalan hiicre kiimesi hafif parmak vuruslariyla
homojenize edildi. Hiicreler, %10 (v/v) oraninda hibridoma klonlama faktorii
(PAA, F05-009, Almanya) iceren 5 ml iiretme vasati ile homojenize edildikten
sonra 25 cm? yiizeyli kiiltiir kaplarma aktarilarak 37°C’de COy’li inkiibatorde

iiremeye birakildi.

Pasajlama: Kiiltiir kabindaki siispanse 5A8 hibridoma klonu santrifiij tiipline
topland1. Hiicreler 800 rpm’de 5 dakika santriflij edildi ve santrifiij sonrasinda
elde edilen hiicre kiimesi uygun miktarda besi ortami ile homojenize edilerek

yukarida belirtilen pasaj oraninda kiiltiir kaplara dagitilda.

Hiicrelerin dondurularak stoklanmasi: Kiltir kabindaki 5A& hibridoma

klonu siispansiyonu santrifiij tiiptine toplandi. Hiicreler 800 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi ve santrifiij sonrasinda elde edilen hiicre kiimesi uygun miktardaki
dondurma ortami ile [%90 (v/v) FCS ve %10 (v/v) DMSO] homojenize edildi ve
I’er mI’lik kriyotiiplere (Greiner, 123278, Almanya) dagitildi. Kriyotiipler 1 gece
kopiik kutu igerisinde -86°C’de bekletildikten sonra sivi azot tankina alindh.

3.2 5A8 Hibridoma Klonunun Serumsuz Ortama Adaptasyonu

Serum igeren ortamlarin terdpatik ajanlarin iiretimlerinde olusturdugu
birtakim dezavatajlardan dolayr 5A8 hibridoma klonunun serumsuz ortamda
(SFM) iireyebilmesi i¢in adaptasyon caligmalar1 yapildi. Bu amagla iki yontem
kullanildi. Bunlardan birincisinde hiicre tiremesinde kullanilan DMEM Ham’s
F/12 besi ortamu igerisinde serum miktar diisiiriildii. Ikincisinde ise %1,25 (v/v)
FCS iceren DMEM Ham’s F/12 besi ortami ile serumsuz ortam (SFM4MAb,
Hyclone, Utah) belirli oranlarda karistirilarak adaptasyon denendi (Sekil 3.2).

3.3 BHK Ang, Hiicreleri ile Doner Siselerde Olcek Biiyiitme,
Vibroreaktorde Siispanse Ortama Adaptasyon ve Karistirmah
Biyoreaktor ile Uretim Optimizasyonu

BHK (baby hamster kidney) hiicreleri ucuz besi ortamina ihtiya¢ duyan ve
kolay iireyebilen bir hiicre hattidir. Bu ¢aliymanin amaci, yiiksek verim ve

kalitede MAD iiretimi i¢in hibridoma hiicreleriyle c¢alismadan Once, reaktoriin
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calismasmin anlasilmasi, steril kosullarin saglanmasi, uygun havalandirma,

karigtirma, proses siiresi ve diger ortam kosullarmin kismen standardize
edilmesidir.

| DMEM F:12 w/%10 FBS |

| OMEM F:12 w/%s FBs |
v
| DMEM F:12 w/%2,5 78S |

| DMEM F:12 w/%1,25 FBS |

P
"~ |oMEMF:12w/%0,625F8s |

%1,25 FBS'ye adapte hicrelerden 2x1 ml stoktan gikarild. |

DMEM F:12 w/%5 FBS w310 HCF | | DMEM F:12 w/%1,25 FBS w/%10 HCF
-

| DMEM F:12 w/%1,25 FBS w/o %10 HCF |

v

%75 DMEM F:12 (w/%1,25 FBS) 4%25 SFM \

]

% 50 DMEM F:12 (w/%1,25 FBS) +%50 SFM |

Hucre canlilig iyi olmadig igin serum
miktari arttinildi.

% 50 DMEM F:12 +%50 SFM (Toplamda w/%1,25 FBS) |

t Hicre canliligr iyi olmadig igin serum
miktari arttirild.

% 25 DMEM F:12 +%75 SFM (Toplamda w/%2,5 FBS)

/\

%100 SFM + %2,5 FBS % 25 DMEM F:12 +%75 SFM /Toplamda w/%1,25 FBS)

Sekil 3.2 5A8 hibridoma klonunun SFM’e adaptasyon asamalari.

3.3.1 BHK Ansg klonunun ¢ozdiiriilmesi ve kiiltiirii

Uretim ortami ve kosullari: BHK Angg hiicreleri (HUKUK, Sap Ensititiisii,
Ankara, Tiirkiye tarafindan saglanmistir) %10 (v/v) sigir serumu (PAA, B15-313,
Almanya), %1 (v/v) L-glutamin (Biochrom, K0282, Almanya), %0.5 (v/v)
gentamisin (Biochrom, A 2710, Almanya), %2 (v/v) NaHCO; (%5.5’luk
NaHCOgs’tan) (Merck, K30532829 216, Almanya), %10 triptoz fosfat broth igeren
GMEM (Sigma, G6184, Almanya) besi ortami igerisinde 37°C’ye ayarlanmis
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COy’siz inkiibatorde (Hereaus, Almanya) iiretildi. Hiicre canliliginin devami ve
cogaltilmast i¢in kiiltlir kaplarinda 2-3 giin araliklarla besi ortami degistirildi.
Monolayer BHK Angg hiicreleri %90-95 oraninda kiiltiir kabin1 kapladiginda 1:3
oraninda pasajlandi.

Hiicrelerin Cozdiiriilmesi: BHK Angp hiicresi sivi azottan ¢ikarilmadan 6nce

besi ortami su banyosu veya inkiibatérde 37°C’ ye 1sitildi. Cozdiiriilecek BHK
hiicresini iceren ampul s1v1 azottan alinarak bekletilmeden 37 °C’de su banyosuna
¢ozdiriildi. Ampul, dis yiizey sterilizasyonu igin %70’lik alkol ile iyice
temizlendi. Dikey laminar hava akigh kabinde (Heraus HS12, Almanya) 5 ml besi
ortamindan santrifiij tiipiine 4 ml ve ampuliin i¢cine 1 ml ilave edildi. Ampul
icerigi pipet yardimiyla homojenize edildikten sonra ampul igindeki tiim
stispansiyon pipetle ¢ekilerek santrifiij tiipiine aktarildi ve homojenizasyon islemi
tekrarlandi.  Santrifiij tlipline aktarilan hiicreler DMSO’ yu tamamen
uzaklastirmak i¢in 4 °C* de 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiigasyon
sonrasinda olusan iist sivi dokiildii. Santrifiij tiipiiniin icinde kalan hiicre kiimesi
hafif parmak vuruslartyla homojenize edildi. Uzerine 5 ml iiretme vasati ilave
edilen hiicreler pipetle homojenize edildikten sonra 25 cm®’ yiizeyli kiiltiir kabma
aktarilarak 37C’de CQ;’siz inkiibatorde uretildi.

Pasajlama: Kiiltiir kabindaki kullanilmis besi ortami bosaltild1 ve kiiltiir kab1
bir kez tripsin (Hyclone, SH30236, Utah) ile yikandi. Yikama isleminden sonra 2
ml/25 cm? olacak sekilde tekrar tripsin eklendi ve 37°C’de hiicreler yiizeyden
kalkincaya kadar beklendi. Yiizeyden tamamen ayrilan hiicreler besi ortamu ile
birlikte santrifiij tiipline toplandi. Hiicreler 1000 rpm’de 5 dakika santriflij edildi
ve santrifiij sonrasinda elde edilen hiicre pelleti uygun miktarda besi ortami ile

homojenize edilerek flasklara uygun oranlarda dagitild1.
3.3.2 BHK Angg hiicreleri ile doner siselerde 6lcek biiyiitme

25 cm?® T-flask’tan 75 cm?® T-flask’a pasajlanan BHK Ans hiicreleri yiizeyi
kapladiktan sonra 1x10* hiicre/cm? olacak sekilde 850 cm? yiizeyli doner siselere
(Greiner Bio-one, 680 170, Almanya) her sisede 200 ml GMEM besi ortami
olacak sekilde pasajlandi. Hiicreler 37°C’de CO;’siz inkiibatorde inkiibe edildi.
Sise i¢ yiizeyini kaplayan hiicreler 1:3 oraninda pasajlanarak Olgek biiylitmede
kullanildi (Sekil 3.3).
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3.3.2.1 BHK Ang,_hiicrelerinin vibroreaktorde siispanse Kkiiltiire
adapte edilmesi

Doner sigelerden tripsinizasyon sonrasi toplanan BHK Angzg hiicreleri,
vibroreaktdrde (Chemap, AG, Isvigre) (Sekil 3.4) siispanse kiiltiire adaptasyonda
inokulum olarak kullanildi. Baslangi¢ inokulum konsantrasyonu ve yapilan her
pasajlama sonrasinda baslangi¢ hiicre konsantrasyonu 4-7x10°hiicre/ml arasinda
kullanildi. Reaktoriin ¢aligtirilmasi i¢in baslangic hacmi 1L olarak belirlendi ve
hiicrelerin iiremesini takiben ¢alisma hacmi 2L ye ¢ikarildi. Bu {iretim siiresince

yalnizca hiicre konsantrasyonu ve canlilig1 takip edildi.

~

Sekil 3.4 Vibroreaktorde tiretim.

Kiiltiir siiresince yapilan hiicre sayimi ve hiicre morfolojisi takibi sonunda

hiicre sayismnm 2x10° hiicre/ml’e ulagmasi (hiicre yogunlugunda yaklasik 4 kat
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artis) ve hiicrelerin mikroskobik goriinlimiinde morfoloji ve biiylikliiklerinin
homojen olarak goézlemlenmesiyle hiicrelerin siispanse kiiltiire adapte oldugu
kabul edildi. Hiicrelerin siispanse kiiltiire 6. pasajda adaptasyon gosterdigi
belirlendi. Uretimlere ait hiicre sayilar,, pH vb. bilgiler Cizelge 1.1 ve 1.2°de
verildi.

3.3.2.2 BHK Ang,_hiicreleri ile karistirmah tank biyoreaktorde
iiretim optimizasyonu

Vibroreaktorde siispanse Kkiiltiire adapte olan BHK Angp hiicreleri,
karistirmali tank biyoreaktore (Biostat® B plus, Sartorius AG, Almanya) inokulum
olarak kullanilarak dort farkli tlretim yapildi. Birinci iiretimde NaHCOj;
kullanarak havalandirma olmaksizin BHK Anjg uretimi denendi ve daha sonraki
iretimlerde ise havalandirma hizi optimizasyonu yapildi. Bunun i¢in reaktor iig

farkli havalandirma hizinda calisildi; 0.005 vvm, 0.05 vvm ve 0.02 vvm.

Bu kiiltiir sartlarinda, kullanilan kopiik kirict miktari, pH, ¢oziinmiis oksijen
degeri, hiicre sayisi ve canliligi gibi parametreler izlendi. Belirtilen tiretim
kosullarinda gerceklestirilen proses sirasinda mikrosparger (mikro diizeyde hava
dagiticis1) ve serum kullanimindan kaynaklanan kopiik olusumu gozlendi. Bu
nedenle, sisteme belirli miktarlarda kopiik kirici (antifoam) beslendi. Antifoam
(Y-30 emulsion, Sigma, Almaya), baslangicta %0.1 (v/v) oraninda PBS i¢inde
hazirland1 (0. saatte) ancak konsantrasyon diisiik oldugu i¢in fazla miktarda
kullanima ihtiya¢ duyuldu. Bundan dolay1, kopiik kirici, %10 (v/v) oraninda PBS
icinde hazirlanarak 20. saatte beslendi ve sonraki beslemelerde de bu
konsantrasyon kullanildi (Hermann et al., 2006). Ayrica, reaktoriin kendi 6rnek
alma girisi c¢ikarillarak o hatta silikon hortum takildi ve cam siselerden
yararlanilarak yeni bir besleme ve 6rnek alma girisi olusturuldu. Reaktore yapilan
beslemeler ve 6rnek alma islemi bu hattan bir peristaltik pompa (J.P. Selecta

Percom I, Ispanya) yardimu ile yapild1 ve steril kosullar sagland.

3.4 Miyeloma Hiicreleri ile Karistirmali Biyoreaktorde Uretim
Optimizasyonu

Miyeloma hiicreleri, monoklonal antikor (MAb) iiretimi yapan hibridoma
klonunun olusturulmasinda fiizyon partneri olarak kullanilan, ucuz ve kolay
iireyebilen B-lenfosit tiimor hiicre hattidir. Bu hiicre hatti karakteristik olarak

hibridoma hiicreleri ile biiylik benzerlik gdstermektedir. Bu ¢aliymanin amaci,
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yiikksek verim ve kalitede MAD firetimi i¢in uygun havalandirma, karistirma,
¢cOziinmiis oksijen degerinin optimizasyonu, siire ve diger ortam kosullarinin
kismen belirli hale getirilerek bir sonraki adim olan hibridoma hiicrelerinin

biyoreaktorlerde iiretiminde 6nemli bir kaynak olusturmasidir.

3.4.1 Ag8 miyeloma hiicre hattimn sivi azottan cikartilarak
c¢ozdiiriilmesi ve kiiltiiri

Uretim ortamm ve kosullari: Ag8 miyeloma hiicreleri (X63AGS8.653, fare,
BALB/c, miyeloma, DSMZ ACC 43), %10 (v/v) FCS, % 1 (v/v) L-glutamin, %
0.1 (v/iv) gentamisin, % 2 (v/v) NaHCOs;, % 1 (v/v) Na-piruvat (Biochrom,
L0473), % 1 (v/v) HEPES (1M, Biochrom, Almanya) iceren DMEM besi ortami
(Hyclone, SH30243.01, Utah) icerisinde 37C’de CO2’li inkiibatorde iiretildi.

Hiicrelerin canliligmm devami ve g¢ogaltilmasi igin kiiltiir kaplarinda 2-3 giinde

bir besi ortami yar1 yariya degistirildi. Hiicre yogunlugu yiiksek miktarlara

ulagtiginda 1:3 oraninda pasajlama yapildi (Sekil 3.5).

Sekil 3.5 Miyeloma (Ag8) hiicresi ve hibridoma (5A8) klonunun 75 ve 175 cm? yiizeyli
kiiltiir kaplarinda tiretimi.

Hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi: Cozdiiriilecek Ag8 miyeloma hiicrelesini iceren

ampul sivi azottan alinarak bekletilmeden 37°C’de su banyosunda ¢ozdiiriildi.
Ampul, dis ylizey sterilizasyonu icin alkol ile iyice temizlendi. Dikey laminar
hava akish kabinde pipete ¢ekilen 5 ml besi ortamindan santrifiij tiipline 4 ml ve
ampuliin i¢ine 1 ml ilave edildi. Ampul igerigi pipet yardimiyla homojenize
edildi. Ampul i¢indeki tiim siispansiyon pipetle ¢ekilerek santrifiij tiipiine aktarildi
ve homojenizasyon islemi tekrarlandi. Santrifiij tiipiine aktarilan hiicreler DMSO’
yu tamamen uzaklagtirmak i¢in 4°C” de 800 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.



42

Santrifiigasyon sonrasinda olusan iist sivi dokiildii. Santrifiij tlipliniin i¢inde kalan
hiicre kiimesi hafif parmak vuruslariyla homojenize edildi. Uzerine 5 ml iiretme
vasat1 ilave edilen hiicreler pipetle tekrar homojenize edildikten sonra 25
cm?yiizeyli kiiltiir kaplarma aktarilarak 37°C’de CO’li inkiibatérde iiremeye
birakildi.

Pasajlama: Kiiltiir kabindaki siispanse Ag8 miyeloma hiicreleri santrifiij
tiipiine toplandi. Hiicreler 800 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve santrifiij
sonrasinda elde edilen hiicre kiimesi uygun miktarda besi ortami ile homojenize

edilerek yukarida belirtilen pasaj oraninda kiiltiir kaplarina dagitildi.

3.4.2 Miyeloma hiicrelerinin karistirmah tank biyoreaktorde
iretimi

25 cm?, 75 cm? ve bunlardan pasajlanarak elde edilen 175 cm? yiizeyli
kiiltlir kaplarindan elde edilen inokulum ile 1,2 L calisma hacminde ve 6x10°
hiicre/ml hiicre konsantrasyonunda karistirmali biyoreaktor ¢alistirildi (Sekil 3.6).
Proses boyunca, pH, sicaklik, havalandirma hizi ve ¢6ziinmiis oksijen
parametreleri optimize edildi. Reaktor ilk olarak 60 rpm karistirma ve 0.02 vvm
havalandirma hizinda %40 ¢6ziinmiis oksijen “set” ve havanm %5 CO; hava
satiirasyon degerinde calistirildi. Ancak bu kosullarda ¢6ziinmiis oksijen degeri
%70’lere ¢iktig1 i¢in ¢dziinmiis oksijen kiiltiiriin 1. giliniinden itibaren azot ve
oksijen gazlarmin karigimi ile kontrol edildi. Reaktordeki sicakligin belirli
degerlerde tutulmasi i¢in kullanilan ceket sisteminin ¢ok yiiksek sicaklikta su
gecirerek ortam sicakligini sabit tutmaya calismasi ceketin hemen yakinlarinda
bulunan hiicrelere zarar verdigini gostermistir. Tiim bu parametrelerin uygun
degerlerde, hiicrelere zarar vermeden sistemde kontrol edilebilmesi igin Pl-kontrol
(Proportional-Integral) sisteminde “minimum”, “maksimum”,  degerlerinde
optimizasyon islemi yapildi (Sekil 3.7). Reaktor yari-siirekli modda calistirild.
Tripan mavisi (Sigma-Aldrich, T6146, ABD) ile boyama yontemi kullanilarak
Biirker hemositometrisinde hiicre canlilig1 6l¢timii, bunun yaninda ortam pH’simnin
Ol¢limii, ortamdaki ¢dziinmiis oksijen ve kullanilan kopiik kirict miktar: takip

edildi. 24 ve/veya 48 saatte bir vasat degisimi yapildi.
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Sekil 3.7 Coziinmiis oksijenin belirli seviyede ve hiicrelere zarar vermeyecek sekilde PI-
kontrol sistemi ile yapilan degisiklikler sonucu ortaya ¢ikan siire¢ (Kirmizigizgiler pO, degisimini
gostermektedir).

