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OZET

HUCRE KULTURU TEMELLI BIYOTEKNOLOJIK
URETIMLERDE KULLANILMAK UZERE FARKLI
HUCRE HATLARININ BiYOPROSES
VERIMLILIKLERININ KIYASLANMASI

DEMIRDEN, Siileyman Furkan

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dal1
Tez Danismani: Dog. Dr. Suphi S. ONCEL

Eyliil 2023, 203 sayfa

Biyofarmasoétiklere devamli artan yiiksek talep sebebiyle kisa siirede ve
yiiksek kalitede liretimini gergeklestirmek biyoproses endiistrisinin hedefi haline
gelmistir. Biyoproseslerde elde edilmek istenen {irlin gbz Oniine alinarak
iiretimlerde yer alacak olan ekspresyonel platformlar 6ne ¢ikmaktadir. Ozellikle
asilar, monoklonal antikorlar ve biliylime faktorleri gibi kompleks iiretim
stireglerine sahip {irlinlerin tiretiminde hayvan hiicre kiiltiirleri kullanilmaktadir. Bu
acidan hiicre hatlarinin biiytik 6l¢ege uyarlanabilirligi, kiiltiir ortami ihtiyaglar1 ve
iiriin verimi gibi parametreler {izerinden bunlarin degerlendirilmesi yapilmaktadir.
Ayrica, otorite kurumlar endiistriyel iiretimlerde hayvansal kaynakli bilesenlerin
kullanilmasini sakincali bulmaktadir. Bu nedenle, bu amac¢ icin kullanilacak
hiicrelerin serumsuz besin ortamlarinda iiretilebilmeleri biiyiik 6nem tagimaktadir.
Hiicre hatlarinin serumsuz ortama adaptasyonlariyla beraber silispanse kosullara
iremeye de adapte edilmeleri liretim kolayligi ve maliyet acgisindan da avantaj
saglamaktadir. Bunlarla beraber hiicre hatlarinin endiistriye uyarlanabilirliklerinin
degerlendirilmesinde nihai amacg ticari bir iiretim oldugu icin biyiik Olgek
caligmalar1 ve birim zamanda hedeflenen {riinii iiretim verimi diger onemli
degerlendirme  kriterleridir. Boylelikle iiretimde kullanilmasi  planlanan
ekspresyonel platform olan hiicre hatlarinin  endiistriyel  potansiyeli
belirlenmektedir. Tiim bunlarla beraber biyofarmasétik tirtinlerin hedef kitlesi insan
oldugu i¢in ekspresyonel platfom olarak kullanilan hiicre hatlarinin insan kdkenli

olmast iirliniin yiiksek dogrulukta olmasi agisindan fayda saglamaktadir.
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Bu amagla belirli iretimler i¢in endiistriyel kullanimda veya iiretim
calismalarinda yer alan ve diger liriinlerin iiretimi i¢in de yiiksek potansiyele sahip
hiicre hatlar1 olarak segilen CHO-K1, MDCK, HEK-293 ve THP-1 farkli
adaptasyon yontemleriyle serumsuz ortamda kiiltiirlenmeye adapte edildi. Ayrica
THP-1 disinda orjinalinde adherent karakterde olan diger hiicre hatlar1 aym
zamanda siispanse kosullarda iiremeye de adapte edildi. Sonrasinda tiim adepte
hiicre hatlar1 sirasiyla erlen, spinner flask ve 1 L ¢alisma hacimli karigtirmal1 tank
biyoreaktoriinde tiretimleri yapilarak 6l¢ek biiyilitme ¢aligsmalari gergeklestirildi. Bu
hiicre hatlar1 endiistriyel uygunluklarinin belirlenmesi adina adaptasyon siiresi,
ikilenme siiresi, maksimum hiicre konsantrasyonu, metabolit ve total protein
analizleri lizerinden degerlendirmeler yapildi. Son olarak, 6zellikle as1 iiretimi
acisindan tiim hiicre hatlart HIN1 alt tipindeki influenza A viriisiiyle enfekte
edilerek viriis iiretim bagarisi iizerinden bu hiicre hatlariin kiyaslamasi yapildi.
Tim bunlar sonucunda, calismada kullanilan her bir hiicre hattinin c¢esitli
amaglardaki biyoproseslerde kullanilmak iizere endiistriyel iiretimlere uygunlugu

belirlendi.

Yapilan caligsmalar sonucunda tiim hiicre hatlarinin serumsuz ortama basari
ile adapte oldugu belirlendi. Dogrudan adaptasyon yonteminin 6zellikle adherent
kiiltiirlerin slispanse liremeye adapte edilmesindeki gecis asamasinda hiicre
kiimelesmesi ve adherent karakterden uzaklagma agisindan daha bagarili oldugu
gozlendi. Olgek biiyiitme calismalarinda biyoreaktérde kullanilan bigak tipine
uygun olarak spinner flaskta deneysel olarak belirlenen karistirma hizlarinda
spesifik gii¢ girisi lizerinden yapilan hesaplamalar sonucundan biyoreaktdr igin
belirlenen karistirma hizlarinin anlamli oldugu belirlendi. Tiim hiicrelerin metabolit
ve protein analizleriyle beraber yapilan influenza viriisii enfeksiyon ¢alismalarinda
hiicrelerin hem adapte hallerinin hem de orijinal hallerinin viriis ile enfekte oldugu
goriilerek bunlar TCIDso ve RT-qPCR ile degerlendirildi. Tiim bunlar iizerinden
biitiin hiicre hatlar1 endiistriyel biyoproseslerde kullanilabilirlik ag¢isindan

degerlendirildi.

Anahtar Kelimeler: biyoproses, hiicre hatti, serumsuz ortama adaptasyon, dlgek

bliyiitme ¢alismalari, influenza viriisii
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PRODUCTIONS

DEMIRDEN, Siileyman Furkan
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September 2023, 203 pages

Due to the ever-increasing demand for biopharmaceuticals, it has become the
target of the bioprocess industry to produce in a short time and at high quality. In
this respect, expression platforms that will take place in productions come to the
fore, considering the product desired to be obtained in bioprocesses. In particular,
animal cell cultures are used in the production of products with complex structure
and production process such as vaccines, monoclonal antibodies and growth
factors. In this respect, they are evaluated on parameters such as adaptability of cell
lines to large scale, culture medium requirements and product yield. In addition,
institutions that have become the authority for the licensing of biopharmaceutical
products find it objectionable to use of animal originated components in industrial
production. For this reason, expression platforms should be produced in serum-free
culture medium. Also, adaptation of cell lines to growth in suspension conditions
along with their adaptation to serum-free culture provides advantages in terms of
ease of production and cost. In addition, large-scale studies and production
efficiency of the targeted product in certain time are other important evaluation
criteria, since the ultimate goal is evaluating the industrial adaptability of cell lines
in commercial production. Thus, the industrial potential of cell lines, which are the
expression platforms planned to be used in production, is determined. With all
these, since the target audience of biopharmaceutical products is human, the human
origin of the cell lines used as the expression platform provides benefits in terms of

high accuracy of the product.



For this purpose, CHO-K1, MDCK, HEK-293 and THP-1, which are selected
cell lines with high potential for industrial use or production studies for certain
productions and for the production of other products, were tried to be adapted to
culture in serum-free medium with different adaptation methods. In addition, other
cell lines that were originally adherent, except for THP-1, were also adapted to grow
in suspension growth conditions. Afterwards, the adapted states of all these cell
lines were produced in a flask, spinner flask and a stirred tank bioreactor with 1 L
working volume, respectively, and scale-up studies were carried out. Afterwards,
evaluations were made on adaptation time, doubling time, maximum cell
concentration, metabolite and total protein analyzes to determine the industrial
suitability of all cell lines. Finally, especially in terms of vaccine production, all cell
lines were infected with HIN1 subtype influenza A virus and these cell lines were
compared on the success of virus production. As a result of all these, it was
determined that each cell line used in the study was suitable for industrial

production to be used in bioprocesses for various purposes.

As aresult of the studies, it was observed that all cell lines were successfully
adapted to the serum-free medium. Among the two adaptation methods tested, the
direct adaptation method was observed to be more successful in terms of cell
aggregation and removal from non-adherent character, especially at the transition
stage of adapting adherent cultures to suspension growth. As a result of the
calculations made over the specific power input at the experimentally determined
mixing speeds in the spinner flask in accordance with the blade type used in the
bioreactor in scale-up studies, it was seen that the mixing speeds determined for the
bioreactor were significant. Afterwards, in influenza virus infection studies
performed with metabolite and protein analyzes of all cells, it was observed that
both the adapted and original states of the cells were infected with the virus, and
these were evaluated with TCIDso and RT-qPCR. All cell lines were evaluated for

usability in industrial bioprocesses.

Keywords: Bioprocess, cell line, adaptation to serum-free medium, scale-up

studies, influenza virus
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Giinlimiizde yasam bilimleri olarak tek bir c¢at1 altinda toplanan biyolojik
stirecler sadece iiriin tliretimini degil ayn1 zamanda hastalik modellemesi, ilag
denemesi ve kisisellestirilmis tedaviler gibi genis bir a¢idan insanin dahil oldugu
her alandaki ihtiyaclar ele almak iizere genisletilmistir. Hiicre kiiltiirti teknolojisi
burada en Onemli bilimsel araclardan biri olarak gdsterilmektedir. Boylelikle
endiistriyel iiretimlere de tasinan hiicre kiiltiirleriyle gergeklestirilen tiretimler temel

biyoproses igleyisi iizerinden kendine 6zel bir ¢aligma alan1 bulmustur.

Hiicre kiiltiirlerinin yer aldig1 biyoprosesler, artan diinya niifusuyla beraber
cevresel sorunlara bagli olarak gelisen hastaliklarin tedavi edilmesi adina One
cikmaktadir. Biyofarmasoétik alaninda gergeklestirilen {iretimlerin biiylik kismini
olusturan triinler arasinda 6zellikle monoklonal antikorlar kanser ve otoimmiin
rahatsizliklar gibi kimyasal ilaglarin yanitsiz kaldig1 hastaliklarin tedavisi i¢in tek
care olarak gosterilmektedir. Bununla birlikte uzun yillardir toplum sagliginin
korunmasini saglayan temel dayanak olan ve Covid-19 pandemisiyle de dnemini
tekrardan insanliga hatirlatan viral asilarin iiretiminde de hiicre kiiltlirleri tiim as1
iiretiminin merkezinde yer almaktadir. Tiim bunlarla birlikte hiicre kiiltiirii temelli
biyoproseslerin gelistirilmesi siirecinde gerceklestirilen hiicre miihendisligi
calismalar1 ve iiretim kosullarinin optimizasyonunda c¢ok farkli yaklagimlar
denenmekte olup ozellikle artan talep ile beraber daha adaletli bir sekilde bu
iirlinlere ulasilabilirligin saglanmasi1 adina en kisa zamanda en yiiksek verimle
kaliteli iirin iiretimi hedeflenmektedir. Bu nedenle, biyoproseslerdeki iiretim
stirecinin iyilestirilmesi adina yakin gelecekte ve insan var oldugu siirece tiim diinya

tizerindeki bilim insanlarinin bu alanda ¢alismay: siirdiirecegi diisiiniilmektedir.
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1.GIRiS

Diinya capinda biyoteknolojik iiriinlerin {iretimi ve pazarlanmasi giderek
daha biiyiik bir sektoér haline gelmektedir. Bu iiriinlerin katma degeri yiiksek
oldugundan dolay1 tiretim sonrasinda ihra¢ edilmesi, tiretiminin yapildig iilkenin
ekonomik kazanimi agisindan da 6nemli bir yere sahiptir. Biyoteknolojik iirtinlerin
iiretimi ise biyoprosesler araciligiyla gergeklestirilmektedir. Biyoproses kisaca bir
biyolojik sistem iizerinden hedeflenen bileseni veya {irlinii iretmek igin
gerceklestirilen biitliin islem basamaklar1 olarak tanimlanmaktadir. Biyoproses
enddistrisinin en ¢ok iirlin talebinin oldugu ve tiim biyolojik temelli yliksek katma
degerli iriinler igerisinde iiretici firmalara en ¢ok kazang saglayan sektor ise
biyofarmasotik sektoriidiir. Biyofarmasatik tirtinlerin hedefledigi medikal sektorii
diinya ekonomisinin en énemli sektorlerinden biridir. Yillar igerisinde artan diinya
popiilasyonuyla birlikte bu sektoriin gelismesine bagl olarak ortaya ¢ikan temel
saglik hizmetleri, hastalik teshis hizmetleri ve tedavi edici iiriinlere olan ihtiyag
nedeniyle tiim bunlara cevap verebilecek olan biyoteknoloji endiistrisi de paralel
sekilde bir biiylime gdstermistir (Dawn and Seymour, 2020; Gupta et al., 2019;
Jagschies et al., 2018).

Giinlimiizde modern molekiiler biyoloji ve gen teknikleri sayesinde etkili bir
sekilde iiretilebilen biyofarmasdtikler tiim ilag endiistrisinin agik ara en hizl
biiyliyen grubudur. Bu dogrultu da biyoteknolojik ilaglarin sayisi son otuz yilda
katlanarak artmistir (Jagschies et al., 2018; Lokko et al., 2018). Artan diinya
poplilasyonuna bagli olarak siirekli genisleyen talep miktarinin yaninda 6zellikle
tim diinyay1 etkileyen Covid-19 pandemisi gibi bir senaryoda biyofarmasotik
iriinlere olan ani ihtiya¢ sebebiyle biyofarmasdtik endiistrisine ve biyoproseslere
olan ilgili de artmistir. Biiylikk miktarlarda olusan talep ve azalan ¢evresel
kaynaklarla beraber diinya popiilasyonun tamaminin ayni anda as1 veya ilag gibi en
onemli biyofarmasotik {iriinlere ulasamamasi bu endiistrinin mevcut iiretim
kapasitesinin talepler karsisinda yetersiz kaldigini gostermektedir. Bu bakimdan, en
kisa siirede, yliksek miktarlarda ve kaliteli iirlin iiretimini ekolojik ag¢indan da
stirdiiriilebilir bir sekilde miimkiin kilan biyoproseslerin gelistirilmesine yonelik
siirekli bir ¢aba harcanmaktadir (Ayati et al., 2020; Frohling and Hiete, 2020;
Ogmundarson et al., 2020; Shanmugaraj and Phoolcharoen, 2021).



Biyofarmasotik endiistrisindeki iiriinlerin {liretimindeki biyoproseslerde
ekspresyonel platformlarin basinda hayvan hiicre kiiltiirleri gelmektedir. Hayvan
hiicre kiiltiirleri glinimiizde kanser modellemesi, sitotoksisite ¢aligsmalari,
molekiiler mekanizma ¢aligmalari gibi birgok aragtirma alaninda bilim insanlari igin
temel bir arag¢ haline gelmistir. Ayrica, tip alaninda kok hiicre calismalari ve in vitro
fertilizasyon basta olmak iizere bu gibi tedavi amagli uygulamalarda da
kullanilmaktadir. Endiistriyel anlamda ise biiyiik ol¢ekte yiiksek katma degere
sahip biyoteknolojik iiriinler olan viral agilar ve antikorlar gibi terap6tik bilesenlerin
tiretimi gibi bir¢ok biyofarmasétigin tiretiminde kullanilmaktadir (Liu and Morrow,
2016; Freshney, 2011; Saha et al., 2016). Endiistriyel {iiretimlerde hiicre
kiiltirlerinin  kullanilmasinin  en temel nedeni, 1irin olarak hedeflenen
biyofarmasétik bilesenlerin dogru bir sekilde fonksiyonellik gostermesi i¢in hayvan
hiicrelerinin gerceklestirdikleri post translasyonel modifikasyonlardir. Bununla
birlikte, insan kullanimina sunulacak asilarda ve 6zellikle tiim viriisiin as1 igerisinde
yer aldigi iiretimlerde temel bir adim olan virlisiin {iretimi basamaginda,
cogalmalari i¢in uygun bir konaga ihtiyaglar1 vardir. Bu agindan da viriislerin hiicre
ici paraziter dogalar1 geregi bu asilarin iiretiminde hayvan hiicrelerinin kullanimi
bir zorunluluktur (Aubrit et al., 2015; Josefsberg and Buckland, 2012). Bu amag
dogrultusunda kiiltiir stabiliteleri ve kontrollii yapay ortamlarda sonsuza kadar
boliinme 6zellikleri sayesinde hiicre hatlari, endiistriyel liretim amaciyla siklikla
tercih edilmektedir. Hiicre hatlarinin biyoprosesler ve 6zellikle de biiyiik dlgekte
gerceklestirilmesi planlanan ticari tiretimlerdeki basarilar1 oldukga 6nemli bir hale
gelmektedir. Bu iiretimlerin bagarisi ise biiyiik oranda hiicrelerin kiiltiirlendikleri
kiiltiir ortam1 kosullarmma ve kullanilan besin ortaminin igerigine baghdir. Bu
nedenle de farkli hiicre tiiri ve kiiltiirlenen bu hiicrelerin sentezledigi {irlinlerin
ylksek verimde elde edilmesi i¢in ¢ok farkli besin ortami formiilasyonlari
olusturulmustur (Freshney, 2011; Yang and Xiong, 2012; T. Yao and Asayama,
2017).

Hayvan hiicre kiiltiirlerinde kullanilan besin ortamlarinda kiiltiir veriminin
artirilmast i¢in genellikle serum kullanilmaktadir. Serum, hayvansal bir yan {iriin
olup kiiltiir basarisinm1 destekleyecek farkli bilesenleri icermesi nedeniyle kiiltiir
ortamlarina eklenmektedir. Hiicre kiiltiirii calismalarinda genellikle sigir serumlari

kullanilmaktadir. Ancak endiistriyel boyutta, insan kullanimina sunulacak medikal



anlamdaki iiriinlerin iiretiminde kullanilacak hiicrelerin Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi (Food and Drug Administration, FDA) ve Avrupa ila¢ Ajans1 (European
Medicine Agency, EMA) gibi yetkili kurumlarin belirledigi kurallar nedeniyle
serumsuz ortamlarda kiiltiirlenmesi gerekmektedir (Butler and Meneses-Acosta,
2012; Freshney, 2011; Nema and Khare, 2012). Bu nedenle endiistriyel iiretimlerde
kullanilma potansiyeline sahip hiicre hatlari, ancak serumsuz ortama adapte
edildikten sonra bu tiir liretimlerde kullanilabilmektedir. (Freshney, 2011; Morrow,

2016).

Influenza her yil tekrarli salginla ortaya ¢ikan ve halk arasinda grip olarak
adlandirilan viral bir hastaliktir. Her yil diizenli salginlar olarak toplumu
etkilemesinin disinda yiiksek degiskenlige sahip dogasi geregi bazi evrimsel
atlamalarla beraber tiim diinyay1 ani olarak etkileyen pandemiler olarak tarihte
kendini bir¢ok kez gostermistir (Demirden et al., 2022; Khanna et al., 2013). Stirekli
meydana gelen salginlarin 6nlenmesi ve toplum sagliginin korunmasi i¢in her yil
dolagimda baskin olan ilgili viriise kars1 asilar iiretilmektedir. Bu iiretimlerin en kisa
siirede, diisiik maliyetli ve yiiksek miktarda yapilmasi hedeflenmektedir. Bu agidan
da tiim biyoproseslerde iyilestirmeler yapilarak bu hedeflere ulagmaya

calisilmaktadir (Gallo-Ramirez et al., 2015; Khan, 2013).

Bu tez calismasinda, biyoproses endiistrisine olan talep dogrultusunda
endiistride biiylik Olcekte iiretilmek istenen biyofarmasdétiklerin iiretiminde
kullanilan veya kullanilma potansiyeline sahip olan farkli hiicre hatlarinin
biyoproses bagarisinin degerlendirilmesi amaglanmaktadir. Bu degerlendirmeyle,
Covid-19 pandemisinde oldugu gibi simdiye kadar cesitli laboratuvar ¢aligmalari
veya iretim denemeleri diginda kullanilmamis olan fakat tiretimlerde kullanilma
potansiyeli yiiksek ekspresyonel platfomlarin endiistriyel agidan biyoproseslere

uygunlugu ortaya konacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Biyoproses Endiistrisi

Biyoproses kelimesi temelinde canli veya canlidan koken alan bir bilesen
veya bilesenler ile {iretimin yapildig1 tiim siireci ifade etmektedir. Bu agindan
burada canli sistemler olarak organizmanin tamamu, hiicre, doku, enzim vb. birimler
tim bu siirece dahil edildiginden endiistri ve biyoloji biliminin ortak paydada
“lirtin” elde edilmesine odaklandig: bir alan olarak ortaya ¢ikmaktadir (Butler and
Meneses-Acosta, 2012; Jagschies, 2018a). Bununla birlikte biyoprosesler ayni
zamanda enerji doniistimii ve ¢evresel kirliligin giderilmesi veya iyilestirilmesi gibi
calisma alanlarinda da kullanilmaktadir (Ogmundarson et al., 2020; Usmani et al.,
2021). Biyoproses temelli olarak giliniimiizde ¢ok farkli iiriinler tiretilmekte olup
bunlar ¢esitli amaglarla kullanilmaktadir. Bunlar arasinda kozmetik tiriinlerin etken
maddeleri, pigmentler, biyogiibreler, gida katki maddeleri, gida takviyeleri, ¢esitli
biyopolimerler, biyofarmasétik ilaglarin etken maddeleri, monoklonal antikorlar
(mAD), asilar, biiyiime faktorleri gibi genis yelpazede iriinler bulunmaktadir
(Cadwell, 2011; Cortesao et al., 2020; Jagschies, 2018b; Kiesslich et al., 2021). Bu
acidan da biyoprosesler sonucu elde edilen iiriinler ekmek mayasi ya da deterjanlar
icerisindeki leke ¢ikarict enzimler gibi katki maddeleri olarak giinliik hayatta yer
alirken diger bir yandan bir¢ok hastaligin 6nlenmesinde ve toplum sagliginin
korunmasindaki en temel dayanak olan asilar seklinde de karsimiza ¢ikabilmektedir
(Tablo 2.1). Bu yonleriyle aslinda uzun yillik bir gegmise sahip olan biyoproses
tiriinleri hayatin her alaninda kullanilan bir ihtiyag¢ haline gelmistir. Bu agindan da
son yillarda artan diinya popiilasyonu ve meydana gelen ¢evresel, ekonomik ve
kiiltiirel degisimler gbz Oniine alindiginda bu iirlinlere olan ihtiyag¢ son 20 y1l goz
oniine alindiginda ¢ok daha yiiksek seviyelere ulagsmistir (Cortesao et al., 2020;
Jagschies and Lacki, 2018). Bunun nedeni artan popiilasyondaki her bir bireyin
yasam kalitesini uygun sekilde devam ettirmek ve ihtiya¢ halinde gida, kozmetik
veya medikal anlamdaki tiim tirtinlere kolaylikla erisebilmek istemesidir (Frohling
and Hiete, 2020; Lokko et al., 2018). Ozellikle Covid-19 pandemisiyle birlikte de
as1 ve ilag liretimi endiistrisine olan ilgi ile beraber bu {iriinlere olan talep de giderek
artmistir. Bu anlamda tiim bu talebi karsilamak adina da en kisa zamanda ve biiyiik

miktarlarda bu {riinleri denetleyen otorite kuruluslarin belirledigi kosullari



saglayan uygun kalitedeki iirtinleri iiretmek biyoproses endiistrisi i¢in temel bir

amag haline gelmistir (Langer, 2022; Shanmugaraj and Phoolcharoen, 2021).

Tablo 2.1. Endiistriyel biyoproses iiriinleri ve bu iiriinlerden bazilar1 (Dumont et al., 2016;

Sattley and Madigan, 2015; Zahoor et al., 2016)

Endiistriyel Biyoproses Uriinleri

Antibiyotikler Penisilin, Tetrasiklin, Klavulanik asit
Endiistriyel Enzimler Proteazlar, Lipazlar, Glikoz izomeraz

Gida Takviyeleri/Katki Maddeleri Vitaminler, Amino asitler, Sitrik asit
Kimyasal Bilesikler Etanol, Biitanol, Biyodizel, Steroidler

Insiilin, Somatotropin, Eritropoietin,
Insan Hormonlar: Follitropinler, Osteogenik protein-I, Tirotopin a,
Luteinleyiciler

Doku plazminojen aktivatorii, Faktor ITa, Faktor

LTSRS Gl 11T, Katridekakog, Faktor VIIT, Faktor IX

Interferonlar, Tiimor nekroz faktorleri,

Bagisikhik Diizenleyiciler Epoetinler, Romiplostim, Filgastim

Terapotik Toksin Incobotulinumtoksini A

DNAaz, Kollajenaz, Okiriplazmin, Peglotikaz,
Terapotik Enzimler Glukarpidaz, Agalsidaz B, Hiyaliironidaz,
Elosiilfaz a, Laronidaz, Taligluseraz a

Bevacizumab, Palivizumab, Cetuximab,

B el el Al e Adalimumab, Rituximab, Transtuzumab

Hepatit A, Hepatit B, Meningokok, Pndmokok,
Asilar Kizamik, Kabakulak, Sucicegi, Tetanoz,
Influenza, Servikal kanser asilari

Biyoproses endiistrisindeki iiriinler ayn1 zamanda katma degeri yiiksek olan
tiriinler smifina dahil edilmektedir. Bu agidan da diinya iizerinde olusan talep
diisiiniildiiglinde katma degeri yiiksek olan bu iiriinler, hem iilke bazinda ekonomik
kazang saglamasi adina hem de iilkede istthdam yaratilmasi nedeniyle 6nemli bir
kaynak oldugu goriilmektedir. Ayn1 zamanda gelisen ve degisen kiiresel piyasada
da ozellikle de son yillarda bir trend haline gelen biyoteknolojik iiriin tiretiminin,

ilerleyen yillar igerisinde de siirekli bir artis igerisinde olacagi tahmin edildiginden



bu alanda yapilacak olan yatirimlarin iilke ekonomisi agisindan da biiyiik fayda
saglayacagi diisliniilmektedir. Bunu yaparken ayni zamanda bu tiir liretimlerde
kullanilan ve iiretim girdileri olarak kabul edilen materyallerin, yerli kaynaklardan
veya yerli {lreticilerden temin edilmesi de iilke ekonomisi agisindan fayda

saglamaktadir (Berg et al., 2020; Lokko et al., 2018).

Endiistriyel iiriin iiretimine yonelik olan biyoproseslerde ve ozellikle ilag
endiistrisinde diinyada “Tasarim Yoluyla Kalite” (Quality by Design, QbD)
yaklagimi kullanilmaktadir. Bu yaklagima gore elde edilmesi tasarlanan {iriiniin
kalitesi, saflig1, 6zellikleri ve etkinligi bir biitiin olarak {iretim silirecinin de dahil
edilmesiyle ele alinmaktadir. Bu anlamda da QbD yaklasimi ile biyoproseslerdeki
son iriin eldesine kadar olan siirecteki her bir girdi ve ¢ikt1 uygunluk agisindan
degerlendirmektedir (Josefsberg and Buckland, 2012; Pramod et al., 2016).
Biyoproses temelli biyoteknolojik iiriinlerin {iretimi ise yukarida da bahsedildigi
tizere canli sistemlerin kullanimina dayanmaktadir. Bunun i¢in bakteriler, mayalar,
filament6z funguslar, bitkiler, bocek hiicreleri, memeli hayvan hiicreleri ve
transgenik organizmalar gibi ¢esitli canlilar tiretimlerdeki ekspresyonel platformlar
kullanilabilmektedir. Hedeflenen veya iiretilmek istenen iiriin diistiniildiigiinde ise
QbD vyaklasimma gore de bunun dlretim siirecinde kullanilmasi planlanan
ekspresyonel platform da degisiklik gostermektedir. Bu acidan gelistirilen
biyoproses de kullanilan canli sisteme gore degisiklik gostermektedir. Bunun temel
nedeni de kullanilan canli sistemin {iriin tiretmek i¢in ihtiya¢ duydugu kosullarin
saglanmasindaki farkliliklardir (Demain and Vaishnav, 2009; Dumont et al., 2016;
Jagschies et al., 2018; Kesik-Brodacka, 2018; Saxena et al., 2016). Hammadde
girdileri, besin ortami hazirhigi, kullanilacak canli sistemin eger gerekliyle
gelistirilmesi, se¢ilmesi veya rekombinant DNA (rDNA) teknolojisi ile genetik
transformasyonu, proses kosullarinin gelistirmesi, ol¢eklendirme gibi iist akim
islemleri de tiim biyoprosesin isleyisiyle birlikte hedeflenen son {iriiniin 6n goriilen
kalite ve miktarda iiretilmesi acisindan olduk¢a onemlidir. Bunlarla birlikte son
tirtintin kullanim alani, saflik derecesi veya raf omrii gibi parametreler de goz oniine
alinarak tiim biyoprosesin alt akim islemleri de bunlar etrafinda sekillenmektedir
(Jagschies, 2018b; Lindskog et al., 2018; O’Flaherty et al., 2020; Pramod et al.,
2016). Tiim bunlar géz Oniine alindiginda ise iiretilmek istenilen {iriinlin sahip

olmasi gereken ozelliklere gore ekspresyonel platform se¢imi ve bunun etrafinda



da biyoproses gelistirme yapilmaktadir. Bu agindan 6ncelikli olarak ekspresyonel
platformlarin se¢imi yapilmakta ve bunlar ise endiistriyel anlamda 6zellikle isletim
maliyeti, kiiltiir kosullar1, gerekli besin ortamlarinin hazirligi, kullanilan platformun
iiriin sentezi sirasinda gercgeklestirmesi gereken modifikasyonlar, her bir iiretim
partisindeki maksimal iirlin eldesi, her bir iiretim siirecinin gerceklesmesi icin
gerekli olan zaman, son {irliniin katma degeri gibi parametreler {iizerinden

degerlendirilmektedir (Jagschies and Lacki, 2018; Tripathi and Shrivastava, 2019).