Uretim denemeleri sirasinda %35 hava satiirasyon degerinde ortama CO,
verilmesi kullanilan havalandirma hizinin diisiik olmasi ve ortam pH’smin
yeterince kontrol edilememesi nedeniyle yetersiz kaldi. Bu nedenle reaktdrde pH
otomatik olarak CO, kaskat sistemi ile kontrol edildi. Havalandirma hizi 0.07
vvm’e ¢ikarildi. Bu kosullarda ortam pH’s1 7.0 civarlarinda seyretti (Sekil 3.8)
(Cizelge 4.12 ve 4.13).

3.5 5A8 Hibridoma Klonunun Déner Siselerde Uretimi

Doner siselerde iiretim, hem 6lcek biiylitme islemi hem de ii¢ farkli kosulda
pilot olgekli tiretim amaciyla gerceklestirildi (Sekil 3.9). Bu siseler ile yapilan
pilot olgekli iiretimden alman sonuglar, karistirmali tank biyoreaktorden elde

edilecek sonuglar ile karsilastirildi.



Sekil 3.8 Miyeloma hiicreleri ile yapilan {iretimde pH (mavi ¢izgiler) ve pO2 (kirmizi
cizgiler) degerlerinde meydana gelen dalgalanmalar.

129
Pasaj DMEM F12
w %10 FBS
____. DMEMF12
w %5 FBS

Sekil 3.9 Doner siselerde yapilan iiretimin sematik olarak gosterimi.

3.5.1 Doner siselerde S5SA8 hibridoma hiicre Kkiiltiiriiniin
siirdiiriilmesi

Uretim ortami ve kosullari: Hiicreler, 7,6x10° hiicre/ml baslangic
konsantrasyonunda, %10 (v/v) FCS ve %0.5 (v/v) gentamisin igeren 300’er ml

DMEM/Ham’s F/12 besi ortamu igerisinde yivli yiizeyli roller siselerde (Greiner
Bio-one, 681 170, Almanya) 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde iiretildi. Hiicrelerin
canliliginin devami ve ¢ogaltilmasi i¢in roller siselerde besi ortami 48 ve/veya 72
saate bir yar1 yaritya degistirildi. Maksimum hiicre konsantrasyonuna ulasan

siselerde 1:2 oraninda pasajlama yapildi.

Pasajlama: Siispanse 5A8 hibridoma klonunda doner sise igerisindeki hiicre
slispansiyonu pipet yardimiyla santrifiij tiipiine toplandi. Hiicreler 800 rpm’de 5
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dakika santrifiij edildi ve santrifiij sonrasinda elde edilen hiicre pelleti besi ortami1

ile homojenize edilerek siselere 1:2 pasaj oraninda dagitildi.

3.5.2 Doner siselerde SA8 hibridoma klonu ile monoklonal antikor
iretimi

Uretim ortamm ve kosullari: Hiicreler, maksimum hiicre sayisina
ulastiklarinda (=1x10° h/ml) ii¢ tekrarh olarak, kesikli kiiltiirde, %10 (v/v) FCS ve
%5 (v/v) FCS iceren DMEM/Ham’s F/12 besi ortaminda ve serumsuz ortamda
(SFM) yivli yiizeyli doner siselerde 37°C’de %5 CO;’li inkiibatorde tretildi (Sekil
3.10).

Sekil 3.10 5A8 hibridoma klonunun 3 farkli kosulda yivli yiizeyli doner siserlerde iretimi.

Her giin pH 6l¢iimii, canl1 ve 6lii hiicre sayimi yapildi. Indirekt testler i¢in
stipernatant 6rnekleri toplandi ve kiiltiiriin sonlandirilmasi sirasinda kiiltiir ortami1
3000 rpm’de 5 dakika santriflij edildikten sonra toplanan siipernatantlar aymrma
saflastirma islemleri ve ardindan toplam iiretilen MAb miktarmin belirlenmesi
icin -86°C’de stoklandi. Indirekt testlerde laktat ve amonyak miktarmin
belirlenmesi hazir kitlerin (sirasiyla, Roche, r-biopharm 10139084035 ve Roche,
r-biopharm 11112732035, Almanya) kullanimiyla, glikoz olgiimii ise Ege
Universitesi, Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali'nda iki tekrarli olarak
gerceklestirildi. Indirekt ELISA ile monoklonal antikor miktar1 belirlendi. ELISA
sonuglarinda absorbans degerlerinin mg L™ cinsinden esdegeri Sekil 3.11°da
verilen standart egrisinden hesaplandi (Sekil 3.10).
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Indirekt ELISA’da kullanilan malzemeler:

e 0.2 M PBS soliisyonu: 1 L ultra saf su igerisinde, 28. 95 g Na,HPO,
(Merck, Almanya), 6.87 g NaH,PO,4.2H,0 (Merck, Almanya) ve 8,5
g NaCl (Merck, Almanya) ¢oziildii.

o Yikama soliisyonu (TPBS): 0.2 M PBS soliisyonu ultra saf su
eklenmesiyle 0.1 M olarak kullanilir ve igerisine % 0.05 (v/v) Tween
20 (Merck, Almanya) eklendi

e Konjugat soliisyonu: 1:1000 oraninda 0.1 M PBS diliie edilmis Anti-
mouse IgG (whole molecule) (Sigma, A5278, Almanya) soliisyonu
hazirland1.

o Substrat soliisyonu: 1 adet ortofenilendiamin (OPD) tableti (Sigma,
ABD) 60 ml ultra saf suda ¢oziiliir ve kullanilmak tizere OPD
soliisyonuna 1:2000 oraninda H,O; (%30’luk) (Merck, Almanya)
eklendi.

e Durdurma soliisyonu:4M H,SO, (Merck, Almanya) ultrasaf suda

hazirlandi.

Indirekt ELISA yOntemi:

1. 5 mg/5 ml olacak sekilde antijen ultra saf suda (Sartorius, Almanya),
ultrasonik banyoda (Ultrasonik LC30, Almanya) ¢oziildii.

2. 10 ug/100ul olacak sekilde ELISA pleytinin gézleri LPS ile
kaplandi ve bir gece 37°C’de inkiibasyona birakild1 (Nalbantsoy et.
al., 2010b),

3. Mikropleyt gozleri 3’er kez 5’er dakika boyunca yikama soliisyonu
ile yikand,

4. Her goze 100’er ul 6rnek eklendi (serum ve pozitif kontrol 1:100
oraninda 0.1 M PBS ile diliie edildi), 1 saat 37°C’de inkiibasyona
birakilds,

5. Tekrar ii¢ kez 5’er dakika yikama yapildi,

6. Her goze 100’er pl konjugat soliisyonu eklendi ve 1 saat 37°C’de
inkiibasyona birakildi,

7. Tekrar ii¢ kez 5’er dakika yikama yapildi,

8. Her goze 100’er pl substrat soliisyonu eklendi ve 30 dakika 37°C’de
inkiibasyona birakildi,

9. Inkiibasyon sonrasinda pleylerin gozleri iizerine (bosaltma

yapmadan) 50°ser pl durdurma soliisyonu eklendi,
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10. 492 nm dalga boyunda UV spektrofotometrede okuma yapildi.

Sekil 3.11, ELISA sonuglarmin degerlendirilmesinde kullanilmistir.

1.2 -
a
09 y=2143x+0,188
E R*=0,973
1
[=3
0.6
-
E
3
H 03 *

0 : : : : .
0 0.01 0.02 0.03 0,04 0,05 0,06

Mab (mg/L)

Sekil 3.11 ELISA kalibrasyon egrisi (Aslankaraoglu, E., 2003).

3.6 Hibridoma Klonunun Karstirmahh Tank Biyoreaktorde
Uretimi

3.6.1 5A8 hibridoma Kkiiltiiriiniin %10 (v/v) serum iceren ortamda
karistirmal tank biyoreaktorde devam ettirilmesi ve 6rnekleme

6,7x10 hiicre/m] hiicre konsantrasyonundaki kiiltiir, 1.5 L %10 (v/v) FCS, ,
ve %0.5 (v/v) gentamisin iceren DMEM/Ham’s F/12 besi ortamui igerisinde
37C’ye ayarlanmis reaktdre beslendi (Sekil 3.12). Reaktor yari-siirekli modda
calistirildi. Hiicrelerin canliliginin devami ve ¢ogaltilmasi i¢in 2-3 giinde bir hiicre
canlilig1 ve konsantrasyonuna bakilarak uygun miktarlarda vasat degisimi yapildi.
Sayim sonrasi degistirilmek istenen besi ortami hacmi reaktdrden peristaltik
pompa yardimiyla c¢ekildi ve steril kosullarda reaktore alindi. Alinan besi ortami
santrifiij tliplerine aktarilarak 800 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve hiicre pelleti
tekrar istenen miktarda taze besi ortamiyla homojenize edilerek steril kosullar

altinda reaktore geri beslendi.
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Sekil 3.12 5A8 hibridoma klonu ile karistirmali biyoreaktorde tiretim.

3.6.2 5A8 hibridoma klonunun %10 (v/v) FCS iceren ortamda
kanistirmalh  tank Dbiyoreaktorde 0.02 vvm mikrosparger ile
havalandirma ve %40 ¢oziinmiis oksijen satiirasyonunda iiretimi

Reaktor 36.8°C sicaklikta, %5 CO, iceren hava satiirasyonunda, %40
¢Ozlinmiis oksijen set degerinde, 60 rpm karistrma ve 0.05 vvm havalandirma
hizinda ¢alistirild1 (Cizelge 3.1). Prosesin kontrolii miyeloma hiicreleri ile yapilan

iiretimden alinan sonuglar dogrultusunda uygulandi (Cizelge 3.2).

Reaktorde her 2-3 giinde bir pH 06l¢iildii, hiicre yogunlugu belirlendi ve
¢Ozlinmiis oksijen miktar1 ile kopiik kirict kullanimi gézlemlendi. Reaktor
sonlandirildiktan sonra igindeki hiicre kiiltiiri ortami ayirma saflagtirma islemleri

ve ardindan toplam iiretilen MAb miktarmnin belirlenmesi i¢in -86°C’de stoklandu.

3.6.3 5A8 hibridoma klonunun %10 (v/v) FCS iceren ortamda
karnistirmali tank biyoreaktorde yiizey havalandirma Kkosullarinda
iiretimi

Mikrohava dagitic1 kullanim ile reaktor i¢inde kopiiklenme sonucu ortaya
cikan kayma gerilimi etkisinin azaltilmasi ve ayni zamanda kopik kiric
kullanimin engellenmesi amactyla reaktor 36.8°C sicaklikta, 60 rpm karistirma ve
0,2 L/min yiizey havalandirma hizinda, 1.5 L c¢alisma hacminde ve ¢oziinmiis
oksijen degeri goz Oniinde bulundurulmadan calistirildi. Proseste yalnizca pH,
CO; ile kontrol altinda tutuldu.
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pH:

Pompa:
Sterilizasyon:

Ceket sicakhig: set degeri:
pH set degeri:
Kanstirma hizi set degeri
Havalandirma

Zero; -41 mV

Slope59 mV

19 ml/dak
S1v1 fazda 2L fizyolojik su ile 1 bar basingta
121C’de 60 dak. otoklav
36.8C
7.00
60 rpm
0.02 vwm

Sterilizasyon sonrasi fizyolojik su ile pO;
kalibrasyonu
pO.

Slope 172.6 nA,

Zero 0.9 nA;

ELEC 167.7 nA

%100.5 (fizyolojik su)

Cizelge 3.2 Kontrol edilen parametreler.

Kontroledilen — Set =y Max  xp TI TD DeadB Cmode Kaskat
parametreler  degeri sistemi
pO2 %40  -%35 +%35 %90  70s 0s %0.5 Auto  Gasmix
Sicakhk 36.8 %0 %62 %20 300s 75 %0.0 Auto JTemp
Ceket sicakhignt  Max -
(Jtemp) +%10 %4 0s 0s %0.0 Auto -
38C %100
0.07
Havalandirma %0 %25 %90 50s 0 %05  Auto .
hizx wwm
(GF-SP)
Karistirma 60rpm %0 %75 %150 100s 0 %0.5 Auto -
Hizx

Reaktorde her giin pH 6l¢iimii ve hiicre sayimi yapildi, indirekt testler i¢in

stipernatant Ornekleri toplandi. Proses sirasinda her 48-72 saatte bir besi ortami

degisimi yapildi ve degistirilen hiicre kiiltiirii ortam1 ayirma saflastirma islemleri

ve ardindan toplam iiretilen MAb miktarmin belirlenmesi i¢in -86°C’de stokland.
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3.6.4 5A8 hibridoma klonunun karistirmah tank biyoreaktorde
makrosparger kullanimi ile serum icermeyen ortamda 4 litrede iiretimi

1 mm godzenek c¢apina sahip tek bir gézenegi bulunan paslanmaz celik
makrosparger temin edildi (Sap Enstitiisii, Ankara, Tiirkiye). Bu siiregten sonraki
iiretimlerin hepsi makrosparger ile yapildi (Sekil 3.13).

Sekil 3.13 Kullanilan makrosparger’in otoklav sonrasi fizyolojik su igersindeki goriiniimii. Hava
kabarciklar1 karistiriciya garpip dagilmaktadir (sagda).

3.6.4.1 5A8 hibridoma Kiiltiiriiniin %10 (v/v) serum iceren
ortamda Kkaristirmahh tank bivoreaktorde olcek biiviitme isleminin

yapilmasi

6x10° hiicre/m! hiicre konsantrasyonundaki kiiltiir, 1.6 L %10 (v/v) FCS,
%0.1 (v/v) gentamisin ve %1 HEPES igeren DMEM/Ham’s F/12 besi ortami
icerisinde 37°C’ye ayarlanmis reaktdre beslendi. Reaktor, olgek bilyiitme
sirasinda  yari-siirekli modda calistirildi. Hiicrelerin canliliginin  devami  ve
cogaltilmast i¢in 1-2 giinde bir hiicre canlilifi ve konsantrasyonuna bakilarak
uygun miktarlarda vasat degisimi yapildi. Vasat ilavesi ile de dlgek biiylitme
islemi yapildi (Sekil 3.14).

Sekil 3.14 5A8 hibridoma kiiltiiriniin %10 (v/v) serum igeren ortamda karigtirmali tank
biyoreaktdrde dlcek bityiitme islemi.
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Reaktoriin ¢alistirilmast sirasinda ortam hacmiyle orantili olarak daha

homojen bir ortam ve dolayisiyla da daha etkili besin ve gaz transferlerinin

yapilabilmesi i¢in karistrma ve havalandirma hizlart arttirildi.

Reaktorin

baslangi¢ isletme kosullari, 6zellikleri ve proses kontrol sistemi Cizelge 3.3 ve

3.4°de verilmistir.

Cizelge 3.3 Olgek biiyiitme sirasinda reaktoriin baslangic isletme kosullar1 ve dzellikleri.

Karistirma iz 60-100 rpm
Sparger tipi Makrosparger
GF-SP 0,025 L/dak/1.6 L (0.016 vwm)
Baslangig hiicre sayisi (h/ml) 6,00E+05
Baslangi¢c hacmi (ml) 1600
pO; set degeri %40
pH set degeri 7.00
Cizelge 3.4 Proses kontrol sistemi
Kontrol edilen Set .
parametre degeri Min Max Xp TI TD  DeadB Cmode
%40 -%35  +%35 %90 70s 0s %0.5 Auto
PO,
Auto
H
P (CO,)
Sicakhk 36.8 %0 %62 %20  300s 75 %0.0 Auto
Ceket sicakhigi
(Jtemp) Max 38C  -%100 +%10 %4 0s 0s %0.0 Auto
Havalandirma .
hiz1 (GF-SP)  Degisken - - - - - - Auto
Karistirma 60-100 ve
Hizi - - - - - - Auto

120 rpm

3.6.4.2 5A8 hibridoma klonunun 41.’de serum icermeyen ortamda

(SFM) karistirmal tank biyoreaktorde kiiltiiri

Reaktorde %10 FCS iceren 4 L ortamda 1x10° hiicre/ml hiicre
konsantrasyonuna ulasildiktan sonra kiiltiir reaktdrden topland1 ve 800 rpm’de 5
dakika santrifiij edildikten sonra, hiicre pelleti SFM (SFM4MAD, Hyclone, Utah)
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besi ortami igerisinde homojenize edildi ve 37°C’ye ayarlanmis reaktore beslendi.
Reaktor kesikli modda calistirildi. Reaktoriim isletme kosullar1 Cizelge 3.5°de

verilmistir.

Her giin pH 06l¢iimii alind1 ve steril sekilde drnekleme yaparak canli ve 6li
hiicre saymmi yapildi. 800 rpm’de 5 dakika santrifiij sonrasinda toplanan
slipernatant Ornekleri indirekt testler ve MAb miktarinin belirlenmesi igin -
20°C’de stoklandi. Prosesin sonlandirilmasindan sonra hiicre siispansiyonu 3000
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve silipernatant %0.02 (w/v) Na-azid (Sigma,

ABD) ilavesinden sonra ayirma saflastirma islemleri igin -20°C’de stoklandi.

Cizelge 3.5 41.’de serum igermeyen ortamda (SFM) karistirmali tank biyoreaktorde liretim
sirasinda reaktoriin igletme kosullart.

Kontrol edilen Set Min  Max  Xp Tl TD DeadB Cmode
parametre degeri
pO2 %40 -%35  +%35 %90 70s 0s %0.5 Auto
Srcakhik 36.8 %0 %62 %20  300s 75 %0.0 Auto
Ceket sicakh@l  Max 38C  -%100 +%10 %4 0s 0s %0.0 Auto
(Jtemp)
Havalandirma .
hiz1 Degisken - - - - - - Auto
(GF-SP)
Kanistirma 60-100 ve - - - - - - Auto
hizi 120 rpm

3.6.5 5A8 hibridoma klonunun stasyoner Kkiiltiirde iireme
kinetiginin belirlenmesi

SFM ortaminda MADb titresinin diisiik degerlerinde ¢ikmasi nedeniyle
hiicrelerin hala MAb fiiretip/iiretmediklerinin kontrolii i¢in stasyoner fazda lireme

kinetigi ¢ikarildi.

Uretim ortami ve kosullari: Hiicreler, 1,13x10° hiicre/ml baslangic
konsantrasyonunda, %10 (v/v) FCS, %1 (v/v) L-glutamin, %0.5 (v/v) gentamisin
ve %1 (v/v) HEPES igeren 2’ser ml DMEM/Ham’s F/12 besi ortamu igerisinde 6-
gozlii pleytlere ekildi ve 37°C’de %5 CO,’li inkiibatdrde kesikli kiiltiirde kiiltiire

edildi. Her giin bir gézden 6rnekleme yapild.

Her giin pH 6lgiimii, canli ve &lii hiicre sayimi yapildi. indirekt ELISA ile
MAD titresinin belirlenmesi i¢in siipernatant Ornekleri toplandi ve -20°C’de
stoklanda.
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3.6.6 5A8 hibridoma klonunun karistirmah tank biyoreaktorde
makrosparger kullammmi ile %10 (v/v) serum iceren ortamda 4 litrede
iiretimi

Stasyoner kiiltiirden ve Onceki c¢aligmalar elde edilen sonuglar 5AS8
hiicrelerinin SFM’de basarili bir sekilde tiremediklerini ayrica kesikli kiiltiirde en
yilksek MADb konsantrasyonuna genellikle 4. giin civarlarinda ulagildigini
gostermistir. Bu nedenle, 4 L’de tretim %10 (v/v) serum igeren besi ortami
icerisinde de yapildi ve reaktdr igindeki ortamin, MADb kaybetmemek icin, 4. giin
yarist ve 6. giin de yarisi reaktorden toplanarak proses sonlandirildi. Hem 6lcek
biiyiitme hem de {iretim boyunca prosesin isletim ve kontrol kosullar1 Cizelge
3.6’da verilmistir.

Bu calismada iki farkli kontrol grubu olusturuldu. Bunlardan birincisi
(kontrol 1), roller siselerden reaktore gecildigi andan itibaren hi¢ reaktore
girmeyen ve rollerlardan 25 cm? flaska alman 6rnektir. Bu érnek reaktor ile
paralel ¢calisildi. Reaktore uygulanan tiim degisiklikler (besi ortami ve/veya pasaj)
bu 25 cm? flaska da uygulandi ve 6rnekleme yapildi. Bu kontrol grubundan alinan
sonuglar degerlendirildi. Kontrol 1’in olusturulmasindaki amag hiicre sayisi ya da
MADb konsantrasyonunda, iki farkli iiretim sisteminde (kontrol 1 ve karistirmali
tank biyoreaktor) bir farklilik meydana geliyorsa, bu farkliliklarmm kullanilan

reaktor ve isletme kosullarma baglh oldugunu géstermesiydi.

Ikinci kontrol grubu ise (kontrol 2), 4L’ye &lcek biiyiitme yapildiktan sonra
reaktorde 4L'de %10 FCS igeren ortam ile 4-6 giinliik liretime gec¢ilmeden 6nce,
santrifiij sonrasinda 4L taze ortamda homojenize edilen hiicre siispansiyonundan
elde edilen kontrol grubudur. Yine 25 cm? flaskta reaktdr iiretimi ile paralel
calisildi. Her giin sayim ve silipernatant 6rnegi alindi. Bu kontrol grubu da

reaktdriin tasarim ve igletme parametrelerinin degerlendirilmesi i¢in kullanildi.

3.6.6.1 5A8 hibridoma Kiiltiiriiniin %10 (v/v) serum iceren

ortamda Kkaristirmah tank biyvoreaktorde olcek biiyiitme isleminin
yapilmasi

Uretim ortamive kosullar:: Hiicreler, 1,2x10° hiicre/ml baslangi¢
konsantrasyonunda, %10 (v/v) FCS ve %0.5 (v/v) gentamisin igeren 2 L
DMEM/Ham’s F/12 besi ortamu igerisinde reaktdre verildi ve 37°C’de yart siirekli
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modda ol¢ek biiyiitme islemi yapildi (Sekil 3.15). Hacim ile degisen reaktor
kosullar1 Cizelge 3.7°de verilmistir.

Cizelge 3.6 5A8 Hibridoma klonunun karistirmali tank biyoreaktorde makrosparger
kullanimi ile %10 (v/v) serum igeren ortamda hem olgek bilyiitme sirasinda hem de 4 litrede
iiretimi boyunca prosesin igletim ve kontrol kosullari.

Kontrol edilen Set

Min Max Xp TI TD DeadB  Cmode
parametre degeri
pO2 %40 -%35 +%35 %90 70s 0s %0.5 Auto
Sicaklik 36.8 %0 %62 %20 300s 75 %0.0 Auto
Ceket sicakhg: Max
-%100  +%10 %4 Os Os %0.0 Auto
(Jtemp) 38C
0.05 ve
Havalandirma
0.025 - - - - - - Auto
hiz1 (GF-SP)
vvm
Karistirma 60-80
- - - - - - Auto

Hizx rpm

Cizelge 3.7 Reaktdriin isletme kosullari.

Calisma Kanstirma Havalandirma hizx

Zaman (giin) hacmi (L) hiz1 (rpm) (vwm) pO2 (%)
0 2 60 0,05 40
1 2 60 0,05 40
2 3 60 0,05 40
4* 4 80 0,025 0
6* 4 80 0,025 0

* Oksijen tiipiinde ve ¢oziinmiis oksijen probunda meydana gelen sorun nedeniyle,6lgek biiylitme sirasinda 4. Giinden
sonra ve 4L’de kesikli kiiltiirde iiretim sirasinda sistemde oksijen kontrolii yapilamadi. Ayrica, besi ortami igerisindeki
serum nedeniyle 0.05 vvm havalandirma hizinda kopiik olusumu meydana geldi. 4L tretim hacminde bu havalandirma
hizinda kopiik olusumunu kontrol etmek ancak kopiik kiricr kullanimu ile miimkindiir. Fakat kopiik kiricr kullanimi
¢alismanin bir sonraki agamasi olan c¢apraz akis filtrasyonunda sorun ¢ikaracag: diisiiniildii ve kopiik kirict kullanimindan
kaginildi ve bu nedenle de havalandirma hiz1 0.025 vvm’e diistiriildii.

Her 24-48 saatte bir ornekleme yapildi. pH 6lclimii, canli ve 6lii hiicre
saym yapildi. indirekt ELISA ile MAb titresinin belirlenmesi igin siipernatant
ornekleri toplandi ve -20°C’de stoklandi.



Sekil 3.15 5A8 hibridoma kiiltiiriiniin %10 (v/v) serum igeren ortamda karistirmali tank
biyoreaktdrde dlgek bilyiitme isleminde 2L.’den 4L’ye hacim artis1.

3.6.6.2. 5A8 hibridoma Kkiiltiiriiniin %10 (v/v) serum iceren
ortamda karistirmah tank biyoreaktorde 4 L.’de kesikli modda iiretimi

Reaktorde %10 FCS iceren 4 L ortamda 1,1x10° hiicre/ml hiicre
konsantrasyonuna ulasildiktan sonra kiiltiir reaktérden toplandi ve 800 rpm’de 5
dakika santrifiij edildikten sonra, hiicre pelleti %10 (v/v) serum igeren
DMEM/Ham’s F12 besi ortami igerisinde homojenize edildi ve 37°C’ye
ayarlanmis reaktdre beslendi. Reaktor kesikli modda calistirildi. Uretim boyunca
kopiik kirict kullanimindan kaginildi. Reaktérde, pO, probunda meydana gelen

arizadan dolay1 ¢oziinmiis oksijen kontrolii yapilamadi (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8 5A8 hibridoma hiicre kiiltiirtiniin %10 (v/v) serumlu ortamda karistirmali tank
biyoreaktorde kiiltiirii sirasinda isletme kosullari.

. . Karistirma hzi Havalandirma hiz1
Zaman (giin) Calisma hacmi (L) (rpm) (wm) Not
0 4 80 0,025
1 4 80 0,025
2 4 80 0,025
3 4 80 0,025
Burada 2L ortam alind1
ve Na-azid eklenerek
kaldirildi.
2 L ortam 6 giindeki
4 4 80 0,025 sonuglar1 gorebilmek
igin igletme
parametreleri
degistirilerek devam
ettirildi.
6 2 60 0,05

Her giin pH 6l¢limii alind1 ve steril sekilde drnekleme yaparak canli ve 6lii
hiicre saymmi yapildi. 800 rpm’de 5 dakika santrifiij sonrasinda toplanan

stipernatant Ornekleri indirekt testler ve MAb miktarinin belirlenmesi ig¢in
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-20°C’de stokland1. Prosesin sonlandirilmasindan sonra hiicre siispansiyonu 3000
rpm’de 5 dakika santriflij edildi ve stipernatant %0.02 (w/v) Na-azid ilavesinden

sonra ayirma saflagtirma islemleri i¢in -20°C’de stokland:.

3.7 5A8 Hibridoma Klonunun Statik Membran Biyoreaktorde
Kiiltiirii ve MADb Uretimi

Etkili bir hiicre kiiltiiri optimum oksijen ve besin saglanisina ayrica
ortamdaki inhibe edici toksik metabolitlerin ortamdan uzaklastirilmasmna baghdir.
Hibridomanin statik membran biyoreaktdrde (SMR) kiiltiirii i¢in CELLine 350®
(DC-90010, Sartorius Stedim Biotech GmbH, Almanya) (Sekil 3.16) kullanildi.
Bu reaktor tek kullanimlik, steril ve iki bolmeden olusan bir kiiltiir kabidir. Bu iki
bolme sayesinde nutrient ya da oksijen transfer problemlerinin iistesinden
gelinmis olunur. Membran igerisine ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda hiicre
inokiilasyonu yapilabilmekte ve dolayisiyla yiiksek konsantrasyonda ({iriin
olusumu saglanabilmektedir. Hiicre metabolizmasi sonucu olusan inhibe edici
toksik metabolikler membran disina ¢ikarak hiicrelerden uzaklasmaktadir. Bunun
yaninda, iirtin hiicre ile birlikte membran iginde kaldig1 icin ¢ok konsantre
olmaktadir. Bu nedenle de daha sonrasinda g¢apraz akis filtrasyonu gibi {iriin

konsantrasyon islemine ihtiya¢ kalmamaktadir.

-~
e

Sekil 3.16 SMR (CELLine 350®, http://www.sartorius-stedim.com).

Uretim ortami ve kosullar1: Yeterli hiicre miktar1 100 ml’de 6x10°hiicre/ml

konsantrasyonda olacak sekilde ayarlandi. Bu hiicre siispansiyonu 800 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi ve hiicre pelleti %10 (v/v) FCS ve %0.5 (v/v) gentamisin
iceren 5 ml DMEM/Ham’s F/12 besi ortami igerisinde homojenize edilerek bir
sirmga yardimiyla membran igerisine verildi. Hiicreler, 37°C’de CO2’li
inkiibatorde kesikli modda kiiltiire edildi.
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Her 48-72 saatte bir pH &l¢iimii, canli ve 6lii hiicre sayrmi yapildi. indirekt

ELISA ile MAD titresinin belirlenmesi i¢in slipernatant ornekleri toplandi ve
-20°C’de stokland.

3.8 5A8 Hibridoma Klonunun Membran Havalandirmah
Biyoreaktorde Kiiltiirii ve MAb Uretimi

Bu {iiretimde membran havalandirmali biyoreaktéor (MHR) olarak
SuperSpinner D 1000® (DF-001LS-SSh---V, Sartorius Stedim Biotech GmbH,
Almanya) (Sekil 3.17) kullanildi. Bu reaktor, tek kullanimlik, steril ve laboratuar
Olceginde hayvan hiicre kiiltiirii i¢in kullanilan oldukga etkili bir biyoreaktordiir.
MHR, kiiltiir kabi, karistirici ve membran havalandirma yapan bir sistemden
olugsmaktadir. Hollow-fiber membran karistirict ¢ubuguna sarihidir ve g¢ubuk
manyetik parca igerir, boylelikle manyetik alan etkisiyle karisim saglanir. Hava
giriginin saglanmasi i¢in bir hava pompasi kullanilir. Hava debisinin kontrolii

flask yaninda bulunan kiiciik sise yardimiyla yapilir.

sample port— ('~ feeding
& transfer port

.I [ i
gas outlet : 7" gas inlet
——ultivation
flask

Sekil 3.17 MHR komponentleri ve 5A8 hibridoma kiiltiirii (SuperSpinner D 1000®,

http://www.sartorius-stedim.com).

Uretim ortami ve kosullart; Kiiltiire 400 ml ortam ile 8x10° hiicre/ml hiicre

konsatrasyonunda baslandi ve ardindan hacim 800 ml’e ¢ikarildi. Hiicre
stispansiyonu %10 (v/v) FCS ve %0.5 (v/v) gentamisin 5 ml DMEM/Ham’s F/12
besi ortamu icerisinde homojenize edilerek steril ¢aligma kabini igerisinde reaktore
beslendi ve hiicreler, 37°C’de CO,’li inkiibatorde kesikli modda kiiltiire edildi.

Her 48-72 saatte bir pH 6l¢iimii, canli ve 6lii hiicre sayrmi yapildi. indirekt
ELISA ile MAD titresinin belirlenmesi i¢in siipernatant ornekleri toplandi ve
-20°C’de stoklandi.
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4. BULGULAR
4.1 5A8 Hibridoma Klonunun Serumsuz Ortama Adaptasyonu

5A8 hibridoma klonunun serumsuz ortama adaptasyonunda iki farkli
yontem kullanilmasina karsimn hiicrelerin serumsuz ortama adapte olamadiklar1 ve
hem kiiltiir kaplarinda hem de reaktor sistemlerinde direkt olarak 6lim fazina

gectikleri goriildii.

4.2 BHK Ang, Hiicreleri ile Doner Siselerde Olcek Biiyiitme,
Vibroreaktorde Siispanse Ortama Adaptasyon ve Karistirmah
Biyoreaktor ile Uretim Optimizasyonu

4.2.1 BHK Ang, Hiicrelerinin Vibroreaktorde Siispanse Kiiltiire
Adapte Edilmesi

Kiiltiir siiresince yapilan hiicre sayimi ve hiicre morfolojisi takibi sonunda
hiicre sayismm 2x10° hiicre/ml’e ulagmasi (4 kat fazla hiicre konsantrasyonun
elde edilmesi) ve hiicrelerin mikroskobik goriinlimiinde morfoloji ve
biiyiikliiklerinin homojen olarak gozlemlenmesiyle hiicrelerin siispanse kiiltlire
adapte oldugu kabul edildi. Hiicrelerin siispanse kiiltiire 6. pasajda adaptasyon
gosterdigi belirlendi. Her kiiltiir basamaginda belirlenen hiicre sayilari, pH vb.
bilgiler Cizelge 4.1 ve 4.2°de verildi.

4.2.2 BHK Ang, Hiicreleri ile Karistirmali Tank Biyoreaktorde
Uretim Optimizasyonu

NaHCO; kullanarak havalandirma olmaksizin (Deneme 1): BHK Angp
hiicrelerinin (slispanse kiiltiire adapte) STR’de {iretimi sirasinda Kiiltiiriin
baglangi¢ kosullari, proses boyunca gézlemlenen parametreler ve alian sonuglar

Cizelge 4.3 ve 4.4°de verilmistir.