Biyoproseslerde segilen ekspresyonel platformun ise istenilen {iriinii tirettigi
yer biyoreaktorlerdir. Bu tiretimler kiigiik 6l¢ekte statik hiicre kiiltiirii sistemleriyle
gerceklestirilebilse de oOzellikle iiretimlerin biiyiik hacimlerde gergeklestigi
endiistriyel tretimlerde sagladigi {istlin avantajlar nedeniyle biyoreaktorler
kullanilmaktadir (Gallo-Ramirez et al., 2015; Genzel et al., 2014a; Zhou et al.,
2010). Biyoreaktorler o6zellikle 6lgek biiyilitme i¢in oldukea elverisli sistemler olup
yuksek kontrol edilebilirlik ve otomatizasyon 6zellikleri sayesinde biyoproseslerde
gerekli olan giivenlik regiilasyonlarinin ve Iyi Uretim Uygulamalari (Good
Manufacturing  Practices, GMP) kosullarinin  saglanabilmesinde  6ne
¢cikmaktadirlar. Bu agidan da biyoproseslerin merkezi veya kalbi olarak tanimlanan
biyoreaktorler iist akim ile alt akim arasindaki gegis noktasidir (M. Butler and
Meneses-Acosta, 2012; Eibl et al., 2010; Fernandes et al., 2016; Junker, 2009).
Burada istenilen iirlinii sentezleyecek olan platfomun tiim ihtiyaclar yiliksek kontrol
edilebilirlik ile saglanarak bulk sekilde iirlin iiretimi gergeklestirilmektedir.
Biyoreaktorler, liretimi yapacak olan ekspresyonel platformun ilgilenilen {iriint
iretmek icin gerceklestirdigi biyokimyasal reaksiyonun veya reaksiyonlarin en
verimli sekilde meydana gelmesini saglamak amaciyla gerekli kosullar1 olusturan
kapali bir sistem olarak tanimlanir. Bir biyoreaktdriin temel rolii sensorler ve
kontrol sistemleri araciligiyla hedeflenen iiriin biyokiitle ise hiicre biiylimesini,
hedeflenen iirlin sadece biyokiitle degil ise de hiicre biiylimesiyle beraber hiicrenin
sentezledigi liriiniin olusumu i¢in uygun kosullar1 saglamak ve bunlar1 iiretim siireci
boyunca devam ettirmektir (Jossen et al., 2019; Kaiser et al., 2015; Komives and
Parker, 2003). Bununla birlikte her bir iiretimin gergeklestirilebilecegi ideal bir
sistem ve lretim kosulu veya iiretim stratejisi yoktur. Bu nedenle liretimlerde
kullanilacak olan biyoreaktor sistemleri de iiretimde kullanilacak ekspresyonel

platformun ihtiyaglarina, tiretimde kullanilan besin ortami 6zelliklerine, isletim



parametrelerine ve elde edilecek tiriine gore sekillendirilmektedir. Ayni1 zamanda
biyoreaktor sistemlerinin tasarimlari bunlar etrafinda sekillendirilirken tiim iiretim
ortaminda homojen bir dinamikligin saglanmas1 gerekmektedir. Bu anlamda da
ozellikle biyoreaktor sistemlerinin oldukga iyi kiitle ve 1s1 transferi saglamasi
istenmektedir (Miiller et al., 2017; Rathore et al., 2016; Zhou et al., 2010). Ayn1
zamanda biyoreaktorler cogunlukla karistirmanin oldugu dinamik sistemler
olduklar i¢in de sistemde gergeklestirilen karistirma ile olusan kayma gerilmesinin
ve eger kullanilan ekspresyonel platform aerobik ise de yapilan havalandirmanin
tiretim i¢in kullanilan canli sisteme zarar vermeyecek sekilde ayarlanmasi
gerekmektedir (Merten, 2015; Rathore et al., 2016; Shekhawat et al., 2018).
Glinlimiizde bu anlamda en ¢ok tercih edilen biyoreaktor sistemi karigtirmali tank
biyoreaktoriidiir (STR). Bu biyoreaktér temelde igerisinde bir karistiricinin
bulundugu silindirik tanklar olarak sematize edilmektedir. Bununla birlikte bunlara
yapilan farkli modifikasyonlar ile STR’ lar farkli ekspresyonel platformlarin
iiretimi i¢in degistirilmektedir. Bununla birlikte hava kaldirmali, sabit yatakli ve
orbital calkalamali biyoreaktorler de benzer sekilde yapilacak iiretime gore
modifiye edilebilmektedir. Ayrica, 6zellikle de son yillarda artan biyolojik {iriin
talebinin hizla karsilanmasina yonelik olarak sterilizasyon i¢in gereken zamanin
ortadan kaldirildig1 ve boylece is yiikiinii de azaltan tek kullanimlik biyoreaktor
sistemleri de endiistride siklikla tercih edilmeye baslamistir (Eibl et al., 2010;
Jossen et al., 2019; Warnock and Al-Rubeai, 2006; Zhang et al., 2010; Zhou et al.,
2010).

Glinlimiizde hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi i¢cin kimyasal ilaglarin
basarisinin, gelistirilen biyoteknolojik ilaglara gore oldukca geride kalmasi
biyoproses endiistrisi icerisinde yer alan biyofarmasotik iiriinlere olan talebi
arttirmistir. Bu nedenle de biyofarmasétikler pazar payi, kimyasal ilag¢ endiistrisinin
diger tiim sektorlerini geride birakmaktadir. Kiiresel biyofarmasdtik pazarinin
stirekli artarak 2020 yili ve sonrasinda 500-600 milyar $’ a yaklasacagi tahmin
edilmektedir (Liu and Morrow, 2016; Butler & Acosta, 2012; Butler, 2004;
Jagschies et al., 2018; Kuystermans & Al-Rubeai, 2015; Lokko et al., 2018).
Biyofarmasoétik iirlinler arasindan Onemleri giderek artan ve kullanim alanlari
olduk¢a genigleyen mAb’ lara ise devamli bir sekilde artan bir talep vardir.

Ozellikle mAb’ larin farkli kanser tiirleri ve otoimmiin hastaliklar gibi bircok



hastaligin tedavisi i¢in tek secenek olmasi 6nemlerini arttirmaktadir. Ayrica tek bir
kisinin tedavi siiresi boyunca oldukca yiiksek diizeyde (6-12 gr kadar) mAb
kullanilmast gerektigi diisiiniildiiglinde bunlarin yliksek miktarlarda hizla
iiretilmesi gerekmektedir. Bu durum ayni1 zamanda mAb disindaki ¢esitli asilar ve
eritropoietin gibi diger hayati oneme sahip biyofarmasétik iirtinler i¢in de gecerlidir
(Jagschies and tacki, 2018; Jossen et al., 2019; Shukla and Gottschalk, 2013).
Bunlarla birlikte diinyada hastaliklarin meydana gelmeden onlenmesinde asilar
kadar etkili bir {iriiniin bulunmamasi asilarin 6nemini arttirmaktadir. Bu anlamda
mevcut olan bulasici hastaliklarin siirekli olarak ve yeni meydana gelebilecek
hastaliklarin da hizlica kontrol altina alinmasinda kullanilan asilara devamli bir
ithtiyac vardir. Meydana gelen Covid-19 pandemisi ise asilara olan stirekli ihtiyacin
nasil bir anda ¢ok daha fazla arttiginin goriilmesi agisindan bir 6rnek teskil
etmektedir. Pandemi siiresince de iiretilen asiya tiim bireylerin ayni anda
ulagamamasi ve as1 sonrasinda ikinci dozlarin uygulanmasinda diinyada birim
zamanda olusan yiiksek miktardaki talebin karsilanmasinda yasanan sikinti bu
durumu gozler Oniine sermistir (Ayati et al., 2020; Dawn and Seymour, 2020;
Shanmugaraj and Phoolcharoen, 2021). Tiim bunlar diislintildiigiinde diinyada her
yil artan insan popiilasyonunda toplum sagliginin korunmasi i¢in gerekli olan as1
ihtiyac1 ve bununla birlikte biyoteknolojik ilaca ihtiyact olan hasta sayilari
diistintildiigiinde yillik olarak yiiz binlerce gram biyoteknolojik iiriin {iretimin
yapilmasina gerektigi anlamima gelmektedir. Biyofarmasotik {iretiminde ise
Ozellikle tiim ekspresyonel sistemler arasindan en fazla hayvan hiicre kiiltiirleri
kullanilmaktadir. Diinyada onaylanan ve satisa sunulan biyofarmasoétiklerin
yaklasik % 58' 1 ise sadece hayvan hiicre kiiltiirii temelli olarak iiretilmektedir.
Hiicre kiiltiirleri endiistriyel boyutta temel olarak viral agi iiretimi ve terapotik
Ozelligi olan molekiiler bilesenler (antikorlar, hormonlar, biiyiime faktorleri vb.)
gibi biyofarmasoétiklerin iiretimi i¢in kullanilmaktadir (Dawn and Seymour, 2020;
Jagschies and tacki, 2018; Kodati and Darbha, 2016; Tripathi and Shrivastava,
2019; Verma et al., 2020).

2.2 Hayvan Hiicre Kiiltiirleri

Hiicre kiiltiirii, hiicrenin yasamsal fonksiyonlari i¢in gerekli olan bilesenleri

iceren, kontrollii ve yapay bir ortamda hiicrelerin canliliinin korunmasin
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saglayan, bunu yaparken de ayni zamanda hiicrelerin biiyiitiilmesinin
(liretilmesinin) gerceklestirildigi teknik olarak tanimlanmaktadir (Freshney,
2005). Hayvan hiicrelerinin kiiltiirlenmesi i¢in, hiicre kiiltiirlinden daha kesin bir
tanim olarak “Hayvan Hiicre Kiiltiirii” tanimi kullanilmaktadir. Bu tanim;
filogenetik siniflandirmaya gore hayvanlar (animalia) siniflandirmasina dahil olan
memeliler, bocekler veya siirtingenler gibi 0karyotik organizmalardan kéken alan
hiicrelerin in vitro olarak kiiltiire edilmesini ifade eder. Hayvan hiicre kiiltiirii
tekniginde, kiiltiire edilen hayvan hiicreleri, kiiltiirlendigi ortam igerisinde
kompleks organizasyonellik gostermeyen bakteri gibi basit yapili, tek hiicreli
canlilar olarak bagimsiz birimler seklinde bulunur (Alberts et al., 2008; Freshney,
2005; Jedrzejczak-Silicka, 2017; Karp, 2009; Verma et al., 2020). Hayvan hiicre ve
doku kiiltiirii calismalarina dair ilk adimlar 1800’lerin sonunda gerceklestirilse de
ilk olarak 1907°de Ross Granville Harrison, “asilt damla yontemi” ile lenf sivisinda
birka¢ hafta boyunca kurbaga sinir hiicrelerini in vitro olarak gelistirebildigi icin
hiicre kiiltiiriiniin kurucusu olarak kabul edilmektedir. Daha sonrasinda ise aseptik
tekniklerin gelistirilmesi, kiiltiirleme islemi i¢in kullanilan kiiltiir kaplarinin (flask)
ve diger kiiltiirleme igin gerekli olan ekipmanlarin kesfedilmesi/gelistirilmesi,
laminar akisli biyogiivenlik kabinlerinin gelistirilmesi, uygun pasajlamanin nasil
gergeklestirileceginin anlasilmasi, antibiyotigin kesfi, devamli hiicre hatlarmin
gelistirilmesi, hiicrelerin gelisebilecegi temel besin ortamlarinin kesfedilmesi gibi
biiylik ilerlemeler ile hayvan hiicre kiiltiirlerinde yapilan ¢alismalar ¢ok daha
saglam bir temele oturtulmustur. Ilerleyen zaman icerisinde daha bircok &nciil
kesiflerin yapilmasiyla, bu calismalar hizla biiyiliyen siirekli bir gelisim halinde
giiniimiize kadar gelmistir (Freshney, 2005; Jedrzejczak-Silicka, 2017; Rodriguez-
Hernandez et al., 2014).

Hayvan hiicre kiiltiirinde, kiiltiirlenen hiicreler ¢ok cesitli kaynaklardan ve
farkl sekillerde elde edilebilmektedir. Kiiltiire edilen bu hiicreler lireme kinetigi,
kiiltiir stiresi, metabolik iirinler ve morfoloji bakimindan birbirinden ¢ok farkl
sekillerde bulunabilmektedir. Hiicrenin elde edilisi bakimindan primer kiiltiirler ve
halihazirda bulunan hiicre hatlarinin kullanimi diistiniilebilir. Primer Kiiltiirler;
canli organizmadan alinan doku ve organlarin enzimatik veya mekanik yontemler
ile parcalanmasi ve bu par¢alanma sonunda elde edilen hiicrelerin kiiltiirlenmesidir.

Bu Kkiiltiirler, direkt canli bir kaynaktan elde edildikleri i¢in bu kaynak
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organizmadaki hiicrelere benzerliklerinden dolay1 tercih edilmektedir. Ozellikle
toksisite ¢alismalarinda ve in vitro modellemede, ilerleyen kiiltiir siirelerinde
hiicresel karakterleri farklilagsa da koken aldiklari orijinal hiicre 6zelliklerinden tam
anlamiyla uzaklagmadiklar1 i¢in deneme yapilan bilesene verdikleri yanitin canli
viicudundaki yanita bliylik oranda benzemesinden dolay1 tercih edilmektedir
(Davis, 2011; Freshney, 2005; Verma et al., 2020). Genel anlamda hiicre hatlari
ise kiiltiir ortam1 elverisli oldugu siirece siirekli olarak bdliinebilen hiicrelerdir.
Siirekli olarak boliinme yetenegi, kimyasal uygulamasi ve viral DNA entegrasyonu
gibi uygulamalarla bu hiicrelere kazandirilmaktadir. Bunun disinda eger hiicreler
kanserli bir dokudan izole edilmis ise elde edilen bu hiicreler sinirsiz boliinme
ozelligini dogal olarak sergileyebilmektedirler. Farkli sekillerde elde edilen
hiicrelerin stirekli olarak bdliinme yetenegi kazandirilip karakterizasyon ¢alismalari
gergeklestirilmesiyle devamli hiicre hatlar1 meydana getirilebilmektedir (Butler,
2004; Davis, 2011; Freshney, 2005; Gupta et al., 2016; Nema and Khare, 2012;
Pauwels et al., 2007). Hayvan hiicre kiiltiirli calismalarinda farkli kdkenlere sahip
birgok hiicre ¢alisilmaktadir. Kiiltiirlenen tiim hiicreler, izole edildigi hayvan orjinli
kaynagin kokenine bakilmaksizin morfolojik acidan en temel sekilde adherent ve

siispanse olarak iki gruba ayrilmaktadir (Davis, 2011; Freshney, 2005).

Adherent hiicreler, tiremek ve kiiltiirlenebilmek i¢in bir yiizeye tutunma
ihtiyact olan hiicrelerdir. Bu hiicreler ancak bir ylizeye tutunduklari taktirde
bliyiime, gelisim ve fonksiyonelligini devam ettirebilmektedir. Bu hiicreler ayni
zamanda monolayer veya yiizey bagimli olarak da adlandirilabilmektedir. Bir¢ok
kiiltiir hiicresi ve canli viicudundan direkt elde edilerek kiiltiirlenen (primer kiiltiir)
hiicrelerin bircogu adherent hiicre tipindedir. Adherent hiicrelerin kiiltiirlenebilmesi
i¢in ylizeyi 6zel tekniklerle hiicrelerin tutunabilecegi hale getirilmis kiiltiir kaplar
kullanilmasi gerekmektedir (Butler, 2004; Freshney, 2005; Nema and Khare, 2012).
Adherent hiicreler ise kendi igerisinde 4 ana baslik altinda siniflandirilabilmektedir.

Bunlar;

> Epitelyal hiicreler; ters faz mikroskop altinda bakildiklarinda hiicre
siirlart parlak sekilde belli olan, genellikle diizgiin poligonal yapilar seklinde

bulunan hiicrelerdir. Diizglin yapilar1 nedeniyle kiiltiir kabi yiizeyindeki
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yayilimlari, tas bir duvar veya kaldirnmda kullanilan taglar seklinde

betimlenmektedir (Freshney, 2005; Gupta et al., 2016; MERCK®, 2020).

> Endotelyal hiicreler; epitelyal benzeri 6zellik gosteren hiicrelere
benzemektedir. Bu tipteki hiicrelerde diizgiin sekilli poligonal yapidadir. Ancak bu
yapidaki hiicreler daha yassidir ve ters faz mikoskop altinda bakildiginda epitel
benzeri hiicrelerin siirlar1 parlak ve kesin gozlenirken endotel benzeri hiicrelerin
sinirlart daha bugulu bir parlaklikta goézlenir (Davis, 2011; Freshney, 2005;
MERCK?®, 2020).

> Noronal hiicreler; bu tipteki hiicreler gercek bir sinir hiicresinde
bulunan akson ve dendrit benzeri yapilara sahiptir. Bu nedenle bu isimle

adlandirilmaktadir ( Butler, 2004; Qin, 2012; MERCK®, 2020).

> Fibroblastik hiicreler; ince uzun yapili olan bu hiicreler bipolar
veya multipolar sekilde bulunabilmektedir. Bu tipteki hiicrelerin bir¢cogu, diger
hiicre tiplerine gore kiiltiir kabinda hizli bir yayilim gosterir (Davis, 2011; Freshney,
2005; Gupta vd., 2016; MERCK®, 2020).

Siispanse hiicreler ise kiiltiir ortaminda askida kalarak kiiltiirlenebilen, yani
herhangi bir yiizeye tutunmadan canliliklarini ve ¢ogalma o6zelliklerini koruyan
hiicrelerdir. Genellikle sonradan gelistirilen hiicre hatlar1 ve ¢ogu dolasim sistemi
hiicresi siispanse iireme 6zelligi gostermektedir. Ayrica normal olarak adherent bir
gelisim  gosteren bazi  hiicreler siispanse olarak kiiltiirlenmeye adapte
edilebilmektedir. Ancak bu durum sadece bazi hiicreler i¢in gegerli olup adherent
kiiltiirlenme 6zelligi goOsteren her hiicre slispanse kiiltiirlenmeye adapte

edilememektedir (Freshney, 2005; van Wielink vd., 2011; MERCK®, 2020)

Hayvan hiicre kiiltiirii teknolojisi ve teknigi 6zellikle yasam bilimleri ve tip
alanlarinda, hiicresel-molekiiler biyoloji, biyokimya, biyoteknoloji gibi ¢esitli
uygulamalarda bir¢ok bilim insani i¢in temel bir arag haline gelmistir. Bu teknikler
ile canli viicudunda hem teknik hem de etik anlamda rahatlikla
gerceklestirilemeyen hiicresel morfoloji, fizyoloji, metabolizma, biyokimya,

mutajenez veya karsinojenez ve enfekte edici patojenlerin incelenmesi,
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arastiritlmasi ve bunlarin modelleme ¢alismalarinin laboratuvar ortaminda biiytik
Olciide gerceklestirilebilmesini miimkiin kilmaktadir (Freshney, 2011; Gomez-
Lechon et al., 2008; Jordan and Sandig, 2014; Price, 2017; Verma et al., 2020). Bu
anlamda da en ¢ok hiicre hatlar1 tercih edilmektedir. Bunun nedeni; hiicre hatlarinin
yapay kosullarda biiyiimek icin standartlastirilmistir olmasidir. Boylece hiicre
hatlar1 kullanilarak gergeklestirilen arastirma, tiretim veya ¢alismaya dayali yapilan
uygulamalarin, hiicre hatlarinin tek bir hiicre klonundan olusturuldugu i¢in diinya
tizerinde o hiicre hatti ile calisma yapan kisi veya kisilerin elde ettikleri sonuglarin
tutarliligi ve tekrarlanabilirligidir. Bu nedenle bilimsel anlamda gergeklestirilen
hayvan hiicre kiiltlirii calismalarinin ¢ogunda, calisma stabilizasyonunu saglamak
ve diger ¢alisma gruplariyla birlikte paralel bir degerlendirme yapabilmek i¢in
hiicre hatlar tercih edilmektedir (Gomez-Lechon et al., 2008; Nema and Khare,
2012; Verma et al., 2020; Yao and Asayama, 2017). Ayrica yeni kesfedilen ve
potansiyel farmasotik degeri olan bilesiklerin hiicre iizerindeki etkilerini
degerlendirmede siklikla kullanilan basar1 tekniklerin olmasi da hiicre kiiltiirlerini
vazgecilmez kilmaktadir. Buna baghh olarak ayni zamanda ilag deneme
calismalarinda hiicre kiiltiirii kullanimi, yapilan denemelerin ¢ok daha kolay bir
sekilde ve denek hayvanlari iizerinde gergeklestirilmesi gerekli olan in vivo (canl
viicudunda yapilan ¢calismalar) calismalarin azaltilmasini saglayarak biiylik avantaj
saglamaktadir (Butler, 2004; Freshney, 2005; Gupta et al., 2016; Kumar et al.,
2021).

Bununla birlikte hayvan hiicre kiiltiirleri yukarida da bahsedildigi iizere
biyofarmasotik alaninda endiistriyel Olcekteki biyoreaktdrlerde rekombinant
protein, monoklonal antikor (mAb) ve as1 iiretimi basta olmak {izere ¢esitli
biyolojik terapotikleri iiretmek icin kullanilmaktadir. Tarihte hayvan hiicre
kiltiirlerinin endiistriyel anlamda ilk kez biiyiik 6l¢ekli iiretime uygulanmasi viral
agilara duyulan yiiksek ihtiya¢ nedeniyle ortaya ¢ikmistir (Butler, 2004; Jagschies,
2018b; Jedrzejczak-Silicka, 2017). Buradaki talebi olusturan ise 1940’ larda polio
virlisiiniin neden oldugu ¢ocuk felci (poliomyelit) salginlarinin artis gostermesidir.
Bu salginlar1 6nlemek i¢in ¢6ziim yollar1 aranmasi sirasinda Enders, Robbins ve
Weller’ m 1949 yilinda yaptigi ve polio viriisiiniin hiicre kiiltiiriinde
iretilebildiginin gdsterildigi Nobel 6diillii ¢aligmayla as1 iiretiminde kullanilmak

tizere hiicre kiiltiirii teknigine odaklanilmistir (Barrett et al., 2009; Stacey and
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Hawkins, 2016). As1 iiretiminde hiicre kiiltiiriintin kullanildig1 ilk tiretimi ise 1954
yilinda gelistirdigi cocuk felci asisiyla Jonas Salk yapmustir. Salk bu agiyr maymun
bobregi hiicrelerini kullanarak elde ettigi primer kiiltiirden gerceklestirmistir
(Aubrit et al., 2015; Plotkin and Plotkin, 2017). Elde edilen bu basari sonrasinda ise
1960' lardan itibaren biiyiik 6l¢ekli hayvan hiicre kiiltiirlerinden rutin olarak hem
insanlar hem de hayvanlar i¢in ¢esitli hastaliklara kars1 asilar tiretilmistir (Aubrit et
al., 2015; Kuystermans and Al-Rubeai, 2015). Giiniimiizde gelisen teknikler
sayesinde endiistriyel anlamdaki as1 ve birgok terapétik protein hayvan hiicre
kiiltiiri kullanilarak tretilmektedir (Freshney, 2005; Kuystermans and Al-Rubeai,
2015; Warnock and Al-Rubeai, 2006). Ozellikle diinyadaki rekombinant protein
tiretiminin % 70’1 sadece hayvan hiicre kiiltiirli temelli olarak gerceklestirilmesi bu

alanin ila¢ sanayindeki 6neminin altin1 ¢izmektedir (Gupta et al., 2016).

Biyofarmasotik iiretiminde mikrobiyal sistemler gibi daha ucuz ve iiretim
acisindan hizli sistemler yerine hayvan hiicrelerinin ekspresyonel platform olarak
tercih edilmesinin temel nedeni hayvan hiicrelerinin bu kompleks yapidaki
tiriinlerin fonksiyonellik kazanmasi i¢in meydana getirdigi post-translasyonel
modifikasyon (PTM) lardir. Mikrobiyal sistemler ise bu PTM’ leri
gerceklestirebilecek mekanizmaya sahip olmadiklari i¢in istenilen iiriiniin biyolojik
olarak aktif halde sentezlenmesi i¢in hayvan hiicre kiiltiirleri kullanilmaktadir (M.
Butler and Meneses-Acosta, 2012; Freshney, 2005; Kuystermans and Al-Rubeai,
2015). Bu PTM’ lerden 6zellikle glikozilasyon, fonksiyonellik agisindan kritik bir
role sahiptir. Glikozilasyon islemi; protein yapisinin, stabilitesinin ve aktivitesinin
korunmasi icin biiylik bir énem tagimasinin yaninda proteinin farmakokinetik
ozellikleri ve immiinojenisitesini de dnemli dl¢iide etkilemektedir (Dumont et al.,
2016; Fliedl et al., 2015) Son yillarda daha hizli ve diisiik maliyetli endiistriyel
iiretimler i¢in hayvan hiicrelerinin yerine benzer glikozilasyon mekanizmasina
sahip, ilgili proteine ait geni tasiyacak sekilde transfekte edilmis dkaryotik maya
hiicreleri kullanilmaktadir. Ancak mayada ekprese olan ilgili terapotik 6zellikteki
protein glikozillenirken eklenen karbonhidrat sonucu olusan glikoprotein, hayvan
hiicresi tarafindan olusturulan glikoproteinden biiyiik 6l¢tide farkli oldugundan elde
edilen {irliniin biyolojik aktivitesi biiyiik 61¢iide azalmaktadir (Butler and Meneses-
Acosta, 2012; Freshney, 2005; Gupta et al., 2019, 2016). Ayrica viral as1 tiretimi

acisindan bakildiginda da tiim viriis tiretimine dayali olan agilarin tiretilmesinde ilk
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basamak ilgili hastalik etkeni viriisiin ¢ogaltilmasidir. Viriislerin zorunlu hiicre igi
yasam dongiisii geregince de viriisler sadece kendilerine spesifik olan hiicrelerde
cogalmaktadirlar. Bu agindan viral as1 iiretimi icin gerekli olan viriislerin
iretilmesinde hayvan hiicre kiiltiirlerinin kullanim1 bir zorunluluktur (Josefsberg
and Buckland, 2012; Khan, 2013; Kiesslich and Kamen, 2020; Vlecken et al.,
2013).

2.3 Hiicre Hatlar:

Primer kiiltiirler endiistriyel biyoproseslerde ve 6zellikle de as1 iiretiminde
uzun yillar tercih edilmistir. Bu primer kiiltiirleri elde etmek icin de ¢ogunlukla
maymun, hamster, fare ve tavuk kullanilmistir (Aubrit et al., 2015; Horowitz et al.,
2004; Jordan and Sandig, 2014; Zahoor et al., 2016). Ancak bu kiiltiirlerin her
process dongiisiinde yeniden elde edilmeleri gerekliligine bagli olarak oldukga fazla
sayida canli materyalin kurban edilmesi gerekmesi, hiicre bankalamasindaki
sorunlari, oldukga kisa pasajlama Omiirleri, belirsiz karakterleri ve elde edildigi
canlidan gelebilecek potansiyel kontaminantlarin varligi gibi sakincalar
bulunmaktadir (Aubrit et al., 2015; Hess et al., 2012; Horowitz et al., 2004). Bu
nedenle primer kiiltiirlerin dezavantajlarin1 elimine adina cesitli hiicre hatlar
gelistirilerek biyofarmasétiklerin iiretimi i¢in kullanilmaya baslanmistir (Barrett et
al., 2009; Gallo-Ramirez et al., 2015; Horowitz et al., 2004; Rodrigues et al., 2015;
Verma et al., 2020). Hiicre hatlar1, karakterizasyonu zor ve siirekli degisken kiiltiir
yapisina sahip olan primer Kkiiltiirlerin dezavantajlarini elimine etmek igin
gelistirilmislerdir. Primer kiiltiirlerden farkli bir {iretim platformu arayisinin diger
bir nedeni de 1955-1963 yillar1 arasinda primer maymun bdbrek hiicreleriyle
iiretilen birgok polio asisinin aslinda simian virus 40 (SV40) ile enfekte oldugunun
saptanmasidir (Barrett et al., 2009; Stacey and Hawkins, 2016). Bu nedenle boyle
bir durumun tekrarlanmast engellemek i¢in giivenlik agisindan tam
karakterizasyonu yapilmis hiicre kiiltiirleri olusturulmaya ¢alisilmistir. Bu anlamda
da oncelikle primer kiiltiirlerin pasajlanmasiyla olusturuldugundan aslinda primer
kiiltiir olarak da sayilabilen diploid hiicre hatlar1 (veya diploid hiicre suslari)
gelistirilmistir (Aubrit et al., 2015; Gallo-Ramirez et al., 2015; Horowitz et al.,
2004; Verma et al., 2020). Daha sonrasinda ise diploid hiicre hatlarmin da kisith

pasajlama sayisi, hassas yapilari ve kompleks besin ortami bilesenlerine
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bagimliklar1 gibi dezavantajlarinin iistesinden gelmek i¢in devamli hiicre hatlari
gelistirilmistir. Devamli hiicre hatlari; stabil, siirekli olarak boliinebilen ve uygun
kosullar altinda in vitro olarak sonsuza kadar kiiltiire edilebilen hiicreler olarak
tanimlanabilmektedir (Horowitz et al., 2004; Merten, 2006; Merten et al., 2014).
Ancak ilk baslarda devamli hiicre hatlarinin “6liimsiiz”” olmalar1 onlarin tiretimlerde
kullanilmalarinin sakincali olacagi yoniinde diisiincelere neden olmustur (Horowitz
et al., 2004; Sheets and Petricciani, 2004; Stacey and Hawkins, 2016). Bu agidan
da hem kullanimlarinin giivenli oldugunu kanitlayacak tekniklerin o yillar i¢in
yetersiz olusu hem de bu konuda yapilan viriis liretimine yonelik ¢alismalarin azligi
nedeniyle biyofarmasoétik iiretiminde ekspresyonel platform olarak kullanilmalari
uzun zaman almustir (Aubrit et al., 2015; Hess et al., 2012; Horowitz et al., 2004;
Rodrigues et al., 2015; Stacey and Hawkins, 2016). Ancak gelisen teknoloji ile
birlikte devamli hiicre hatlar1 kullanilarak yapilacak iiretimlerdeki potansiyel
risklerin elimine edilmesi i¢in gerekli kurallar belirlendikten sonra bunlari
saglayacak sekilde bir tiiretim gerceklestirebilecek devamli hiicre hatlar ile
endiistriyel liretim caligmalar1 baslamistir. Devaminda da gerekli tiim onaylar
alindiktan sonra devamli hiicre hatlariin  biliylik  6lgekli iiretimlerde
kullanilabilecegi gosterilmistir (Aubrit et al., 2015; Jordan and Sandig, 2014;
Merten et al., 2014).

Gliniimiizde hayvan hiicre kiiltiirii kullanilarak yapilan birgok arastirma ve
endistriyel iiretim i¢in iyi karakterize edilmis olmalar1 nedeniyle hiicre hatlar
kullanilmaktadir. Hiicre hatt1 terimi genellikle siirekli olarak bdliinebilen ve
karakterizasyonu yapilmis stabil hiicreler i¢in kullanilsa da detayli terminoloji
acisindan incelendiginde primer kiiltiirlin ilk pasajinin ardindan elde edilen yeni
kiiltiir, hiicre hatt1 olarak adlandirilmaktadir. Bu nedenle de hiicre hatlar1 genel
olarak ikiye ayrilmaktadir. Bunlar devamh (siirekli) ve simirh hiicre hatlaridir
(Freshney, 2011; Jordan and Sandig, 2014; Kuystermans and Al-Rubeai, 2015).
Sinirl hiicre hatlar1 genellikle normal saglikli dokudan elde edilen, canli tiiriine
0zgli diizgiin kromozom dizilimi ve sayisina sahip hiicreleridir. Bunlar ayni
zamanda literatiirde diploit hiicre hatlar1 olarak da isimlendirilmektedir. Ozellikle
bunlar arasindan insan fetal akciger hiicrelerinden gelistirilen WI-38 ve MRC-5
diploit hiicre hatlar1 en fazla calisilan ve iiretimlerde kullanilan sinirli hiicre

hatlaridir (Genzel, 2015; Jordan and Sandig, 2014; Ma et al., 2015). Siirekli hiicre
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hatlar1 ise diizgiin saglikli dokudan elde edilen ve normal kromozomal sayisina
sahip veya normale yakin olanlarin da aralarinda bulundugu fakat ¢ogunlukla tiimor
benzeri 6zellik gosteren dokulardan elde edilen ve kromozomlarinda meydana
gelen mutasyona bagli olarak gelisen dizilim ve sayi anormalilerine sahip
hiicrelerden gelistirilmistir. ilk devamli hiicre hatt1 olarak kabul edilen fare
fibroblast hiicre hatti 1929 ve ilk insan hiicre hatti olan ve servikal
adenokarsinomaya sahip bir hastadan koken alan HeLa hiicre hattinin ortaya
¢ikmasinin ardindan oldukca fazla sayida devamli hiicre hatt1 gelistirilmigtir
(Freshney, 2005; Nema and Khare, 2012; Rodriguez-Hernandez et al., 2014;
Tripathi and Shrivastava, 2019; Verma et al., 2020).