Kiiltiirde fazla NaHCOg3; kullanimma bagli olarak hiicre biiylimesinin

azaldig1 ve hiicrelerin morfolojilerinde degisiklik oldugu gozlemlendi (Sekil 4.1).
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Cizelge 4.1 Vibroreaktorde iiretim siiresince gozlemlenen parametreler ve degerler (1.
deneme)

Pasaj

n;l;’?“r"‘a:]/ (hiic(:é/ml) (hiiccr:é/ml) PH. PH Haomi o Havalandirma
(giin) L

M29 S1/0 7x10° - - - 1 7(180V) Yok
S2/2 1,62x10° 8x10° 6,7 745 2 7 Yok
S2/3 - - - - 2 7 Var
S3/4 4,19x10° 1x10° 6,65 74 2 7 Yok
S4/7 2x10° 4,5x10° 7.1 7,7 2 7 Var
S5/9 9x10° 4.2x10° 7,54 7,7 2 7 Yok
S5/10 - - - - 2 7 Var
S6/11 2x10° - 7.1 - - - -

*M: Monolayer kiiltiir; S: Siispanse kiiltiir; ¢;: Baslangi¢ hiicre konsantrasyonu (hiicre/ml); c,: Pasajlama sonrasi hiicre
konsantrasyonu (hiicre/ml); pH;: Besi ortam degisimi 6ncesi pH degeri; pH»: Besi ortami degisimi sonrasi pH degeri.

Cizelge 4.2 Vibroreaktorde iretim siiresince gozlemlenen parametreler ve degerler (2.
deneme).

Pasaj
numarasy/ c c Cahsma
Kiiltiir 1 2 X Karistirma
siiresi (hiicre/ml) (hiicre/ml) pH, pH, H(aE;’n ! hiz Havalandirma
(giin)

M31 S1/0 5x10° - - - 1 7 (180 V) Yok
S1/1 - - - - 1 7 Var
S2/2 2,3x10° 7x10° 7.1 7.4 2 7 Yok
S2/ 3 - - - - 2 7 Var
S3/4 3,5%10° 5x10° 7,0 7.6 2 7 Var
s4/7 3,4x10° 5x10° 7,0 75 2 7 Yok
S4/8 - - - - 2 7 Var
S5/9 2,3x10° 4x10° 7.2 75 2 7 Yok

S5/ 10 - - - - 2 7 Var
S6/11 2,2x10° 4x10° 7,25 75 2 7 Yok
S6/12 - - - - 2 7 Var
S7/14 2,4x10° 4x10° 7.2 7,55 2 7 Yok
S7/15 - - - - 2 7 Var
S8/16 1,9x10° 6x10° 7.2 7,55 1 7 Yok
59/18 1,4x10° 4x10° 7.2 7,55 2 7 Var
Yiizey
510/21 1,9x10° 5x10° 7,02 75 1 7 havalandirma
var
S11/23 1,6x10° 4x10° 7,05 75 1 7 Yok
S12/25 1,7x10° 4x10° 6,90 75 15 7 Var
S13/28 1,65x10° 4x10° 7,22 7,45 15 7 Yok
S14/30 1,35%10° - 7.2 - 15 7 -
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Cizelge 4.3 BHK hiicreleri ile STR’de yapilan kiiltiirde baslangi¢ kosullar1 (1. deneme).

- I~ =
g = g S K < _
< £ £ E . Z_ Sz ‘°\; =S
— o s = - 2 =<
g pha) 5 T 3§ EE s I Eg
& £ £ TT2  E= gz & S8
N ﬁ ° = = E (@) 2 =
&3 o = ¥ N o
0 2 5x10° 6,93 200 4°1 4050 991
yukari

Cizelge 4.4 BHK hiicreleri ile STR’de yapilan kiiltiirde izlenen parametreler (1. deneme).

Degistirilen Beslenen
Kiiltiir C c Calisma ortam toplam % pO Hiicre
siiresi (hiicre/ (hiicr: mi) hacmi mikear: pH  NaHCO; 2 morfolojisi
(h) ml) (L) WL miktar1
(ml)
14 - - 2 - 6,73 0 29,2 -
22 - - - - 7,00 - 0 -
Hiicrelerin
44 1810° 5x10° 2,25 15 695 250 o  membranannda
asar
gozlemlendi.
66 - - - - 6,95 326 0 -
Hiicrelerin
membran
92 1.27x10° 5x10° 2,4 1 6,95 460 0 biitiinliiklerini
korudugu
gozlemlendi..
137 - - - - 6,97 618 - -
Hiicrelerin
morfolojilerinde
139 12x10°  12x10° 215 0 698 618 o heterojenlikve
membranlarinda
bozulmalar
gozlemlendi.
141 - - - - 6,99 618 - -
143 - - - - - -
160 8.2x10° - - 7,53 618 - -

Sekil 4.1 NaHCO; kullanimindan kaynaklanan hiicre morfolojilerinin degigimi.

NaHCO; kullanmadan diisiik havalandirma hizinda (0.01 L/min-0.005
vvm, deneme 2) BHK Ang (stispanse kiiltiire adapte) hiicrelerinin STR’de tiretimi

sirasinda kiiltiiriin baslangig¢ kosullari, proses boyunca gozlemlenen parametreler

ve alinan sonuglar Sekil 4.2 ve Cizelge 4.5 ve 4.6°de verilmistir.
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Belirtilen  iiretim  kosullarinda  gergeklestirilen  proses  sirasinda
mikrosparger (mikro diizeyde hava dagiticisi) ve serum kullanimindan
kaynaklanan kopilik olusumu goézlendi. Bu nedenle, sisteme belirli miktarlarda
kopiik kirict (antifoam) beslendi (Sekil 4.3). Antifoam baslangigta (0. saatte)
%0.1 (v/v) oraninda PBS i¢inde hazirlandi. Ancak, konsantrasyon diisiik oldugu
icin fazla miktarda kopiik kiriciya ihtiyag duyuldu. Bu nedenle kopiik kirici, %10
(v/v) oraninda PBS i¢inde hazirlanarak 20. saatte beslendi ve sonraki
beslemelerde de bu konsantrasyon kullanildi. Ayrica, reaktoriin kendi 6rnek alma
girigi ¢ikarilarak o hatta silikon hortum takildi ve cam siselerden yararlanilarak
yeni bir besleme ve ornek alma girisi olugturuldu. Reaktore yapilan beslemeler ve
ornek alma islemi bu hattan bir peristaltik pompa yardimi ile yapildi ve steril

kosullar saglandi.

Sekil 4.2 0.005 vvm havalandirma kosullarinda reaktdr igerisindeki hiicrelerin morfolojik
gorinimi (20X) (Olympus, Japonya).

Sekil 4.3 Karistirmali tank reaktérde kopiik olusumu (a) 0.005 vvm havalandirma hizinda
reaktorde goézlemlenen kopiik olusumu; (b) kopiik kirici kullanimindan sonra reaktordeki
gorinim.

NaHCOj3; kullanmadan yiiksek havalandirma hizinda (0.1 L/min-0.05 vvm)
(Deneme 3) BHK Angg hiicrelerinin STR’de tiretimi sirasinda kiiltiiriin baglangig
kosullar1 ve proses boyunca gézlemlenen parametreler ve alinan sonuglar Cizelge

4.7 ve 4.8°de verilmistir. Bu liretimde yogun hiicre konsantrasyonu ve reaktor
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ortaminda makroskobik olarak da goriilebilen hiicre kiimeleri gozlemlendi (Sekil

4.4).
Cizelge 4.5 BHK hiicreleri ile STR’de yapilan kiiltiiriin baglangi¢ kosullar1 (2. deneme).
— — = L T~ =2 5 =
= Es E . Esg EE E% Z2_ :E §e._
< ZE S g I =<3 pR= % 2 5L 2 88 SE
E s S S = SEES  E£g s 5% oS XEES
N ©I £ = S 2 2§ = Q5 WEE
5 450/
0 2 4x10 7.11 0.005 200 100 414 84
yukari
Cizelge 4.6 BHK hiicreleri ile STR’de yapilan kiiltiiriin takip ¢izelgesi (2. deneme).
Kiiltiir C, Cahsma Degistirilen o
Siiresi (hiicre/ (hiicfé/ml) Hacmi ortam pH; %6 pO;
(h) ml) (L) miktari (L)
2 - - 2 - - 35.8
44 1.07x10° 4x10° 2 0.25 6.87 29.5
46 - - 2 - 6.9 28.7
72 - - 2 - 6.9 2.2
115 - - 2 - 6.79 6,6
122 1.74x10°  4x10° 2 15 6.77 6,6
140 - - 2 - 7.01 13,5
166 1.26x10° - 2 - 6.8 9,4
Cizelge 4.7 BHK hiicreleri ile STR’de yapilan kiiltiiriin baglangi¢ kosullar1 (3. deneme).
€ <3 = 5 z 52 3z 58 ce-
T ETS E - ES® E.f EF <. 5% g3
S £E S I =5s 2358 B2 88 EZt sLE
E &8 = = 523 = S22 8T 8 XEFE
N “I =) = 2 2§ 2 Q5 YWe
5 45°/
0 2 4x10 7.28 0.05 200 100 40.9 3ml
yukari

Cizelge 4.8 BHK hiicreleri ile STR’de yapilan kiiltiiriin takip ¢izelgesi (3. deneme).

Toplam
Kiltiir C Calisma Degistirilen ekl_enen %
PR 1 . - ortam antifoam
siiresi . (hiicre/ Hacmi . pH; . pO,
() (hiicre/ml) mi) w) miktari miktari ve
(mL) konsantras
yonu
0 4 4x10° 2 2000 7.05 4 255
x10° ' '
24 - - 2 - 7.43 4 20
72 320 08 2 500 7.36 4 18
120  83¥ 2 - 7.25 4 165
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Sekil 4.4 3. deneme sonunda yogun hiicre ve hiicre kiimelerinin mikroskobik goériiniimii
(20X) (Olympus, Japonya).

NaHCO;3 kullanmadan orta havalandirma hizinda (0.02 vvm) (deneme 4)
BHK Angy hiicrelerinin karistirmali biyoreaktorde iiretimi sirasinda kiiltiiriin
baslangi¢ kosullar1 ve proses boyunca gozlemlenen parametreler ve alinan

sonuclar Cizelge 4.9 ve 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.9 BHK hiicreleri ile STR’de yapilan kiiltiiriin baglangi¢ kosullar1 (4. deneme).

—~ ~ = R~ = =~
£< E% E ~ EEE EE g?a E’_\ E§ EEEA
5 ZE Sf & f3: PiEEF 8 25 sSiE

: < 2 = R o8 =
s g EET 323 2 gy WEE
o
o 15 4x10° 728 002 150 y‘l‘j{aﬁl 100 21 1

Cizelge 4.10 BHK hiicreleri ile STR’de yapilan kiiltiiriin takip ¢izelgesi (4. deneme).

Kiiltiir c Calisma Deglrstg:'rl]len Kiimiilatif %
5 1 2 - .
Saati (hiicre/ml)  (hiicre/ml) Hacmi miktari pH: i.intlfoam PO;
(h) (L) (mL) miktari (ml)
24 - - 2 500 6.8 1 13
72 1,63x10° 4x10° 2 1500 6.7 1 15
97 - - 2 - 6.73 1 7.2
120 1,34x10° 4x10° 2 1400 6.79 1 8.4
167 9,8x10° 4x10° 2 1200 6,82 1 6.3
262 7,5%10° 4x10° 2 1000 6,59 1 13,2
286 1,4x10° - 2 - 6,6 2 11,1

BHK Ang ile ¢alisilan iiretim sistemlerinin karsilastirilmasi Cizelge 4.11°de

verilmistir.
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Cizelge 4.11 BHK Ang ile ¢aligilan iiretim sistemlerinin kargilagtirilmast.

Sistemin

Calisma e Ureme hiz1
Sistem hacmi k.l.lltur . Co ..Cmax *t.r." x (Hiicre
(ml) siiresi (hiicre/ml) (hiicre/ml) (giin) /giin)
(saat)

Doner e 8,50E+06 8 9,65E+07 1,10E+07
Vibroreaktor 2000 96 7,00E+05 3,50E+06 2 1,40E+06
Karistirmah

reaktor 2000 44 5,00E+05 1,80E+06 2 1,30E+06

(NaHCO3)

Karistirmah
reaktor (0.005 2000 122 4,00E+05 1,74E+06 3 4,47E+05
vvm)
Karistirmah
reaktor (0.05 2000 214 4,00E+05 8,33E+05 2 2,17E+05
vvm)
Karistirmah
reaktor (0.02 2000 72 4,00E+05 1,63E+06 3 4,10E+05
vvm)

*tmax: En yiiksek hiicre konsantrasyonuna ulagincaya kadar gegen kiiltiir siiresi.

4.3 Miyeloma Hiicreleri ile Karistirmah Biyoreaktorde Uretim
Optimizasyonu

Miyeloma hiicreleriyle STR, 60 rpm karistrma ve 0.02 vwm (BHK ile
yapilan calismadan elde edilen veriler dogrultusunda) havalandirma hizinda, %40
¢Ozlinmiis oksijen “set” degerinde (kaskat sistemi sparger havalandirmasina bagli)
ve %5 CO, hava doygunlugunda c¢alistirildi. Ancak bu kosullarda ¢oziinmiis
oksijen degerinin %70’lere ulagsmas1 nedeniyle, kiiltiiriin 1. giinliinde ¢oziinmiis
oksijenin istenilen degerlerde tutulmasi azot ve oksijen gazlarinin karisimi ile
ayarlanmaya baslandi. Reaktordeki sicakligm belirli degerlerde tutulmasi igin
ceket sistemi kullanildi. Ancak, ceketten ¢ok yiiksek sicaklikta su gecirerek ortam
sicakligimin set degerine getirilmesi, ceketin hemen yakinlarinda bulunan
hiicrelere zarar vermektedir. Bu parametrelerin uygun degerlerde, hiicrelere zarar
vermeden sistemde kontrol edilebilmesi igin Pl-kontrol sistemi ile optimizasyon
islemi yapildi. Reaktdrde pH nin kontrol edilmesi kaskat sistemi olarak CO; gaz1
kullanildi. (Cizelge 4.12, 4.13 ve 4.14). Bu kosullarda ortam pH’ smin 7.0
civarlarinda oldugu goriildii (Sekil 3.8). Uretimin son giiniinde yapilan
orneklemede mikroskop altinda incelendiginde hiicre canliliginin ve hiicrelerin

membran biitlinliigiiniin istenilen diizeyde oldugu goriilmiistiir. (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Reaktordeki iiretimin 11. giinlinde Ag8 miyeloma hiicrelerinin mikroskop
altindaki gériiniimii (20X) (Olypus, Japonya).

Cizelge 4.12 Miyeloma hiicreleri ile STR’de {iretim sirasinda takip edilen parametreler ve

sonuglar.
Kiiltiir Kullanilan Antifoam o Degistirilen besi
siiresi (hiicre/ml) pH Antifoam konsantrasyonu ?% ; ortami miktari
(giin) miktar1 (%ov/v) (ml)
0 6,00E+05 7,57 0 0 7,6 0
1 721 14 0,09 44,1 0
2 2,00E+05 7,17 0 0,09 47,2 0
3 1,20E+05 7,05 13 0,14 42,4 500
4 1,77E+05 7,06 0 0,07 40,1 500
7 3,60E+05 7,15 10 0,16 40,3 500
9 1,50E+05 7,09 0 0,07 40,2 500
11 2,20E+05 7,04 0 0,07 40,5 -
Cizelge 4.13 Kontrol edilen parametrelerin optimizasyon oncesi degerleri.
Kontrol edilen Set .
Min Max Xp TI TD DeadB Cmode
parametre degeri
pO2 %40 -%100 +%100 %90 50s 0s %0.5 Auto
Sicaklik (°C) 36.8 %0 %62 %20 300s 75 %0.0 Auto
Ceket sicakhigi
- -%100 +%100 %4 0s 0s %0.0 Auto
(Jtemp)
Havalandirma
0.02 vwm - - - - - Auto
hiz1 (GF-SP)
Karistirma hizi 60 rpm - - - - - Auto

4.4 5A8 Hibridoma Klonunun Déner Siselerde Uretimi

Doner siselerde iiretim, hem 6lcek biiylitme islemi hem de ii¢ farkli kosulda
(serumsuz ortam, %5 FCS ve %10 FCS igeren DMEM Ham’s F/12 besi ortami

icerisinde) pilot Olgekli liretim amaciyla gerceklestirildi. Doner siseler ile yapilan
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pilot 6lgekli tiretimden alman sonuglar Cizelge 4.15, 4.16 ve 4.17°de ve Sekil 4.6,
4.7,4.8,4.9,4.10 ve 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.14 Kontrol edilen parametrelerde optimizasyon sonrasi degerler.

Kontrol edilen Set Min Max Xp TI TD DeadB Cmode
parametre degeri
pO, %40 -%35 +%35 %90 70s 0s %0.5 Auto
Sicakhik 36.8 %0 %62 %20 300s 75 %0.0 Auto
Ceket sicakhigl Max 38C -%100 +%10 %4 0s 0s %0.0 Auto
(Jtemp)
Havalandirma 0.07 vwm - - - - - - Auto
hiz1 (GF-SP)
Karistirma Hiz 60 rpm - - - - - - Auto

Cizelge 4.15 5A8 hibridoma klonunun yivli yiizeyli doner siserlerde serumsuz ortamda
tretim parametreleri.

Giin Sise no (hii(c:;:}%l) (hiigjzi/iml) % Canhlik pH
0 1 1,01E+06 1,23E+06 45,2 7,2
2 1,01E+06 1,23E+06 45,2 7,2
3 1,01E+06 1,23E+06 45,2 7,2
1 1 6,45E+05 1,10E+06 37,0 71
2 5,83E+05 8,40E+05 41,0 71
3 4,71E+05 8,60E+05 354 71
2 1 4,70E+05 1,14E+06 29,2 7
2 5,50E+05 1,26E+06 30,4 7
3 4,80E+05 1,30E+06 27,0 7
3 1 2,80E+05 1,75E+06 13,8 7
2 2,83E+05 1,70E+06 143 7
3 2,10E+05 1,45E+06 12,7 7
4 1 8,30E+04 1,75E+06 45 7
2 1,40E+05 1,80E+06 7,2 7
3 9,40E+04 1,55E+06 5,7 7
5 1 1,10E+04 2,50E+06 0,4 7
2 1,10E+04 2,15E+06 0,5 7
3 1,60E+04 1,55E+06 1,0 7
7 1 0,00E+00 1,85E+06 0,0 7
2 0,00E+00 1,80E+06 0,0 7
3 0,00E+00 2,00E+06 0,0 7




1,20E+06 20 3
< 1,00£+06 >
5 15

£ 2 8,00E+05 %
=5 g
= § 6,00E+05 - 10 £
s 7 3
8« 2
O £ 4,00e+05 g
= (A L 5 =
g % X <
= 2,00E+05 <
S
= I =
0,00E+00 & 0 g
0 2 4 6 =
) Kiiltiir siiresi (giin) )
——SFM-1. sise —8—SFM-2. sise —&— SFM-3. sise
——SFM-1. sise MADb —*—SFM-2. sise MADb —0—SFM-3. sise MADb
pH

Sekil 4.6 5A8 hibridoma klonunun serumsuz ortamda doner siselerde iiretiminde zamana
bagli canli hiicre kosantrasyonu, pH ve MAb miktarinin degisimi.
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Sekil 4.7 5A8 hibridoma klonunun serumsuz ortamda doner siselerde iiretiminde zamana
bagli D-glukoz, laktik asit ve amonyak miktarinin degisimi.
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Sekil 4.8 5A8 hibridoma klonunun %35 FCS igeren DMEM Ham’s F/12 ortaminda doner
siselerde tliretiminde zamana bagli canli hiicre kosantrasyonu, pH ve MAb miktarimin degisimi.
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Cizelge 4.16 5A8 hibridoma klonunun yivli yiizeyli doner siserlerde %5 FCS igeren
DMEM Ham’s F/12 ortaminda {iretim parametreleri.

Giin Sise no Count Con % Canlilik pH
(hiicre/ml)  (hiicre/ml)

0 1 1,01E+06 1,23E+06 45,2 7,2
2 1,01E+06 1,23E+06 45,2 7,2

3 1,01E+06 1,23E+06 45,2 7,2

1 1 8,70E+05 1,08E+06 44,6 7,2
2 1,04E+06 9,60E+05 52,0 7,2

3 4,80E+05 7,50E+05 39,0 7,2

2 1 1,08E+06 1,16E+06 48,2 7,3
2 1,10E+06 9,60E+05 53,4 7,3

3 9,70E+05 1,02E+06 48,7 7,3

3 1 8,60E+05 1,65E+06 34,3 7,3
2 9,16E+05 1,85E+06 331 7,3

3 6,70E+05 1,35E+06 33,2 7,3

4 1 5,90E+05 1,55E+06 27,6 7,3
2 8,40E+05 1,95E+06 30,1 7,3

3 6,44E+05 1,50E+06 30,0 7,3

5 1 6,33E+05 2,60E+06 19,6 7,3
2 4,66E+05 2,00E+06 18,9 7,3

3 5,00E+05 2,10E+06 19,2 7,3

7 1 2,44E+05 1,90E+06 11,4 7,3
2 2,80E+05 2,20E+06 11,3 7,3

3 3,44E+05 1,55E+06 18,2 7,3

8 1 2,30E+05 1,45E+06 13,7 7,3
2 2,50E+05 2,20E+05 53,2 7,3

3 2,44E+05 1,65E+06 12,9 7,3

9 1 1,10E+05 1,20E+06 8,4 7,3
2 2,00E+05 2,20E+06 8,3 7,3

3 2,00E+05 2,10E+06 8,7 7,3

10 1 8,30E+04 1,45E+06 54 7,3
2 1,60E+05 2,05E+06 7,2 7,3

3 1,27E+05 2,05E+06 58 7.3
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Sekil 4.9 5A8 hibridoma klonunun %35 FCS igeren DMEM Ham’s F/12 ortaminda doner
sigselerde liretiminde zamana bagli D-glukoz, laktik asit ve amonyak miktarinin degisimi.
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Sekil 4.10 5A8 hibridoma klonunun %10 FCS iceren DMEM Ham’s F/12 ortaminda doner
siselerde liretiminde zamana bagli canli hiicre kosantrasyonu, pH ve MAb miktarinin degisimi.
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Sekil 4.11 5A8 hibridoma klonunun %10 FCS iceren DMEM Ham’s F/12 ortaminda doner
siselerde tliretiminde zamana bagli D-glukoz, laktik asit ve amonyak miktarinin degigimi.
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Cizelge 4.17 5A8 hibridoma klonunun yivli ylizeyli doner siserlerde %10 FCS igeren
DMEM Ham'’s F/12 ortaminda {iretim parametreleri.

Giin Sise no Count Con % Canhlik pH
(hiicre/ml)  (hiicre/ml)

0 1 9,16E+05 1,37E+06 40,1 72
2 9,16E+05 1,37E+06 40,1 72

3 9,16E+05 1,37E+06 40,1 72

1 1 5,70E+05 8,80E+05 39,3 72
2 4,71E+05 1,16E+06 28,9 72

3 4,30E+05 1,10E+06 28,1 72

2 1 1,04E+06 1,30E+06 444 72
2 1,19E+06 9,40E+05 55,9 72

3 1,16E+06 1,56E+06 42,6 72

3 1 9,80E+05 2,10E+06 31,8 72
2 6,94E+05 1,45E+06 32,4 72

3 8,60E+05 1,55E+06 35,7 7,2

4 1 5,60E+05 2,35E+06 19,2 7,2
2 6,90E+05 1,85E+06 27,2 7,2

3 8,61E+05 1,80E+06 324 7,2

5 1 5,05E+05 2,25E+06 18,3 7,2
2 4,61E+05 1,90E+06 19,5 7,2

3 5,44E+05 1,95E+06 21,8 72

7 1 3,33E+05 2,05E+06 14,0 72
2 3,72E+05 2,60E+06 12,5 72

3 3,65E+05 1,55E+06 19,1 72

8 1 1,70E+05 1,55E+06 9,9 72
2 2,10E+05 2,30E+06 8,4 72

3 1,60E+05 1,80E+06 8,2 72

9 1 1,60E+05 2,25E+06 6,6 72
2 1,70E+05 1,95E+06 8,0 72

3 1,94E+05 1,60E+06 10,8 72

10 1 6,10E+04 1,60E+06 3,7 72
2 6,70E+04 1,55E+06 4,1 72

3 6,70E+04 1,70E+06 38 72

4.5 5A8 Hibridoma Klonunun %10 (v/v) FCS Iceren Ortamda
Karistirmah Tank Biyoreaktorde Mikrosparger ile Saglanan 0.02 vvm
Havalandirma Hizi ve %40 Coziinmiis OKksijen Satiirasyonunda
Uretimi

5A8 hibridoma klonunun %10 (v/v) FCS igeren ortamda STR’de
mikrosparger ile 0.02 vvm havalandrma ve %40 ¢oziinmiis oksijen

satlirasyonunda iiretimi sirasinda elde edilen sonuclar Cizelge 4.18’de verilmistir.
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Cizelge 4.18 Uretim sirasinda takip edilen parametreler.

Beslenen Ortamdaki Degistirilen Besi
Gin gy P OO0 T TS, e S
(ml) % (VIV) (ml) (ml)

0 6,60E+05 6,7 40,6 25 0,16 0 1500
2 1,33E+05 6,62 41,2 0 0,16 500 2000
4 0 7,02 40,3 0 0,08 700 2000

4.6 5A8 Hibridoma Klonunun %10 (v/v) FCS iceren Ortamda
Karistirmah Tank Biyoreaktorde Yiizey Havalandirma Kosullarinda
Uretimi

5A8 hibridoma klonunun %10 (v/v) FCS igeren ortamda STR’de yiizey
havalandirma kosullarinda {iretimi sirasinda takip edilen parametreler ve alinan
sonuglar Cizelge 4.19 ve Sekil 4.12, 4.13 ve 4.14’de verildi.

Cizelge 4.19 Uretim sirasinda takip edilen parametreler.

Giin (hﬁ(c:;aer}hml) (hﬁc?:?ml) Cafl/;]lllk pH
0 9,60E+05  1,40E+06 407 7,28
1 6,26E405  8,80E+05 416 73
2 109E+06  9,80E+05 52,7 7,03
3 117E406  8,30E+05 58,5 6,85
4 160E+06  1,50E+06 51,6 6,83
5 113E406  1,02E+06 52,6 6,98
7 103E+06  850E+05 54,8 6,82
8 108E+06  1,35E+06 44,4 7,03
9 110E+06  1,00E+06 52,4 6,73
10 110E+06  7,25E+05 60,3 6,83
12 103E+06  850E+05 54,8 6,8

Roller
sise
ornekleri

Negatif
kontrol

Reaktor
ornekleri
(yuzey
havalandirma)

—-»>
-

Sekil 4.12 5A8 hibridoma klonunun doner siselerde ve karigtirmali tank biyoreaktorde
yilizey havalandirma kosullarinda kiiltiirii sirasinda MAD iiretiminin belirlenmesi i¢in kullanilan
ELISA pleytinin gértiinim{i.
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Sekil 4.13 5A8 hibridoma klonunun %10 (v/v) FCS igeren ortamda karistrmali tank
biyoreaktorde yiizey havalandirma kosullarinda tiretimi sirasinda zamana bagli canli hiicre
kosantrasyonu, pH ve MAb miktarinin degigimi.
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Sekil 4.14 5A8 hibridoma klonunun %10 (v/v) FCS igeren ortamda karigtirmali tank
biyoreaktorde yiizey havalandirma kosullarinda tiretimi sirasinda zamana bagli D-glukoz, laktik
asit ve amonyak miktarinin degisimi.

4.7 5A8 Hibridoma Klonunun Karistirmalh Tank Biyoreaktorde
Makrosparger Kullamm ile Serum icermeyen Ortamda 4 Litrede
Uretimi

Mikrosparger ile yapilan lretimlerde, olusan kayma gerilimi etkisiyle
hiicrelerdeki canliligin hizla diistiigii goriildii. Yiizey havalandirma ile ise hiicre
canliliginin ve hiicrelerin metabolik aktivitelerinin daha iyi oldugu goriildii. Fakat
4 L tretimde sadece yilizey havalandirmanin yetersiz kalacagi ve ayni zamanda
mikrosparger’in da kayma gerilimi etkisi diisiiniilerek makrosparger kullanilmaya
baslandi. Bu nedenle, 1 mm gdzenek capma sahip tek bir gdzenegi bulunan

paslanmaz celik makrosparger temin edildi (Sekil 3.12). Bu siirecten sonraki
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iretimlerin hepsi makrosparger ile yapildi. Bu iretimde serumlu ortam
kullaniminin olusturdugu dezavantajlardan otliri serumsuz ortamda iiretim

gerceklestirildi.

STR’de serumsuz ortamda 4L’de iiretime gecilmeden dnce %10 FCS igeren
DMEM Ham’s F/12 besi ortamu igerisinde Ol¢ek biiyiitme islemi yapildi. Bu
siirecte takip edilen parametreler ve isletme degiskenlerinde uygulanan
degisiklikler Cizelge 4.20” ve Sekil 4.15, 4.16 ve 4.17°de verildi.

Cizelge 4.20 Reaktorde serumsuz ortamda 4L.’de tliretime gegilmeden dnce %10 FCS igeren
DMEM Ham’s F/12 besi ortami igerisinde dl¢ek biiyiitme sirasinda reaktor kosullari.

Kiiltiir Cahsma  Havalandirma
P Ceant Cii % % - . Karigtirma
surest (hiicre/ml)  (hiicre/ml) Canlhihk  pO; pH hacmi hiz1 ([j/mm) hiz1 (rpm)
(giin) ) (GF:SP)
0 6,00E+05 1,13E+05 84,2 42% 6,8 1,6 0,025 60
1 6,8 1,6 0,025 60
2 1,10E+06 2,00E+05 84,6 12% 6,6 1,6 0,025 60
( g)* 5,90E+05 1,00E+05 85,5 27,2% 6,96 2 0,075 60
3x* 1% 3 0,1 60
5x* 9,50E+05 4,25E+05 69,1 0% 6,53 3 0,1 60
p Z)* 710E405  318E+05 691  40% 69 4 0.1 60
7 7,00E+05 3,00E+05 70,0 40% 6,6 4 01 100
8 7,70E+05 6,25E+05 55,2 35% 6,57 4 0,15 120
8(I.S)*  6,75E+05  546E+05 553 43% 67 4 0,15 120
g** 9,63E+05 4,38E+05 68,8 0% 6,34 4 0,2 120
10 1,00E+06 3,35E+05 74,9 40% 6,45 4 0,2 120

i.8* Reaktdrde hiicre konsantrasyonu ve pH 6l¢iimii sonrasinda uygulanan islemden sonra reaktor kosullart. ** 3., 5. ve 9.
giinlerde O; tiipiiniin bitmesi nedeniyle bir siire kiiltiir ortami igerisindeki ¢oziinmiis oksijen degeri diigmiistiir.

Cizelge 4.21 5A8 hibridoma klonunun serum igermeyen ortamda (SFM) STR’de kiiltiirii
sirasinda takip edilen parametreler.

Kiiltiir siiresi Ccann Coni %

(giin) (hiicre/ml) (hiicre/ml) Canlilik pH PO,
0 1,00E+06 3.35E+05 74,90637 7,55 35,5%
1% 4,00E+05 6,70E+05 37,38318 73 0.0%
3 6,25E+04 9,00E+05 6,493506 7.25 13,4%
4 2,00E+04 6,20E+05 3,125 7,29 29,40%
5 0,00E+00 1,06E+06 0 7.35 28,20%

* SFM ortaminda iiretime gegildikten sonra O, tiipiinde meydana gelen sorun sebebiyle ortamda O, kontrolii yapilmadan
tiretim gergeklestirildi. Ortam icersindeki oksijen yalnizca havalandirma ile saglandi. Ayrica hiicre dliimleriyle korale
sekilde O, konsantrasyonunda artig goriildii.

5A8 hibridoma klonunun 4 L’de serum igermeyen ortamda STR’de kiiltiirii

sirasinda  kopilk olusumu meydana gelmedigi i¢cin (serumsuz ortam
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kullanildigindan) kopiik kiricr kullanimma ihtiyag duyulmadi Kiiltiirde takip
edilen parametreler ve alinan veriler Cizelge 4.21°de verildi.
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Sekil 4.15 5SA8 hibridoma hiicresinin 4 L SFM ortaminda karistirmali tank biyoreaktérde
canl1 hiicre konsantrasyonu ve % hiicre canliliginin belirlenmesi.
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Sekil 4.16 5A8 hibridoma Klonunun 4 L SFM ortaminda karistirmali tank biyoreaktorde
canlt hiicre konsantrasyonu, pH degisimi ve 0:9 (LPS) Salmonella antijen spesifik MADb
konsantrasyonu.
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Sekil 4.17 5A8 hibridoma hiicresinin 4 L SFM ortaminda karigtirmali tank biyoreaktdrde
besi ortamindaki D-glukoz, laktik asit ve amonyak konsantrasyonlarmdaki degisimler.

48 5A8 Hibridoma Klonunun Stasyoner Kiiltiirde Ureme
Kinetiginin Belirlenmesi

SFM ortamida MAD titresinin ¢ok diisiik olmas1 nedeniyle, hiicrelerin hala
MAD {iretip/liretmediklerinin kontrolii i¢in stasyoner fazda {ireme kinetigi
cikarildi. 5A8 hibridoma klonunun stasyoner fazda iiremesi sirasinda alinan
sonuglar Cizelge 4.22 ve Sekil 4.18’de verildi.

Cizelge 4.22: 5A8 hibridoma klonunun stasyoner fazda {ireme parametreleri.

Kiiltiir c c
Canlt Olii
siresi (hiicre/ml) (hiicre/ml) “oCanlihk PH (;'\J./Ig/;“]_t?)
(giin)
0 1,13E+06 1,10E+05 91,1 72 0
1 1,25E+06 4,75E+05 72,5 6,9 13,299
2 1,28E+06 2,00E+05 86,4 6,9 21,442
3 1,95E+06 5,00E+05 79,6 6,9 29,561
4 1,43E+06 2,65E+06 35,0 7 25,479
5 1,52E+06 2,23E+06 40,6 7 22,888
7 8,25E+05 3,30E+06 20,0 7 16,869
8 3,50E+05 1,00E+07 34 7 15,569
FCS 0
Kontrol (+) (PAb) 70

Indirekt ELISA’da (+) kontrol olarak, LPS’e karst MAb iiretiminde LPS ile

immunize edilmis farelere ait poliklonal antikor (PAD) titresi kullanild1.
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Sekil 4.18 5A8 hibridoma Kklonunun {ireme kinetigi ¢alismasinda canli hiicre
konsantrasyonu ve MAD konsantrasyonun zamana gore degisimi.