Hiicre hatt1 gelisimi i¢in ¢gogunlukla canlilardaki tiimorlesmis dokular tercih
edilse de saglikli normal dokulardan da hiicre hatti gelistirilmektedir. Ancak bu
durumda, istenilen doku veya organlardan izole edilen hiicreler siirekli olarak
boliinmelerini saglamak amaciyla oliimsiizlestirilmektedir (Butler, 2004; Davis,
2011; Freshney, 2011). Bunun icin iki farkli kavram kullanilmaktadir. Bunlar
oliimsiizlestirme (immortalizasyon) ve transformasyon kavramlaridir. Aslinda
Oliimsiizlestirme, transformasyonun kapsadigi bir kavramdir. Transformasyon;
Olimsiizlestirme, anormal biiylime ve malignansi oOzelliklerinin tamamini
sergileyecek sekilde degistirilen hiicreleri belirtir ve bunlar “transforme hiicre”
olarak adlandirilir (Freshney, 2011; O’Flaherty et al., 2020; Stacey and Hawkins,
2016; Verma et al., 2020). Oliimsiizlestirmede ise hiicreler cesitli yontemlerle
Oliimsiiz hale getirilirken ayn1 zamanda koken aldig1 canlidaki orijinal doku veya
organda yer alan hiicrelerin morfoloji, kromozom sayisi, gen islevi ve bilylime
modeli gibi karakteristik 6zellikleri bakimindan tamamen ayni olmaz ancak yiiksek
oranda benzerlik gostermektedir. Transformasyonda ise hiicreler 6liimsiiz hale gelir
fakat kanser hiicrelerinde oldugu gibi koken aldiklari orjinal dokudaki hiicre
bliyime Ozellikleri ve morfolojisi agisindan ¢ok biiyiik farkliliklar
gosterebilmektedir (Davis, 2011; Freshney, 2011; Gupta et al., 2016; Hahn, 2002).
Oliimsiizlestirme islemi hiicrelerin in vitro olarak uzun siireler boyunca
kiiltiirlenmesiyle spontan olarak gelisebilmektedir. Bunun disinda dliimsiizlestirme
icin viral vektorler veya kimyasal transfeksiyon ile gen aktarimi da tercih
edilmektedir. Viral vektorler ile hiicrelere telomeraz genleri (h'TRT), onkogenler

veya bazi Ozel viral genler (maymun viriisiiniin T bolgesi geni gibi) transfekte
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edilmektedir. Bu vektorlere 6rnek olarak; simian (maymun) viriisii 40 (SV40),
adenoviriis, Insan Papilloma Viriisii (Human Papilloma Virus, HPV) ve Epstein—
Barr viriisii (EBV) gibi viriisler verilebilir (Freshney, 2011; Giri and Bader, 2014;
Hahn, 2002; Hess et al., 2012; Stacey and Hawkins, 2016). Transformasyon islemi
de 6liimsiizlestirme gibi kendiliginden gerceklesebilmesine ragmen (6rnegin kanser
hiicreleri) bazt durumlarda hiicrelerin transforme edilmesi i¢in baska uygulamalar
da yapilmaktadir. Bu uygulamalar arasinda Oliimsiizlestirmede oldugu gibi
onkogen transfeksiyonlar1 ve viral vektorlerin disinda iyonize edici radyasyon
uygulamasi (gama, UV, X 1s1m1 gibi), kimyasal mutajen ve karsinojen uygulamasi
yer almaktadir (Davis, 2011; Freshney, 2011; Giri and Bader, 2014; Nema and
Khare, 2012).

Endiistriyel iiretim denemelerinde ve arastirma caligsmalarinda glinlimiizde
cok farkli kdkene sahip birgcok hiicre hatti kullanilmaktadir. Ancak bunlardan
bazilar1 6zellikle endiistriyel anlamda yapilan ticari biyofarmasétik tiretimlerinde
siklikla tercih edilmektedir (Dumont et al., 2016; Ergen and Tiifek¢1, 2022; Tripathi
and Shrivastava, 2019). Bu iiretimlerden 06zellikle mAb iiretimi gibi farkl
biyofarmasoétiklerin liretimi i¢in genellikle devamli hiicre hatlar1 tercih edilirken
viral asilarin iiretiminde de benzer sekilde devamli hiicre hatlar1 6n plandayken
simnirli boliinme 6zelligine sahip hiicre hatlar1 da as1 {iretimlerinde tercih
edilebilmektedir. Endiistriyel biyofarmasotik iiretimlerinde en ¢ok kullanilan hiicre
hatlarinin basinda ¢in hamster yumurtalik hiicre hattt CHO gelmektedir.
Giliniimlizde neredeyse tim mAb’ larin iiretimlerinde CHO hiicreleri ve bunun
tiirevleri kullanilmaktadir (Jayapal et al., 2007; O’Flaherty et al., 2020; Reinhart et
al., 2019; Tihanyi and Nyitray, 2020). Bununla birlikte, terapétik protein iiretimi
disinda biyofarmasdtik endiistrisinin diger bir ana iiretim ayagi olan viral asilarin
iiretiminde ise afrika yesil maymun bobrek hiicre hatti Vero en ¢ok tercih edilen
hiicre hattidir (Barrett et al., 2009; Genzel, 2015; Shen et al., 2019). Bunlarla
beraber 6zellikle insan diploit akciger fibroblast hiicre hatt1 MRC-5, Madin-Darby
kopek bobrek hiicre hattt MDCK, sonbahar tirtili yumurtalik hiicre hattt Sf9 ve
insan embriyonik bobrek hiicre hattt HEK-293 gibi diger hiicre hatlar1 da ¢esitli
endiistriyel liretimlerde siklikla tercih edilen hiicre hatlaridir (Granados et al., 2007,
Jordan and Sandig, 2014; Kuystermans and Al-Rubeai, 2015; Tan et al., 2021;
Tripathi and Shrivastava, 2019; Wei et al., 2020).
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2.3.1 CHO hiicre hatt1

Bu hiicre hatti orjinalinde 1956 yilinda Thedore Puck ve ekibi tarafindan
yetigskin bir disi ¢in hamsterinin (Cricetulus griseus) yumurtalik dokusundan
gelistirilmistir. Vero ve MDCK”’ ya benzer sekilde spontan immortalizasyon ile
olusan bu hiicre hattin1 dogrudan “Chinese Hamster Ovary””’ nin kisaltmasi seklinde
CHO olarak isimlendirmistir (Reinhart et al., 2019; TJIO and PUCK, 1958). Daha
sonra orijinal CHO kiiltiiriinden tek hiicre klonlamas1 yontemiyle olusturuldugu igin
atasal olarak kabul edilen CHO-K1 ile birlikte zaman i¢inde meydana gelen genetik
acilm ve farkhi kiiltiir kosullarina adaptasyon yontemleriyle birlikte farkli
ozelliklere sahip bircok spesifik CHO hiicre subklonu gelistirilmistir (Reinhart et
al., 2019; Xu et al., 2011). Bunlardan en popiiler olanlar1 CHO-DG44, CHO-S,
CHO-DXBI11 ve CHO-dhfr dir. Bununla birlikte hepsi “CHO” baslig1 altinda
toplanabilmektedir (Wurm and Hacker, 2011). CHO hiicre hatt1 orjinalinde
epitelyal benzeri bir hiicre morfolojisine sahip olup adherent iireme ozelligi
gostermektedir. Adherent halinin 12-26 saatlik ¢ok kisa bir ikilenme stiresi vardir
(Marusak et al., 2007). Bu hiicre hatt1 ayn1 zamanda siispanse lireme sekline adapte
olabilmektedir. Bununla birlikte CHO hiicrelerinin siispanse iiremeye adapte
edilmis halinin ikilenme siiresinin adherent haline kiyasla benzer veya ¢ok daha
diisiik olabilecegi farkli ¢alismalarla gosterilmistir (Benton et al., 2002; Hunter et
al., 2019; Lakshmanan et al., 2019; T. Sun et al., 2020). Bununla birlikte adapte
edilen hiicrelerin ikilenme siiresinin uygulanan hiicre miihendisligi yaklagimi,
kullanilan yontem ve serumsuz ortam igeriginde bagl olarak oldukca degisiklik
gosterdigi bilinmektedir (Merten et al., 2014; Puente-Massaguer et al., 2019; S. Wu
etal., 2021).

CHO hiicre hatt1 biyoproses endiistrisindeki en popiiler hiicre hatti olup
birgok biyoterapotigin iiretiminde kullanilmaktadir (O’Flaherty et al., 2020;
Tihanyi and Nyitray, 2020). Bu popiilerligin sebeplerinin basinda rekombinant
DNA tekniklerinin kullanimina uygunlugu, iiretilen terapdtik iiriiniin insanda aktif
olarak fonksiyonellik gosterebilmesi i¢in gereken uygun PTM’ leri
gerceklestirebilmesi ve yiiksek iiriin verimi gelmektedir. Farkli iiretim stratejileri
kullanilarak CHO hiicre hattindan 10 g/L’ a kadar {iriin eldesi saglanabilmektedir
(Tihanyi and Nyitray, 2020; Zhu et al., 2017). Bu agidan da bazi mikrobiyal

sistemlerdeki tiretim verimine rakip olabilecek potansiyele sahiptir (O’Flaherty et
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al., 2020; Zhu et al., 2017). Ayrica, bu hiicre hatt tiir bariyeri sayesinde birgok insan
viriisiine kars1 duyarli degildir ve iiretim giivenliginin gelistirilmesi adina hiicre
miithendisligi ile beraber iiretimlerde bulunmasi olasi kontaminant viriislere karsi
dayanikliligr arttiritlan CHO hiicreleri gelistirilebilmektedir (Chiang et al., 2019).
Ancak, bu durum rekombinant terapotik proteinlerin iiretiminde bir avantaj haline
gelirken viral asilarin ve 6zellikle de tiim enfektif viriis liretimine dayali olanlarin
tiretiminde CHO hiicre hattinin dogrudan kullanilmasini engellemektedir (Berting
et al., 2010). Bununla birlikte, CHO hiicreleri her ne kadar gerekli olan viral
duyarliliga sahip olmasa da mAb iiretimine benzer sekilde rekombinant DNA
teknolojisi ile birlikte 6zellikle insan hiicrelerine benzer sekilde gerceklestirdigi
PTM sebebiyle viral antijenlerin yapisini da yiiksek dogrulukta sentezleyebildigi
gosterilmistir (O’Flaherty et al., 2020; Tihanyi and Nyitray, 2020; Zhu et al., 2017).
Bu agidan, sagladigi diger iistiin endiistriyel 6zelliklerden gz oniine alindiginda
subunit viral as1 lretiminde kullanilmaktadir (Li et al., 2020). Tim bunlara ek
olarak, hepatit B asilarinin etkinliginin belirlenmesi i¢in yapilan birkag¢ klinik
calismada recombinant ag1 liretimi i¢in ¢ogunlukla tercih edilen maya ekspresyonel
sistemlerine kiyasla CHO hiicreleri kullanilarak yine recombinant olarak iiretilen
hepatit B asilarinin immiin sistemi uyarmada daha etkili oldugu gosterilmistir

(Diaz-Mitoma et al., 2021; Vesikari et al., 2021).

2.3.2 MDCK hiicre hatt1

MDCK hiicre hatt1 1958 de Stewart Madin ve Norman Darby tarafindan
gelistirilmistir. Yetigkin bir disi Cocker Spaniel cinsi kdpekten (Canis lupus
familiaris) alinan bobregin primer kiiltiiriniin devam ettirilmesi ile olusturulan bu
hiicre hatt1 da spontane immortalizasyon sonucu meydana gelmistir (Dukes et al.,
2011; Gregersen et al., 2011). Isimlendirilmesi de onu gelistirilen kisilerin
soyadlarinin ve kdken aldig1 dokunun hepsini kapsayacak sekilde “Madin-Darby
Canine Kidney” yani kisaca MDCK olacak sekilde yapilmistir (Gregersen et al.,
2011; Jordan and Sandig, 2014; Suderman et al., 2021; Vlecken et al., 2013).
MDCK hiicre hatt1 orijinalinde epitelyal morfolojiye sahip olup adherent biiylime
ozelligi gostermekte olup 20-25 saatlik ikilenme siiresine sahiptir (Cho et al., 1989;
JCRB Cell Bank, 2023). Bununla birlikte siispanse olarak iiremeye adapte

edilebilen bu hiicre hattinin adapte edildigi haliyle ikilenme siiresinin 20 ila 50 saat
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arasinda degisiklik gosterdigi belirtilmistir (Aubrit et al., 2015; Bissinger et al.,
2019; Lohr et al., 2010; Y. Wu et al., 2021). Yapilan c¢alismalarda bu
degiskenliginin  sebebinin  farkli  biyoreaktér  sistemlerindeki  isletim
parametrelerinden kaynaklandigi bildirilmistir (Lohr et al., 2010). Bununla birlikte
Vero ile benzer sekilde MDCK hiicreleri kullanilarak yapilan {iretimlerde yiiksek
pasaj numarasina sahip hiicrelerin kullanimi tercih edilmemektedir (Horowitz et al.,
2004). Tim bunlarla birlikte 6zellikle viral as1 tiretimlerinde tercih edilmesinin
nedeni nerdeyse tiim influenza viriisii tiplerine (hem avian hem human) oldukca
duyarli olmasidir. Bu agidan da influenza viriisii ¢aligmalarinda, asi gelisim
siireclerinde ve as1 liretimlerinde siklikla tercih edilen bir ekspresyonel platformdur
(Jordan and Sandig, 2014; Suderman et al., 2021; Takada et al., 2019). Bununla
birlikte yapilan molekiiler genetik ¢alismalarryla MDCK hiicreleri influenza
virtislerine daha duyarli hale getirilmesinin yaninda insansilastirma uygulamasi
(Takada et al., 2019) ve influenza as1 liretim siirecinde iyilestirilmesi i¢in bu hiicre
hatt1 iizerinde farkli genetik modifikasyonlar literatiirde yer almaktadir (Suderman
et al., 2021). Ozellikle iiretim siirecinin iyilestirilmesi adina influenza viriislerinin
iiretim stirecinde hemagglutininin aktif forma gegmesi i¢in liretim ortaminda ekstra
bir proteaz enzimi eklenmesi gerekliligini (Seitz et al., 2012) ortadan kaldirmak i¢in
dogal enfeksiyonda bunun aktif forma ge¢mesini saglayan TMPRSS2
(transmembrane protease, serine S1 family member 2) (Feng et al., 2016) ve HAT
(human airway trypsin-like protease) proteazlarini eksprese edecek sekilde
degistirilen MDCK hiicreleriyle yapilan calismalar bulunmaktadir (Bottcher-
Friebertshauser et al., 2010).

2.3.3 HEK-293 hiicre hatti

Covid-19 pandemisiyle birlikte ilk kez viral ag1 iiretimi i¢in kullanilmaya
baslayan HEK-293 halihazirda CAR-T hiicre tedavisi, gen terapisi ve recombinant
terapdtik proteinlerin iiretimi i¢in onay alarak ticari iiretimlerde ekspresyonel
platform olarak yer alan insan kékenli bir hiicre hattidir (Tan et al., 2021). Insan
kokenli olmasi ise bu hiicre hattinin istenmeyen immiinolojik yanit ve misfolding
gibi olasiliklar1 elimine ederek insan yapisindaki PTM’ leri dogru bir sekilde
gergeklestirmesine olanak saglamaktadir (Abaandou et al., 2021; Hu et al., 2018).
Bu agidan da 6zellikle rekombinant DNA teknolojisiyle beraber hem terapotik
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protein hem de subunit ve VLP gibi as1 platformlarinin liretimi i¢in oldukca
uygundur (Abaandou et al., 2021; Loignon et al., 2008; Pulix et al., 2021; Tan et
al., 2021). Insan kékenli oldugundan dolay1 yapilan ¢alismalarda polio (Campbell
et al., 2005), influenza (Le Ru et al., 2010) ve kuduz (Madhusudana et al., 2010)
gibi viriislere de duyarli oldugu gosterildiginden tiim viriis iiretimine dayali asilar
icin de ekspresyonel platform olarak kullanilabilecegi belirtilmistir. Bunlarla
birlikte diisiik duyarlilikta da olsa SARS-COV-2 ile enfekte olabildigi gosterilmistir
(Modrofet al., 2020). Bu agidan da biyoteknoloji endiistrisinde son yillarda oldukca
popiiler bir hale gelmistir. Ayrica bu hiicre hattt modelleme, toksikoloji ve ilag
denemesi ¢alismalarinda da siklikla tercih edilmektedir (Abaandou et al., 2021; Hu
et al., 2018).

HEK-293 hiicre hatt1 1972 de Alex Van der Eb tarafindan bir kiz fetiisiiniin
bobrek hiicrelerinden olusturulan primer kiiltiirden koken almaktadir. Daha
sonrasinda Frank Graham tarafindan adenoviriislerin insandaki kanser olusturma
potansiyelini anlamak i¢in yapilan ¢aligmalarda bu primer kiiltiir kullanilmistir.
Graham’ 1n orijinal olarak 1973 yilinda gergeklestirdigi ¢calismalarda Adenoviriis
Tip 5 (AdV 5)’ in tiim genomu izole edilip parcalandiktan sonra elde edilen bu
genom fragmentleri ile primer bobrek kiiltiirdeki hiicreler transfekte edilmistir. Bu
transfeksiyonlarin gergeklestirildigi 293. deneyde HEK-293 devamli hiicre hatti
olusturulmustur. Bu nedenle elde edilen bu hiicre hattinin adi da Insan Embriyonik
Bobrek hiicrelerinin 293. denenmesinde olusturuldugu i¢in kisaca HEK-293 olarak
belirlenmigtir (Graham et al., 1977; Hu et al., 2018). Daha sonrasinda gelisen
teknikler ile birlikte HEK-293 hiicre hattinin daha detayli olarak parcalanan AdV 5
genomuyla transfeksiyon sonucunda 19. Kromozoma E1A ve E1B gen bolgelerini
igeren yaklasik olarak 4.35 kbp uzunlugundaki bir fragmentin entegre olmasiyla
immortalize edildigi gosterilmistir (Haeussler et al., 2011; Malm et al., 2020). Bu
anlamda HEK-293 hiicrelerinin AdV 5’ e ait E1A ve E1B genlerine sahip olarak
devamli sekilde bunlarin eksprese olmasi onlarin hiicresel dongili ile beraber
apoptoz siirecine miidahale ederek Oliimsiiz olmasimi saglamasinin yaninda
replikasyon-deficient adenoviriis ve adeno-associated viral vektor liretimi i¢in de
bu hiicre hattini spesifik olarak 6ne ¢ikarmaktadir (Abaandou et al., 2021; Hu et al.,
2018; Malm et al., 2020; Tan et al., 2021). HEK-293 hiicre hattinin genel olarak

adherent iireme 6zelligi gosteren epitelyal hiicre morfolojisine sahip oldugu kabul
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edilse de yapilan calismalarda bu hiicre hattinin ayrica ndéron hiicrelerine ait
ozellikler sergiledigi gosterilmistir (Hu et al., 2018; Shaw et al., 2002). Bu hiicre
hattinin ikilenme siiresinin ise 30-40 saat araliginda oldugu ve silispanse liremeye
kolaylikla adapte edilebildigi bir¢ok farkli calisma ile gosterilmistir. Siispanseye
adapte edildigi halinin de benzer veya daha kisa bir ikilenme siiresine sahip oldugu
yine bu ¢aligmalarda yer almaktadir (Jang et al., 2022; Malm et al., 2020). Tim
bunlarla birlikte yillar icerisinde farkli calismalar ve iiretimde kullanilma amacina
yonelik olarak farkli uygulamalar yapilarak degisik hiicresel karakterlerde farkli
HEK-293 hiicre tiirevleri iiretilmistir. Bunlardan en bilineni ise SV40 large T
antijenine sahip olacak sekilde degistirilerek ekspresyonel kapasitesi arttirilan

HEK-293T’dir (Abaandou et al., 2021; Pulix et al., 2021).

2.3.4 THP-1 hiicre hatt

THP-1 hiicre hatt1, 1980 yilinda Tsuchiya ve arkadaslari tarafindan gelistirilip
karakterize edilen, insan monositik 16semi hiicre hattidir. Bu hiicre hatti, akut
monositik 16semiye sahip 1 yasindaki erkek hastanin periferik kanindan izole edilen
hiicreler ile olusturulmustur (Tsuchiya et al., 1980). THP-1 hiicre hatt1 in vitro
olarak cesitli makrofaj tiirlerine veya dendritik hiicrelere farklilasabilen bir pro-
monositik hiicre hattidir. Bu nedenle THP-1 hiicreleri, morfoloji ve farklilagma
0zellikleri bakimimdan monositlere ve makrofajlara benzemektedir (Chanput et al.,
2015, 2014; Tsuchiya et al., 1980; Verhoeckx et al., 2015). Bunlarla birlikte, THP-
1 hiicre hatt1, 6liimstizlestirilmis (immortalize) bir hiicre hattidir. Bu hiicre hatt1 25
pasaj ve hatta ilerleyen pasaj numaralar1 da dahil olmak {izere yapisinda, hiicre
duyarliliginda ve hiicresel aktivitesinde herhangi bir degisiklik olmadan
kiiltiirlenebilmektedir (Verhoeckx et al., 2015). THP-1 hiicreleri kiiltiirlendikleri
ortamda adherent 6zellik gostermeden silispanse olarak ¢ogalmaktadir ve morfolojik
olarak biiyiik, yuvarlak ve tek hiicre halinde bulunmaktadir. Bu hiicre hattinin
ikilenme siiresinin ise 40-70 saat gibi genis bir araliga sahip oldugu gosterilmistir
(DSMZ, 2023; Tsuchiya et al., 1980). THP-1 hiicreleri kiiltiir ortaminda herhangi
bir uyarici bilesen olmadigi siirece siispanse bir sekilde iremeye devam etmektedir
(Aldo et al., 2013; Bosshart and Heinzelmann, 2016; Chanput et al., 2015, 2014;
Daigneault et al., 2010; Verhoeckx et al., 2015). Gilinlimiizde THP-1 hiicre hattiyla

herhangi bir endiistriyel iiretim gerceklestirilmese de oOlceklendirilebilirligi ve
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serumsuz ortama adapte edilebildigi gosterilmistir (Kimiz-Gebologlu et al., 2022;
Mimura et al., 1986). Bununla birlikte THP-1 hiicrelerinin halihazirda siispanse
karakterde ve insan kokenli olmasi gibi avantajlara sahip olmasi da bu hiicre
hattinin biiylik olgekli endiistriyel tiretimlerde kullanilma potansiyelinin oldukca

yliksek oldugunu gostermektedir (Kimiz-Gebologlu et al., 2022).

2.4 Biyofarmasotik Uretimlerde Ekspresyonel Platformlar Olarak Hiicre
Hatlan

Biyofarmasotik iiretimlerde yukarida bahsedildigi {izere c¢ok farkl
ekspresyonel platfom iiretim i¢in tercih edilebilmektedir. Ancak istenilen {iriiniin
ozelligine bagli olarak giiniimiizde bir¢ok biyoterapotik bilesenin liretiminde hiicre
hatlar1 kullanilmaktadir. Tiim iiretim siireci ise iiriin ve dolayistyla da kullanilan
hiicre iizerinden sekillendirildiginden uygun ekspresyonel platfomun se¢imi
oldukga 6nemlidir ve gelistirilen iiretim prosesi planinin en 6nemli agamasidir. Bu
secim bir¢ok parametrenin ele alinmasini gerektirdiginden titizlikle yapilmadir.
Ciinki tretilmek istenilen biyofarmasotik eger terapdtik bir bilesense bunu aktif
yapida veya iiriin bir as1 ise de bunu yeterli immiinojenisiteye sahip olmasi i¢in
dogru konformasyonel formda sentezlenmesi gerekmektedir (Demain and
Vaishnav, 2009; Gupta et al., 2019; Saxena et al., 2016; Tripathi and Shrivastava,
2019). Ayni zamanda iirliniin fonksiyonel ozellikleri ve insan viicudundaki
hedeflenen etkisi gdz oOniine almmalidir. Ozellikle iiretilmesi planlanan
biyofarmasotigin insan viicudu tarafindan dogal iiretici organ, doku veya hiicre
tipleri varsa iiretimde secilecek insan hiicre hatti da bu dogrultuda seg¢ilmelidir
(Fliedl et al., 2015) Ayrica bunlarla beraber iiretimde bir ticari kaygi s6z konusu
oldugundan iiretilen bilesenin ayn1 zamanda yeterli miktarlarda da sentezlenmesi
gerekmektedir. Bunu gergeklestirecek ekspresyonel platfomlar olan hiicre hatlar
ise iireme, PTM yapilar1 ve ekspresyonel kapasite gibi oldukca farkli 6zelliklere
sahip oldugundan mevcut beklentiyi karsilayacak olan hiicre hatt1 se¢ilmeli veya
gelistirilmelidir. Bu agidan da hedeflenen {iretimdeki biyofarmasétik {iriiniin
Ozellikleri ile bunu sentezlemek icin segilen platformun sahip oldugu 6zellikler
yeterli olmaz ise basarili bir tiretim gergeklestirilemez (Gomez and Robinson, 2018;

Josefsberg and Buckland, 2012; Merten et al., 2014; Reinhart et al., 2019).
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Hiicre kiiltiirii temelli gergeklestirilen tiim ticari uygulamalarin temelinde
ekspresyon platformu olarak veya kisisellestirilmis tip alaninda dogrudan tedavi
icin kullanilacak hiicrelerin yiiksek miktarda {iretilmesine odaklanilmaktadir
(Genzel et al., 2014a; Josefsberg and Buckland, 2012; MilliporeSigma and SAFC,
2021; Zhou et al., 2010). Bunun nedeni bu iiretimler sonunda elde edilmek istenen
biyokiitle, mAb, biiyiime faktorii, hormon ve viral as1 gibi son iiriinlerin miktarlari
ile iiretim sirasinda ulasilabilen total hiicre sayis1 arasinda dogru bir orant1 olmasidir
(Cadwell, 2011; Flickinger and Birch, 2010; Hunter et al., 2019; Josefsberg and
Buckland, 2012; MilliporeSigma and SAFC, 2021; Verma et al., 2020). Bu agidan
hiicre kiiltiirli temelli iiretimlerde iiretilmek istenen terapdtik bilesenin, mAb’ 1n
veya asinin iretim stratejisi belirlendikten sonra bunu iiretecek olan ekspresyonel
platformun dogru bir sekilde sec¢ilmesinin yaninda segilen bu hiicrelerin miimkiin
oldugunca yiiksek miktarda c¢ogaltilmasi gerekmektedir. Bunun igin de ayni
zamanda yiiksek konsantrasyonda kiiltiirlenmeyi gergeklestirebilecek uygun
biyoreaktdr sistemleri tercih edilmelidir (Genzel et al., 2014a; Josefsberg and
Buckland, 2012; Khan, 2013; Merten, 2015; Merten et al., 2014). Tiim bunlar
kisaca bir 6rnek iizerinden bahsedilecek olursa geleneksel sekilde yillardir tiretimi
yapilan inaktif asilarin iiretimindeki cell-expansion asamasi ve devamindaki viriis
inokiilasyonu ile birlikte baglayan viriis ¢cogaltim siireci bu acindan iyi bir 6rnektir.
Burada secilen ekspresyonel platformun ilgili viriisiin ¢ogaltilmasinda veya dogru
yapida sentezlenmesinde uygun hiicresel mekanizmaya sahip olmasi
gerekmektedir. Aksi takdirde viral enfeksiyon miimkiin olmayacagindan herhangi
bir liretim gerceklesmeyecek veya enfeksiyon gerceklesse de sentezlenen viriisler
enfektif olmayacagindan as1 materyali olarak kullanilmak {izere uygun immiinojen
ozellik gostermeyecektir (Aubrit et al., 2015; Dumont et al., 2016; Genzel, 2015;
Rodrigues et al., 2015). Buna benzer sekilde terap6tik proteinlerin tiretimi agisindan
bakildiginda gecmisten giiniimiize kadar gelistirilmis ve gelistirilmekte olan bir¢cok
hiicre hattt arasindan uygun ekspresyonel kapasiteye sahip olanlar tercih
edilmelidir. Bu a¢indan da terapdtik iirlinlerin iiretimi ve ekspresyon sonrasinda
gerceklestirilen PTM’ ler bakimindan yiiksek potansiyele sahip, ribozomal
sistemler, golgi cisimcigi ve endoplazmik retikulum gibi organellerinin gelismis
oldugu hiicrelerden tiirevlenen hiicre hatlarinin secilmesi dnemlidir (Freshney,
2005; Geraghty et al., 2014). Bunlarin disinda segilen hiicrenin yiiksek oranda

iiremesi i¢in gerekli olan mikro-¢evre kosullarin1 en uygun sekilde saglayabilen
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biyoreaktor sistemleri arasindan da yine segilen platform goz oniine alinarak bir
secim yapilmalidir (Barrett et al., 2009; Gallo-Ramirez et al., 2015; Vlecken et al.,
2013).

Tim bunlarla birlikte biyofarmasotik iiretimindeki iistliin amag¢ insan
sagliginin korunmasi ve hastaliklarin tedavi edilmesi veya engellenmesi olmasinin
yaninda ayn1 zamanda oOzellikle 6zel sirketler acisindan ticari bir kaygiyr da
barindirmaktadir. Bu anlamda da tiretim yapan sirketler ayn1 zamanda bir kar amaci
da giitmektedir (Dumont et al., 2016; Ozturk et al., 2003; Zhou et al., 2010). Bu
acidan en kisa zamanda yiiksek verim elde edilmesi adina biyofarmasétik tiretimi
icin kullanilmasi istenen hiicresel platformun yiiksek dogrulukta ekspresyonel
kapasiteye, kisa ikilenme siiresine, uygun biyoreaktér sisteminde yiiksek
maksimum hiicre konsantrasyonu degerlerine ¢ikabilme ve yiiksek {iriin titrelerine
ulagsabilme gibi 6zelliklere sahip olmasi istenmektedir (Aubrit et al., 2015; Dumont
et al., 2016; Gallo-Ramirez et al., 2015; Genzel, 2015; Merten et al., 2014; Nichols
et al., 2016). Ayn1 zamanda fikri miilkiyet haklar1 kapsaminda baz1 hiicre hatlar
patentlendigi icin bunlarin ticari {retimlerde kullanilmalar1 ek maliyet
olusturmaktadirlar. Bu nedenle hiicre hatti seciminde bu durum da goz Oniine

alinmalidir (van der Pol and Bakker, 2014).