Stasyoner kiiltiirden alinan sonuglar, 5A8 Kklonunun hala daha MADb
iirettigini ayrica, bu ¢alisma ve daha dnce kesikli kiiltiirde yapilan ¢caligmalar en

yiiksek MAD {iretiminin kiiltiiriin 3. ve 4. giinlerinde oldugunu gosterdi.

4.9 SA8 Hibridoma Klonunun Karistirmalh Tank Biyoreaktorde
Makrosparger Kullammm ile %10 (v/v) Serum Iceren Ortamda 4

Litrede Uretimi

5A8 hibridoma klonunun STR’de makrosparger kullanimi ile %10 (v/v)
serum iceren ortamda 4 litrede iiretimi 6ncesince SA8 hibridoma hiicre kiiltiiriiniin
%10 (v/v) serum iceren ortamda STR’de Olcek biiyiitme islemi sirasinda alinan

sonuglar Cizelge 4.23°de verildi.

Cizelge 4.23 5A8 hibridoma kiiltiiriiniin %10 (v/v) serum igeren ortamda karistirmali tank
biyoreaktorde 6lgek biiyiitme isleminin sirasinda belirlenen parametreler.

Zaman (giin) (hiicciz;l;nl) (hﬁflf)e:;iml) % Canhik — pH (l:l/lgél_t‘)) Fﬂ%
0 1,20E+06 1,75E+05 87,3 68 10 40
1 1,60E+06 2,50E+05 86,5 664 19 40
2 1,25E+06 9,37E+05 57,2 63 18 40
4 1,50E+06 3,40E+05 815 67 18 0
6 1,10E+06 4,00E+05 733 65 22 0
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5A8 hibridoma kiiltiiriiniin %10 (v/v) serum igeren ortamda STR’de 4 L’de
kesikli modda {iretimi sirasinda alinan sonuglar Cizelge 4.24, Sekil 4.19, 4.20 ve
4.21°de verildi.
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Sekil 4.19 5A8 hibridoma klonunun 4 L %10 (v/v) serumlu ortamda karigtirmali tank
biyoreaktdrde canli hiicre konsantrasyonu ve % hiicre canlilig1.

Cizelge 4.24 5A8 Hibridoma kiiltiiriiniin %10 (v/v) serumlu ortamda karistirmali tank
biyoreaktorde kiiltiirii sirasinda alinan sonuglar.

Giin (hﬁ(ii:}l;nl) (hii(c:rée:i/iml) Cajl/;)lhk pH MAD (ng/L)
0 8 50E+05 2,00E+05 81,0 6,82 0
1 1,35E+406 4,00E+05 771 6,6 73
2 8,75E+05 5,00E+05 63,6 6,25 13
3 1,10E+06 3,75E+05 74,6 6.2 15,2
4 8,75E+05 7.50E+05 53,8 6,32 159
6 4,50E+05 1,35E+406 25,0 6,47 15

Kontrol 1°den ve kontrol 2’den elde edilen sonuglar Cizelge 4.25 ve 4.26’da
verildi.
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Sekil 4.20 5A8 hibridoma klonunun 4 L %10 (v/v) serumlu ortamda STR’de canli hiicre
konsantrasyonu, pH degisimi ve 0:9 (LPS) Salmonella antijen spesifik MAb konsantrasyonu.
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Sekil 4.21 5A8 hibridoma klonunun 4 L %10 (v/v) serumlu ortamda karigtirmali tank
biyoreaktdrde besi ortamindaki D-glukoz, laktik asit ve amonyak konsantrasyonlart.

Cizelge 4.25 Kontrol 1 grubundan elde edilen sonuglar.

Giin Ceams (hiicre/ml)  Cons (hiicre/ml) o (':l"g'?f)
0 1,20E406 175E+05 87,3 10
1 1,65E+406 150E+05 917 24
2 1,8E+0,6 3E+05 85,7 22
4 2,00E406 5,00E+05 80,0 20
6* 1,70E+406 5,00E+05 773 39
7 2.20E406 4,00E+05 84,6 21
8 250406 5,00E+05 83,3 24
9 2.25E406 1,80E+06 55,6 26
10 1,98E+406 148E+05 93,1 30
12 1,45E406 1,63E+05 89,9 29

* 0. glinden 6. giine kadar olan siire reaktorde 6lgek biiylitme sirasinda, sonraki giinler ise kesikli modda 4L’de iiretim
sirasinda yapilan orneklemeler sonucu elde edilen verilerdir. 7. giinde MAb miktarinin diismesinin nedeni reaktor ile
paralel olarak 6. giinde tiim hiicre siispansiyonunun toplamp santrifiij sonrast taze ortam ile homojenize edilmesinden

kaynaklanmaktadir.
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Cizelge 4.26 Kontrol 2 grubundan elde edilen sonuglar.

Z(ZTSH Ccann (hiicre/ml) Coni (hiicre/ml) % Canhlik (}'\t/lg'?\l?)
0 8,50E+05 2,00E+05 81,0 0
1 1,20E+06 3,00E+05 80,0 8
2 2,50E+06 6,25E+05 80,0 13
3 1,98E+06 6,25E+05 76,0 17
4 1,45E+06 1,38E+06 51,3 16
6 1,60E+06 1,73E+06 48,1 20

Kontrol 1 ve STR’de yapilan iiretimden alinan sonuglar karsilastirildiginda,
Olcek biiyilitme sirasinda hiicre canliligi benzer sonuclar verirken, tiretilen MAb
miktar1 kontrol 1 grubunda daha fazladir. 4L°de kesikli iiretime gecildiginde de
kontrol 1’de hiicrelerin canlilik oranlar1 hala yiiksek iken, kontrol 2°de ve STR’de
canlilik oram1 daha diisiiktiir. Ayrica STR’de iiretilen MAb yogunlugu her iki
kontrol grubundan da diisiikk degerlerdedir.

parametrelerinde bir takim yanliglarin oldugunu gostermektedir.

4.10 5A8 Hibridoma Klonunun Statik Membran Biyoreaktor ile

Kiiltiirii ve MAb Uretimi

SMR ile iiretim sirasinda takip edilen parametreler ve sonuglar Cizelge 4.27

ve Sekil 4.22°de verildi.

Cizelge 4.27 SMR ile iiretim sirasinda takip edilen parametreler.

Bu durum reaktoriin isletme

Giin pH Mempran Mer‘qbran Coni % MAD

Ccann (hiicre/ml) (hiicre/ml) Canhlhik  (ug/L)
0 7,2 1,60E+07 0 100 33
2 6,9 7,60E+06 2,60E+06 75 31
5 6,8 6,70E+06 6,50E+06 50 31
7 7,0 1,31E+07 1,72E+07 43 32
9 6,8 6,00E+06 2,68E+07 18,3 31
12 6,8 5,50E+06 3,00E+07 15 31
14 6,8 7,10E+06 3,20E+07 18,15 31
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Sekil 4.22 5A8 hibridoma klonunun SMR’de iiretimi sirasinda canli hiicre konsantrasyonu,
pH degisimi ve O:9 (LPS) Salmonella antijen spesifik MAb yogunlugu.

411 5A8 Hibridoma Klonunun Membran Havalandirmal
Biyoreaktorde Kiiltiirii ve MAb Uretimi

MHR ile iiretim sirasinda takip edilen parametreler ve sonuglar Cizelge 4.28
ve Sekil 4.23°de verildi.

Cizelge 4.28 MHR ile iiretim sirasinda takip edilen parametreler.

Z(Z?Sn pH (hﬁi.c-:}lﬁwl) (hﬁfr(z}iml) % Canhihik (::/;;E)
0 7.0 6,25E+05 0,00E+00 100 0
2 6,9 1,10E+06 1,25E+405 90 20
4 6,9 8,75E+05 8,00E+05 52 21
6 6,9 5,25E+05 1,65E+06 24 21
8 7 5,75E+05 1,20E+406 32 24
11 6,9 2.25E+405 2 55E+06 8 25

13 6,7 1,00E+05 1,55E+06 6 24
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Sekil 4.23 5A8 hibridoma klonunun MHR’de iiretimi sirasinda canli hiicre konsantrasyonu,
pH degisimi ve O:9 (LPS) Salmonella antijen spesifik MAb konsantrasyonu.
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5. TARTISMA

5.1 Monoklonal Antikor Uretiminde Uretim Sistemlerinin ve
Kiiltiir Modunun MAb Uretimine EtKisi

Antikor ya da benzeri proteinlerin {iretiminde, hedef iriiniin
gelistirilmesinden, Ol¢ek biiyiitme ve {iretime kadar pek ¢ok yontem
kullanilabilmektedir. Bu nedenle, en yiiksek verimlilikte {iriin ve bunun yaninda
disiik maliyetli liretim i¢in uygun kiiltlir sisteminin ve uygun ortamin se¢imi
olduk¢a onemlidir. Uretim sistemlerinin se¢iminde, kolayligi, ¢alisacak kisi ve
buna karsin yeni sistemlerin getirdigi maliyet oldukca Onemlidir. Uretim
prosesinin hem verimli, hem maliyetinin uygun olmasi hem de standart kalitede
iretimde kullanilmasi i¢in iy1 kontrol edilebilir olmasi gerekmektedir (Kretzmer,
2002).

Bu c¢alismada pilot 6lgekli iiretim igin STR ve doner sise sistemleri
kullanilmistir. Bu sistemlerden ve tek kullanimlik SMR ve MHR’den elde edilen
sonuglar, Sekil 4.5,4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.12, 4.13, 4.14, 4.15, 4.16, 4.17, 4.18,
4.19, 4.20, 4.21 ve 4.22’de verilmistir. Genel olarak, kullanilan kiiltiir sistemlerine
bakildiginda (STR’de SFM iiretimi hari¢) en diisiik hiicre ve {iriin
konsantrasyonlarinin doner siselerde yapilan kiiltiirlerde elde edildigi; yiiksek
canli hiicre ve iirlin konsantrasyonlarmin ise iyi kiitle transfer etkinliginin ve
proses kontroliiniin yapilabildigi STR’de elde edildigi goriilmiistiir. Doner sise
sistemlerinde diisiik MAD titresi elde edilmistir. Bunun nedeni, 1 rpm karistirma
hizinin  sistemde etkili kiitle transferlerinin (nutrient ve oksijen-hava)
gerceklestirilmesi i¢in yetersiz kalmasi,  sistemde herhangi bir kontrol
diizeneginin yer almamasi bununla birlikte kesikli kiiltiir ile ¢alisilmas1 olabilir.
Optimum hiicre biiyiimesi ve/veya lriin elde etmek i¢in gerekli reaktor sistemi
homojen bir ¢evre saglamali ve kolay kontrol edilebilir olmalidir. Bu kosullar ise
STR’de elde edilebilir. Bu reaktdr sistemleri ayrica siispanse hiicrelerin dlgek
biiylitmesi sirasinda da tercih edilmektedirler. Bu sistemler, biyoteknolojik
proseslerdeki, pH, sicaklik, ¢oziinmiis oksijen gibi kritik parametrelerin 6l¢ctimiine
ve kontrol edilmesine olanak saglamaktadir. Optimum karistirma igin farkli
impellerlar mevcuttur ve hiicrelerin ve Kkiiltlir ortaminm takibi i¢in gerekli
Ol¢ctimleri yapan problarda bu sistemlere dahil edilebilmektedir (Kretzmer 2002;
Jain and Kumar, 2008). Sagladig: tiim bu avantajlardan dolayi, pilot Olgekte
yiiksek verimlilikte MAD {iretimi i¢in bu ¢calismada STR tercih edilmistir. Doner

sise kiiltlirleri eritropoietin gibi 6zel farmdsitik ajanlarin {iretiminde kullanilan
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sistemlerdir. Doner siselerdeki verimliligin artmasi i¢in kiiltiir kab1 i¢inde sivi
akigt ve karigimmin iyilestirilmesi yoniinden bazi caligmalar yapilmistir. Bu
caligmalar, dikey sallama hareketleriyle karistirma hizinin ve karigimin artacagini
gostermistir (Chu and Robinson, 2001). Bu tiir sistemlerin kullanimi ile doner

siselerdeki verimlilik arttirilabilir.

Doner siselerde yapilan tretimlerde, 5A8 hibridoma klonunun SFM
ortamlarindaki  kiiltlirlerine  bakildiginda hemen o6lim fazina gegctikleri
goriilmiistiir. Doner siselerde %5 ve %10 FCS igeren ortamlarda yapilan
iiretimlerde ise hiicreler ilk once ortama adaptasyon saglama siirecince olduklari,
bu nedenle canli hiicrelerin konsantrasyonunun ilk dnce diistiigii daha sonra ise
artt1ig1 ve ardindan ortam bilesenleri ve kesikli kiiltiir kullanilmas1 nedeniyle tekrar
distiigii goriilmiistiir. Kesikli kiiltiirde gaz konsantrasyonu, sicaklik ve pH disinda
baslangi¢ kosullar1 genellikle degisitirilebilir. Dutton et al., (1999)’un inokulum
biiylikliigli ve sartlandirilmis ortam kullanimi ile ilgili yaptiklar1 ¢aligmada,
baslangic kosullarinin siispanse kesikli kiiltirde MAb verimliligi ve hiicre
biliylimesini etkiledigi gosterilmistir. Sartlandirilmis ortam oraninin baslangigta
%40 olmasi durumunda, hiicrelerin lag faz1 yasamadan ortama daha rahat adapte
olduklar1 ve canli hiicre konsantrasyonunun arttigini1 bildirilmistir. Ancak bu
kosullarda spesifik iirtin verimliliginin ve konsantrasyonunun diistiigli de
belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada glutamin ve glukoz tiiketimi ya da amonyak
toksisitesinin tiriin titresinde azalmaya neden oldugu belirtilmistir. Tekrarli-kesikli
modda yapilan ¢alismalarinda ise, spesifik iirlin verimliliginin daha yiiksek
oldugu, benzer sekilde kiiltiir sirasinda besi ortami beslemesinin kullanimi ile hem
hiicre yogunlugunun hem de spesifik verimliligin artarak hacimsel verimlilikte de
artis sagladig bildirilmistir. Bu nedenle kesikli kiiltiirlerin kullanim1 giderek daha
az kullanilmaya bagslandigi Chu and Robinson (2001) tarafindan yaptiklar1
calismada da belirtilmistir. Son zamanlarda siispanse Kkiiltiirlerdeki prosesler
kesikli-geri  beslemeli,  kesikli-beslemeli  veya  perflizyon  Kkiiltiirlerde
yapilmaktadir. Bu calismada da kesikli kiiltiirlerden ziyade, reaktdrde Olcek
biiylitmeler sirasinda oldugu gibi besi ortami degisiminin yapildigi (~22pg/L
MAD konsantrasyonu) ya da yiizey havalandirma kosullarinda yapilan tiretimdeki
gibi  yari-stirekli  sistemlerin  uygulandigr  kiiltiirlerde  (~70pg/L MADb
konsantrasyonu) kesikli kiiltiirlere gore (~15-16ug/L MAb konsantrasyonu) daha

yiiksek iiriin titrelerine ulasilmistir.

Yiiksek hiicre yogunlugundaki sistemlerde ve homojenizasyonunun
saglandigi sistemlerde karsilasilan en biiyiik sorunlardan biri de CO; birikimine



84

bagli olarak pH diismesidir. Matsunaga et al., (2009) ortamda birikmis olan
karbondioksitin ~ hiicre  biiylimesini,  verimliligi ve  post-translasyonel
modifikasyonlar sirasinda polisakkarit yapisini etkiledigini gostermislerdir.
Ayrica, dCOz’nin ortamdan uzaklastirilmasinin yiizey havalandirma, ortam
icerisine hava beslemesi (sparger ile) ve ortamin karigtirilmasi ile yapilabilecegini
ancak, hacim arttiginda yiizey havalandirmanin yetersiz kalacagini belirtmislerdir.
Bunun yaninda, hayvan hiicrelerinin ortama gaz verme ve karistirma hizina
duyarli olmas1 ve hemen zarar gormesi nedeniyle dCO; birikiminin reaktorlerde
kontrol edilmesinin zor oldugu vurgulanmistir. Yilizey havalandirma iiretim, T-
flasklarda yapilan iiretimleri taklit edebilmek amaciyla bu ¢alismada denenmis ve
yiikksek hiicre ve iriin konsantrasyonlarma ulagilmistir, bu iiretimde, ortamda
biriken karbondioksitin siipliriiliip pH’in fazla diismesinin engellendigi ve
metabolik aktivitenin daha iyi oldugu goriilmistiir.

Etkili bir hiicre Kkiiltiiri optimum oksijen ve besin saglanigina ayrica
ortamdaki inhibe edici toksik metabolitlerin ortamdan uzaklastirilmasimna baghdir.
SMR ile yapilan fretim gostermistir ki, membran igerisine ¢ok yiiksek
konsantrasyonlarda hiicre inokiilasyonu yapilabilmekte ve dolayisiyla yiiksek
konsantrasyonda iirlin olusumu saglanabilmektedir. Bunun nedeni hiicre
metabolizmasi sonucu olusan inhibe edici toksik metabolitlerin membran disina
cikarak hiicrelerden uzaklastirilmaktadir. Ayrica, iiriin hiicre ile birlikte membran
icinde kaldigindan ¢ok konsantre sekilde tretilebilmektedir. Bu sistemde yiiksek
iriin konsantrasyonuna ulasilmasi nedeniyle de daha sonrasinda c¢apraz akis

filtrasyonu gibi {iriin konsantrasyon islemine ihtiya¢ kalmamaktadir.

Bu c¢aligmada kesikli kiiltiir kosullarinda hem reaktérde yapilan olgek
bliyiitme islemelerinde, hem statik kiiltiirde tireme kinetiginin c¢ikarildigi
denemelerde hem de karistirmali reaktorde 4L°de kesikli kiiltiir kosullarinda en
yiiksek hiicre konsantrasyonlarma kiiltiiriin 3.- 4. gilinii ulagildigr goriilmiistiir.
Benzer sonuglar literatliirde de bildirilmistir. Legazpi et al., (2005) yaptiklar
calismada hem statik hem de karistirmali kosullarda hiicrelerin spesifik biiyiime
hizmin 100 h inkiibasyon sonrasinda diistiigiinii belirtmislerdir. Bu nedenle,
kesikli kiiltiirde yapilacak olan ¢alismalar kiiltiiriin ilk 4-5. giiniinde ve bdylelikle
MADb kaybi olmadan aymrma saflagtirma islemlerine gecilebilinecegi
distiniilmiistiir.
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5.2 Kayma Geriliminin Hayvan Hiicreleri Uzerine Etkisi

Hayvan hiicre kiiltiirlerinde diisiik enerji gereksinimi duyan 1limli
impellerlarin  kullanimi1 ile ortam ig¢inde karigtirma etkisiyle olusan sivi ve
tirblilans akigin dagilimi saglanir ve boylelikle de karistirma kaynakli kayma
gerilimi etkisi azaltilir. Kayma gerilimine neden olan bir diger etki ise
havalandirma tipi ve hizidir (Pol and Tramper, 1998).  Hiicre hatlar1 farkli
havalandirma sekillerine farkli duyarlilik gostermektedir. Kabarcik igeren
ortamlarda, fare hiicre hatlarmin tiirbiilansa kars1 insan ve bdcek hiicre hatlarindan

daha duyarli oldugu literatiirde bildirilmistir (Czermak et al., 2005).

BHK hiicreleri ile reaktérde 200 rpm karistirma ve 0.05 vvm havalandirma
hizinda ve ayrica 150 rpm karistrma ve 0.02 vvm havalandirma hizinda
calisilmistir. Bu kosullarda kullanilan havalandirma hizlar1 ve BHK hiicrelerinin
kiimelenmeye egilimli olmasi reaktor iginde makroskobik olarak goézlemlenebilen
hiicre klamplarmm olusumuna neden olmustur (Sekil 4.4). Bunlarin yanina
hiicrelerdeki tireme hizinin vibroreaktdrden elde edilene gére azalmasinin diger
nedenleri ise besi ortami icerisindeki ¢oziinmiis oksijen kisitlanmasi ve reaktoriin
200 rpm gibi yiiksek karistirma hizlarinda caligtirilmasi sonucu olusan kayma
gerilimi etkisi olabilir (Cizelge 4.11). Buna nazaran, BHK ile yapilan
vibroreaktdrdeki tiretimde, vibroreaktoriin daha 1limli bir karigtirmanin yapilmasi,
iiretim parametrelerinin daha kolay kontrol edilebilir olmasi, identik ve senkronize

iireyen bir kiiltiir etkisiyle daha ytiksek hiicre verimliligine ulasilmistir.

BHK hiicreleri ile yapilan ¢alisgmada optimum havalandirma hizinin 0.02
vvm oldugu goriilmiis yalniz miyeloma hiicrelerinin BHK hiicrelerine gére kayma
gerilimine karsi daha duyarli olmasi nedeniyle karigtirma 60 rpm’e ayarlanmustir.
Ancak, optimizasyon sonrasi proses parametrelerinin istenilen degerlerde
tutulabilmesi ve kontrol edilebilmesi i¢in havalandirma hizi 0.07 vvm’e
cikarilmistir. Hibridoma {iretimlerinde ise yeterli gaz transferinin yapilabilmesi
icin genellikle 0.03-0.05 vvm arasinda havalandirma yapilmistir (Eibl et al.,
2009). BHK, miyeloma ve hibridoma hiicrelerinin kiiltiiri sirasinda havalandirma
hizinin arttirilmasinin asil nedeni elbette farkli hiicre hatlarinin farkli oksijen
konsantrasyonlarina ihtiya¢ duymasidir (Eyer et al., 1995). Farkli hiicre hatlarmin
farkli kayma gerilim esigine sahip oldugu literatiirde verilmistir (Eibl et al., 2009;
Pol and Tramper, 1998). Bu c¢alisma sirasinda da, mikrosparger ile yapilan
iretimlerde BHK ve miyeloma hiicreleri kayma gerilimine daha dayanikli iken

hibridoma ile yapilan iiretimde hiicrelerdeki canliligin hizla diistiigii goriilmiistiir.
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Yiizey havalandirma ile hem hiicrelere kayma gerilimi uygulanmadan hava
verilebilmis hem de kayma geriliminin en az etkisinin oldugu bu sistemde en
yiksek MAb konsantrasyonlarmma ulasilmistir. Fakat 4 L iiretime ¢ikildiginda
yiizey havalandirma etkisiz kalacagindan ve mikrosparger’in da kayma gerilimi
etkisinden dolayr makrosparger kullaniminin uygun olacagi diisiinilmiistiir. Bu
nedenle, 1 mm gdzenek ¢apina sahip tek bir gézenegi bulunan paslanmaz ¢elik
makrosparger temin edilmis ve bu siiregten sonraki iretimlerin hepsi
makrosparger ile yapilmigtir. Czermak et al., (2005) calismasinda, 50-300 pm
capli kabarciklarin hibridomalara zarar verdigini belirtmistir. Makrospargerin
sagladig1 avantajlar bir baska ¢alismada da belirtilmistir (Christi, 2000). Christi
(2000), kiiciik kabarciklarm (<2mm ¢ap)  hibridoma hiicrelerine biiyiik
kabarciklara nazaran ¢cok daha hasar verici oldugunu ve 10-20 mm capl biiyiik
kabarciklarm fare-hibridoma hiicreleri i¢in ticari 6l¢ekli tiretimlerde kullanildigmi
ve bunun yaninda bu kabarciklarin sivi yiizeyinde stabil kopiik olusturmadigini
belirtmistir. Bu ¢alismada da makrosparger ile siirdiiriilen kiiltiirlerde daha az ve
stabil olmayan kopiik olustugu goriilmiis ve bu nedenle daha az kopiik kirici

kullanilmastir.

Egimli bigaklar1 olan karistiricilar (pitched blade impellers) ~45° agili
konumda bulundurulurlar ve boylelikle aksiyal ve radyal yonde simultane sekilde
homojen karigim saglarlar. Bu kombinasyon, iyi bir karigtrma ve tek yonli
marine bigakli karistiricilara gére daha yiiksek oksijen transfer hizi (ki a) saglar.
Egimli bigaklar1 olan karistiricilar, hiicre hasarina neden olmaksizin diisiik kayma
gerilimi etkisi olusturacak sekilde tasarlanmislardir. Memeli hiicrelerinde, bocek
hiicrelerinde ve/veya siispanse ortamda yasayan diger kayma gerilimine duyarli
hiicrelerin kiiltiirline ya da mikrotastyicilar ile yapilan ¢alismalara olanak verir
(Mirro and Vol, 2009; Eibl et al., 2009). Bu ¢alismada da pitched blade e§imli
bigaklar1 olan karistiricilar kullanilarak kayma gerilimi etkisi azaltilmaya
calisilmistir. Bu nedenle sistemde, tasarimdan ziyade karistirma hizinin
optimizasyonuna olduk¢a Onem verilmistir. Bu c¢aligmada, kiiltiir kaplarinda
yapilan kontrol 1, kontrol 2 {iretimlerinden ve reaktdr denemelerinden alinan
sonuglar karsilastirilmistir. Hi¢ kayma gerilimine maruz kalmayan hiicrelerin
(kontrol 1) daha yiiksek MADb {irettigi (20-22 ng/L), buna nazaran reaktdre giren
hiicrelerin (kontrol 2 ve reaktorde iiretim) strese maruz kalmasi nedeniyle daha az
MAD iirettigi (~16 pg/L) goriilmiistiir. Ayn1 zamanda karistirma hizinin 60
rpm’den 80 rpm’e ¢ikarildigir %10 FCS iceren STR’de dlcek biiylitme sirasinda,
iretilen MAb miktarmin arttig1 goriilmiistiir. Ancak, buna karsm 100 rpm’den

yiksek hizlarda hiicre canliliginin hizla distigi de ¢alismalar sirasinda
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gozlemlenmistir. Bu sonuglarla benzer sekilde Shiragami (1997), hibridoma
hiicreleri ile spinner flasklarda ve petri kabinda %10 FCS igceren ortamda yaptigi
calismada, farkli karistirma hizlarinin hiicre biiylimesi ve iiriin konsantrasyonuna
olan etkisini incelemistir. Calismasinda ¢ok yiiksek karistirma hizlarinda da
hibridomalarin  kiiltiire edilebilecekleri gorilmistiir. Kiiltiirin ik  30-40.
saatlerinde karigtirmanin antikor iiretimine olan etkisi belirgindir. 180 rpm
karigtrma hizinda yiiksek canli hiicre konsantrasyonu vermesine karsin 300
rpm’de daha fazla iirlin elde edilmesinin nedeni hiicrelerin membranlarina verilen
zarardan dolay1 hiicre i¢i antikorlar da hiicre disina ¢ikmis olabilecegi durumunu
akillara getirmistir. Petri kaplarinda ise en az kayma geriliminin etkisi goriilmiis
ve en yiiksek hiicre ve iiriin konsantrasyonlar1 elde edilmistir. Ayn1 ¢alismada,
kayma gerilimine maruz kalma siiresine bagli olarak siireyle uyumlu olarak

antikor miktarinin da lineer sekilde arttig1 belirtilmistir.

Czermak et al., (2005) arastirmasinda kabarcik icermeyen sistemler ile
yeterli oksijen saglanabildigini belirtmistir. Bu sistemlerin bazi1 dezavantajlarinin
olmasinin yanmnda havalandrma kaynakli kayma gerilimi etkisini ortadan
kaldirildig1 i¢cin yliksek verimliliklere ulagsmayr miimkiin kildigini Eibl et al.,
(2009) da belirtmistir. Bu calismada da, membran havalandirmali sistemlerde
(SuperSpinner®) gaz baloncugu olusturmadan besi ortami i¢inde etkili besin ve
gaz transferleri olusturuldugundan doner sise ve STR’deki iiretimlere gore daha
uzun siire hiicre canliliginin korundugu ve daha yiiksek MAD titresi elde edildigi

gorilmiistiir.

Legazpi et al., (2005), mekanik karistirma ve havalandirmaya bagh olarak
meydana gelen mekanik hasarin onlenmesinde kullanilan pluronik F68 yada
kopiik kirict gibi bazi ajanlarin {iriin saflagtirma agamasini daha zor ve komplike
hale getirdigini literatiirde bildirmistir. Bu nedenle calismada 4L°de %10 FCS
iceren ortam ile STR’de yapilan tiretimde kopiik kirici kullanimindan kagimak

icin daha diisiik havalandirma hizlarinda ¢alisiimistir.

5.3 Kiiltiir Ortaminin Prosese EtKisi

BHK Ang, hiicreleri ile STR’de dort farkli tiretim yapilmstir. Birinci
tretimde NaHCOs; kullanarak havalandirma olmaksizin BHK Angzp’un
STR’deiiretimi sirasinda hiicrelerin morfolojilerindeki degisim pH probunun
kalibrasyonundan kaynaklanan sapmalara bagli olarak fazla NaHCOj3;
kullanimindan kaynaklanabilir. Kiiltiirde fazla NaHCO3; kullanimina bagli olarak
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hiicre biiylimesinin azaldig1 ve hiicrelerin morfolojilerinde degisiklik olusturdugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.1). Benzer sekilde, Ozturk and Palsson (1991c)’in
caligmalar1 ortam osmolaritesinin yiikselmesi durumunda hiicre biiyilimesinin
azaldigmi gostermistir. NaHCO3; ortam osmolaritesini degistirirken, antifoam
kullanmanin hiicrelerin morfolojisine pek fazla etkisinin olmadigi ve hiicrelerin
hala saglikli bir sekilde tireyebildigi Sekil 4.2°de goriilmektedir. Alinan sonuglari
destekleyecek sekilde Murhammer and Goochee (1990) yaptiklari ¢alismada %0.2
(w/v) kopiik kirict konsantrasyonunun hiicre iiretmesini etkilemeyecek sekilde

uygun oldugunu bildirmislerdir.

Makrosparger kullaniminin oksijenlenmeyi sagladigi, CO, birikimi ve
dolayisiyla da pH disiisii engellendigi bu calismada goriilmiistiir. pH diisiisii
engellendigi icin baz (NaHCO3) kullanimin azaltildig1 hatta ihtiya¢ duyulmadigi
ve buna bagh olarak da ortamda osmolitik dengenin korundugu goriilmiis ve bu

iiretimlerde mikrospargera gore daha uzun siire hiicre canlilig1 korunmustur.

Doner siselerde tliretim sirasinda SFM’deki hiicrelerin dogrudan 6liim fazina
gectigi ve 7. giinde tamamiyla oldiikleri goriiliirken, %5 FCS ve %10 FCS igeren
ortamda kiiltiire edilen hiicrelerin ise belirli bir iireme kinetigi gosterdikten sonra
O0lim fazma gectikleri goriilmiistiir. Serum igceren ortamlarda bu davranisin
goriilmesinde serumun {iremeyi stimiile edici etkisinin yaninda aktif olarak iireyen
hiicrelerin adapte oldugu benzer iireme ortamina aktarilmasmin da etkili oldugu

diistiniilmektedir.

Serum, besi ortami icerisinde hiicre biiyliimesini destekleyen onemli bir
bilesendir. Ayrica hiicreleri kayma gerilimi etkisinden de koruyan 6nemli bir
koruyucu ajandir (Legazpi et al., 2005; Ozturk and Palsson 1991b). STR’de’de
5A8 hibridoma hiicreleri %10 FCS igeren ortamlarda yapilan kesikli ya da yar1
stirekli kiiltlirlerinde ve 6lcek biiylitmeler sirasinda serumun iiremeyi stimiile edici
etkisi nedeniyle daha yiliksek oranda hiicre canliligi saptanmistir (Hua et. al,
1993; Pol and Tramper, 1998; Chisti, 2000; Enfors et al., 2001; Marks, 2003;
Legazpi et al., 2005; Eibl et. al., 2009). Ancak, SFM igerisinde ¢ok hassas
davranan hiicreler karistirma ve havalandirmanin meydana getirdigi kayma
gerilimi zararindan korunamamis ve gergeklestirilen kesikli kiiltlirde direkt olarak

Oliim fazina ge¢mislerdir.

Genel olarak serumsuz kiiltiirlerde hiicrelerin kiiltiir sistemine adaptasyonu,

iiremenin baglamasi ve devami i¢in normal kiiltiirlerden daha yiiksek baslangi¢
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hiicre konsantrasyonunun gerekliligi literatiirde yer almaktadirr (Doyle and
Griffiths, 1998; Ozturk and Palsson, 1990b). Benzer sekilde, Voigt and Zintl
(1999), 14/2/2 hibridoma ile protein icermeyen ortam ile spinner flasklarda
mikrotastyict olmadan yaptiklart ¢alismalara bakildiginda, 6-8x10° hiicre/ml
baslangi¢ hiicre konsantrasyonlarinda kiiltiire baslandiginda yiiksek MAD titresine
ulasildigini gostermistir. Bu ¢aligmada, SA8 hibridoma klonu hatti i¢in hem
adaptasyon sirasinda hem de doner siselerde ve reaktdrde iiretim sirasinda,
literatiirdeki ¢alismalara benzer sekilde (Ozturk and Palsson, 1991a; Hua et al.,
1993; Voigt and Zintl, 1999) 6-8x10° hiicre/ml baslangic hiicre
konsantrasyonlarinda ¢alisilmistir. Ancak serumsuz ortama adaptasyon sirasinda
hiicrelerin azalan serum oraniyla hiicre membran gerginligi ve biitiinliigiini
kaybederek biiziildiikleri hatta parcalanmaya basladiklar1 gozlemlenmistir.
Buradan yola ¢ikarak kullanilan serumsuz besi ortami igerisinde, izlenen
adaptasyon yontemleriyle hiicrelerin yiiksek canlilik seviyelerini koruyamadiklar1
ve ilireyemedikleri sonucuna varilmistir. Ayni sekilde doner siselerde ve STR’de
SFM ortaminda yapilan ¢alisma sirasinda da bu hiicre hattinin SFM kosullarinda
uzun siire canliligimi stirdiirememesi serum ve baslangi¢ hiicre sayisinin tiretimde
onemli smirlayici etkiye sahip oldugunu gostermistir. Freshney (2005), farkh
hiicre hatlara 6zgli SFM ya da protein igermeyen ortamlarin tasarlanmasi
gerektigini bildirmistir. Literatiirde, diisiik serum konsantrasyonlarinda (6zellikle
% 0-2.5) serum miktarinin daha da diisiiriilmesinin hiicrelerin biiyiimesini biiyiik
Olciide inhibe ettigi, iirtin verimliligini diisirdiigii ve kullanilan farkli kiltiir
ortamlarinda hibridoma biiylimesinin ve MADb iiretiminin farkli oldugu
bildirilmistir (Hua et al., 1993). Benzer sekilde, serumsuz ortama adaptasyonun
basarisinin kullanilan hiicre hattina ve ortamm kompoziyonuna bagli oldugu ve
hibridoma hiicrelerinin serumsuz ya da diisiik serumlu ortama adaptasyon
basarisinin  fiizyon Oncesinde miyeloma hiicrelerinin  adaptasyonu ile
arttirilabilecegi Ozturk and Palsson (1991a) tarafindan bildirilmistir. Voigt and
Zintl (1999), yaptiklar1 ¢alismada, hiicre canliliginin SFM igerisinde hizla
diistiiglinii buna ragmen, kiiltiiriin ilk 96 saati boyunca protein igermeyen ortamda
elde edilen MAD konsantrasyonunun serum igeren kiiltiirde elde edilene gore 2.5

kat daha fazla oldugunu gostermislerdir.