2.4.1 Uretimde kullamlacak hiicre hattinin kokeni

Biyofarmasotik endiistrisinde {irlinlerin hedef kitlesi insan oldugu i¢in
bunlarin iiretiminde kullanilan ekspresyonel platformlarin insan kdkenli olmasinin
daha uygun bir yaklasim olacagi goriisii bulunmaktadir. Ozellikle terapotik
proteinlerin iiretimi i¢in CHO hiicreleri, bebek hamster bobrek hiicreleri BHK ve
kemirgen miyelom hiicreleri NSO veya Sp2 kullanilmasi insan hiicrelerine kiyasla
glikosilasyon desenlerinde iki 6nemli farklilik meydana getirmektedir. Bunlar; N-
glikozilasyonu sirasinda meydana gelen, proteinin N terminal ucuna eklenen
galaktoz-a-1,3-galaktoz (a-gal) ve N-glikolilndraminik asit glikomotifleridir. Bu
motifler, insan viicudunda taninmadigi i¢in bu motiflere sahip terapdtik proteinler,
insan viicudunda istenmeyen immiinojenik etki gosterirler. Boylece istenmeyen
immiinojenisiteye yol acan ve diisiik yarilanma 6mrii ile sonuglanan bu sekildeki

insan dist PTM” ler arasinda yer alan bu glikomotifler, 6zellikle son yillarda dikkat
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¢cekmistir. Bunlarin giderilmesi ve hedeflenen {iriin kalitesinin saglanmasi
anlaminda insan proteinlerindeki dogal fonksiyonel yapiya benzer PTM'leri
gergeklestiren insan hiicre hatlarini endiistride kullanilmaya baslamistir (Caron et
al., 2018; Dumont et al., 2016; Ergen and Tiifekg1, 2022; Fliedl et al., 2015). Ancak
su anda gergeklestirilen terapdtik proteinlerin iiretiminin bir¢ogu memeli, fakat
insan dis1 bir hiicre hatt1 olan CHO’ da gerceklestirilmektedir. Bu hiicre hatti hiicre
yukarida sayilan hiicre dayamikliligi, siispanse ve serumsuz ortamda
kiiltiirlenebilirlik, yiliksek tiretim verimi gibi avantajlar1 nedeniyle tercih
edilmektedir. Bu anlamda da bu hiicresel platform yerine insan hiicre hatlarinin
kullanilmas1 planlandiginda bu insan hiicre hatlariin ticari olarak kazang
saglayabilmelidir (Fliedl et al., 2015; Gupta et al., 2019; Lindskog et al., 2018;
Tripathi and Shrivastava, 2019). Bu ac¢idan da terapétik proteinlerin iiretimi
kapsaminda, iiretimde kullanilmasi diisiiniilen insan hiicre hatlarinin endiistriyel
boyutta gergeklestirilen liretimlerine ait iiriin veriminin kritik deger aralig12 - 5 g/LL
olarak belirtilmistir. Sadece bu deger araliginda veya bu araligin tizerindeki iiretim
verimlerine sahip insan hiicre hatlarinin tiretimde kullanilmasi da bir diger 6nemli
kriterdir. Bunun nedeni ise belirtilen bu kritik deger araliginin altindaki iiretim
verimlerinin, ilgili isletmenin ticari anlamda uzun 6miirlii olmasini imkansiz hale

getirmesidir (Horowitz et al., 2004; Mirasol, 2018)

Ayn1 zamanda hiicre hatlarinin hepsinin kdken aldig: hiicreler geregince bu
hiicrelerin tirettigi farkli yan tirtinleri de bulunmaktadir. Bunlarin bazilar1 biiyiime
faktorleri, sitokinler ve hormon benzeri yapilardir. Uretim i¢in kullanilacak insan
hiicre hattinin se¢imi sirasinda da bunlarin istenilen {iriin ile olan etkilesimi de
dikkate alinmasi1 gereken bir unsurdur. Hiicresel yan fliriinlere benzer sekilde her
insan hiicre hatti da farkli hiicresel reseptorler ve diger farkli yapidaki yiizey
molekiillerine sahiptir (Greenblatt, 2017; Seddon et al., 2009; Verma et al., 2020).
Bu nedenle de hedeflenen terapdétik iiriin ile bu iirlinti iiretecek olan hiicrenin
istenmeyen etkilesimleri de bazi durumlarda s6z konusudur. Bunun nedeni
terapdtik proteinlerin iiretiminde temel alinan rekombinant DNA teknolojisidir.
Ciinkii hiicreler kendilerine aktarilan bu genin eksprese edilmesi sonucu
sentezledikleri iiriinleri normalde iiretemezler. Ornegin; kansere kars1 gelistirilen
bir antikoru liretmek i¢in antikorun gelistirildigi ilgili kanser tiirtinden kdken almis

bir hiicre hattinin kullanilmasi, istenmeyen hiicre - iirlin etkilesimine sebep
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olabilmektedir. Bu nedenle de istenmeyen bu olas1 etkilesimlerin oniline gegmek
icin insan hiicre hatt1 se¢iminde tiim bunlar dikkatli bir sekilde ele alinmalidir
(Fliedl et al., 2015; Mirasol, 2018; Noh et al., 2019) Tiim bunlarla birlikte, as1
tiretimi a¢isindan insan kokenli hiicre hatlar1 kullanilarak tiretilecek ag1 materyali
viral spesifite agisindan viriise duyarl orijinal konakta sentezlendigi i¢in daha
yiiksek miktarda ve daha dogru formlarda eksprese edecegi ve dolayisiyla daha
etkili bir immiinizasyon saglayacagi bazi ¢alismalar ile gosterilmektedir (Dumont

et al., 2016; Genzel, 2015; Jordan and Sandig, 2014; Tan et al., 2021).

2.4.2 Hiicre hattinin iireme ozelligi

Hiicre kiiltiirii temelli tretimlerde kullanilan hiicre hatlarinin neredeyse
hepsinin iireme karakteri adherenttir (Merten, 2015). Bu agidan da adherent
kiiltiirlerin iiremek i¢in uygun yiizeylere ihtiya¢ duymalar1 sebebiyle oOlcek
biiylitmede mikrotasiyici gibi destek materyallerinin kullanimin1 gerektirmektedir
(Genzel et al., 2014a; Kiesslich et al., 2021). Bu durum iiretimlerde ek maliyet
olusturmasiyla birlikte {iretime hazirlikta 6n islem siiresinin uzamasi gibi diger
dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Ayrica her adherent hiicrede oldugu gibi hiicre
liremesi mevcut yiizey alani ile sinirlandigindan yiiksek miktarlarda hiicre elde
edilmesi bu ozellikteki hiicrelerin kullanildig1 sistemler i¢in zordur (Caron et al.,
2018; Genzel et al., 2014a; Kiesslich and Kamen, 2020; Merten et al., 2014).
Ozellikle primer kiiltiirlerin ve diploid hiicre hatlarinin adherent iireme
karakterlerini koruduklar1 ve siispanse kosullara adapte edilebilirliklerinin kisitli
oldugu bilindiginden bunlar viral as1 iiretimleri 6zelinde adherent halde ya
mikrotastyiciylar kullanilarak karistirmali tank biyoreaktorlerinde ya da diger
uygun destek materyallerinin kullanildig1 packed-bed biyoreaktorlerde (iCellis®
gibi) tretilmektedirler (Bellani et al., 2020; Merten, 2015; Merten et al., 2014).
Bununla birlikte siispanse lireme Ozelligi gosteren herhangi bir yilizeye bagimli
olmadigindan dolay1 Ozellikle biyoreaktdr {iiretimleri i¢in Olgek biiyilitmede
kolaylik, daha az is giicii gerekliligi, bliylimenin sadece iiretim ortamindaki kiiltiir
bilesenlerinin yeterliligi ve hiicre konsantrasyonu ile smirlandirilmasi, iiretim
ortamindaki hiicresel mikro-¢evrenin daha homojen olmasi gibi avantajlara sahiptir
(Kuystermans and Al-Rubeai, 2015; Merten et al., 2014; Moreira et al., 2020; Saha

et al.,, 2016). Bu nedenle de sagladigi avantajlar nedeniyle genel anlamda
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endiistriyel tretimlerde siispanse Kkiiltiirlerin  kullanimina yonelik bir ilgi
bulunmaktadir (Flickinger and Birch, 2010; Gallo-Ramirez et al., 2015; Josefsberg
and Buckland, 2012; Merten, 2015; Merten et al., 2014). Ancak bahsedildigi iizere
tiretimlerde kullanilan ekspresyonel platformlarin neredeyse hepsi adherent 6zellik
gosterdiginden iiretimlerde siispanse kiiltiirlerin kullanim1 hedefleniyor ise hiicresel
substratlarin siispanse iireme kosuluna adapte edilmesi gerekmektedir (Caron et al.,
2018; Merten et al., 2014). Bu adaptasyon yiizey bagimli hiicrelerin bu yiizeyden
mahrum birakildig1 dinamik sistemlerde kiiltiire alinmasi, serumsuz ortamlarda
kiiltiirlenmeye alinmasi veya bu sekilde adapte edilebilmesi i¢in o hiicre hattina 6zel
gelistirilmis serumsuz besin ortamlariin kullanimi ile miimkiin olabilmektedir
(Caron et al., 2018; Merten et al., 2014; Sinacore et al., 2000; S. Wu et al., 2021).
Bu agidan da 6zellikle adherentten siispanse liremeye adaptasyonda devamli hiicre
hatlarinda oldukga yiiksek basar1 saglanmaktadir (Aubrit et al., 2015; Horowitz et
al., 2004; Verma et al., 2020). Ayrica, bu adaptasyon sirasinda hiicresel karakter
biiylik 6lciide degistiginden diger bir yandan hiicre miihendisligiyle gelistirilen
siispanse kiiltiirlin hala daha iiriin olarak kullanilacak bileseni endiistriyel anlamda
kullanmak {izere yeteri miktarda ve uygun formda sentezledigi siirekli olarak
kontrol edilmelidir (Hess et al., 2012; Merten et al., 2014; Sinacore et al., 2000).
Bunlarla birlikte giinlimiizde adherent hiicreler hala daha iiretimlerde tercih
edilmektedir. Bu agidan da hiicre kiiltiirii temlli iiretimlerde hem adherent hem de
stispanse hiicre hatlar1 kullanilarak (Sekil 2.1) birgok tiretim gergeklestirilmektedir

(Khan, 2013; Merten, 2015).

Adherent Hiicrelerle Uretim
(mikrotagiyicilar ile)

Siispanse Hiicrelerle
Uretim

| biyoteknolojik liriin
Biyoreaktor

Sekil 2.1. Biyoprosesler kullanilan hiicre hatlarinin iireme karakterleri



30

2.4.3 Giivenlik regiilasyonlar:

Hiicre hatlarinin ekspresyonel platformlar olarak kullanildig: hiicre kiiltiirii
temelli tiretimlerde 6zellikle kullanilan hiicre tipi de géz oniine alinarak giivenlik
acisindan bir¢ok farkli parametre ele alinmalidir. Bu anlamda, eger liretilen son
tirlinlin ve bu iriinlin iretildigi hiicresel substratin gerekli regiilasyonlara uygun
sekilde kullanilabilirliginin ortaya konmasi agisindan yeterli dokiimantasyon
yapilmazsa ilgili {irlin onay alamayacagindan ticarilestirilememektedir (Herman
and Pauwels, 2015; Hess et al., 2012; Sheets and Petricciani, 2004; Stacey and
Hawkins, 2016). Bunun icin biyoteknolojik iiriinlerin ticarilestirilme siirecinde
bunlarin onayini veren otorite kuruluslar birka¢ temel husus ile bunlarin
giivenliginin ortaya konmasin1 zorunlu kilmislardir. Bunlardan en temel olam
kullanilan hiicresel platformun son iiriin igerisinde yer almamasinin garanti
edilmesidir (Aubrit et al., 2015; Hess et al., 2012; Horowitz et al., 2004). Ozellikle
devamli hiicre hatlarinin sadece yiiksek hiicresel konsantrasyonlarda yapilan
enjeksiyonlarinin tiimér olusumunu indiiklediginin gdsterilmesine ragmen bu
hiicrelerin kullanilarak yapildig: tiretimlerdeki mevcut potansiyel risk nedeniyle
bunun giderilmesi gerekmektedir. Bu anlamda da biyofarmasétik iiretimi igin
hazirlanan farmakopelerde yer alan standartlara gore son {iriin igerisinde higbir
sekilde liretimde kullanilan ekspresyonel platform yer almamalidir (Aubrit et al.,
2015; Gallo-Ramirez et al., 2015; Hess et al., 2012; Horowitz et al., 2004). Bunun
disindaki diger bir onemli giivenlik regililasyonu da son {iriiniin herhangi bir
biyolojik kontaminanti i¢ermediginin gosterilmesi gerekliligidir. Ayrica iiretimde
hiicre kaynakli olasi bir patojenin son {iriin i¢erisinde yer almasi ihtimali sonucunda
olusabilecek ciddi yan etkiler diislintildiigiinde iiretimde kullanilan ekspesyonel
platformun tiim zararli kontaminatlardan (as1 igerigi disindaki viriis, bakteri,
mikoplazma vb.) ari oldugunun kanitlanmasi gerekmektedir (Luckert et al., 2017,
van der Pol and Bakker, 2014). Bu anlamda 6zellikle primer kiiltiirlerle hazirlanan
asilar en riskli grubu olusturmaktadir. Bunun nedeni bu kiiltiirlerin her defasinda
yeniden olusturulurken kokenlerinden kaynakli olan varyabilitenin oldukca yiiksek
olmasidir (Horowitz et al., 2004; Jordan and Sandig, 2014; Verma et al., 2020). Bu
anlamda ise iyi karakterize edilmis diploid ve devamli hiicre hatlar1 en giivenli
grubu olusturmaktadir (Dumont et al., 2016; Horowitz et al., 2004; Merten, 2015;

Rodrigues et al., 2015). Ancak devamli hiicre hatlar1 6zelinde olusan bir diger
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giivenlik endisesi de devamli hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan iiretimlerdeki son
iiriiniin kanser olusumunu tetikleyebileceginin diisiincesidir. Bunun nedeni bunlarin
cogunlukla koken aldiklari orijinal canlidan uzaklagarak kanser hiicrelerine daha
¢ok benzediklerinden kaynaklanmaktadir. Bu anlamda da devamli hiicre hattinin
kendisinden gelen (HeLa gibi) ve eger varsa bu hiicre hatti olusturulurken
kullanilan spesifik onkogenik oOzellikteki viriislerin (HEK-293 gibi) veya viral
genomun iretim ortamina salimmadiginin kanitlanmas1 gerekmektedir (Gallo—
Ramirez et al., 2015; Herman and Pauwels, 2015; Hess et al., 2012; Jordan and
Sandig, 2014; Verma et al., 2020). Bu nedenle devamli hiicre hatlarina kiyasla
diploid hiicre hatlar1 tiimorijenik olmadiklar1 gosterilmis oldugundan ve giivenlik
anlaminda cok iyi karakterize edildikleri i¢in 6ne ¢ikmaktadirlar (Aubrit et al.,
2015; Herman and Pauwels, 2015; Horowitz et al., 2004; Luckert et al., 2017).
Bunun diginda, hem tiimor olusumunu tetikleme agisindan hem de arzu edilmeyen
immiinojenik yanit olusturabilmesi acisindan kullanilan tiim hiicresel substratlarla
yapilan iiretimlerde elde edilen son {iriin olan as1 igerisinde 10 ng’ dan daha fazla
hiicresel genomik materyal bulunmamasi gerekmektedir (Horowitz et al., 2004;
Shen et al., 2008; Sheng-Fowler et al., 2009). Bununla birlikte ozellikle
tiimorigenik ve tiimor fenotipine sahip devamli hiicre hatlariyla yapilan iiretimlerde
bu limit deger saglansa bile bunlarin giivenli oldugu daha ileri molekiiler testlerle
gosterilmelidir (Sheng-Fowler et al., 2009; Stepanenko and Dmitrenko, 2015).
Ayrica timorijenik niikleik asit sekanslari diginda hiicrelerin kiiltiir ortamina
salgiladiklar farkl proteinik yapilarin veya hiicresel faktorlerin kanser tetikleyici
ozelliklerinin olmadiginin ve eger boyle bilesenler varsa da bunlarin son tirlinde
bulunmadiginin kanitlanmasi1 gerekmektedir (Horowitz et al., 2004; Pauwels et al.,
2007; Shen et al., 2008). Bunlarla birlikte bazi hiicresel substratlarin orjinleri ve
Ozellikle insan kokenli olanlar etik, psikolojik ve dini agidan sorun

olusturabilmektedir (Aubrit et al., 2015; Jordan and Sandig, 2014).

Gerekli giivenlik regiilasyonlarinin saglanmasinda kolaylik saglamasinin
yaninda iiretim i¢in tercih edilecek hiicresel substrat secilirken diger 6nemli
kriterler de tiir bariyeridir (Berting et al., 2010; Herman and Pauwels, 2015; Merten
et al., 2014; Verma et al., 2020). Tiir bariyeri tiim biyofarmasétiklerin iiretimindeki
hiicre hatt1 seciminde 6nemli bir giivenlik parametresidir. Tiir bariyeri yakin akraba

olan tiirlerin ayn1 viriislerle enfekte olabilirken uzak olanlarin bu viriislerle enfekte
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olamayacagini ifade etmektedir (Luckert et al., 2017; Pauwels et al., 2007). Bu
acidan da biyofarmasoétik iiretiminde kullanilan hiicresel platformlarin kdkenlerine
gore ise artan risk siralamasi; kanatli ve omurgasiz hiicre hatlari, primat ve insan
olmayan memeli hiicre hatlari, primat hiicre hatlar1 ve insan hiicre hatlari
seklindedir (Herman and Pauwels, 2015). Bu anlamda 6zellikle insan kullanimina
yonelik mAb iiretiminin hedeflendigi biyoproseslerde CHO hiicrelerinin kullanimi1
bu agidan avantaj saglamaktadir. Bunun nedeni CHO hiicreleri hamster orijinli
oldugundan dolay1 bir¢ok farkli insan viriisiine kars1 enfektivite agisindan gecirgen
olmayisidir. Boylelikle {iretimdeki potansiyel bir viral kontaminasyon riski
azalmaktadir (Berting et al., 2010; Genzel, 2015; Horowitz et al., 2004). Ancak
insan kullanimina yonelik viral as1 iiretimi agisindan bakildiginda bu durum daha
detayli bir sekilde ele alinmalidir. Diger biyofarmasétiklerin ve recombinant DNA
teknolojisi temeline dayanan viral agilarin tiretiminde bu durum avantaj saglarken,
tiim virisiin tiretilmesine dayanan as1 liretim proseslerinde tiir bariyeri bir engel
teskil edebilmektedir. Bunun nedeni burada iiretilmek istenen asil {iriin insanda
patojenik Ozellik gosteren virlisiin kendisi olmasidir. Bunun i¢in de iiretimde
kullanilmak istenen hiicre hattinin bu viriisii ¢ogaltmak i¢in onunla dogrudan
enfekte olmasi gerekmektedir (Gomez and Robinson, 2018; Merten et al., 2014;
Rodrigues et al., 2015). Bu anlamda da 6zellikle tiim viriis {iretiminin hedeflendigi
tiretimlerde insan kokenli hiicrelerin kullanilmast diger potansiyel viral
kontaminasyon riskini arttirsa da asil as1 igeriginde kullanilmak iizere iiretilecek
virlis i¢in de konformasyonel dogruluk ve enfektive agisindan dogal bir avantaj

saglamaktadir (Aubrit et al., 2015; Dumont et al., 2016; Tan et al., 2021).

2.4.4 Hiicre hatlarinin iiretim kosullan

Son yillarda hiicre kiiltiirii temelli endiistriyel iiretimlerde serumsuz
ortamlarin kullanimina yonelik bir trend olugsmustur. Bunun nedeni Amerikan Gida
ve Ilag Dairesi (Food and Drug Administration, FDA) ve Avrupa Ilag Ajansi
(European MEdicine Agency, EMA), Beseri lilaglarm Teknik Gerekliliklerinin
Uyumlastirilmasi Uluslararas1 Konseyi (International Council for Harmonisation
of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use, ICH) gibi otorite
kuruluglar tarafindan yayinlanan yonetmeliklerde insan sagliginda kullanilmak

lizere biyoteknolojik {irlin {iretiminin gergeklestirildigi proseslerde serum
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kullaniminin 6nerilmemesidir (Sinacore et al., 2000; Subbiahanadar Chelladurai et
al., 2021; S. Wu et al, 2021). Uretimlerde serum kullanimmimn tamamen
kaldirilmasi veya azaltilmasinin iiretim ve onaylanma icin gerekli regiilasyonlarin
daha kolay saglamasinin yaninda maliyet, alt akim islemlerinde kolaylik ve sigir
iirlinlerine alerjisi olan bireyler agisindan da avantajli oldugu gosterilmektedir
(Butler, 2015; Minonzio and Linetsky, 2014; Subbiahanadar Chelladurai et al.,
2021). Serumsuz ortamlar ayrica bahsedildigi iizere adherent 6zellikteki kiiltiirlerin
siispanse lireme kosullarina adapte edilmesinde de kullanilmaktadirlar (Caron et al.,
2018; Merten et al., 2014; Sinacore et al., 2000). Bu agidan tiretimlerde kullanilmasi
planlanan adherent 6zellikteki kiiltiirlerin siispanseye gecislerinde de kolaylik
saglamaktadirlar. Bu anlamda da 6zellikle son yillarda {iretim i¢in kullanilacak
hiicresel platformlarin serumsuz ortamlarda kiiltiirlenmeye adapte edilmesine
calisilmaktadir (Caron et al., 2018; Merten et al., 2014; Ozturk et al., 2003; Verma
etal., 2020). Ancak hiicrelerin tamamen serumsuz ortamlarda kiiltiirlenmeye adapte
edilmesi zor bir islemdir. Ozellikle primer kiiltiirlerin ve diploid hiicre hatlarinin
kompleks besin ortami bilesenlerine ihtiya¢ duymasi onlarin ¢ok daha zengin
igerikleri ortamlarda kiiltiirlenmesinin bir gereklilik haline getirmektedir. Ayrica bu
hiicresel substratlarin spesifik hiicresel karakterlerinin korunarak serumsuz
ortamlara adapte edilmesi olduk¢a zor oldugundan bu adaptasyon biiyiik oranda
sadece serum igeriginin diigiiriilmesiyle gergeklestirilmektedir (Lee et al., 2020).
Bununla birlikte devamli hiicre hatlar1 serumsuz ortama adaptasyon islemlerinde
diger hiicresel platformlara gore oldukca yiiksek basar1 saglamaktadir (Dumont et
al., 2016; Horowitz et al., 2004). Bu acidan da basaril1 bir adaptasyon sonucunda
devamli hiicre hatlar1 serumlu ortamlarda gosterdikleri ¢cogalma performanslarina
benzer veya daha iyi sekilde iiretilebildiginden bu hiicre hatlariyla yapilan
endiistriyel tUretimler de dogrudan serum igermeyen besin ortamlari
kullanilabilmektedir (Genzel et al., 2014a; Merten et al., 2014; Price, 2017).
Ozellikle giiniimiizde Cin hamster yumurtalik hiicresi (CHO) ve Afrika yesil
maymun bobrek hiicresi (Vero) gibi bir¢ok farkli biyofarmasotigin ticari tiretiminde
kullanilmak {izere onaylanan devamli hiicre hatt1 i¢in bir¢ok farkli markaya ait
serumsuz besin ortami ¢esidi bulunmaktadir (Lee et al., 2020; Vlecken et al., 2013;
S. Wu et al., 2021). Tiim bunlarla birlikte kullanilacak tiretim sistemi ile beraber
yapilacak tiretimin amacina da bagli olarak burada kullanilmasi planlanan hiicresel

substratlarin serumsuz ortama adaptasyonundaki basar1 biiylik oranda gelistirilen
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serumsuz ortamin formiilasyonuna ve hiicresel karaktere baglidir (Kim and Lee,

2009; Merten et al., 2014; Price, 2017; S. Wu et al., 2021).

2.5 Hayvan Hiicre Kiiltiiriindeki Besin Ortamlarinin Onemi

Hayvan hiicre kiiltiirii tekniginde hiicrelerin kiiltliirlendigi besin ortamu,
gerceklestirilen ¢alismalar, arastirmalar ve endistriyel iiretim i¢in en Onemli
bilesendir. Besin ortami1 temel olarak, hiicre canliligini devam ettirip proliferasyonu
saglayarak kiiltiirleme islemini saglamasinin yaninda icerigindeki bilesenler ile
hiicresel fonksiyonlar1 da desteklemektedir. Ayrica kullanilan besin ortaminin ve
icerigindeki maddelerin kalitesi, uygunlugu ya da miktar1 yapilan arastirmalarin
sonuglarini, iiretimin hizin1 ve kalitesini, hiicre kiiltiirii temelli gergeklestirilen
tedavinin sonuglarini dogrudan etkilemektedir. Bu nedenle, hiicre kiiltiirii temelli
yapilan arastirma veya lretimlerde kullanilan besin ortamlarinin kompozisyonu,
kiiltiirlenen hiicrelere uygunlugu ve besin ortami igerisine eklenen bilesenlerin
giivenilirligi elde edilecek sonuglar agisindan ¢ok biiyiilk 6nem tasimaktadir

(Jedrzejczak-Silicka, 2017; Saha et al., 2016; Yao and Asayama, 2017).

Ilk olarak 1887 yilinda Sydney Ringer, viicut sivilarina yakm bir
kompozisyona sahip bir tuz ¢ozeltisi gelistirmis ve kurbagadan alinan kalpleri bu
¢ozelti igerisinde belli bir siire hala atar durumda tutmay1 bagarmistir (van der Valk
et al.,, 2010; Yao and Asayama, 2017). Ringer’ in bu soliisyonu gelistirmesinin
ardindan bir¢ok aragtirmaci (Earle ve Hanks gibi) da farkli tiirde soliisyonlar
gelistirmistir ve bu soliisyonlarin hepsi dengeli tuz soliisyonu (BSS) olarak
adlandirilmistir. BSS soliisyonlar1 inorganik tuzlarin belirli oranlarda birlesiminden
meydana gelmektedir. Ardindan hiicre kiiltiiriiniin kurucusu olarak da bilinen
Harrison’un lenf sivisi igerisinde kurbaga sinir hiicrelerini gelistirmesiyle basit tuz
¢oOzeltilerinin disinda hayvanlardan alinan kan, lenf, serum gibi viicut sivilarini veya
bu canlilardan alinan viicut parcalarinin ekstrakte edilmesiyle olusturulan sivilarda
hiicrelerin kiiltlirlenebildigi anlasilarak ilginin bu bilesenlere kaymasina neden
olmustur. Daha sonrasinda bu bilesenlerin yarattigi kontaminasyon, stabilizasyon
sorunlar1 ve elde edilme zorluklar1 nedeniyle hiicrelerin kiiltiirlenebilecegi yapay
ortamlara dogru bir yonelim gerceklesmistir. Bu yonelimle kullanilan hayvan
orjinli kaynaklar incelenerek igerigindeki hormon, vitamin, pepton, niikleik asitler

gibi bazi kilit bilesenler tanimlanmistir (Davis, 2011; Freshney, 2011). Bunlarin
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tanimlanmasimin ardindan ilk defa devamli hiicre hatlarinin da bulunmasiyla
hiicrelerin kiiltiirlenmesi i¢in tanimlanan bu bilesenleri optimum diizeyde bir araya
getirmek i¢in ¢aligmalar gergeklestirilmistir. Bu ¢alismalarla beraber hiicre kiiltiirii
caligmalarinda besin ortami olarak tamamen dogal doku ekstratlar1 ya da viicut
sivilar kullanilmasinin yerine, bu tiir bilesenlerin sadece katki maddesi olarak belirli
oranlarda kullanildig1 yapay besin ortamlarina bir ge¢is olmustur. Sonrasinda ise
yapay besin ortamlarina katki maddesi veya tamamlayici bilesen olarak eklenen
serumun yarattigi olumsuzluklar ve bu konudaki otorite kuruluglarin belirledigi
regiilasyonlar nedeniyle serumsuz besin ortaminin kullanimi igin itici bir gii¢
olusmus ve bu nedenle, igerigindeki bilesenlerin tam kimyasal tanimlamasi
yapilmis olan serumsuz besin ortami gelistirme g¢aligmalar1 gerceklestirilmistir
(Pilgrim et al., 2022; Subbiahanadar Chelladurai et al., 2021; Van Der Valk et al.,
2017). Yapilan bu c¢aligmalar sonucunda birgok besin ortami gelistirilmis olup
bunlarin diginda var olan besin ortamlarinin bazilar1 da modifiye edilerek igerisinde
ek olarak seruma gerek duymayacak sekilde kiiltirde kullanilabilir hale
getirilmigtir. Ancak gelistirilen besin ortamlar1 sadece hiicreye veya istenen
hiicresel tiriine spesifik olarak formiilize edilebilmistir. Bu durum hem serumsuz
hem de hiicresel aktiviteyi tesvik etmek i¢in serumun katki maddesi olarak
eklendigi besin ortamlarinda gecerlidir. Bu nedenle hayvan hiicre kiiltiirii temelli
gergeklestirilen caligmalarda veya iiretimlerde tiim hiicrelerin kolaylikla kiiltiire
edilebilecegi tek bir besin ortami1 bulunmamaktadir (Butler, 2004; Davis, 2011;
Freshney, 2011; Kuystermans and Al-Rubeai, 2015; Yao and Asayama, 2017).

2.5.1. Hayvan hiicre Kkiiltiirlerinde kullanilan besin ortamlari

Hiicre kiiltiirlinde kullanilan besin ortamlarinda ¢ok cesitli bilesenler

kullanilmakta ve basit¢e ikiye ayrilmaktadir. Bunlar:

1. Temel bilesenler: Hiicre icin temel gereksinimlerini karsilamak,
hiicrelerin canliliginin korunmasii saglamak ve kiiltiirleme i¢in gerekli olan
bilesenlerdir. BSS’ lerin i¢eriginde bulunan bilesenlerin hepsi temel bilesendir ve
bunlar ayn1 zamanda bazal ortamlarin temelini olusturur (Freshney, 2011; Gupta et

al., 2016; Price, 2017; Yao and Asayama, 2017).
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2. Tamamlayici, zenginlestirici ya da destekleyici olarak
tamimlanan bilesenler: Hiicresel biiylime ve hiicre fonksiyonelligini destekleyerek
cok daha zengin igerikli bir besin ortami1 ve daha basarili bir kiiltlirleme siireci igin

kullanilan bilesenlerdir (Gupta et al., 2016; Price, 2017; Yao and Asayama, 2017).

2.5.2 Besin ortamlari ¢esitleri

Besin ortamu, hiicre kiiltiirii calismalarinit miimkiin kilan en 6nemli bilesendir,
clinkii kiltirin pH'sin1 ve ozmotik basmcini diizenlemenin yani sira hiicre
bliylimesi i¢in gerekli besinleri, biiyiime faktorlerini ve hormonlar1 igerir.
Gergeklestirilen ilk hiicre kiiltiirii deneyleri, doku 6zlerinden ve viicut sivilarindan
elde edilen dogal kaynakli bilesenler kullanilarak gerceklestirilmis olmakla birlikte
standardizasyon gerekliligi, kaliteli kiiltiir ortami ihtiyaci ve artan ihtiyag sebebiyle
yapay besin ortamlarinin gelistirilmistir. Gilintimiizde tiim hayvan hiicre kiiltiirti
caligmalarinin temelini olusturan bu yapay besin ortamlari, ortam bilesimine
eklenen katkilarin tipine baglh olarak birka¢ gruba ayrilmaktadir. Bunlar; bazal
ortam, serumu azaltilmig ortam, yabanci orijinli madde icermeyen (Xeno-free)
ortam, serum igermeyen (serumsuz) ortam’dir. Serum igermeyen ortamlarin
da; protein igeren ortam, protein icermeyen ortam ve kimyasal olarak tanimlanmis
ortam seklinde ¢esitleri bulunmaktadir (Gstraunthaler et al., 2008; Nema and Khare,
2012; Price, 2017; Yao and Asayama, 2017).

1. Bazal ortam: Amino asitler, vitaminler, inorganik tuzlar ve glukoz
gibi temel bilesenlerin biiylik bir cogunlugunu icermektedir. Bu ortamlar bir¢ok
hiicrenin {iretilmesi i¢in kullanilir ve genellikle bu ortamlarin igerisine hiicre
biiyiimesini desteklemek icin insan, sigir, at veya diger canlilardan elde edilen
serum ilave edilir. Ayrica kiiltlirlenecek olan hiicrenin ihtiyacina gore L-Glutamin,

antibiyotik gibi bilesenler de eklenir.

2. Serumu azaltilmis ortam: Serumun istenmeyen etkilerini azaltmak
icin ortaya cikan bir kiiltlir ortami ¢esididir. Bu ortamlarin genel icerigi de bazal
ortamlar ile aynidir. Bazal ortamlarda kullanilandan daha diisiik miktarlarda serum
kullanilir ve serum miktar1 ortamda yeterince besleyici olmadigi igin cesitli

nutrientler bu ortamlara eklenir.
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3. Yabanci orijinli madde icermeyen (xeno-free) ortam: Bu ortam
tipinde genellikle insan kokenli hiicre hatlar1 kiiltiirlenmekte olup, insan serum
albiimini veya insan serumu gibi sadece insan kokenli bilesenler bu ortamlarin
zenginlestirilmesi igin kullanilmaktadir. Insan disinda sigir, at veya cesitli baska
hayvanlardan koken alan hi¢bir destekleyici bilesen bu ortamlara eklenmemektedir.
Bu ortamlarda eger insan serumu kullanilmaz ise, bunlar da ayn1 zamanda serumsuz

ortam olarak da sayilabilmektedir.

4. Serumsuz ortam: Genel tanimiyla ortam formiilasyonlarinda serum
igeriginin yerine, serum igeriginin zenginlestirici 6zelligini taklit etmek i¢in cesitli
besin, mineral, protein, hormon veya biiylime faktorleri gibi destekleyici
bilesenlerin kullanildig1 ortamlardir. Bu ortam tiiriiniin en énemli avantaji, hiicre
tipine gore ortam formiilasyonunda istenilen temel veya destekleyici bilesenlerin
ortamdaki konsantrasyonlarina miidahale edilebilmesidir. Dolayis1 ile her hiicre

tipine 6zel besin ortami iiretimi s6z konusu olabilmektedir.

a. Protein iceren ortam: Serum igerisinde bulunan tanimlanmis
proteinler destekleyici bilesen olarak kullanilmaktadir (6rnegin; sigir serum

albiimini ve globiilinler).

b. Protein icermeyen ortam: Cesitli protein hidrolizatlar1 (peptidler)

gibi tanimlanmamuis bilesenler kiiltiir ortamina ilave edilmektedir.

c. Kimyasal olarak tamimlanmis ortam: Protein fraksiyonlari, serum
ve doku 6ziitleri gibi tanimlanmamig bilesenlerin yer almadigi, sadece rekombinant
proteinler gibi yiiksek oranda saflastirilmis bilesenlerin ortam igerisine takviye
olarak kullanilabildigi besin ortamlaridir. Bu ortamlar hiicre kiiltiirii temelli
endiistiyel tiretimlerde giivenlik ve regiilasyon agisindan en ¢ok tercihe edilen
ortamlardir (Brunner et al., 2010; Butler, 2015; Price, 2017; Van Der Valk et al.,
2017; Yao and Asayama, 2017).

2.5.2.1. Serum iceren besin ortamlari

Bazal ortamlar hiicre kiiltlirii calismalarinin basladigi tarihten itibaren
gelistirilmis olan ve adlarindan da anlasilacagi gibi hiicre kiiltiiriiniin temelini
olusturan besin ortamlaridir. Bu ortamlar zaman igerisinde bir¢ok hiicre ¢esidinin

gelistirilmesi i¢in ortak bir besin ortami hazirlama amaciyla gelistirilmeye
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baslanmis olsa da hala daha giliniimiizde tiim hiicrelerin kiiltiirlenebilecegi bir besin
ortam1 bulunmamustir. Ancak siire¢ i¢erisinde gelistirilen bu bazal ortamlarda farkli
birgok hiicre tipi kiiltlirlenebilmektedir. Bu 6zelliklerinden dolay1 da hala daha
giiniimiizde en ¢ok kullanilan besin ortamlar1 bazal ortamlardir. Ayrica bazal
ortamlar, istenildigi sekilde kolaylikla modifiye edilmesi ve bir¢ok firma tarafindan
ticari olarak satilmasi nedeniyle de tiim hiicre kiiltiirii caligmalar1 i¢in baslangic
ortamlar1 olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle de herhangi bir hiicre kiiltiirii
calismasina baslanmadan Once yine ticari olarak hiicrelerin veya hiicre hatlarinin
satildig1 yerlerden bir satin alim s6z konusu oldugunda genellikle o hiicreye uygun
olarak hiicre bilgileri icerisinde hangi ortamda kiiltiirlenmesi gerektigi yer
almaktadir. Giiniimiizde en ¢ok kullanilan bazal besin ortamlart EMEM, DMEM,
RPMI-1640, Ham’s F-12 gibi icerigindeki bilesenlerin konsantrasyonlar1 agisindan
oldukga farkli igeriklere sahip ortamlardir (Davis, 2011; Freshney, 2011;
Jedrzejczak-Silicka, 2017; Verhoeckx et al., 2015).

Serum, hiicre kiiltiirii ¢alismalar i¢in ilk kez Theodore Puck tarafindan
1950’lerin sonunda besin ortamlarina eklendiginden beri tarihsel siirecin basindan
itibaren kiiltiirleme islemleri i¢in vazgecilmez bir bilesen olmustur. Bunun temel
nedeni; serum iceriginde bir¢ok farkli bilesenlerin bulunmasi (Tablo 2.2) ve bu
bilesenlerin kiiltlirlenen hiicreler {izerinde hem koruyucu hem de yiiksek mitojenik
(hiicre boliinmesini tesvik edici) etki gostermesidir. Serum ¢ok farkli canlilardan
elde edilebilmektedir. Ancak hiicre Kkiiltiirlerinde en cok kullanilan serumlar
genellikle s1g1r, at ve insan kaynakli serumlardir. Ozellikle de sigir kaynakli olan
serumlar ve bunlar arasindan fetal s1g1r serumu en yaygin kullanilan serum ¢esididir
(Butler, 2004; Davis, 2011; Freshney, 2011; Van Der Valk et al., 2017; Yang and
Xiong, 2012). Serum, genellikle kiiltiire baglanacagi sirada bazal besin ortamlarina
belirli oranlarda eklenmektedir ve besin ortamlarina eklenen serum oran1 genellikle
% 10’dur. Ancak kullanim amacma gore bu oran %5 ile %20 arasinda
degisebilmektedir. Hiicrenin hizli biiylimesi veya yavas bilylimesine, serumun
eklendigi temel besin ortaminin igerigindeki hiicre biiylimesini destekleyici
bilesenlerin miktarina gére serum orani da degismektedir (Davis, 2011; Freshney,

2011; Van Der Valk et al., 2017; Yao and Asayama, 2017).
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Tablo 2.2 Serumun yapisindaki bilesenler ve konsantrasyonlari (Freshney, 2011)

Bilesen Konsantrasyon arahgi

Proteinler ve polipeptitler
(40 - 80 mg/mL)

Albiimin 20 - 50 mg/mL
Fetuin* 10 - 20 mg/mL
Fibronektin 1-10 pg/mL
Globulinler 1-15 mg/mL
Proteaz inhibitdrleri: al-éntltrlps1n, 0.5 - 2,5 mg/mL
a2-makroglobulin
Transferrin 2 - 4 mg/mL

Biiyiime faktorleri
(EGF, PDGF, IGF-I ve -1I, FGF, IL-1, IL-6)
(1 -100 ng/mL)

Amino Asitler
(0,01 - 1,0 pM)

Lipidler
(2-10 mg/mL)

Kolesterol 10 uM
Yag asitleri 0,1-1,0 uM
Linoleik asit 0,01 -0,1 uM
Fosfolipidler 0,7 - 3,0 mg/mL

Karbonhidratlar
(1,0 - 2,0 mg/mL)

Glikoz 0,6 - 1,2 mg/mL
Heksosamin** 0,6 - 1,2 mg/mL
Laktik asit®** 0,5 - 2,0 mg/mL

Piriivik asit 2 -10 pg/mL

Poliaminler

(Putresin, spermidin)

(0,1 - 110 HM)

Ure
(170 - 300 pg / mL)
Inorganikler
0,14 - 0,16 M)

Kalsiyum 4-7mM
Kloriirler 100 uM

Demir 10 - 50 uM
Potasyum 5-15mM

Fosfat 2-5mM
Selenyum 0,01 uM
Sodyum 135-155mM

Cinko 0,1-1,0 uM
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Hormonlar
(0,1 - 200 nM)
Hidrokortizon 10 - 200 nM
Insiilin 1 - 100 ng/mL
Triiyodotironin 20 nM
Tiroksin 100 nM
Vitaminler
(10 ng - 10 pg/mL)
A Vitamini 10 - 100 ng/mL
Folat (Folik asit) 5-20 ng/mL
*Sadece FBS icinde bulunmaktadir.
**Insan serumunda en yiiksek konsantrasyonda bulunur.
**%* FBS’ te en yiiksek konsantrasyonda bulunur.

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan bazal ortamlarinin ve diger serumu
azaltilmis veya yabanci orijinli madde icermeyen besin ortamlarinin bir¢oguna
basta sigir olmak tiizere farkli canlilardan elde edilen serumlar eklenmektedir. Bu
anlamda besin ortamlari igerisinde serum kullanilmasinin avantajlari, serumun

besin ortamu igerisinde gosterdigi destekleyici fonksiyonlari da diisiiniildiigiinde;

> Serum igerisindeki ¢esitli amino asitler, vitaminler, inorganik
mineraller, lipit ve niikleik asit tiirevleri ile kiiltlir ortamini1 ¢ok daha zengin bir hale
getirmesi,

> Icerisinde bulunan fibronektin ve laminin gibi bilesenler ile
hiicrelerin kiiltiir kabina daha kolay tutunmalarini ve yayilmalarini saglamasi,

> Icerisinde bulunan baglayict ve tasiyict proteinler sayesinde
hiicrelerin bulunduklar1 kiiltiir ortamindaki nutrientleri daha kolay hiicre igine
almalarin1 (6rnegin; albiimin vitaminleri, yag tiirevlerini ve hormonlar tasirken
transferrin hiicre i¢cine demir alimini) saglamast,

> Ortamin viskozitesini arttirir ve boylece hiicreleri karigtirma
sirasinda olugsan kayma gerilmesinin mekanik hasarindan hiicreleri korumasi,

> Besin ortaminda bulunan proteazlar1 inhibe eder ve benzer sekilde
serumun pasajlamada kullanilan tripsinin etkisini sonlandirmak i¢in yaygin olarak
kullanilmasi,

> Ortamda bulunma ihtimali olan veya hiicreler tarafindan salgilanan
hiicreye toksik etki gosterebilecek bilesenleri baglayarak detoksifikasyon 6zelligi

gdstermesi,
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> Ayni zamanda ortamdaki pH stabilizasyonu i¢in diisiik kapasiteli bir
tampon gorevi gérmesi,

> Serum igeren ortamlarda kiiltiirlenen hiicrelerin proliferasyon hizini
arttirir ve hiicresel canliligin uzun siireler boyunca korunmasini saglamasi,

> Serum eklenen ortamlarda bir¢cok hiicrenin kendini fizyolojik
ortamda sanarak in vivo ortama yakin hiicresel cevap vermelerini saglamasi,

> Birg¢ok hiicre tipinin hiicre-hiicre etkilesimlerinde diizenleyici gorevi
gorur.

> Serumlu ortamlarin kullanimi her hiicre tipi i¢in spefisik bir ortam
formiilasyonu gelistirme ihtiyacin1 azaltarak eklendigi bazal ortami bir¢ok hiicre
tipi i¢in dogrudan kullanilabilir hale getirerek kiiltiirleme acisindan hazirlik ve is
yiikii ihtiyacini azaltmasi, seklinde siralanabilir (Brunner et al., 2010; Butler, 2004;
Davis, 2011; Gstraunthaler et al., 2008; Price, 2017; Van Der Valk et al., 2017;
Verhoeckx et al., 2015; Warnock and Al-Rubeai, 2006; Yang and Xiong, 2012; Yao
and Asayama, 2017).

Ancak ¢oklu fonksiyonellige sahip olmasina ragmen, serumun kiiltiir

ortaminda kullanilmasinin baz1 dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Bunlar;

> Serumun igerisinde bulunan ana bilesenlerden bazilar1 (albiimin ve
transferrin gibi tanimlansa da icerigindeki bir¢ok bilesen hala daha tam olarak
tanimlanmamustir. Bu durum ¢alismalarda ve tiretimlerde bir belirsizlik yaratir.

> Serumun igerigi, alindigi hayvanin beslenmesine, mevsime ve
cevresel kosullara bagli olarak degisebilir. Stirekli olarak tekrar eden bu varyasyon,
serumun bilesiminde ve dolayisityla da serum ozelliklerinde 6nemli farkliliklara
neden olabilir. Bu durum kiiltiir verimi ve tekrarlanabilirlik agisindan olumsuzluk
yaratmaktadir.

> Serum igeriginin tam tanimlanmis olmamasi ve siirekli degisen
icerigi nedeniyle de iiretim ve laborartuvar caligmalari icin bir standardizasyon
olugturmak ¢ok zordur. Buna bagli olarak da calisma sonuglar siirekli olarak
degisebilir ve elde edilen verilerin dogru olmama ihtimali yiiksektir. Bu nedenle,
hiicre kiiltiirti ile yapilan in vitro hastalik modellerinde veya sitotoksisite testlerinde

ayn1 sekilde yaniltici sonuglar elde edilebilmektedir.
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> Serum, farkli miktarlarda endotoksinler, hemoglobin ve diger
istenmeyen bilesenleri igerebilir.

> Serum elde edildigi kaynaga bagli olarak fungi, bakteri,
mikoplazma, virlisler veya prionlar gibi kontaminantlar1 icerebilir. Gelisen
teknikler ile bu kontaminantlar biiyilk oranda engellense de 6zellikle virisler,
prionlar ve mikoplazmalar i¢in risk tamamen elimine edilememektedir. Bu durum
biiyiik endiselere neden olmaktadir. Ozellikle FBS igerinde, bir prionun neden
oldugu, bu nedenle de fark edilmesi ¢ok zor olan ve giiniimiizde de hala daha
tedavisi bulunmayan “Deli Dana Hastalig1” etkeninin tasinma olasilig1 yiiziinden
bu serumun kullanildig1 ¢alisma ve iiretimlerde olasi bulas nedeni ile biiyiik risk
olusturmaktadir. Ayrica insan serumu kullanilmasi1 durumunda da HIV ve Hepatit
B viriislerinin bu serum igerisinde bulunabilmesi s6z konusudur.

> Serumun icerdigi kontaminantlar1 elimine etmek, serumun bunlari
igermedigini kanitlamanin disinda biiylime faktorii, hormon, vitamin gibi istenen
bilesenlerinde uygun oranda serum igerisinde var oldugunu gostermek igin ¢ok
sayida analiz gerektirmektedir.

> Ozellikle primer kiiltiirlerde serum ile zenginlestirilmis bir ortam,
asil istenilen spesifik hiicre tipleri yerine fibroblast gibi hizl1 biiyiliyen hiicrelerin
asir1 biiylimesini saglayabilir.

> Serumun raf omrii kisadir. Uzun siireli bekletilmis serumlarin
yapisindaki biiytimeyi tesvik edici bilesenler bozulur. Bdyle serumlar kiiltiir verimi
acisindan istenilen basariy1 saglayamaz.

> Normalde hiicre kiiltiirii temelli bir iiretim sirasinda ortamdaki
protein miktar1 zamanla yiikselmektedir. Bu iiretim ortaminda ayrica serumun
kullanilmasi ise ortamdaki protein konsantrasyonunu daha da yiikseleceginden, bu
durum irlniin saflastirnlmasinda biliyiik bir engel olusturmaktadir. Ayrica
ortamdaki serumun varligir bu iirlinlin farmasétik anlamda ticarilestirilmesini,
mevcut regiilasyonlardan dolayr da sinirlayabilir. Bunlara ek olarak, ozellikle
ortamda spesifik bir monoklonal antikor iiretiliyor ise burada serumun kullanilmasi,
serumda bulunan diger spesifik olmayan antikorlarla {iretilen spesifik antikorun
karismasina neden olabilir. Boyle bir durumda son iirlinde istenmeyen etkiler ve
safsizlik meydana getirir.

> Maliyet genellikle serum takviyesinin bir dezavantaji olarak

belirtilir. Bunun nedeni bir kiiltiir ortaminin maliyetinin biiylik kismin1 serumun
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olusturmasidir (kimyasal bilesenlerin maliyetinin 10 katindan fazla). Ancak
serumsuz ortamlarda, serumu taklit etmek i¢in yiiksek safliktaki tanimlanmis
rekombinant bilesenlerin ortam bilesimine eklenmesiyle bunlarin maliyeti serumun
maliyeti kadar yiiksek olabilmektedir.

> Serumun biiyiimeyi tesvik edici aktivitesinin yani sira biiylimeyi
inhibe edici 6zelligi de bulunmaktadir. Serum bazi hiicre tipleri i¢in olumsuz
etkilere sahiptir.

> Serum, aslen et endiistrisinin bir yan {iriiniidiir. Seruma artan taleple
beraber (diinya capinda her yil yaklasik olarak 800.000 litre FBS tiiketildigi ve
bunun devamli olarak arttig1 tahmin edilmektedir), bu talebi karsilamak i¢in mevcut
iiretimde de artisa gidilmektedir. Ancak bu durum kiiresel anlamda, iiretim i¢in
gerekli olan kaynaklarin (yem fiyatlari, iscilik maliyetleri vb.) maliyetlerini
arttirmanin yaninda, bu endiistri biiylik oranda tatli su kaynaklarini tiikettigi i¢in de
kuraklik ve sera gazlariin saliniminda bir artis meydana gelmektedir.

> Serum, kaynag1 (her y1l FBS ihtiyacini karsilamak i¢in 2 milyondan
fazla sigir fetlistinden kan alinmaktadir) ve toplanma sekli (serum eldesi igin
anestezi yapilmadan, fetiisiin atan kalbine biiyiik bir igne saplanarak kan
alimmaktadir) nedeniyle hayvanin ac1 ¢gekmesi veya oliimii s6z konusu oldugundan
etik acidan olumsuzluklar yaratmaktadir (Brunner et al., 2010; Butler, 2015; Davis,
2011; Freshney, 2011; Karnieli et al., 2017; Subbiahanadar Chelladurai et al., 2021;
Tiifek and Ozkan, 2018; Van Der Valk et al., 2017).

Sayilan bu dezavantajlar da goz Oniine alindiginda 6zellikle, hayvan hiicre
kiiltiiri temelli yapilan antikor veya asi gibi terapotik iirlinlerin tliretimlerinde
serumda gelen kontaminant materyallerin bulunmasinin potansiyel sonuglari
konusundaki endiseler nedeniyle, FDA ve EMA gibi diizenleyici otoritelerin ¢cogu
bu tiir iirlinlerin iiretimleri i¢in, serum iceren ortamlarin kullanilmasini biiyiik
Olglide kisitlamistir. Bu nedenle hiicre kiiltiirii temelli olarak iiretilen bu tiir
terapoOtik Uriinlerin, yonetmelikler nedeniyle, iiretim i¢in kullanilacak olan
hiicrelerin serumsuz besin ortamlarinda kiiltiirlenmeleri gerekmektedir (Brunner et
al., 2010; Butler, 2015; European Medicines Agency, 2013; Gstraunthaler et al.,
2008; van der Valk et al., 2010).
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2.5.2.2. Serumsuz ortamlar

Serumdan kaynaklanan dezavantajlarin ve giivenlik endiselerinin giderilmesi
admna serumsuz ortamlarin kullanimlar1 bir gereklilik haline gelmektedir. Ayrica
otorite kuruluslar tarafindan belirlenen bu regiilasyonlar sayesinde de 6zellikle son
yillarda serumsuz ortam ¢alismalar1 hiz kazanmis ve bu dogrultuda bir¢ok serumsuz
ortam formiilasyonu gelistirilmistir. Bu formiilasyonlar gelistirilirken, 6zellikle
serumun eksikliginden kaynaklan kiiltiir performansindaki diisiislerini minimize
etmek icin serum igerisinde bulunan bilesenlerin etkileri ¢alisilmis, bunlarin ayri
ayr1 yiiksek saflikta iiretimlerine ve serumun dezavantajlarina sahip olmayan,
serum yerine gegebilecek bilesenlerin bulunmasina odaklanilmigtir. Bu dogrultuda,
gelistirilen serumsuz ortamlarda, serum igerisinde bulunan bilesenlerin (albiimin,
transferrin vb.) yliksek saflikta serumsuz ortamlara eklenerek serumsuz ortamlarin
performansi iyilestirilmeye calisilmistir (Gstraunthaler et al., 2008; Sinacore et al.,
2000; Subbiahanadar Chelladurai et al., 2021). Bu anlamda da serumsuz ortam
gelistirilmesi sirasinda serum igerigini taklit edecek sekilde yiiksek saflikta cesitli
bilesenler eklenmektedir. Bunlar; proteinler, hormonlar, biliylime faktorleri ve
sitokinler, peptonlar, poliaminler, proteaz inhibitorleri, adezyon faktorleri, lipit
tirevleri, iz elementler seklinde siralanabilmektedir. Ayrica bunlarin disinda
serumdan farkli bilesenlerin de kullanimlari denenmistir. Serumsuz ortamlarin
zenginlestirilmesi i¢in bu ilaveler ve denemeler yapilirken de iiretimi yapilacak olan
iirlin ya da kiiltiirlenecek olan hiicre temel alinmistir. Giinlimiizde ise bu tiir serum
icermeyen, kimyasal olarak tanimli, hiicre veya {iriine spesifik besin ortamlart ticari
sirketler tarafindan gelistirilmektedir (Davis, 2011; Freshney, 2011; Gstraunthaler
et al., 2008; Karnieli et al., 2017; Van Der Valk et al., 2017).

Serumsuz besin ortami tasariminda 6zellikle serumun yoklugunda hiicrelerin
bu durumdan olumusz sekilde etkilenmesini en az seviyede tutmak adina normalde
besin ortamlar1 igerisinde yer alan temel bilesenlerinde konsantrasyonlarinda
degisiklikler yapilmaktadir. Bunlarin basinda ortama eklenen amino asit
konsantrasyonlarinin artirilmasi gelmektedir. Bunlar arasinda esansiyel bir amino
asit olan L-glutamin 6zellikle Onemlidir. Ayrica, L-Glutamin, hayvan
hiicrelerindeki hiicresel metabolizma stirecinde ikincil bir enerji kaynagi olarak da
kullanilir. Bunun disinda, 6zellikle glikozu verimsiz kullanan bazi hiicreler igin L-

Glutamin, seker bazli diger enerji kaynaklarinin yaninda besin ortaminda ana enerji
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kaynagi olarak da kullanilmaktadir (Freshney, 2011; Yang and Xiong, 2012). Diger
amino asitlerde oldugu gibi L-Glutamin, bazal besin ortaminda cok farklh
konsantrasyonlarda kullanilsa da genellikle besin ortami formiilasyonlarinda 2-4
mM konsantrasyon araliginda olacak sekilde kullanilir. Ayni zamanda serumsuz
besin ortami formiilasyonlarinda ¢ok daha yiiksek konsantrasyonlarda (6-10 mM
araliginda) eklenebilmektedir (Butler, 2004; Cruzat et al., 2018; Price, 2017;
Sartorius, 2020). Buna benzer sekilde temel bilesenler arasinda yer alan vitaminler
ozellikle serumdan gelen vitaminlerin yoklugundan bu eksikligin giderilmesi
acisindan, daha yiiksek konsantrasyonlarda ve tiim vitamin cesitleri igerecek
sekilde serumsuz ortamlar formilasyonlarima eklenmektedir (Price, 2017;
Schnellbaecher et al., 2019; Verhoeckx et al., 2015). Bunlarla beraber 6zellikle de
serumsuz ortamin kullanildigi ¢aligmalarda ve tiretimlerde hem hiicre biiylimesini
olumsuz etkileyebildigi hem de hedeflenen iiriin ile ¢apraz reaksiyon verebildigi
i¢in sadece gentamisin gibi belirli birkag tiir giivenli antibiyotigin kullanimina izin
verilerek ya bunlarin ortam igerisindeki konsantrasyonlar1 azaltilmis ya da tamamen
ortam iceriginden ¢ikarilmistir (Hassan and Ahmad, 2020; Jedrzejczak-Silicka,
2017; Price, 2017; van der Valk et al., 2010).

Bahsedildigi lizere serumsuz ortamlarin gelistirilmesi ve hiicrelerin basaril
bir sekilde besin ortaminda serum olmadan kiiltiirlenebilmesi i¢in temel bilesenlerin
konsantrasyonlarinda yapilan degisiklikler veya serum igerisindeki bilesenlerin
rekombinant olarak yiiksek safliktaki muadili olan bilesenlerin eklemenin yanina
diger bir¢ok destekleyici bilesen ve bunlarin kombinasyonu da denenmektedir.
Seruma bir alternatif olarak denenmis ve bu konuda olduk¢a basarili sonuglar elde

edilmis bu bilesenlerden birkagi:

e Insan Platelet (trombosit) Lizati (Human platelet lysates, hPL): Seruma
en iyi alternatiflerden biri olarak goriilen hPL, protein acgisindan zengin bir icerige
sahip olmasa da ¢ok sayida biiylime faktorii ve sitokin icermektedir. hPL, saglikli
insanlardan alinan kanin santrifiij edildikten sonra platelet¢e zengin olan jel kismin
almip mekanik veya kimyasal olarak parcalanmasiyla elde edilir. Bu maddenin
kokeni insan oldugu i¢in, seruma gore immiin reaksiyon riski ¢ok daha diisiiktiir.
Yapilan calismalarda da bunlarin iretimlerde kullanilmasi haline higbir yan
etkisinin bulunmadig1 gosterilmistir. Ayrica etik agidan da seruma gore daha ilimli

bakilmaktadir. Bu nedenle giiniimiizde birgok ticari firma kiiltiir ortami destekleyici
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bilesen olarak hPL’yi satisa sunmaktadir. Ancak hPL’de seruma benzer olarak
siirekli tam tanimli olmamasi ve degisken icerige sahip olmasi nedeniyle
standardizasyon problemleri gibi dezavantajlara sahiptir (Brunner et al., 2010;
Gstraunthaler et al., 2008; Karnieli et al., 2017; Tekkatte et al., 2011; Van Der Valk
et al., 2017).

e ITS (insiilin, Transferin, Selenyum): ITS adindan da anlasilacag {izere
insiilin, transferrin ve selenyumun bir karisimi seklinde besin ortamlarina
eklenmektedir. ITS igerisinde bulunan insiilin ve transferrin ise insan kokenli olup
bu bilesenler rekombinant DNA teknikleriyle yiliksek saflikta tiretilmektedir. ITS’in
kullanimi serumsuz ortamlarda biiylik bir basar1 sagladig1 gosterildiginden ve
icerisinde tanimlanmamis hicbir bilesen bulunmadigindan dolay1 da giivenli oldugu
icin siklikla tercih edilmekte ve bir¢ok firma tarafindan ticari olarak satilmaktadir

(Brunner et al., 2010; Gstraunthaler et al., 2008; Van Der Valk et al., 2017).

e Kullamlmis Besin Ortam: Ozellikle serumsuz ortam gelistirilmesinde
stirdiiriilebilirlik kavrami etrafinda gerceklestirilen geri doniisiim diisiincesi i¢in
kullanilmis besin ortamlar1 ile ilgili bir¢ok deneme yapilmistir. Hiicrelerin
kiiltiirlendikten sonra ortama proteinler ve eksraseliiler matriks bilesenleri, biiyiime
faktorleri ve bazi hormonlar1 salgiladiklar1 bilinmektedir. Bu nedenle kullanilmig
besin ortamlarinin hem kolajen, fibronektin ve proteoglikanlar gibi hiicre yiizey
bagiml1 hiicrelerin iremesini kolaylastiran ekstraseliiler matris bilesenlerini hem de
cesitli biiylime faktorlerini icermektedir. Bu nedenle bu ortamlarin besin
ortamlarina eklenmesi hiicre proliferasyonunu olumlu yonde etkiler. Bununla
birlikte kullanilmis besin ortamlarinin zenginlestirici bilesen olarak kullanilmasi
kontaminasyon riskini arttirmaktadir (Freshney, 2011; Freshney et al., 2007;
Pawitan, 2014).

Bunlarla birlikte serumsuz ortamlarda hiicre biiyiimesini ve canliligini
desteklemek i¢in serum icerigindekilere benzer bilesenlerin disinda kullanilan daha
farkli bilesenler bulunmaktadir. Bunlar yapilan ¢aligmalar sonucunda pozitif etkisi

goriilmiis olan diger bilesenler olarak tanimlanmaktadir.

e Yiizey gerilimini degistiren katki maddeleri: Bu katki maddeleri
serumsuz ortamlarda genellikle hiicreleri korumak veya lipit yapili nutrientlerin

ortamda ¢oziinmesi i¢in kullanilirlar. Genellikle hiicre kiiltiirlerinde kullanilan
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ylzey gerilimini degistiren katki maddeleri; karboksimetil seliiloz, polivinil
pirolidon, Pluronik F68 ve Tween 80°dir. En cok kullanilani ise Pluronik F-68’
dir. Biyoreaktorler gibi karigtirmanin oldugu dinamik kiiltiir sistemlerindeki
hiicreler ortamdaki karistirma nedeniyle kayma gerilmesine maruz kalir. Ortamda
serumun varlig1 hiicreleri bu etkiden korur. Ancak serumsuz ortamda boyle bir etki
yoktur. Bu nedenle serumsuz ortamlarda serumun gosterdigi etkiye benzer bir etki
gosteren Pluronik F-68, biyoreaktorler igerisinde iiretilen hiicreleri hem kayma
gerilmesinden korumak hem de ortamdaki kopilik olusumunu gidermek icin

kullanilmaktadir (Freshney, 2011; Hu et al., 2008; Yao and Asayama, 2017).

e Indirgeyici maddeler: Hiicre kiiltiirlerindeki metabolik aktivite sonucunda
oksijen kullanimina bagli olarak reaktif oksijen tiirleri olusmaktadir. Bunlarin
birikimi sonucunda da kiiltiir igerisindeki hiicreler zarar gormektedir. Bu agidan
indirgeyici bilesenlerler besin ortamina salinan reaktif oksijen tiirlerini tutarak
kiltiirlenen hiicrelerin zarar gérmesini 6nler. Bunun i¢in en ¢ok kullanilanlar; 2-
merkaptoetanol, a-tiyogliserol ve indirgenmis glutatyon’dur. Bunlar arasinda da
Ozellikle 2-mercaptoethanol ve indirgenmis glutatyon serumsuz ortam
formiilasyonlarinda kullanilmaktadir (Grodzki et al., 2013; Harris et al., 1976; Yao
and Asayama, 2017).

Bu acidan yapilan ¢aligmalarda ve biyofarmasdtik iiretimlerde gelistirilen

serumsuz besin ortamlarini kullanilmanin avantajlari;

> Serumsuz ortamlar tam tanimlidir. Bu nedenle daha kolay
tekrarlanabilirlik ve standardizasyon saglanmaktadir (6zellikle de serumsuz ortam
cesitlerinden biri olan kimyasal olarak tanimlanmig ortam en yiiksek
tekrarlanabilirlige ve en kolay standardizasyona sahiptir).

> Hiicresel fonksiyon ve iiretim ¢aligmalarinda daha dogru calisma
sonuglari elde edilmektedir.

> Kiltiirtin gergeklestirildigi kiiltiiriin fizyolojik parametreleri daha
kolay kontrol edilmektedir.

> Hiicre spesifik gelistirildikleri i¢in ilgili hiicre tipinde daha yiiksek
proliferasyon veya {iriin iiretimi saglanmaktadir.

> Kontaminasyon riski serumlu ortama gore daha diisiiktiir.
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> Hiicresel fonksiyonlar tam olarak analiz edilmektedir.
> Icerik bakimindan daha stabil yapilidir.
> Hiicresel cevabin kontrolii daha kolay ve tahmin edilebilmektedir

(Brunner et al., 2010; Davis, 2011; Freshney, 2011; Gstraunthaler et al., 2008;
Marigliani et al., 2019; Price, 2017; Usmani et al., 2021; Yang and Xiong, 2012;
Yao and Asayama, 2017).