Ozturk and Palsson (1991 b) serumun etKilerini iki farkli hiicre ile STR’de
test ettiklerinde, serum konsantrasyonun azalmasmin hiicrelerin 6zgiil lireme
hizlarim diislirmesine ragmen glukoz ve glutamin metabolizmalarinda ¢ok biiyiik
farklilik yaratmadiklarin1 gostermislerdir. Bu durum besi ortamindaki serum

miktarina bagl olarak farkli hiicre hatlarmin verdigi metabolik cevaplarin farklh
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olmasiyla agiklanmigtir. Bu ¢aligma ile ayrica hiicre hattina gore kiiltiir
kosullarinin (durgun ya da siispanse vb.) da bu davranislar1 etkiledigi ortaya
cikmaktadir. Ducommun et al. (2001) hiicre bliylimesinin ve metabolizmasinin
farkli serum iceren ve serumsuz ortamlarda belirgin bir sekilde degisecegini
belirtirken, Ozturk and Palsson (1991a) serumsuz ortama adaptasyon sonrasinda
hiicrelerin spesifik biiyiime hizlarinin, glukoz ve glutamin tiiketim ve laktat ve
amonyak iiretim hizlarinin belirsiz bir degisiklik gdsterdigini ancak MAD iiretim
hizlarinda farkliliklar oldugunu belirtmislerdir. Legazpi et al., (2005) memeli
hiicrelerinin farkli iretim kosullarinda ayni lireme hiziyla nutrientleri farkl
metabolize edebileceklerini belirtmistir. 5SA8 hibridoma klonunun metabolik
aktivite dlciimleri ve antikor iiretimi grafiklerde verilmistir. Uretimler sirasinda
hizli glukoz tiiketimine bagl olarak antikor iiretimi de artmis ve antikor tiretimi
STR’de vyiizey havalandirmali kosulunda 3. giinden itibaren besi ortami
degisimine bagl olarak salmimlar yaparak devam etmistir. Doner siselerde ise,
%35 ve %10 FCS igeren ortamda kiiltiir kosullar1 nedeniyle STR’de elde edilenler
kadar antikor elde edilmemis ve kesikli kiiltiir ile ¢alisiimasindan dolayr ortamda
stirekli olarak biriken antikor konsantrasyonuna ulagilmigtir. Doner siselerde SFM
kosullarinda kiiltiire edilen hiicrelerde MAb miktarmin 4. gilinden sonra
azalmasimin nedeni ise, hiicrelerin 6liimiine baglh ortam pH’sindaki degisim ve
ortam sicaklhiginin etkisiyle antikorlarin yapilarinin bozulmasi olabilir. Serum
iceren ortamlarda yapilan iretim denemeleri siiresince, glukoz tiiketiminin
yiiksek oldugu laktik asit miktarindaki degisimin de buna paralel olarak arttigi
belirlenmistir. Glukoz ve laktatin paralel olarak pik yapip stabil diizeye geldigi,
aynt zamanda miktarlarindaki degisimin de birbiriyle korelasyon gosterdigi
goriilmektedir. SFM ile yapilan tiim reaktor ve doner sise liretimlerinde ise, hiicre
Oliimleriyle korale olarak glukoz tiiketiminin fazla olmadig1 goriilmistiir. Tim
iretimlerde ortamlardaki laktik asit miktarlarmin fazla olmamasi, hiicrelerin
glukozun biiyiik bir kismini kendi yapisal islevleri ve antikor olusumuna
harcadiklarmi gostermektedir. Kiiltiivasyon boyunca doner siselerdeki amonyak
miktarinin arttig1 ayrica STR’de de amonyak {iretiminin yapildigi ve yiizey
havalandirmali kosullarda besi ortami degisimine bagli olarak salinimlar
gosterdigi, kesikli kiiltiirlerde ise siirekli arttig1 goriilmistiir. SFM kosullarinda
kiiltiire edilen hiicrelerde amonyak miktarinin fazla olmasinin nedeni besi
ortamindaki yiiksek protein igeriginden kaynaklanabilinecegi diisiiniilmektedir.
Legazpi et al., (2005), MAb firetiminin hiicre biiylimesi siiresinde devam ettigini
ve glukoz tiikketimiyle paralel olarak arttigini ve serum icermeyen ortamda glukoz
tilketiminin diisiik oldugunu belirtmislerdir. Ayn1 arastiricilar, ortamda biriken

amonyak ve laktatin sistemde inhibitor etki gdsterdigini de bildirmislerdir.
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Okeson ve Riley (2001), amonyagin diisiik konsantrasyonlarda dahi hiicre
iiremesini inhibe ettigini ve spesifik bliylime oranini diislirdiigiinii belirtmiglerdir.
Yiizey havalandirmali kosullarda reaktdrde iki giinde bir yapilan besi ortami
degisiklileri laktat ve amonyak birikimini azaltarak hiicre ve {rlin
konsantrasyonunda artisa izin verirken, kesikli kiiltlirde ozellikle de SFM
kosullarinda amonyak birikimi hiicre Olimiine ve dolayisiyla da iiriin
konsantrasyonunun az olmasma neden olmustur. Calisma sonuglarmi
destekleyecek yonde, Lee et al., (1997) hiicre sayisindaki artigla ortam igindeki
glukoz konsantrasyonunun diistiigiinii ve hiicre ¢ogalmasina paralel olarak
maksimum hiicre sayisina ulasildiginda maksimum glukoz tiikketiminin
gerceklestirildigini belirtmistir. Glukoz ve laktat konsantrasyonlari ile ilgili diger
aratirmacilarin bildirimleri (Aslankaraoglu ve ark., 2003; Ozturk and Palsson
1990b; Legazpi et al., 2005) bu ¢alismada elde edilen sonuglar1 desteklemektedir.
Ozturk and Palsson (1990b), maksimum hiicre sayisinda antikor lretiminin de
maksimum oldugunu tespit etmistir. SA8 hibridoma klonu ile %10 FCS igeren
ortamda 4L’de STR’de yapilan iiretimde ortam igerisindeki amonyak miktar1
diger tiretimlere gore ¢ok artmis ve buna bagli olarak da pH oldukca diigsmiistiir.

Benzer sekilde,

. McQueen and Bailey (1990) amonyak metabolizmasimnin,
sitoplazmada asidifikasyona neden oldugunu ve boylelikle hiicre i¢i pH’1
diigiirerek inhibisyon mekanizmasi olusturdugunu belirtmislerdir. Bu durum

amonyak etkisinin pH tizerinde 6nemli oldugunu gostermektedir.

5.4 Cevresel Parametrelerin Prosese Etkisi, Proses Izleme ve
Kontrol’iin Kiiltiir Uzerindeki Onemi

Hiicre kiiltiirii sistemleri yalnizca nutrientlerin (6rnegin, glukoz, glutamin,
ve oksijen) saglanmasina ihtiyag duymaz, biyoreaktdr icerisinde hiicrelerin

cevresindeki ortamin homojenitesinin bozulmamasi da oldukca énemlidir.

Literatiirde, ortamdaki yiiksek ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonun oksidatif
strese neden oldugu ve diisiik ¢ozlinmiis oksijen konsantrasyonunun ise hiicre
biiylimesini etkiledigi bildirilmistir (Ozturk and Palsson 1991b). Boraston et al.,
(1984), maksimum hiicre veriminin %8-100 DO araliginda oldugunu gosterirken
diger ¢alismalar %60 (Reuveny et al., 1986), %0.5 (Miller et al., 1987) ve %35
(Ozturk and Palsson 1990) olarak belirlemistir (Jan et al., 1997; Jain and Kumar
2008). Bu nedenle bu ¢aligma sirasinda ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonu %40
hava saturasyon degerlerinde tutulmaya calisilmistir. Ancak, sistemde meydana

gelen bazi aksakliklardan 6tiirli tam bir kontrol saglanamadig1 deneyler olmustur.
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Bu ¢alismada da, {iretim i¢in 6nemli olan parametreler Pl-kontrol sisteminde
optimize edildi (Sekil 3.7 ve 3.8) (Cizelge 4.12 ve 4.13). 5A8 hibridoma klonu ile
ozellikle ylizey havalandirma kosullarinda yapilan ¢alismada ¢oziinmiis oksijen
degeri oldukca diigsiikken bile yiiksek hiicre ve tiriin verimi elde edilmesi
kullanilan hiicre hattinin oksijene ¢ok duyarli olmadigini, ayrica oksijenin kontrol
edildigi ve edilmedigi durumlar karsilastirildiginda hiicre canliligmin ortamdaki
oksijen tiiketiminden pek fazla etkilenmedigi gdzlemlenmistir. Benzer sonug,
Miller et al., (1987)’nin yaptig1 ¢calismada da goriilmektedir. Anaerobik kosullarda
hiicrelerin strese girmesi bir sekonder metabolit olan MAb’mn {iretimini de
arttrmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Proseslere genel olarak bakildiginda ortam
icindeki ¢ozlinmiis oksijenden ziyade hiicre canliligi ve metabolizmasimi pH’nin,
karistirma ve havalandirma hizinin ve sparger tipinin ve besleme modunun

etkiledigi goriilmektedir.

Brown and Birch (1996) pH’da meydana gelen 0.1 birim diisiisiin {iriin
verimliliginde %350 azalmaya neden oldugunu vurgulamislardir. Bu nedenle
sistemde iyi bir pH kontroliiniin yapilmasi gerekmektedir (Langheinrich and
Nienow, 1999). Ozellikle STR’de 4 L’de %10 FCS ig¢eren ortamda kesikli kiiltiir
ile yapilan {iretimde ortama NaHCO; beslemenin ortam osmolaritesini
bozabilecegi diisiiniildiiglinden yeterli pH kontrolii (azalmasmin engellenmesi)
yapilmamis ve pH ¢ok diismiistiir. SA8 hibridoma klonu ile elde edilen sonuglar
ile benzer sekilde, Miller et al., (1988) yaptiklar1 ¢alismada, antikor iiretiminin
biiylime bagintili olmadigimi ve yiiksek antikor titrelerine spesifik biiylime hizinin
en az oldugu zamanlarda oldugunu, ayrica optimum canli hiicre konsantrasyonu
icin pH 7.1 ve 7.4 aralig1 oldugunu ve pH 6.8’in altinda hiicre biiylimesinin ¢ok
fazla azaldigim ve yine diisik pH degerlerinde glukoz tiiketiminin azaldigini

gostermiglerdir.
5.5 Sonuclarin Degerlendirilmesi

Olgek biiyiitme asamas1 gdz ardi edilerek, bu calismada kullanilan {iretim
sistemlerinin maliyet analizi ve her sistem i¢in verimlilik (P) hesaplamasi
yapilmistir (Cizelge 5.1). Doner siseler ve tek kullanimlik reaktorlerin fiyatlari
STR’e gore daha ucuzdur. Fakat bu iretim sistemleri, iiretim boyunca her
kiiltiirde satin alinmasi gereken sistemlerdir. Bu nedenle, STR ilk satin alma
sirasinda yiiksek maliyet getirse de uzun siiregli liretimlerde kullanimi daha
avantajli hale gelmektedir. Uretimlerden elde edilen verimliliklere bakildiginda,

doner sise sistemlerinde c¢ok diisiik verimlilik goriiliirken, her ne kadar tiretim
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maliyeti en yiiksek olan sistem gibi goriilse de en yiiksek verimliligin STR’de
yiizey havalandirma kosullarinda elde edildigi goriilmiistiir.

Cizelge 5.1 Uretim sistemlerinin maliyet analizi.

STR
D.S. D.§ D-S. %10 STR- STR SMR
SF %05 10 FCS %10 SFM %lorcs  MHR
FCS  FCS FCS 0
Y.H.
isletme modu Kesikli  Kesikli  Kesikli Yan Kesikli  Kesikli Kesikli Kesikli
stirekli
Calisma hacmi (L) 0.3 0.3 0.3 2 4 4 0.005* 0.8
~Sabit maliyet**
(TL) 10 10 10 114000 114000 114000 368 840
~Uretim 35.4 15 21 560 280 467 55 56
maliyeti*** (TL) ' '
Pmab (ng L7giin™) 1.25 1.55 1.11 233 3.75 0.4 16 10

D.S. : Doner sise; Y .H. yilizey havalandirma.*SMR’de yapilan tiretimde inokiilasyon igin 5 ml ve iiretim i¢in 100
ml besi ortami1 kullanilmustir. ** Uretim sisteminin maliyeti. *** Bir kiiltiir igin 6lgek biiyiitme islemi goz éniinde

bulundurulmaksizin kullanilan besi ortami i¢in maliyet.

Bu c¢alisma, {ilkemizde pilot olgekli MAb diretimi i¢cin bir ilk
olusturmaktadir. Bu g¢alismadan elde edilen veriler dogrultusunda planlanacak
olan daha sonraki ¢alismalar ile daha yiiksek verimlilikte ve ucuz sistemlerin
gelistirilmesi hedeflenmektedir.
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6. SONUCLAR

Bu caligsma siiresince elde edilen veriler degerlendirildiginde;

e 5A8 hibridoma klonunun hem T-flasklarda, hem doner siselerde hem
de STR’de SFM’e adapte olamadigy,

e 5AS8 hibridoma klonunun SFM ortaminda, hem doner siselerde hem
de STR’de daha diisiik hiicre canliligi gosterdigi ve buna bagh
olarak bu sistemlerden diisiik MAb titresi elde edildigi,

e STR’de, 80 rpm’de calistirilan FBS iceren ortamda, 120 rpm’de
calistirilan SFM ortaminda iiretilen MAb’a gore daha yiiksek MAb
miktari elde edildigi,

e MHR’de, doner sise ve STR’deki iiretimlere gore daha uzun siire
hiicre canliligmmin korundugu ve daha yiiksek MADb titresi elde
edildigi,

e En yiiksek MAD konsantrasyonunun SMR sisteminde elde edildigi,

e En yiiksek MADb verimliliginin ise yar1 siirekli modda ve yiizey
havalandirma kosullarinda ¢alistirilan STR’de elde edildigi,

bulunmustur.
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7. ONERILER

SFM igerisinde mikrotastyici ile yaptilan ¢aligmalar, serum igeren ortamda
elde edilen hiicre ve MAb konsantrasyonlarina ulasildigini gostermistir. Bunun
nedeni de serum icermeyen ortamda hiicreler kayma gerilimine karsi
mikrotastyicilar yardimiyla korunabilmesidir. Dolayisiyla SFM igerisinde yapilan
iretimler mikrotastyict kullanimi ile yapildiginda daha iyi sonuglar alinabilir.
Fakat orta ve biyiikk Olgekte iiretime gecildiginde bunun maliyeti nasil
etkileyecegi 6nceden belirlenmelidir.

Hem yiizey havalandirma kosullarinda gergeklestirilen {iretim sirasinda hem
de makrosparger ile 4L’de yapilan iretimlerde kiitle transfer etkinligini
arttirabilmek igin kiiltiir ortami yiizeyine yakin bir yere ikinci bir impeller
yerlestirilebilir. Ayrica yine kiitle transfer etkinligini arttirmak ve reaktor
icerisinde daha 1yi homojenizasyon saglamak i¢in karistiricinin bigak ¢ap1 ve yonii

degistirilebilir.

Kesikli kiiltiirde hiicreler kisa siirede 6liim fazina gegmektedir. Daha uzun
stire hiicre canliligt ve MADb f{iretimi i¢in perflizyon ya da kesikli-beslemeli
kiiltlirler gibi sistemlerinde hibridomalarm davraniglarinin belirlenebilmesi
gerekmektedir. Ayrica, hiicrelerde apoptozisin dnlenmesi amacl transfeksiyon

calismalar1 da yapilabilir.
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