Bunlarla beraber her ne kadar ¢ok farkli bilesenlerin eklenmesiyle c¢esitli
zenginlestirmelerle formiilize edilen serumsuz besin ortamlarinin  bazi

dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bunlar;

> Serumsuz ortamlar genellikle hiicre veya {iriin spesifik olarak
gelistirildikleri  i¢in  tek bir ortamda sadece belirli tipte hiicreler
kiiltiirlenebilmektedir. Bu nedenle ¢ok fazla ortam formiilasyonu gelistirilmesi
gerekmektedir.

> Benzer sekilde her hiicrenin ihtiyaci farkli oldugu igin ozellikle
iretim i¢in, hiicrenin gelisme ve ireme asamasinda hiicre ihtiyaglar1 farkli olurken,
hiicre iiriin tiretmek i¢in daha farkli bilesenlere ihtiya¢ duyabilmektedir. Bu nedenle
tek bir hiicre tipi icin tek bir ortam formiilasyonu yeterli degildir.

> Serum igerisini taklit etmek icin serumsuz ortamlara eklenen
bilesenler yiiksek saflikta olmalidir ve bu durum ortam maliyetlerini arttirmaktadir.

> Serumsuz ortamlarda, serumun ortamda sagladigi koruyucu
(detoksifikasyon, antioksidan, kayma gerilmesinden koruma gibi) ozellikleri
ortadan kalkacagi i¢in formiilasyonlarda ve ¢aligsmalarda bunlar igin ek bilesenler
eklenmesi veya Onlemler alinmasi gerekmektedir.

> Serumsuz ortamlarda biiylime genellikle serumlu ortamlara gore
daha yavas olmaktadir.

> Ozellikle bazi hiicre iiriiniine ydnelik gelistirilen serumsuz besin
ortamlari, serumla desteklenen bazal ortamlara gore cok pahali olabilmektedir
(Butler, 2015; Davis, 2011; Freshney, 2011; Gstraunthaler et al., 2008; Marigliani
et al., 2019; Subbiahanadar Chelladurai et al., 2021; van der Valk et al., 2010; Yang
and Xiong, 2012).
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Tiim bunlar géz oniine alindiginda serumsuz ortamlarin bazi dezavantajlar
olmasina ragmen serumlu ortamlarin sahip oldugu dezavantajlar diisiiniildiiglinde
Ozellikle serumlu ortamlarla yapilacak olan tiretimlerdeki artan risk ve maliyet
sebebiyle serumsuz besin ortamlarinin kullanimi daha baskin gelmektedir. Bunlara
ek olarak otorite kuruluslarin da serumsuz ortamlarda iiretimi tesvik etmesi ve bu
sekilde iiretilen hiicre kiiltiirii tirtinlerindeki regiilasyonlarin daha kolay bir sekilde
saglanacaginin belirtilmesi bu anlamda serumsuz ortam kullanimi i¢in bir itici gii¢
olusturmaktadir (Butler, 2015; Gstraunthaler et al., 2008; van der Valk et al., 2010;
Yang and Xiong, 2012).

2.6. Hayvan Hiicrelerinin Serumsuz Ortama ve Siispanse Cogalmaya Adapte

Edilmesi

Hiicreler genellikle serum ile zenginlestirilmis ortamlarda yiiksek
proliferasyon gostermektedir. Ayrica serum, eklendigi ortamlarda sadece ortam
icerigi zenginlestirmeyip hiicreleri olumsuz mekanik, kimyasal veya biyolojik
etmenlerden de korumaktadir. Bu nedenle hiicreler serum i¢eren ortamlarda yiiksek
konsantrasyonlara kisa siirelerde ulasilirken canliliklar1 da korunmaktadir. Ancak
yukarida bahsedildigi iizere Ozellikle de endiistriyel Olgekte bir {iretim
planlandiginda sahip oldugu dezavantajlar nedeniyle hiicrelerin serum igermeyen
ortamlarda kiiltiirlenmeleri onerilmektedir (Hess et al., 2012; O’Flaherty et al.,
2020; Sartorius, 2020; Tripathi and Shrivastava, 2019). Bu anlamda 6zellikle son
yillarda ototrite kuruluslar tarafindan yayinlanan yonetmeliklerde serumsuz ortam
kullanimu artik bir 6neriden ¢ok giderek bir gereklilik haline getirilmektedir. Bunun
icin de ekspresyonel platformlar olarak hayvan hiicre kiiltiirlerinin kullanilacagi
biyofarmasotik liretimlerin dncesinde list-akim islemleri kapsaminda hiicrelerin
serum i¢cermeyen ortamlara adapte edilmesi gerekmektedir (Caron et al., 2018;
European Medicines Agency, 2013; van der Valk et al., 2010; Yang and Xiong,
2012). Bunlarla beraber endiistriyel a¢idan siklikla tercih edilen hiicre hatlarinin
ayni zamanda slispanse iireme 0zelligine sahip olmasi istenmektedir. Bunun nedeni
siispanse kiiltiirlerin sagladig1 avantajlar ve ozellikler is yiikii ve maliyet agisindan
adherent kiiltiirlere gore daha kolay 6l¢eklendirilebilir olmalaridir. Bu anlamda da
adherent kiiltlirler siispanse iiremeye adapte edilebilmektedir. Bu siire¢ ise

genellikle serumsuz ortama adaptasyon ile paralel olarak gerceklestirilmektedir
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(Caron et al., 2018; Sinacore et al., 2000). Bunun nedeni serumsuz ortama
adaptasyon sirasinda serum igeriginin ortadan kaldirilmasiyla serumun igeriginde
bulunan adezyon faktorleri ve Ca veya Mg iyonlart gibi tutunmay1 tesvike eden
bilesenler de ortadan kalkacagindan hiicrelerin yiizeyle olan etkilesimlerinin
kendiliginden azalmasidir. Bu acidan da 6zellikle siispanse kiiltiirlenmeye adapte
edilmek istenen adherent kiiltiirlerin adaptasyon silirecinde 6n asama olarak ya
serum icerigi tamamen ortadan kaldirilmakta ya da miimkiin oldugunca
azaltilmaktadir. Ayrica kullanilan besin otaminin kendisinde bulunan Ca?" ve Mg**
iyonlarim1 igeren tuzlarin da konsantrasyonlarinin azaltilmasi da diger bir
yaklagimdir (Caron et al., 2018; Merten et al., 2014; Price, 2017; Subbiahanadar
Chelladurai et al., 2021). Ayrica literatiirde insan siat7e geni ile transfekte edilen
hiicrelerin  siispanse kosullarda {iireyecek sekilde karakter degisikliginin
gerceklestirilebildigi goriilmektedir (Chu et al., 2009). Bunlarla beraber adherent
kiltlirlerin  siispanse tlreme kosullarindaki en temel yaklasim tutunmanin
gerceklestigi hiicre-ylizey etkilesimini ortadan kaldirmaktir. Bu agidan da normalde
adherent hiicrelerin tutunmasi i¢in uygun yiizeye sahip kiiltiir kaplar1 yerine
hiicrelerin tutunmasina elverigli olmayan kiiltiir kaplari kullanilabilmektedir.
Boylece herhangi bir yiizeye tutunamayan hiicre yasamak i¢in siispanse iireme
seklini benimseyebilmektedir. Ayrica bu yaklagimla beraber dinamik kiiltiir
sistemlerinin kullanimi da bu siirecte yer almaktadir. Ozellikle de iiretim amactyla
kullanilacak olan siispanseye adapte hiicreler i¢in nihai hedef biyoreaktor gibi
bliyiik olgekli liretim sistemleri oldugundan adaptasyon siirecinde dinamik kiiltiir
sistemlerinin kullanilmasi daha basarili sonuglar verebilmektedir. Ciinkii burada
hiicreler siirekli bir karistirmanin etkisinde olduklari i¢in yiizey ile baglanmalari
icin yeterli olan siirece etkilesimde kalamamaktadir. Bu nedenle de 6zellikle yiiksek
adezyon 0Ozelligi gosteren adherent kiiltiirlerin dinamik kiiltiirlerdeki adaptasyon
siireciyle beraber bunlar siispanse olarak c¢ogalmaya daha kisa siirede adapte
olabilmektedir (Caron et al., 2018; Kiesslich et al., 2021; Merten, 2015; Merten et
al., 2014; Moreira et al., 2020; Sinacore et al., 2000). Giiniimiizde bagta CHO
olmak {tizere birgok hiicre hatti o hiicrenin kiltirlenme ihtiyaclarina gore
formiilasyonu gelistirilen spesifik serumsuz besin ortaminda ve dinamik kiiltiir
sistemleri yardimiyla hem serumsuz ortama hem de siispanse olarak kiiltiirlenmeye
adapte edilebilmektedir. Gergeklestirilen tiim bu genel adaptasyon siireci, serumsuz

veya siispanse ya da her ikisine birden adapte edilmek istenen hiicre
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popiilasyonundan, serumla desteklenmis besin ortaminda ve eger hiicre adherent ise
de bu haliyle sahip oldugu dayanim ve lireme 6zelligi gosterebilecek olan azinlik
hiicre veya hiicrelerin istemli se¢ilimine dayanan uzun bir siiregtir (Caron et al.,
2018; van der Valk et al., 2010). Ayrica bu uzun adaptasyon siireleri boyunca adapte
edilen hiicrelerin ikilenme siiresi ve ilgilenilen iiriin olan bileseni eksprese etmesi
gibi spesifik oOzelliklerinin de kaybolmamasini saglamak olduk¢a Onemlidir
(Freshney, 2011). Ancak hiicrelerin serumsuz ortama, siispanse lireme kosullarina
veya bunlarin her ikisine birden ayni anda adapte edilmesi her zaman miimkiin
olmamaktadir. Bu durumda her bir adaptasyon siireci de ayr1 ayri ele alinmalidir.
Ayrica giiniimiizde gelistirilen tiim hiicre hatlar1 serumsuz ortama, siispanse
iiremeye veya bunlarin her ikisine birden adapte edilebilir seklinde bir genelleme
yapilamamaktadir. Bu nedenle de ekspresyonel platform olarak kullanilmasi
planlanan hiicrenin se¢iminde bu durum da goz oniline alinmalidir (Caron et al.,

2018; Lee et al., 2020; Vlecken et al., 2013).

Hiicrelerin serumsuz ortama veya silipanseye adaptasyonu ise hiicre
karakterinin stabil hale gelmesi adina seri alt kiiltirleme islemi {izerinden
yapilmaktadir. Gergeklestirlmek istenen tiim bu adaptasyon i¢in ve ozellikle de
serumsuz ortam adaptasyona i¢in i¢in farkli yontemler bulunmaktadir. Bu
yontemlerin hangisinin bagsarili olacag: ise biiylik dlciide adapte edilecek hiicreye
baglhdir. Gergeklestirilecek tiim adaptasyon ¢aligmalarinda adaptasyon basarisini

arttirmak i¢in;

e Olusturulan ¢alisma stoklarindaki hiicrelerin, logaritmik iireme fazinin
ortalarinda oldugu zaman adaptasyona baglamak,

o Kiiltiir ortamindaki yiizdesel hiicre canliliginin % 90’ 1n iizerinde oldugunda
adaptasyona baslamak,

e Serumsuz ortama ilk hiicre inokiilasyonu sirasinda normal pasaj
konsantrasyonundan yiiksek hiicre konsatrasyonlarinda baslamak,

¢ Ortamdaki serum miktar1 azaltildikga, hiicrelerin adapte edilmeye ¢alisildig1
ortama uygun temel ya da destekleyici bilesenleri (6rnegin serum igerigi azaldikca
ortama L-glutamin eklemek) veya bunlarin bir karistmini (ITS gibi) eklemek,

e Ayni sekilde bazi ortam bilesenlerinin miktarlarini azaltmak veya bazilarini
cikarmak (genellikle, serumsuz ortamlarda antibiyotiklerin kullanimlar1 hig

istenmez veya ¢ok diisiik konsantrasyonlarda kullanilir), tiim bu bilesen ekleme ve
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cikarmasini yaparken de bunlarin hiicre i¢in uygun olan giivenli konsatrasyonlarini
1yi belirlemek,

e Adaptasyonlar sirasinda hiicreler yiiksek konsantrasyon ve canliliga ulastigi
zaman pasajlama gibi islemleri yapmak, gerekmektedir (Freshney, 2011; Sinacore
et al., 2000; van der Valk et al., 2010; Yang and Xiong, 2012; Yao and Asayama,
2017).

2.6.1. Serumsuz ortama adaptasyon yontemleri

2.6.1.1. Dogrudan (direkt) adaptasvon vontemi

Bu adaptasyon yontemi, en kolay ve kisa siiren adaptasyon yontemi olmasina
ragmen adaptasyon basarist en diisilk yontemdir. Cilinkii hiicreler ani degisen
kosullar nedeniyle yiiksek oranda strese girmektedirler. Bu yontemde hiicreler ilk
basta kiiltlirlendikleri serum igeren bazal ortamdan alinarak dogrudan istenilen ve
icerisine serum eklenmemis ortama inokiile edilir (Sekil 2.2). Sonrasinda ise gerekli
araliklarda yine bu serumsuz ortam ile pasajlama yapilarak hiicrelerin bu serumsuz

ortama adapte olmas1 beklenir (Sinacore et al., 2000; van der Valk et al., 2010).

1. Basamak: 2. Basamak:

Serumlu Bazal Serumsuz Ortamda
Ortamda Kiiltlire Kaltare Edilen
Edilen Hicreler Hucreler

Sekil 2.2. Serumsuz ortama dogrudan adaptasyon yontemi (Davis, 2011; van der Valk et al.,
2010; Thermo-Fisher ®,2019)

2.6.1.2. Serum icerigi azaltma ile vapilan kademeli adaptasvon yontemi

Bu yontemde hiicreler en basta serum igeren uygun bazal besin ortami
icerisinde kiiltiirlenir. Sonrasinda, hiicrelerin adapte edilmek istendigi serumsuz
ortama, ilk bastaki bazal ortamdan daha az olacak sekilde belirli bir oranda serum
eklenir ve sonrasinda bu ortamdaki serum igerigi zamanla (genellikle bir sonraki
basamaga gecilirken serum igerigi yariya disiiriiliir) azaltilir. Genellikle, bazal
ortamlardaki serum igerigi % 10 oldugu icin bir sonraki basamakta hiicrelerin

inokiile edilecegi serumsuz ortama % 5 serum eklenmektedir. Daha sonra adapte



53

edilmek istenen serumsuz ortamdaki serum igerigi her basamakta diisiiriilecektir.
Bu kademeli azaltma sonucunda ortamdaki serum miktar1 % 0,1’in altina diistigi
zaman, hiicreler bir sonraki basamakta tamamen serumsuz ortama (% 0 serum)
inokiile edilir ve adaptasyon siireci tamamlanmis olur (Sekil 2.3). Ancak hiicrelerin
bir anda strese girme ihtimali nedeniyle yar1 yariya olan bu serum azaltma orani
degistirilebilmektedir (Sinacore et al., 2000; van der Valk et al., 2010; Thermo-
Fisher®,2019).

2. Basamak: 3. Basamak: 4. Basamak:

1. Basamak:

Hiicrelerin adapte Edilmek

istendigi, % 5 Serum igeren istendigi, % 2,5 Serum iceren istendigi, % 1 Serum igeren

Serumsuz Ortamda Kiiltiire Serumsuz Ortamda Kiiltiire Serumsuz Ortamda Kiiltiire
Edilen Hiicreler Edilen Hiicreler Edilen Hiicreler

Hiicrelerin adapte Edilmek Hiicrelerin adapte Edilmek

% 10 Serum igeren Bazal
Ortamda Kiiltiire Edilen
Hiicreler

7. Basamak: 6. Basamak: 5. Basamak:

8. Basamak:

Serumsuz Ortamda Kiiltiire
Edilen Hiicreler

_ Hiicrelerin adapte Edilmek
Istendigi, % 0,1 Serum iceren
Serumsuz Ortamda Kiiltiire

Hiicrelerin adapte Edilmek
Istendigi, % 0,25 Serum
iceren Serumsuz Ortamda

_ Hiicrelerin adapte Edilmek
Istendigi, % 0,5 Serum iceren
Serumsuz Ortamda Kiiltiire

Edilen Hiicreler Kiltire Edilen Hicreler Edilen Hiicreler

Sekil 2.3. Serum igerigi azaltma ile yapilan kademeli adaptasyon yontemi (Davis, 2011; van
der Valk et al., 2010; Thermo-Fisher ®,2019)

2.6.1.3. Sekansivel adaptasyon vontemi

Serum igerigi azaltma yontemine benzer olarak, hiicreler her bir adaptasyon
basamaginda serumlu ortam ile serumsuz ortamin belirli orandaki bir karigimina
inokiile edilir. Adaptasyon basamag: ilerledik¢e serum igeren ortamin ytizdesi
azaltilirken, serumsuz ortamin yiizdesi arttirilir. Bu adaptasyon siirecinde, besin
ortamindaki toplam serumlu ortamin yiizdesi siirekli olarak %25 azaltilirken
serumsuz ortaminki %25 arttirilir. Bu siirecin ilk basamagina ise genellikle %75
serumlu ortam, %25 serumsuz ortam ile baslanir. Tamamen serumsuz ortama
geemeden Onceki basamakta ise hiicreler bu oranin tam tersi olan besin ortamina
inokiile edilir ve bir sonraki basamakta hiicreler sadece serumsuz ortama inokiile
edilerek adaptasyon siireci tamamlanmis olur (Sekil 2.4). Ancak bazi durumlarda
hiicrelerin fazla strese girmesi nedeniyle bagar1 saglanmamasi durumunda toplam
besin ortamindaki serumlu ortam yiizdesi % 10’luk olarak azaltilirken, ayn1 sekilde
serumsuz ortam yiizdesi % 10’luk sekilde arttirilir(Sinacore et al., 2000; van der

Valk et al., 2010).
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2. Basamak: 3. Basamak:

% 75 Serumlu Bazal Ortam % 50 Serumlu Bazal Ortam
+ % 25 Serumsuz Ortam + % 50 Serumsuz Ortam
iceriginde Kiiltiire Edilen iceriginde Kiiltiire Edilen

Hiicreler Hiicreler

1. Basamak:

% 10 Serum igeren Bazal
Ortamda Kiiltire Edilen
Hiicreler

4. Basamak:

5. Basamak:
= % 25 Serumlu Bazal Ortam

Serumsuz Ortamda Kiltiire +9% 75 Serumsuz Ortam

Edilen Hicreler igeriginde Kiiltiire Edilen
Hucreler

Sekil 2.4 Sekansiyel adaptasyon yontemi ile serumsuz ortama adaptasyon (Davis, 2011; van
der Valk et al., 2010; Thermo-Fisher ®,2019)

2.6.1.4. Kullanilmis besin ortami ile adaptasyon yontemi

Bu adaptasyon yontemi sekansiyel adaptasyon yontemi ile ayni prensibe
dayanmaktadir. Buradaki tek fark bu adaptasyon siirecinde siirekli olarak serum
iceren taze besin ortami yerine, bir dnceki basamakta kullanilmis olan besin ortami
ile serumsuz besin ortaminin sekansiyel adaptasyonda oldugu gibi ayn1 yiizdelerde
karistirilarak hiicrelerin bu ortama inokiile edilmesidir (Sekil 2.5). Bu yontemde
stirekli olarak bir 6nceki basamakta kullanilan besin ortami, yeni ortam igerisine
eklendigi icin ¢aligmalar sirasinda kontaminasyon riskini nedeniyle ¢ok dikkatli
calisilmalidir (Sinacore et al., 2000; van der Valk et al., 2010).

2. Basamak: 3. Basamak:

% 75 1. Basamaktaki % 50 2. Basamaktaki
Kullanilmis Ortam + % 25 Kullamilmis Ortam + % 50
Serumsuz Ortam igeriginde Serumsuz Ortam igeriginde
Kilttre Edilen Hicreler Kiiltlire Edilen Hiicreler

1. Basamak:

% 10 Serum Igeren Bazal
Ortamda Kltiire Edilen
Hiicreler

4. Basamak:

5. B k:
2-2asamax % 25 3. Basamaktaki

Serumsuz Ortamda Kiiltiire Kullanilmig Ortam + % 75

Edilen Hiicreler Serumsuz Ortam igeriginde
Kiiltire Edilen Hiicreler

Sekil 2.5. Kullanilmis besin ortami ile adaptasyon ile serumsuz ortama adaptasyon (Davis,
2011; van der Valk et al., 2010; Thermo-Fisher ®,2019)

2.6.1.5. Kiiltiir icinde adaptasyon yontemi

Bu adaptasyon yontemi monolayer kiiltiirler i¢in kullanilir ve direkt
adaptasyon yontemine benzerlik gosterir. Bu yontemde monolayer {ireme 6zelligi
gosteren hiicreler, oncelikle serumlu ortamda tiim kiiltlir kab1 yiizeyini kaplayana

kadar cogaltilir. Ardindan hiicreler kiiltiir kab1 yiizeyinden kaldirilmadan, kiiltiir
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kab1 icerisindeki besin ortami atilarak yerine serumsuz besin ortamu ilave edilir.
Hiicreler bu sekilde bir siire daha kiiltiirlenir ve sonrasinda kalan hiicrelerin yiiksek
hiicre konsantrasyonlarda yeni kiiltiir kaplarina serumsuz ortam ile pasajlanmasiyle
adaptasyon siireci tamamlanmis olur (Sekil 2.6). Yeni kiiltiir kaplarina, serumsuz
ortam ile pasajlanan bu hiicreler serumsuz ortama adapte edilmis hiicrelerdir

(Sinacore et al., 2000; van der Valk et al., 2010).

2. Basamak:

1. Basamak: Kiltiir Kabinin Tim Yiizeyini 3. Basamak:
Kaplamis Monolayer Hiicreler

% 10 Serum igeren Kaldirilmadan, Kiiltir Kabi Serumsuz Ortam
Bazal Ortamda Kiiltiire Icerisindeki Serumlu Bazal Eklemesiyle Kiilture

. P Besin Ortaminin Atilmasi ve . .
Edilen Hiicreler Serrme G T Devam Edilmesi

Edilmesi

4. Basamak:

5. Basamak: Pasajlama Yapilmasive
Serumsuz Ortamda Monolayer Hiicrelerin
Kultire Edilen Yeni Kaltar Kaplarinda
Monolayer Hiicreler Serumsuz Ortam
Kullanilarak
Kulttrlenmesi

Sekil 2.6. Kiiltiir icinde adaptasyon ile serumsuz ortama adaptasyon (van der Valk et al.,
2010)

Bahsedilen bu yontemler ile birgok hiicre hatti serumsuz ortama adapte
edilebilse de tiim hiicreler bu sekilde serumsuz ortamlara tam olarak adapte
edilememektedir. Ayrica adaptasyon ¢alismalari, yukarida da bahsedildigi iizere,
secilen yonteme de bagli olarak ¢ok uzun ve dikkatli ¢alisilmasi gereken bir siiregtir
ve caligilan ilgili hiicrenin tam serumsuz ortama adaptasyonu her zaman
saglanamayabilir. Bu durum ise hem zaman hem de ekonomik kayba neden
olmaktadir. Bunun 6niine gegmek icin bu ¢aligmalarin baginda ilgili hiicre hattina
spesifik olarak gelistirilmis veya o hiicre hattinin kullanilan besin ortaminda
basariyla kiiltlirlenebileceginin gosterildigi besin ortamlarinin  kullanilmasi
gerekmektedir (Subbiahanadar Chelladurai et al., 2021; Usmani et al., 2021).
Bunun nedeni bu ortamlarin sadece belirli hiicre tiplerine spesifik olarak
gelistirildigi i¢cin sadece o hiicre (veya hiicrelerin) basarili bir gsekilde
kiltiirlenebilmesini saglayacak tiim temel ve destekleyici bilesenleri igermesidir.
Bu sekilde uzun ve riskli bir siire¢ olan adaptasyon siireci uygun serumsuz besin
ortamlarinin kullanimiyla kolaylastirilabilmektedir. Tiim bunlarla birlikte son

zamanlarda popiiler hale gelen bir baska yaklagim ise dogrudan serumsuz
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ortamlarda kiiltlirlenebilecek hiicre hatlarinin gelistirilmesidir. Bunun i¢in ¢esitli
ileri molekiiler teknikler (gen miihendisligi teknikleri gibi) uygulanarak serumsuz
ortamda kiiltiirlenebilecek farkli hiicre tipleri gelistirilmeye calisilmaktadir
(Brunner et al., 2010; Kim and Lee, 2009; van der Valk et al., 2010; Van Der Valk
etal., 2017).

2.6.2. Siispanse iireme kosullarina adaptasyon

Endiistriyel biyofarmasétik iiretiminde ve Ozellikle de as1 iiretiminde
biyoreaktorler icerisinde bliylik 6lgekte mikrotasiyicilar kullanilarak veya sabit
yatakli  biyoreaktorler  kullanilarak  adherent  hiicreler ile  {iretimler
gerceklestirilmektedir. Bununla birlikte adherent hiicreler kullanilarak hollow fiber
gibi sistemlerle de yiiksek konsantrasyonlarda terapétik protein iiretimlerinin
gergeklestigi ¢aligmalar bulunmaktadir (Gallo—Ramirez et al., 2015; Gobin et al.,
2021; Merten, 2015). Ancak 6zellikle endiistriyel agidan bahsedildigi avantajlari
sebebiyle hiicrelerin siispanse karakterde iiremesi istenmektedir. Bunun i¢in de
adherent hiicreler siispanse iireme karakterine adapte edilmektedir. Bu adaptasyon
sirasinda yukar1 da anlatildigi sekliyle genellikle hiicrelerin kiiltlir ortamindaki
serum igerigi diistiriilmekte veya tamamen serumsuz ortamlarda kiiltiirlenmesi i¢in
yapilan ¢alismalara paralel bir yol izlenmektedir. Bu yaklagimla birlikte adherent
hiicreler kiiltlirlendikleri statik kosullardan tutunmanin gerceklesebilecegi bir
ylizeyin olmadigr kiiltiir kaplarina veya dinamik kiiltiir sistemlerine
aktarilmaktadir. Bu sekilde de hiicreler siispanse iireme kosullarina adapte
edilebilmektedir (Caron et al., 2018; Dumont et al., 2016; Merten et al., 2014;
Sartorius, 2020; Sinacore et al., 2000). Bu adaptasyon gerceklestikten sonra ise
diger 6nemli bir parametre hiicrelerin kiiltiir ortam1 igerisinde “tek hiicre” olarak
bulunmalarinin istenmesidir. Bunun nedeni 6zellikle adherent karakterden siispanse
karaktere adapte edilen hiicrelerin yiiksek oranda agregat olusturma egilimleridir.
Olusan bu agregatlar ise 6zellikle liretimde istenmemektedir. Bunun nedeni agregat
olusumu sebebiyle agregatlarin merkezinde bulunan hiicrelerin besin ve oksijen
ulagsamadig1 6lii bir alanin olugsmasidir. Ayn1 zamanda 6zellikle terapodtik protein
tretiminini gerceklestirildigi liretimlerde olusan degerli {iriin de bu Olii alana
hapsolacagi i¢in verim kayiplar1 yaganmaktadir. Bu durum viral as1 {iretimleri i¢in

de gegerlidir. Clinkii olusan agregatlar sebebiyle ilgili viriis-hiicre etkilesimi daha
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az gercekleseceginden dolayr birim zamanda iretilen virlis titresinde diisiis
meydana gelmektedir (Genzel et al., 2014b; Merten et al., 2014; Usmani et al.,
2021). Bu acidan da 6zellikle adherent kiiltiirler siispanse tiremeye adapte edilirken
kullanilan bilesenler veya karistirma hizlar1 hiicrelerin tek hiicre olarak
kiltiirlenebildigi kosullar1 saglamaya yonelik olarak belirlenmektedir. Hiicrelerin
agregat olusumunu engellemek adina agregat Onleyici kimyasallar
kullanilabilirken, karistirma  hizinin  arttinlmasiyla da bu agregatlar
Onlenebilmektedir. Bununla birlikte 6zellikle bu kimyasallarin besin ortamindaki
konsantrasyonu ve karistirma hizlari hiicrelerin etkilenmeyecegi giivenli aralikta
olmalidir. Ozellikle dinamik sistemlerdeki karistirmanin etkisiyle olusan kayma
gerilmesi ve bunun bir sonucu olarak meydana gelen eddy burgaglarin kiiltiir
ortamindaki hiicrelere zarar vermeyecek boyutta tutulmasi gerekmektedir. Bu
nedenle agregat olusumunu engellemek i¢in karistirma hizi arttirilirken bu artig
kontrollii bir sekilde yapilmalidir (Berry et al., 2016; Karimi Alavijeh et al., 2022;
Merten, 2015; Rathore et al., 2016; Usmani et al., 2021; Yang et al., 2019).

2.7 Hiicre Kiiltiirii Temelli Viral Asilar ve influenza Asilar

Asilar insanligin hastaliklara karsi elde ettigi basarilarin en OSnemlileri
arasinda yerini almistir. Ozellikle ¢igek hastaliiyla birlikte gelisen “as1” kavrami
daha sonrasinda tarihsel siirecte ortaya ¢ikan hastaliklar ve bu hastaliklar sonucu
meydana gelen biiyiik ¢apli salginlar sonucunda daha da ilgi ¢ekici bir hale
gelmigtir. Bu ilgi sonucunda ise tarihte bir¢ok hastaliga karsi farkli bilimsel
yontemler temel alinarak ¢esitli asilar gelistirilmistir (Esparza et al., 2020; Ghattas
et al., 2021; Plotkin and Plotkin, 2017). Gelistirilen bu asilarmn klinik uygulamaya
gecilmesi sonucunda asilara olan bu ilgi halk sagligi kavraminin da olugmasi ile
beraber sadece bilimsel bir ugras olmakla kalmamis ve bir gereklilik haline
gelmistir. Bu acidan asilarin hastaliklarin ve salginlarin olusmasini engellemedeki
klinik calismalara ait veriler degerlendirildiginde asilama kavraminin da énemi
ortaya c¢ikmaktadir (Gallo-Ramirez et al., 2015; Li et al., 2021). Boylelikle
toplumda yer alan tiim bireylerinin sosyal, ekonomik ve kiiltiirel yasantilarinin
saglikli bir sekilde devamliliginin saglanmasi adina asilarin hayati éneme sahip
oldugu uzun yillardir bir¢ok ¢alisma tarafindan gosterilmektedir (Aubrit et al.,

2015; Ghattas et al., 2021; Jordan and Sandig, 2014; Plotkin and Plotkin, 2017,
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Rodrigues et al., 2015). Tiim diinyay1 etkisi altina alan Covid-19 pandemisi ve
oncesinde meydana gelen epidemiler ile birlikte de asiya olan bu ilgi ve ihtiyag
giderek artmistir. Bu anlamda da Covid-19 pandemisi bir kez daha tiim insanliga
asinin ve agillamanin onemini hatirlatmistir (Al-Jighefee et al., 2021; Alagheband

Bahrami et al., 2022; Kiesslich and Kamen, 2020).
2.7.1 Hiicre kiiltiirii temelli viral asilar

As1 kavrami kisaca; hastaliklarin 6nlenmesi adina uygulandigi canlida immiin
sistemi uyararak ilgili patojen ile karsilasildiginda giiclendirilmis bir yanitin
tetiklenmesini saglayan biyolojik iiriin olarak tanimlanabilmektedir (Demirden et
al., 2022; Ghattas et al., 2021; Verma et al., 2020). Glinlimiizde hastalik etkeni
olarak tanimlamas1 yapilmis bir¢ok patojene karsi ¢esitli asilar gelistirilmistir. Bu
anlamda da hem bakteriyel hem de viral patojenlere kars1 gelistirilen bu asilarin ise
{iretim yontemleri oldukca farklilik gdstermektedir. Ozellikle bakteriyel patojenlere
kars1 gelistirilen asilarda, dogrudan hastalik etkeninin kendisi veya hastalikla iligkili
olan bakteriyel toksinin liretimi yapilabilirken viral patojenler i¢in bu durum daha
komplekstir (Al-Jighefee et al., 2021; Fang et al., 2022; Josefsberg and Buckland,
2012; Stacey and Hawkins, 2016). Bunun nedeni viral patojenlerin hiicre igi
paraziter dogalar1 geregi, kendi kendilerine ¢ogalacak mekanizmalara sahip
olmadiklarindan bunlarin kendilerini replike edebilecekleri uygun bir canli konaga
ihtiya¢ duymasidir (Aubrit et al., 2015; Farzaneh et al., 2017; Ghattas et al., 2021;
Horowitz et al., 2004; Rodrigues et al., 2015). Bu anlamda tarihsel siirecte ilk once
ilgili viral etkenin ¢ogaltilmasi i¢in sigir gibi canli hayvanlarin kendisi veya tavuk
yumurtasi gibi canli materyaller kullanilsa da zamanla bu uygulamanin sakincalari
ortaya konmustur (Esparza et al., 2020; Stacey and Hawkins, 2016; Verma et al.,
2020). Boylelikle biitiin bir organizma yapisindan uzaklasilarak sadece hiicresel
diizeyde c¢alismalarin gergeklestirilebildigi hiicre kiiltiirii tekniginin as1 gibi
biyolojik iiriinlerin iiretiminde kullaniminin i¢in bir itici giic olugsmustur (Aubrit et
al., 2015; Genzel, 2015; Rodrigues et al., 2015; Zahoor et al., 2016). Ozellikle
genetik, molekiiler biyoloji ve hiicre kiiltiirii tekniginin entegre bir sekilde
ilerlemesine bagli olarak gelistirilen “hiicre hatlar1” bu anlamda 6ne ¢ikmaktadir.
Uzun yillardan beri birgok as1 ¢esidi yumurta temelli olarak asi tiretilse de 6zellikle
ilk kez biiylik 6lgekte polio asis1 iiretiminde hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan

iretimden sonra endiistrinin ilgisi isletim kolaylig1 nedeniyle hiicre kiiltiirii alanina
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yonelmistir. Bundan sonra da hem arastirmacilarin hem de iireticilerin ortak
cabalartyla birlikte biyofarmasétik sanayisindeki as1 iiretimleri i¢in hayvan hiicre
kiiltiirleri kullanilmaya baslanmistir. Hiicre kiiltiirii temelli as1 tiretimlerinde basitce
enfektif virlisiin yiiksek titrasyonda cogaltilmasina odaklanilmaktadir. Tiim viriis
iiretimine odaklanan biyoproseslerde oncelikle viriis ile enfekte olacak hiicrenin
maksimum konsantrasyonda {iretilmesiyle baslamaktadir. Ardindan iiretilen
hiicrelerin viriis ile enfekte edilmesi ve elde edilen viriislerin as1 ¢esidine gore islem
gorerek formiilize edilmesi seklinde bir islem siralamasiyla hiicre kiiltiirii temelli
asilar tiretilmektedir. Bununla beraber subunit asilar gibi 6zellikle tiim viriis yerine
herhangi bir viral antijen veya antijenlerin sentezlenmesine odaklanilan as1
cesitlerinde ise terapotik protein iiretimi ve tiim viriis asilarinda oldugu gibi yine
bunu sentezleyecek olan hiicrenin en fazla sekilde iiretilmesine odaklanilmaktadir
(Aubrit et al., 2015; Genzel, 2015; Horowitz et al., 2004; Rodrigues et al., 2015;
Zahoor et al., 2016).

Glinlimiizde tretimi yapilan oldukca farkli asi gesitleri bulunmaktadir.
Bunlarin birgogu ise hiicre kiiltiirii temelli olarak iiretilmektedir. Bunlardan en
bilineni ise uzun yillardir giivenle kullanilan inaktif asilardir (Fang et al., 2022; Li
et al., 2021). Inaktif asilarin disinda ateniie ve recombinant subunit asilar da uzun
yillardir gilivenle toplum sagliginin korunmasinda tercih edilmislerdir. Bunlar
geleneksel as1 platformlari olarak kabul goérmektedir. Bununla birlikte Covid-19
pandemisiyle beraber viral vektor, niikleik asit (DNA ve mRNA asilar1), viriis
benzeri parcacik asilar1 gibi farkli tipteki asilar da gilinlimiizde klinik kullanimda
yer almistir (Al-Jighefee et al., 2021; Alagheband Bahrami et al., 2022). Ancak bu
astlarin yeni nesil olmasi ve pandemi sebebiyle acil kullanim onayi alarak
onaylandiklar1 i¢in de uzun vadedeki etkilerinin yeterli klinik veri ile ortaya
konamamasi bunlarin giivenlikleriyle ilgili endiselerin olusmasina neden olmustur.
Bu anlamda da geleneksel olarak kabul edilen asilar hala daha giivenlikleri uzun
yillardir kanitlandig1 i¢in diinyada en cok tercih edilen as1 platformlar olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Acevedo-Whitehouse and Bruno, 2023; Al-Jighefee et al.,
2021; Li et al., 2021).
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2.7.2 Influenza viriisii ve influenza asilar

Influenza (veya daha yaygin kullanimiyla grip); burun, bogaz ve bazen
akcigerleri etkileyen bulasici bir solunum yolu hastaligidir. Grip hastaligi ¢ok eski
tarihlerden itibaren insanlarda ve hayvanlarda bir¢ok pandemi ve epidemiye yol
acmistir (Barberis et al., 2016; Moghadami, 2017). Grip hastalig1 ise genel olarak
pandemik ve epidemik (veya mevsimsel) seklinde ikiye ayrilmaktadir. Mevsimsel
grip yer yil birgok insani etkilemektedir. Diinya Saglik Orgiitii'ne ait verilere
(WHO) gore mevsimsel grip salginlar1 sebebiyle her yil diinya ¢apinda tahmini
olarak 3 - 5 milyon kisi hastaneye kaldirilmakta ve 290.000 - 650.000 kisi de sadece
grip nedeniyle hayatini kaybetmektedir (Du et al., 2019; Kim et al., 2018; Krammer,
2019; Plotkin et al., 2017; W. Sun et al., 2020; Vemula et al., 2016). Diinya
tizerindeki higbir bulasici hastalik, grip hastaligi kadar kapsamli bir sekilde kiiresel
niifusun sagligini ve ekonomisini yillik salginlar bazinda diizenli olacak sekilde
olumsuz etkileyememektedir. Tiim bunlarla birlikte insan disinda hayvanlarda
meydana gelen grip vakalar1 nedeniyle de 6zellikle kanatli kiimes hayvanlar1 ve
domuzlar itlaf edilmektedir. Bunlarin biiyiik miktarlarda itlafi da ekonomik
anlamda ve gida ulasilabilirligi anlaminda sorun yaratmasi sebebiyle de influenza
virlislerinin olusturdugu zarar oldukg¢a biiyiiktiir (Harrington et al., 2021;
Moghadami, 2017; Mostafa et al., 2018; Paules and Subbarao, 2017; Plotkin et al.,
2017). Pandemik grip ise mevsimsel gripten farkli olarak birden ortaya ¢ikan farkl
tip ve ozellikteki grip viriisleri nedeniyle meydana gelmektedir. Bunun nedeni bu
virilislerle daha o6nce karsilasilmadigi i¢in toplumda bunlara kars1 higbir bagisikligin
olmamasidir. Bu sekilde de tiim toplum aniden etkilenmektedir. Mevsimsel grip ise
bu tiir yeni meydana gelen pandemilerin ardindan buna neden olan hastalik
etkeninin ¢ok az degisiklige ugrayarak devam eden yillarda kendini gostermesi
seklinde meydana gelir. Bu siliregte mevsimsel grip etkeni de degisiklige ugrar fakat
bu degisim pandemilerdeki gibi biiylik ¢apli degildir. Bu nedenle de toplumda bu
etkene kars1 bagisiklik yiiksek oldugundan pandemilerdeki gibi bir etki s6z konusu
degildir (Harrington et al., 2021; Hayden and Palese, 2016; Mostafa et al., 2018;
Paules and Subbarao, 2017). Tiim bunlarla birlikte diinyay etkisi altina almig olan
Covid-19 pandemisinin baglangicinda tiim bilim camiasindaki uzmanlar
coronavirlislerden kaynaklanan bir hastalik i¢in diinyanin daha hazirliksiz

oldugunu, ¢linkii bu tiir bir pandeminin tarihsel siirecte oldugu gibi yine degisime
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ugramis bir influenza etkeni nedeniyle meydana gelecegini beklediklerini

belirtmislerdir (Du et al., 2019; Karlsson et al., 2021; Olsen et al., 2021).

Influenza ya da grip hastaligi, influenza viriisleri nedeniyle meydana gelen
bir hastaliktir. Bircok farkli konag1 enfekte edebilen influenza viriisleri viral bir
zarfa sahip, parcali (veya segmentli) tek iplikli RNA viriisleridir (Sekil 2.7).
Orthomyxoviridae viriis sinifina dahil edilmis olan influenzanin ise 4 farkl tipi
bulunmaktadir. Bunlardan ise en ¢ok A tipi ve devaminda B tipi insanda hastalik
olusturmaktadir. Viriislerin hiicreyi enfekte etmesi ise viriisiin hiicre iizerindeki
galaktoz zincilerine bagl sialik asitlerin (insan influenza viriisleri a2,3Gal motifine
spesifik olup kus influenza viriisleri de a2,6Gal motifine spesifiktir) reseptor gorevi
gorerek virlislerin buraya baglanmasiyla gergeklesmektedir (Demirden et al., 2022;
Javanian et al.,, 2021). Influenza A viriisii diinya genelindeki mevsimsel grip
vakalarinin bircogundan sorumludur. influenza B viriisleri ise mevsimsel grip
vakalariin (yillara gore degismekle beraber) % 15-30° undan sorumlu oldugu
klinik arastirmalarla gosterilmektedir (Mostafa et al., 2018; Nyirenda et al., 2016).
Bununla birlikte influenza B viriisleri daha stabil yapida olduklar1 i¢in ve bunun
aksine influenza A viriisleri de oldukca degisken bir yapiya sahip olduklarindan
gecmisten gliniimiize kadar meydana gelmis tiim grip pandemilerinden sadece
influenza A viriisleri sorumludur (Khanna et al., 2013; Kim et al., 2018; Mostafa et

al., 2018; Rioux et al., 2020).
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Influenza viriisleri cok hizl1 bir sekilde siirekli olarak degisen viriislerdir. Bu
degisim onlarin antijenik o6zelliklerini de etkilemektedir ve devamli olarak
gerceklesen antijenik degisimle birlikte viriis, daha 6nce enfekte ettigi organizmay1
tekrar enfekte ettiginde organizmanin bagisiklik sistemi tarafindan taninmadigi
veya ¢ok az tanindidi i¢in enfeksiyonu biiyiik oranda engelleyecek etkili bir ikincil
bagisik yanit meydana gelememektedir. Bu durum ise siirekli olarak yeni
mevsimsel grip vakalarinin (veya epidemilerin) ve daha ileri diizeydeki
degisimlerle de yeni grip pandemilerinin meydana gelmesine neden olmaktadir
(Harrington et al., 2021; Khanna et al., 2013; Salomon and Webster, 2009; van der
Sandt et al., 2012). influenza viriislerinin antijenik yapilarinin degismesini saglayan
iki mekanizma bulunmaktadir. Bunlar antijenik drift (antijenik siiriiklenme) ve
antijenik shift (antijenik degisim) mekanizmalaridir. Antijenik drift daha c¢ok
viriisiin devamli evrmini saglayan mekanizmadir. Bu mekanizmada olusan nokta
mutasyonlari, tiim influenza genomunda kodlanan amino asitlerde ve 6zellikle de
HA ve NA antijenik ylizey glikoproteinlerinde (Sekil 2.7) degisikliklere yol
acmaktadir. Antijenik drift ile meydana gelen degisim her yeni virlis
jenerasyonunda artarak devam eder ve ¢ok sik bir sekilde meydana gelmektedir
(Francis et al., 2019; Harrington et al., 2021; Hayden and Palese, 2016; Khanna et
al., 2013; Krammer, 2019; Paules and Subbarao, 2017; van der Sandt et al., 2012).
Antijenik shift olarak adlandirilan ve influenza viriisiiniin segementli genomunun
diger bir influezan viriisiiyle degisimiyle gergeklesen bu siiregte ise degisim tek bir
seferde ¢ok hizli olarak gerceklesmektedir. Bu sekilde de normalde insanlari
enfekte etmeyen veya insandan insana gegisi olmayan bazi hayvan kaynakli
influenza viriislerinin insanlar1 enfekte edebilir hala gelmesi miimkiin
olabilmektedir. Bunun gerceklesmesi sonucunda da yeni virlis alttipleri
olusabilmekte ve biiyiik kiiresel pandemiler meydana gelebilmektedir. Genel olarak
tarihte meydana gelen tiim pandemilerden de influenza viriislerinin sahip oldugu bu
antijenik shift mekanizmasi sorumludur (Cox et al., 2004; Francis et al., 2019;
Hayden and Palese, 2016; Herold et al., 2015; Kosik and Yewdell, 2019; Paules
and Subbarao, 2017; Wei et al., 2020). Diinyadaki bir¢ok grip vakasi ve tek bagina
pandemilerden sorumlu olan influenza A viriisii ise daha detayli olarak viriisiin
ylizeyinde bulunan hemagliitinin (HA) ve ndraminidaz (NA) yiizey
glikoproteinlerinin antijenik karakterizasyonu ile alt gruplara ayrilir. Su ana kadar

18 HA ve 11 NA alttipi tanimlanmustir. Ancak Diinya Saglik Orgiitii (World Health
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Organisation, WHO) insan influenza viriisleri olarak HIN1, H2N2 ve H3N2’ yi
tanimlamaktadir. Bunlarda H2N2 artik dolagimda degildir ve 1968’ den beri
goriilmemistir. Giiniimiizdeki giincel verilere gore sadece HIN1 (2009 grip
pandemisini olusturan viriise benzer) ve H3N2 viriisleri su anda grip virtiisii
dolasiminda yer almaktadir. Bu sebeple de Ozellikle bu viriis tiirlerine yonelik

olarak antiviral ilaclar ve as1 gelistirme ¢alismalar stirdiiriilmektedir (Francis et al.,

2019; Khanna et al., 2013; Rioux et al., 2020).

Gilintimiizde cesitli tiplerde influenza asilart {iretilmektedir. Ancak bunlarin
bircogu yumurta temelli olarak gerceklestirilmektedir. Bununla birlikte hem
hayvan hiicre kiiltiirii hem de yine hiicre kiiltiirii temelli olarak rekombinant subunit
influenza asilarinin da ticari olarak tiretimi yapilmaktadir (Demirden et al., 2022).
Tim bunlarla birlikte artan diinya popiilasyonu ile birlikte endiistriyel talebi
karsilamak ve siirekli olarak degisen influenza viriislerine karsi hem mevsimsel
hem de olas1 bir pandemi senaryosunda yiiksek miktarda as1 iiretilmesi
gerekmektedir (Fang et al., 2022; Langer, 2022). Bunun i¢in daha hizli ve kontrol
edilebilirligi yliksek {iretim sistemlerinde influenza asilarinin {iretilmesi
gerekmektedir. Bu nedenle de hiicre kiiltiirii sistemleri diger viral asilarin
iiretiminde oldugu gibi en elverisli ekspresyonel platformdur. Bu agidan da istenilen
as1 iiretim teknolojisi kullanilarak farkl: tiplerdeki koruyuculugu yiiksek asilari en
kisa zamanda ve en fazla miktarda {iretecek olan ekspresyonel platformlar olan
hiicre hatlar1 6ne ¢ikmaktadir. Bu anlamda da endiistriyel iiretim agisindan uygun
ve liretilecek olan as1 tipine bagli olarak da agi materyali olarak kullanilacak bileseni
en kisa zamanda, en dogru sekilde, yliksek miktarlarda iiretecek olan hiicre hattini
belirlemek veya gelistirmek icin c¢alismalar yapilmaktadir (Chen et al., 2020;
Gallo—Ramirez et al., 2015; Jagschies and Lacki, 2018; Kodati and Darbha, 2016;
Kumar et al., 2018; Merten et al., 2014; Nachbagauer and Palese, 2020; Vlecken et
al., 2013).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez kapsaminda gerceklestirilen calismalar Ege Universitesi Miihendislik
Fakiiltesi Biyomiihendislik Boliimii ve Ege Universitesi Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Viroloji ve Hiicre Kiiltiirii Laboratuvari’nda

gerceklestirilmistir.

3.1. GEREC

3.1.1. Hiicre hatlari ve viriis

Tez kapsaminda gerceklestirilen ¢aligmalarda atasal ¢in hamster1 yumurtalik
hiicre hatt1 (CHO-K1), Madin-Darby kopek bobrek hiicre hatti (MDCK), insan
embriyonik bobrek hiicre hatti (HEK-293) ve insan monositik hiicre hatti (THP-1)
kullanilmigtir. Bu hiicre hatlari, Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi
Biyomiihendislik Boliimii’nde bulunan Hayvan Hiicre Miihendisligi ve Biyoproses
Laboratuvar1 hiicre kiiltiiri ana stogundan alinmistir. Viral enfeksiyon
calismalarinda kullanilan viriis susu ise Ege Universitesi Hastanesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Viroloji ve Hiicre Kiiltiirii Laboratuvari’ndaki virilis stoklarindan

alimmustir.

3.1.2. Besin ortamlari

Gergeklestirilen ¢calismada yukarida bahsedilen hiicrelerin kiiltiirlenmesi i¢in
CHO-K1, MDCK ve HEK293 hiicre hatlarinin ana stoklarinin ve ¢alisma
stoklarinin olusturulmasinda DMEM-High Glucose (DMEM-HG, Serox, SLD-
526-500, Almanya) bazal besin ortami kullanildi. THP-1 hiicre hatt1 i¢in ana stok
ve calisma stogu olusturulmasinda RPMI-1640 (Florabio, PROM147, Tiirkiye)
bazal besin ortami kullanildi. Calismada kullanilan hiicre hatlarinin serumsuz
ortama adaptasyonunda adapte edilmek istendigi kimyasal olarak tanimlanmig

serumsuz besin ortamlari, kullanilan hiicre hatti ile birlikte asagida yer almaktadir.

e (CHO-K1 i¢in IXORA (Florabio, XRAS58-L1, Tiirkiye)
e MDCK i¢in CAMELLIA (Florabio, CML57-L05, Tiirkiye)
e HEK-293 i¢in ORCHID-P (Florabio, ORDP45-L05, Tiirkiye)

e THP-1 i¢in PROM-152 (Florabio, PROM152-L1, Tiirkiye)
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3.1.3 Cahismada kullanmilan farkl besin ortamlar1 ve yikama soliisyonu

icerisine eklenen bilesenler

Fetal S1gir Serumu (FBS) (Serox, SF101H, Almanya)

L-Glutamin (25 g/L) (Florabio, GLN70-L01, Tiirkiye)
Penisilin/Streptomisin, (100X) (Gibco, 15140-122, ABD)
Gentamisin-Siilfat (50 mg/ml) (Biological Industries, 03-035-1C, Israil)
Amfoterisin-B (250 pg/ml) (PAA Cell Culture Company, P11-001,
Almanya)

Tripsin-EDTA (% 0,25) soliisyonu (Multicell, 325-043-CL, Kanada)
Rekombinant Tripsin-EDTA Soliisyonu (Sartorius, 03-079-1B, Israil)
HEPES Soliisyonu (1M) (Sigma, HO887, ABD)

3.1.4 Gerceklestirilen hiicre Kkiiltiirii islemleri ve analizlerde kullanilan
kimyasallar

Tripsin - EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) (% 0,25) soliisyonu
(Multicell, 325-043-CL, Kanada)

Dulbecco PBS (DPBS) (Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) (1X) Kalsiyum,
Magnezyum ve fenol kirmizisi icermeyen (Capricorn Scientific, PBS-1A,
Almanya)

MTT  (3-4,5-dimetiltiyazolil-2,5difeniltetrazolyum  bromiir) (Sigma,
M5655, ABD)

Hiicre kiiltiirii islemlerinde kullanilan DMSO (Dimetil stilfoksit, Sigma,
D2650, ABD)

Yapilan analizlerde kullanilan DMSO (Dimetil siilfoksit, Merck,
1.02952.2511, Almanya)

Tripan Mavisi % 0,5 soliisyon (Biological Industries, 03-102-1B, Israil)
Sodyum Kloriir (NaCI) (Merck, 1.064.04, Almanya)

Potasyum Kloriir (KCI) (Merck, 1.049.36, Almanya)

Sodyum Fosfat Dibazik (Na2HPO4) (Merck, 1.065.86, Almanya)
Potasyum Fosfat Monobazik (KH2PO4) (Merck, 1.048.73, Almanya)
Hiicre kiiltiirii uyumlu toksik olmayan silikon (Merck, 1.07921, Almanya)
Silikon Coziicii Soliisyon (Novus, PC-10, ABD)
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e Pluronic F68 (AppliChem, A1288, Almanya)

e Kristal Violet Soliisyonu % 0,5’ lik (AppliChem, A0577, Almanya)

e influenza A viriisiine spesifik floresan isaretli antikor, Flu A DFA (Direct
fluorescent antibody) Reagent (Merck, 5017, Almanya)

e Kapatma Sollisyonu, Mounting solution (Merck, 5013, Almanya)

o Teksoll® (Etil Alkol) (Tekkim, TK.200650, Tiirkiye)

e EZ1&2 Virus Mini Kit v2.0 (Qiagen, 955134, Hollanda)

e Bio-Speedy® Solunum Yolu ID-2 RT-qPCR Kit (Bioeksen, BS-RIDK-2,
Tirkiye)

e L-Glutamin ve Amonyak Belirleme Kiti (Megazyme, K-GLNAM, Irlanda)

e L-Laktik Asit Belirleme Kiti (Megazyme, K-LATE, Irlanda)

e D-Glukoz-HK Belirleme Kiti (Megazyme, K-GLUHK-110A, irlanda)

o BCA (Bikinkoninik Asit) Test Kiti (Thermo-Fisher, 23227, ABD)

e pH Probu Kalibrasyon Tamponlar1 (pH: 4,01; 7,0; 9,21) (Hamilton, HA-
238217; HA-238218; HA-238219, Isvigre)

e Tiyoglukolat Broth (TGB) (Condalab, 1508, Ispanya)

e Triptik Soy Broth (TSB) (Merck, 1.05459.05, Almanya)

3.1.5 Gerc¢eklestirilen ¢calismada kullanilan sarf malzemeleri

o Pleytler (24 gozlii, 48 gozlii, 96 gozli) (SPL Life Sciences, Kore)

e Monolayer Flasklar (T-25 ve T-75) (SPL Life Sciences, Kore)

e Siispanse Flasklar (T-25, T-75 ve T-175) (Greiner, Almanya)

e Kriyotiip (SPL Life Sciences, Kore)

e Hiicre Kaziyic1 (TPP, Almanya)

e Pipet Ucu (10 pL, 200 uL, 1000 uL) (tbiolife, Almanya)

e Pastor Pipeti (Isolab, Tiirkiye)

e Serolojik Pipetler (2 mL, 5 mL, 10 mL, 25 mL, 50 mL) (Isolab, Tiirkiye)
e Mikrosantriflij (Eppendorf) Tiipti (2 mL) (Isolab, Tiirkiye)

e Santrifiij Tiipii (15mL, 50 mL) (Isolab, Tiirkiye)

e Luerlock Siringa (10 mL, 20 mL) (Ayset, Tiirkiye)

e PES (polietersiilfon) 0,22 um por ¢apl siringa filtre (Molgen, Hollanda)
e pH Kagidi (Merck, Almanya)
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e Lam i¢in filtre kartuslar1 (Tharmac, Almanya)
e Yazlabilir buzlu yiizeye sahip lam (Huida, Cin)
e Lamel (Isoterm, Cek Cumhuriyeti)

e Kontaminasyon Kontrol Tiipleri (Sarstedt, Almanya)

3.1.6. Kullanilan araclar ve cihazlar

Ege Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Biyomiihendislik Béliimii’nde ve
Tibbi mikrobiyoloji Anabilim Dali Viroloji Laboratuvarinda bu tez c¢alismasi

kapsaminda kullanilan cihazlar:

e Otomatik pipet seti (Eppendorf, Almanya)

e Otomatik pipet seti (Axygen, ABD)

e Serolojik Pipet Tabancas1 (Axygen, ABD)

e Hassas terazi (Sartorius, Almanya)

e Vorteks karistirici (Heidolph, Almanya)

e Mikropleyt calkalayici (Heidolph, Almanya)

e +4 °C Buzdolabi (Argelik, Tirkiye)

e -20 °C derin dondurucu (Beko, Tiirkiye)

e -86°C derin dondurucu (Thermo Scientific, ABD)

e Sivi azot stok tanki (60 L) (Thermo Scientific, ABD)

e Su banyosu (Memmert, Almanya)

e Viriis caligmalarinda kullanilan su banyosu (GFL, Almanya)

e Otoklav (Hirayama, Japonya)

e Laminer hava akigh kabin (biyogiivenlik seviyesi 2) (Heraeus, Almanya)

e Viriis caligmalarinin yapildigi laminer hava akishi kabin (biyogiivenlik
seviyesi 2) (Nuaire, ABD)

e Karbondioksitli (CO2) inkiibatér (Thermo Scientific, ABD)

e (02’ siz inkiibator (HeraCell, ABD)

e Viriis ¢calismalarinda kullanilan CO2’ 1i inkiibator (Binder, Almanya)

e Sogutmali santrifiij (Eppendorf, Almanya)

e Virilis caligmalarinda kullanilan sogutmali santrifiij (Sigma-zentrifugen,

Almanya)
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e Hunili ve sabitleyicili lam-filtre aparati 1662 (Hettich, Almanya)
e Lam-filtre aparat1 1662 i¢in uygun santrifiij (Hettich, Almanya)
e EZI1 Advanced XL (Qiagen, Hollanda)

e Rotor-Gene Q (Qiagen, Hollanda)

e Ters faz 151k mikroskobu (Motic, Cin)

e Ters faz 151k mikroskobu, Florasan aparatli (Zeiss, Almanya)

e Erlenmayer flask (125 ml hacimli) (Bellco, ABD)

e Orbital Calkalayici (Sartorius Certomat-SII, Almanya)

e Orbital Calkalayic1 (Biosan, Letonya)

e Spinner Flask (250 ml hacimli) (Corning, ABD)

e (Coklu Manyetik Karistirict Tabla (DLAB, Cin)

e 2L c¢alisma hacimli biyoreaktor (Sartorius, Biostat B Plus, Almanya)
e Biyoreaktor Kontrol Paneli (Sartorius, Biostat A Plus, Almanya)
e Spektrofotometrik mikropleyt okuyucu (BioTek, ABD)

e Neubauer Hemasitometresi (Isolab, Tiirkiye)

3.2. YONTEM

Olgek Biiyiitme Galigmalan

=
P
)

Viriisii Enfeksiyon Calismalari

RT-gPCR TCID,,

Sekil 3.1. Tez kapsaminda yapilan tiim ¢aligmalarin gorsel olarak gésterimi
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3.2.1 Calismada kullamlan kimyasallarin hazirlanmasi

3.2.1.1 Kalsivum ve magnezyum icermeven fosfat tamponlu tuz cozeltisi (PBS.

1X) hazirhgi

8 g NaCl, 0,2 g KCl ve 1,44 g Na2HPO4 ve 0,245 g KH2PO4 hassas terazide
tartilarak 1 L saf suyun i¢inde ¢ozdiiriildii. Elde edilen ¢6zelti temiz bir cam sisede

oda sicakliginda saklanda.

3.2.1.2 MTT soliisyonunun hazirlanmasi

Toz formdaki MTT 1siksiz bir ortamda son ¢ozeltideki konsantrasyonu 5
mg/mL olacak sekilde PBS igerisinde ¢ozdiiriildii. Elde edilen MTT soliisyonu
kabin icerisine alindi. Kabin igerisinde yine 1s1iksiz bir ortamda 0,22 pm’ lik
filtreden gecirilerek steril hale getirildikten sonra steril eppendorf tiiplerine

paylastirildi. Hazirlanan tiipler -20 °C’de karanlikta saklandi.

3.2.1.3 Pluronic F68® soliisyonunun hazirlanmasi

Kat1 pellet formundaki 10 gram Pluronic F68® 100 mL saf su igerisinde
¢ozdiiriildii. Elde edilen % 10’ luk Pluronic F68® soliisyonu kabin igerisine alindh.
Kabin igerisinde 0,22 um’ lik filtreden gegirilerek steril hale getirildikten sonra
steril santrifiij tliplerine paylastirildi. Hazirlanan tiipler oda sicakliginda karanlikta

saklanda.

3.2.2 Hiicre Kkiiltiirlerinin olusturulmasi

Calismalarda Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Biyomiihendislik
Boliimii Hayvan Hiicre Miihendisligi ve Biyoproses Laboratuvari hiicre kiiltiirii ana

stoklarinda bulunan HEK-293, MDCK, CHO-K 1 ve THP-1 hiicre hatlar1 kullanildi.

3.2.2.1 Hiicre Kkiiltiirlerin olusturulmasinda kullanilan besin ortamlarimin

hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirlerinin olusturulmasinin 6ncesinde uygun biiyilitme ortamlarini

hazirlamak i¢in bazal besin ortamlari1 igerisine gerekli tamamlayici bilesenler
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eklendi. Bu ¢alismada kullanilan HEK-293, MDCK ve CHO-K1 hiicreleri i¢in %
10 FBS, % 1 L-glutamin, % 0,1 gentamisin ve % 0,1 penisilin/streptomisin
tamamlayici bilesenlerini icerecek sekilde olusturulan DMEM-HG biiylitme ortami
kullanildi. THP-1 hiicrelerinin kiiltiirlenmesinde de ayni oranda tamamlayici
bilesenleri igeren RPMI-1640 biiyiitme ortami kullanildi. Biiyiitme ortamlarinin
hazirlanmas1 sirasinda gerekli olan miktarlardaki tamamlayici bilesenlerin

eklenmesi sterilitenin korunmasi adina laminar kabin icerisinde ger¢eklestirildi.

3.2.2.2 Hiicrelerin cozdiiriilmesi

(Cozdiirtilecek olan donmus haldeki hiicreleri igceren kriyotiip, bulundugu sivi
azot veya -86°C’ den almarak bekletmeksizin 37°C’deki su banyosunda bir kismi1
(yaklasik % 70-75° 1) buz kalacak sekilde ¢ozdiiriildi. Kriyotiip, dis ylizey
dezenfeksiyonu i¢in alkol ile iyice temizlenerek laminar hava akish kabine alindi.
Daha sonra kriyotiip igerisine pastor pipeti yardimi ile damla damla 1-2 ml FBS
eklendi. Ardindan yine pastor pipeti kullanilarak kriyotiip icerisindeki hiicreler
homojenize edildikten sonra santrifijj tiipline aktarildi. Santrifijj tiipiine de 2 ml FBS
eklenerek homojenizasyon islemi tekrarlandi ve dondurma ortami igerisinde
bulunan DMSO’ nun tamamen uzaklastirilmasi i¢in santrifiij tiiptindeki hiicreler 4
°C’ de 1000 rpm’ de 5 dakika boyunca santriflij edildi. Santrifiij sonrasinda ise
siipernatant uzaklastirildi ve tiipiin dibinde olusan pellet yeterli miktardaki uygun
ozellikteki taze besin ortami eklenerek homojenize edildi. Tiim bu islemlerin
ardindan hiicreler uygun kiiltiir kabina aktarilarak hiicre kiiltiirii calisma kosullarina
sahip 37 °C’ de %5 CO2’li ve % 90 - 95 nemli atmosfer kosullarini saglayan bir
inkiibatorde kiiltiire edildi.

3.2.2.3 Hiicrelerin pasajlanmasi

Gergeklestirilen ¢alismada hem adherent hem de siispanse iireme 6zelligine
sahip hiicreler kullamlmustir. Ureme ozelligi agisindan farkliik gdstermeleri
sebebiyle iki farkli pasajlama yontemi uygulanmistir. Adherent biiylime 6zelligine
sahip hiicrelerin pasajlanmasi i¢in bulunduklar kiiltiir kab1 ylizeyini % 80’ den

fazla kapladiklar1 gozlendigi zaman pasajlama islemi yapilmistir. Stispanse iireme
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Ozelligine sahip hiicrelerin biliylimesinin belirlenmesi i¢in hiicre sayimi yapilarak

bu say1 1x10° hiicre/mL’ yi gegtigi zaman pasajlama islemi yapilmistir.

e Adherent hiicrelerin pasajlanmasi

Kiiltiir kab1 yiizeyinin % 80 - 90’ nim1 kaplamis halde bulunan hiicrelerin
tizerindeki besin ortami tamamen uzaklastirildi. Daha sonra ortamdan tripsin
enziminin aktivitesini inhibe edebilecek olan FBS, kalsiyum ve magnezyumun
miimkiin oldugunca uzaklastirilmasi i¢in kiiltiir kabt DPBS ile dikkatlice yikandi.
Sonrasinda yikama i¢in eklenen DPBS de uzaklastirilip kiiltiir kabina Tripsin-
EDTA eklendi. Sonrasinda COz2’ siz inkiibatorde 4 - 7 dakika inkiibe edildi. Bu siire
boyunca hiicrelerin yiizeyden ayrilip ayrilmadiklarinin belirlenmesi adina ters faz
mikroskopta hiicreler incelendi. Hiicrelerin yiizeyden kalkti§1 zaman inkiibasyon

sonlandirildu.

Inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerin yiizeyden kalkmadiginin gézlenmesi
halinde ise hiicreler hiicre kaziyici ile dikkatlice kiiltiir kab1 yiizeyinden kazindi.
Daha sonrasinda ortama eklenen tripsin enziminin inaktive edilmesi ig¢in kiltiir
kabina koyulan tripsin-EDTA miktarinin 1-2 kat1 olacak sekilde hazirlanan
biiylitme ortami eklenerek tiim kiiltiir kabi igerigi santrifiij tiipiine alinarak 4 °C’ de
1000 rpm’ de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi pellet {izerine
gerekli miktarda biiyiitme ortami eklenerek her bir hiicre igin belirlenen pasaj
oranlar1 aralifinda tekrardan kiiltiir kaplarina alindi. HEK-293 i¢in pasajlama orani
1:6 ile 1:10 (ATCC, 2023a), CHO-K1 i¢in 1:4 ile 1:8 (ATCC, 2023b) ve MDCK
icin 1:2 ile 1:6 (ATCC, 2023c¢) olarak belirlendi.

e Siispanse hiicrelerin pasajlanmasi

Kiiltiirlenen siispanse haldeki hiicreler kiiltiir kabindaki besin ortami ile
homojenize edildikten sonra santrifiij tiipiinde toplanip 4°C’de 1000 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi elde edilen hiicre pelleti, uygun miktarda
taze besin ortami ile homojenize edilerek belirlenen baglangi¢ hiicre

konsatrasyonunda olacak sekilde kiiltiir kabina alindi. Caligmada kullanilan ve
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siispanse lireme Ozelligi gosteren THP-1 hiicre hatt1 i¢in bagslangi¢c hiicre

konsantrasyonu 2 - 4 x 10° hiicre/ml (ATCC, 2023d) olacak sekilde belirlendi.

3.2.2.4 Hiicrelerin dondurulmasi

Kiiltiir kaplarinda tripsinizasyon ile kaldirilan veya hazlihazirda siispanse
tireme 6zelligi gosteren hiicreler pastor pipeti yardimi bulunduklar kiiltiir ortamiyla
ile iyice homojenize edilip santrifiij tiiplinde toplanarak 4°C’de 1000 rpm’ de 5
dakika boyunca santrifiij edildi. Siipernatant dokiildiikten sonra pellet dondurma
ortami1 (% 90 FBS + % 10 DMSO) ile homojenize edildi. Sonrasinda ise hiicreler
daha onceden etiketlenmis kriyotiiplere hacimce 1 ml olarak dagitildi. Hazirlanan
kriyotiip -86 °C’deki derin dondurucuda 1 gece bekletildikten sonra sivi azot

tankina (-196°C) alind.

3.2.3 Hiicrelerin serumsuz besin ortamina ve siispanse iireme kosullarina

adaptasyon ¢alismalari

Bu tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan 4 farkli hiicre hattinin her biri igin
3.1.2° de bahsedildigi sekilde kimyasal olarak tanimlanmis serumsuz besin
ortaminda kiiltiirlenmesi ile birlikte adherent karakterde olan hiicre hatlar1 i¢in de
siispanse tireme kosullarina adaptasyon ¢alismalart yapildi. Bu ¢aligsmalar yontem
olarak birbirlerini kapsayan sekilde uygulandigi i¢in denemeler birbirlerine paralel
sekilde gerceklestirildi. Tiim bu adaptasyon calismalarinda her bir hiicre hatti i¢in
kullanilan spesifik besin ortamlar1 MDCK icin CAMELLIA®, HEK-293 i¢in
ORCHID-P®, CHO-K1 i¢in IXORA® ve THP-1 igin PROM152® sekilde olup,
hepsi % 3 L-Glutamin ve % 0,1 gentamisin tamamlayici bilesenlerini icerek sekilde

hazirlandi.

Adaptasyon sonucunda serumsuz besin ortamlarina adapte edilen hiicrelerin
kiiltiirlenmeleri ise yukarida hiicre kiiltiirlerinin olusturulmasi kisminda anlatildigi
sekilde yapildi. Burada dondurma isleminde FBS’in, ¢6zdiirme ve pasajlama
islemlerinde de serumlu biiyiitme ortamlarinin yerine dogrudan kiiltiirlenen
hiicrelere 6zgii olarak hazirlanmig olan kimyasal olarak tanimli serumsuz biiyiitme

ortamlar1 kullanildi.
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3.2.3.1. Serumsuz ortama adaptasyon

Hiicrelerin serumsuz ortama adapte edilmesi i¢in iki farkli yontem denendi.
Bu denemelerden elde edilen sonuglar dogrultusunda bunlara paralel olarak

siispanse tireme kosullarina adaptasyon ¢alismalar1 gergeklestirildi.

e Dogrudan adaptasyon yontemi

Kullanilan 4 farkli hiicre hattinin adaptasyon ¢aligmalarina baglanmasi igin
bunlarin serum igeren uygun biiyiitme ortaminda kiiltiirlemeleri yapilip yeterli
yogunluga ulasmalar1 beklendi. Daha sonrasinda siispanse hiicrelerin
pasajlanmasinda anlatildig1 gibi silispanse lireme karakterine sahip THP-1’ in tiim
flask igerigi pipetleme ile homojenize edildikten sonra alinarak santrifiij tlipline
aktarildi. Adherent karakterde olan diger 3 hiicre hatti ise tripsinizasyon islemi ile
kiiltiir kab1 yiizeyinden kaldirilarak pasajlama islemlerinde oldugu gibi biiyiitme
ortamiyla tripsin inaktive edildi. Daha sonra tiim hiicreler 4°C’ de 1000 rpm hizinda
5 dakika santriflij edildi. Elde edilen pelletler iizerine bir miktar biiyiitme ortami

eklenerek buradan alinan 6rnekten hiicre sayimi yapildi.

Yapilan sayim sonrasinda tiim hiicreler her bir hiicre hattina spesifik adapte
edilmek istenilen ve yukarda bahsedilen kimyasal olarak tanimlanmis serumsuz
besin ortamina baslangi¢ hiicre konsantrasyonu 5 x 10° hiicre/ml olacak sekilde
inokiile edildi. Inokiilasyonun ardindan hiicreler ilgili kiiltiir ortaminda 37°C’ de %
5 COz’ ye ayarl inkiibatorde inkiibe edildi. Daha sonra ters faz mikroskopta giinliik
gozlemler ve hiicre sayimlari ile kiiltiiriin yogunluk takibi yapildi (Caron et al.,

2018; Jang et al., 2022; Kimiz-Gebologlu et al., 2022; van der Valk et al., 2010).

e Kiiltiir icinde adaptasyon yontemi

Dogrudan adaptasyon yontemi ile hiicrelerin dogrudan serumsuz ortamlarda
kiltiire alinmasini igeren bu yontemin yapilis1 geregi bu adaptasyon yontemi sadece
adherent karakterdeki hiicrelere uygulandi. Burada adherent karakterdeki
hiicrelerin serum igeren biiylitme ortamlarinda kiiltiirlendigi flasklari tamamen

kaplamalar1 beklendi. Daha sonrasinda tiim kiiltiir kabi1 yiizeyini kaplayan



74

hiicrelerin {istiindeki serumlu biiylitme ortami dokiilerek hiicreler yavasca iki kez
DPBS ile yikandi. Daha sonrasinda ise biiylitme ortamu ile ayn1 miktarda kimyasal
olarak tanimlanmis serumsuz besin ortami flaska eklenerek hiicreler kiiltiire edildi.

Inverted mikroskopta giinliik gézlem yapilarak hiicrelerin durumlari incelendi.

Daha sonra hiicrelerin canliliklarim1 korudugu goériildiigiinde yukarda
anlatildigr sekliyle kiiltiir durumuna gore pasajlama islemi yapildi fakat bu
asamadan sonra hiicrelerin kiiltiirlenmesi i¢in sadece serumsuz ortamlar kullanildi.
Sonrasinda da giinliik gozlemler ve gerekli durumlarda sayim ile kiiltiir durumu

takip edildi (van der Valk et al., 2010).

3.2.3.2 Siispanse iireme karakterine adaptasyon calismalari

Bu ¢alisma kapsaminda kullanilan adherent karakterdeki MDCK, HEK-293
ve CHO-K1 hiicrelerinin silispanse karakterde iiremeye adaptasyon galismalari
serumsuz ortama adaptasyon calismalariyla paralel sekilde gergeklestirildi. Hiicre
kiltlirlerinde serumun besin ortamlarindan ¢ikarilmasiyla hiicrelerin siispanse
karakter kazanabildigi i¢in bu denemelerde de serumsuz ortamlar kullanildi. Bunun
icin farkli adaptasyon yontemleriyle serumsuz ortama adaptasyon c¢aligmalarinin
paralelinde hiicreler tripsinizasyon sonrasinda sayim yapilarak dogrudan
adaptasyon denemesindeki ayni hiicre konsantrayonunda olacak sekilde siispanse
flasklarda inkiibe edildi. Bu sekilde siispanse flasklarda kiiltiire alinan her 3 hiicre
hattinin da ters faz mikroskopta yapilan giinlik gozlemler ile kiiltiir durumlari
incelendi. Gozlemler ile birlikte kiiltiirlerin her 3-4 giinde bir sayimlar1 yapilarak

hiicrelerin siispanse lireme karakterine adaptasyon basarilar1 degerlendirildi.

Stispanse tlireme kosullarmma daha iyi adaptasyon saglanmasi i¢in bu
calismalarin bir kismu Olgek biiylitme kisminda anlatilan erlenlerde {iiretimler
tizerinden gergeklestirildi. Siispanse iliremeye adaptasyon calismalarinda uygun
yogunluga gelen kiiltiirler ise slispanse hiicrelerin pasajlanmasi kisminda anlatildig:
sekilde kiiltiiriin hiicre yogunlugu 1x10° hiicre/mL’ yi gectigi zaman tekrardan
baslangi¢ hiicre konsantrasyonu 5x10° hiicre/mL olacak sekilde her bir hiicre
hattina 6zgii belirtilen kimyasal tanimli serumsuz besin ortami kullanilarak devamli

olarak pasajlandi (Caron et al., 2018; Merten et al., 2014; Moreira et al., 2020).
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3.2.4 Ol¢ek biiyiitme ¢ahsmalar

Gergeklestirilen tez kapsaminda kullanilan hiicre hatlarmin biyoproseslerde
kullanim potansiyelinin ortaya konmasi icin Olgek biliylitme islemleri
gergeklestirildi. Bunlar ise kii¢lik 6l¢ekten biiylik olgcege dogru sirasiyla erlende,
spinner flaskta ve biyoreaktorde iiretim siralamasiyla yapildi. Olgek biiyiitme
calismalarinin tamamindaki iiretim ortamlar1 ise her bir hiicre hatt1 i¢in kullanilan
kimyasal olarak tanimli serumsuz biilylitme ortamlarinin igerisinde % 1 HEPES ve
% 0,1 Pluronic F68® eklenmesiyle hazirlandi. Bu ¢alismalarda serumsuz ortamda
ve orjinalinde adherent karakterde olanlarinin siispanse liremeye adapte edilmis
halleri kullanildi. Ayrica influenza virlisii iretimi i¢in endistriyel Olcekte
kullanilmasi planlanan MDCK, HEK-293 ve THP-1 hiicre hatlarinin 6lgek biiytime
calismalarinda iiretim kosullarinin daha dogru simiile edilebilmesi i¢in iiretim
ortamina virlis enfeksiyon c¢alismalarinda kullanilan ayni konsantrasyonda
rekombinant tripsin-EDTA eklendi. Pasajlama islemleri sonrasinda ve biiyiime
kinetiklerinin baglatilmasinda bu sistemler CO2’ siz inkiibatorlerde kiiltlirlendigi
veya biyoreaktor sistemi i¢in dogrudan bench-top olarak g¢alistirildigindan dolay1
tiim {iretim sistemlerinin baglangi¢c pH degerleri 7,0 olarak ayarlandi. Sonrasinda
bu kiiltiir sistemlerinin pH degisimleri giinliik alinan 6rnek {izerinden pH kagidi
yardimiyla veya biyoreaktor sisteminin bagl oldugu kontrol panelinden izlenerek
gerekli goriildiiglinde giivenli c¢alisma konsantrasyonunu gecmeyecek sekilde

HEPES ilavesi yapildi.

3.2.4.1 Erlenlerde iiretim

Erlenlerde iiretimin Oncesinde adapte edilen hiicrelerin cam yiizeye
tutunmasini engellemek adina erlen i¢ ylizeyi ¢ok ince bir tabaka halinde silikon ile
kaplandi. Daha sonra erlenler saf su ile iki kez yikandi. Erlenlerin igerinde daha
etkili bir sterilizasyon saglamak adina bir miktar saf su eklenip erlenlerin agizlari
tiilbente sarilmis hidrofobik pamuk ile bosluk kalmayacak sekilde tikandiktan sonra
aliminyum folyo ile kapatildi. Ardindan erlen kapaklar1 da dikkatlice hi¢bir ylizeyi
acikta kalmayacak sekilde aliiminyuma sarildi. Sonrasinda erlenler 121°C’de 20

dakika boyunca otoklavlanarak steril hale getirildi (Sekil 3.2a). Steril erlenler kabin
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igerisinde alinarak inokiilasyon gergeklestirildi ve erlenler orbital galkalayici

tizerinde 37°C’ ye ayarlanmig CO2’ siz inkiibatdrde inkiibe edildi (Sekil 3.2b).

(a) (b)

Sekil 3.2. Erlenler ile beraber kapaklarmin otoklav sonrasinda (a) ve erlenlerin inokiilasyon

yapildiktan sonra orbital ¢alkalayici lizerinde inkiibe edilirken (b) ¢ekilmis goriintiileri

Erlen caligmalarinin baslangicinda hiicrelerin statik kosullardan dinamik
kosullara gecisini saglamak adina 8-10 pasaj boyunca erlen iiretimleri devam
ettirildi. Bu iiretimler baslangi¢c konsantrasyonu 5x10° hiicre/mL olacak sekilde 20
mL ¢alisma hacminde gergeklestirildi. Erlenlerin karistirma hizlar1 ise her bir hiicre
hatt1 icin litratiirdeki benzer ¢alismalara bakilarak farkli araliklar denendi
(Bissinger et al., 2019; Chaturvedi et al., 2014; Correia Ramos et al., 2022; Culture
and Collection, 2006; Jang et al., 2022; Kimiz-Gebologlu et al., 2022; Sartorius,
2020; Schmitz et al., 2021; Seidel et al., 2023; Tsao et al., 2001; Wisnuwardhani et
al., 2017; Wu et al., 2020).

Uretimler boyunca yapilan giinliik sayimlar ile hiicrelerin statik kosullarda
tiretimin ilk basamagi olan erlenlerde iiretim basarisi degerlendirildi. Bununla
birlikte sayim sonuglarima ve sayimlar sirasinda alinan Orneklerdeki hiicre
morfolojilerine bakilarak gerekli goriildiigii halde karistirma hizlarinda degisikler
yapildi. Daha sonrasinda erlenlerde her bir hiicre hattinin biiylime kinetigi ¢ikarildi.
Bunun i¢in her bir hiicre hattinin 1 x 10°, 2 x 10°, 3 x 10° ve 5 x 10° hiicre/mL

baslangi¢ hiicre konsantrasyonlar1 denendi. Daha sonrasinda belirlen baslangi¢
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hiicre konsantrasyonunda erlende baglatilan biiylime kinetiklerinden glinliik
ornekler alindi ve bu Orneklere sayim yapilarak sonrasinda analizler

gergeklestirildi.

3.2.4.2 Spinner flasklarda iiretim

Spinner flasklarda gerceklestirilen iiretimlerin  6ncesinde kullanilan
spinnerlar iki kez saf su ile yikandi. Daha sonrasinda spinner flaskin igerisinde bir
miktar su birakilarak spinnerlarin karistiricisinin oldugu st kapagi, sag ve sol
kolunun kapaklar1 aliiminyum folyo ile agiklik kalmayacak sekilde kapatildi. Ancak
otoklava atilirken sag veya sol kolun kapagi otoklav sirasinda i¢ basing kontroliinii
saglamak ve buharin tiim spinner i¢inde daha etkin bir sterilizasyon saglamasi i¢in
gevsek birakildi. Bu sekilde spinnerlar 121°C’de 20 dakika boyunca otoklavlanarak
steril hale getirildi (Sekil 3.3a). Otoklav islemi bitince spinnerlar otoklavdan
cikarilmadan gevsek birakilan kapak sikica kapatilarak spinnerlar otoklavdan
alindi. Sonrasinda spinnerlar kabin igerisine alinarak (Sekil 3.3b) erlen
caligmalarinda oldugu gibi hiicrelerin endiistriyel biyoreaktorlerdeki karigtirma
tipine daha ¢ok benzeyen spinner karigtirma kosullarina alismasi i¢in 7-8 pasaj
boyunca iiretimler yapildi. Uretimlerde spinner flasklar 37°C’ ye ayarlanmis CO2’
siz inkiibatordeki manyetik karistirici tabla {izerine yerlestirilerek inkiibasyona

birakildi (Sekil 3.3c¢).

Sekil 3.3. Spinner flaskin otoklav sonrasinda (a), kabin igerisinde inokiilasyon yapilirken (b)

ve manteyik karistirici iizerinde inkiibe edilirken (c) ¢ekilmis goriintiileri
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Yapilan bu iiretimler erlen g¢alismalarinda oldugu gibi baslangi¢c hiicre
konsantrasyonu ise 5 x 10° hiicre/mL olacak sekilde gergeklestirildi. Spinner
flasklarin ¢aligma hacmi ise spinner flasktaki manyetik karistiricinin tam olarak
besin ortaminin i¢inde kaldigi hacim olan 100 mL olarak ayarlandi. Spinner
flasklarda yapilan bu iiretimlerdeki karistirma hizlar1 da literatiir caligmalariyla
birlikte hiicrelerin ¢okme ve kiimelesme durumlarina gore empirik olarak
belirlendi. Yapilan iiretimlerde hiicre sayimlari ve hiicresel morfoloji incelemeleri
alan giinliik 6rnekler {izerinden gercgeklestirildi. Alinan bu 6rneklerdeki sonuglar
tizerinden karistirma hizlarinda degisiklikler yapildi. Tiim bunlar degerlendirilerek
her bir hiicre hatti i¢in karistirma hizlar1 THP-1 i¢in 60 rpm, HEK-293 i¢in 80 rpm,
CHO-K1 i¢in 90 rpm ve MDCK i¢in 100 rpm olarak belirlendi (Anleitung, 2019;
Fanelli, 2016; Harada et al., 2020; Kimiz-Gebologlu et al., 2022; Lohr et al., 2010;
Negrete et al., 2008; Schmitz et al., 2021; Zainul Abidin and Anuar, 2011). Daha
sonrasinda erlende biiylime kinetigi icin yapilan baslangic konsantrasyonu
denemelerinde her bir hiicre hatti icin alinan en iyi sonuclar esas alinarak burada da
ayn1 konsantrasyonlarda her bir hiicre hatti i¢in spinner flasklarda biiylime kinetigi
cikarildi. Biiylime kinetigi {iretim siiresi boyunca da alinan giinliik 6rnekler

tizerinden hiicre sayimi ve analizler gerceklestirildi.

3.2.4.3 Bivoreaktorlerde iiretim

Biyoreaktorde iiretimin Oncesinde erlen ve spinner flaskta oldugu gibi
biyoreaktor de iiretime hazirlandi. Bunun i¢in pH ve ¢oziinmiis oksijen problari
biyoreaktor kontrol paneline baglanarak distile su iginde polarizasyona birakildi.
Bununla birlikte biyoreaktdriin biitiin pargalar1 tek tek % 70 alkol ile silindikten
sonra 2 kez saf su ile yikandi. Caligma hacmi 1 litre olarak belirlenen biyoreaktorde
bulunan 3 bicakli segmentli tip karistiricinin yiiksekligi literatiirde benzer
caligmalarda yer alan reaktér geometrisi Ol¢iilerine uygun olarak konumlandirildi
(Kaiser et al., 2017; van Eikenhorst et al., 2014; Wyrobnik et al., 2022). Ayrica bu
karistiricinin bigak acilar1 da hayvan hiicre kiiltlirlerinin iiretiminde kullanilan

endiistriyel biyoreaktorlerdekine uygun olarak 30°” ye ayarlandi (Sekil 3.4).
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(a) (b)

Sekil 3.4. Biyoreaktorde kullanilan 30°° ye ayarli 3 bigakli segementli tip karistiricinin 6nden

(a) ve tstten (b) gekilmis goriintiileri

Daha sonra reaktor icerisinde bir miktar saf su birakilarak dekontaminasyon
icin problar takilmadan kor tipalar ile 121°C’ de 45 dakika otoklavlandi.
Otoklavlamaya verilmeden Once biyoreaktdriin sparger ve 6rnek alma hattinin
oldugu borular metal kelepceler ile iyice sikild1 ve sistemde yer alan tiim filtrelerin
1slanmamasi i¢in hepsi aliiminyum folyo ile iyice sarildi. Sonrasinda pH probu
biyoreaktdr kontrol panelinin baglh oldugu bilgisayar sistemi lizerinden belirli pH
degerlerinde olan kalibrasyon soliisyonlar1 ile kalibre edildi. Otoklav sonrasinda
biyoreaktdre her iki prob da takilarak biyoreaktor tekrardan 121°C’ de 20 dakika
otoklavlandi. Otoklav sonrasinda steril hale gelen biyoreaktoriin prob ve rotor
baglantilar1 yapildiktan sonra sterilite kontrolii i¢in bazal bir besin ortami 6rnek
alma hatt1 {izerinden biyoreaktore beslendi (Sekil 3.5). Besleme sonrasinda oksijen
probunun kalibrasyonu i¢in sirastyle biyoreaktore once saf N2 gazi ve sonrasinda
hava verilerek prob kalibrasyonu tamamlandi. Daha sonra biyoreaktor bu sekilde 1
giin boyunca polarizasyona birakildi. Bu siire sonunda biyoreaktoriin sterilitesinden
ve problarin dogru deger araliklarinda calistifindan emin olduktan sonra 1 litre
calisma hacminde her bir hiicre hatti i¢in erlen ve spinner flask iiretimlerinde
cikartilan biiyiime kinetigi i¢in belirlenen baslangi¢ hiicre konsantrasyonlarinda
inokiilasyon yapilarak tiim hiicre hatlarinin biiylime kinetikleri ¢ikartildi. Bu
iiretimler sirasinda biyoreaktore bagl 1siticili ceket sistemiyle reaktor i¢ sicakligi

37°C’de sabit tutuldu.



Sekil 3.5. Biyoreaktoriin otoklav sonrasinda (a) inokiilasyon yapilirken (b) ve inokiilasyon

sonras! inkiibasyona baglamadan 6nce (c) gekilmis goriintiileri

Biyoreaktorde biiyiime kinetigi ¢ikarilmasi i¢in gerceklestirilen iretimlerde
her bir hiicre hattinin kiiltiirlenmesinde gerekli olan spesifik karigtirma hiz1 ise
spinner flask iretimlerindeki karistirma hizlar1 {izerinden Olgek biliylitme
yaklagimiyla hesaplandi. Bunun i¢in 6l¢ek biiyilitme kriteri olarak literatiirde ve
endiistriyel tretimlerde oldukca basarili bir yaklasim oldugu i¢in siklikla tercih
edilen “spesifik gii¢ girisi (P/V)” secildi (Bohm et al., 2022; Karimi Alavijeh et al.,
2022). Hesaplamalarda oncelikle spinner flask sisteminde gergeklestirilen iiretim
tizerinden bir Gii¢ Sayis1 (Power Number, Np) veya diger adiyla Newton Sayisi
hesaplandi. Spinner flask literatiirde yer alan herhangi bir biyoreaktor sisteminin
geometrisine tam uymadig i¢cin Np hesaplamasinda ve devamindaki gii¢ girisi
hesabinda asagidaki formiiller kullanildi (denklem 1-6) (Borys et al., 2018; Ponnuru
et al., 2014; Shafa et al., 2019).

103+1,2(Nge 20 k4
N, =X 2 <M) (denklem 1)

P Npe 103+3,2(Nge %)
w D; 2

K, =14+ (D—T) [670 (D—T ~06) + 185] (denklem 2)

K, = 10%s (denklem 3)

Ky =1,3—4 (DKT - 0,5)2 — 1,14 (;LT) (denklem 4)

K,=11+4 (DKT) 25 (g—; - 0,5)2 —7 (%)4 (denklem 5)



(denklem 6)

Sonrasinda, hesaplanan Np degeri lizerinden spinner flaskta iiretim igin
belirlenen karistirma hizinin spesifik gii¢ girisi ve bunun iizerinden karistirma
sirasinda olusan Kolmogorov eddy burgaclarin boyutu asagidaki formiiller
tizerinden hesaplandi (denklem 7-9) (Ebrahimi et al., 2019; Ponnuru et al., 2014;
Rotondi et al., 2021; Shafa et al., 2019).

P_ Np.p.Ni3.Di®

v v (denklem 7)
P

E= m (denklem &)
W\ e

o= (p3x£) (denklem 9)

Daha sonra spinner flask i¢in hesaplanan P/V degeri lizerinden yine ayni
denklem kullanilarak biyoreaktorde gerceklestirilecek tiretimlerdeki karistirma hizi
hesaplandi. Bu hesaplarda 30°” lik bicak acisinda sahip olan 3 bicakli segmentli tip
karigtirictya ait Np degeri ise literatiirde bu tipteki karistiriciya sahip benzer
biyoreaktor sistemleri iizerinden yapilan ¢aligmalarda gosterilen cesitli degerler
incelendikten sonra her bir ¢calismadaki belirlenen verilerin Reynolds sayisina (Re)
karst olusturulan Np degerlerinin ve diger hesaplanan Np degerlerinin
modellemedeki dogrulugu ile beraber uygulamadaki islevselligi ele alinarak 0,8375
olarak belirlendi. Bunun belirlenmesinde biyoreaktdr geometrisi de gdz Oniine

alind1 (Kaiser et al., 2017; van Eikenhorst et al., 2014; Wyrobnik et al., 2022).

Ayrica bu hesaplarin yapilmasi sirasinda gerekli olan kimyasal olarak
tanimlanmis serumsuz besin ortamlarinin yogunluk (p) ve dinamik viskozite (p)
degerleri ic¢in literatiirde yer alan serum icermeyen bazal DMEM-HG besin
ortaminin 37°C’de yapilan 6l¢limleri sonucunda belirlenmis olan deneysel degerler
kullanild:1 (Poon, 2022). Olgek biiyiitme kriteri olarak segilen spesifik gii¢ girisi
tizerinden yapilan hesaplar dogrultusunda biyoreaktor iiretimlerindeki karigtirma
hizlar1 MDCK igin 144 rpm, CHO-K1 i¢in 130 rpm, HEK-293 i¢in 117 rpm ve
THP-1 i¢in 90 rpm olarak belirlendi. Biyoreaktorde biiylime kinetigi ¢ikarilmasi

sirasinda giinliik olarak yapilan sayim iizerinden hesaplanan hiicre konsantrasyonu
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ve hiicre morfolojileri iizerinden hesaplanan karistirma hizi degerleriyle birlikte
tiim {iretimin basaris1 degerlendirildi. Uretim boyunca ayrica pH degerleri hem
kontrol panelinden hem de pH kagidi ile manuel olarak izlendi. Ayn1 zamanda
kontrol paneli iizerinden ¢6ziinmiis oksijen degeri % 40’ 1n altina diistiigli zaman
0,1 vvm havalandirma hizinda biyoreaktor sistemine hava beslemesi yapildi. Bu
sekilde ¢Oziinmiis oksijen degeri % 40 + 12, 2 araliginda sabit tutuldu. Kiiltiir
sliresince sirasinda toplanan giinliikk 6rneklere boliim 3.2.5° te belirtilen analizler
yapilarak farkli hiicre hatlarinin endiistriyel biyoproseslere uyarlanabilirligi
bunlarin en iyi sekilde simiile edilebildigi biyoreaktor sistemindeki iiretim basarisi

tizerinden degerlendirildi.

3.2.5 Hiicre kiiltiirii callsmalarinda kiiltiiriin degerlendirilmesi

Gergeklestirilen hiicre kiiltiirii calismalarinda kiiltiir durumu ve hiicresel
biliylime davranislarinin uygun sekilde degerlendirilmesi i¢in ters faz mikroskop
yardimiyla yapilan gozlemlerle birlikte ¢esitli analizler de gergeklestirildi. Bunlar
tiim tez calismasinin basindan itibaren endiistriyel iiretimlerin simiilasyonu igin

biiyiik 6lcege gecise kadar tiim basamaklarda uygulanarak degerlendirildi.

3.2.5.1. Hemositometre ile hiicre sayim

Hiicre sayiminda tripan mavisi boyama teknigi ile canli ve 6lii hiicre ayrimi
gerceklestirildi. Hiicreler mikroskopta yapilan gozlem sonucunda goriilen
yogunluguna gore seyreltildi ve tripan mavisi boyasi ile boyandiktan sonra
Neubauer hemasitometresi ile ters faz 151k mikroskobunda canli ve 6lii hiicre sayimi
gerceklestirildi. Gergeklestirilen sayimin ardindan mililitredeki canli ve 6lii hiicre
sayist (enklem 10), % canlilik orani (denklem 11), spesifik biliylime hiz1 (pcen)
(denklem 12) ve ikilenme siiresi (td) (denklem 13) asagidaki formiiller ile

hesaplandi (Anitha et al., 2020; Hunt et al., 2014; Jang et al., 2022):

Hiicre konsantrasyonu (hiicre/mL) =

Sayilan Canli Hiicre Sayis1 x Seyreltme Faktorii x 104

— (denklem 10)
Sayim Yapilan Biiyiik Kare Sayisi

Canl1 Hiicre Sayis1

Yiizde (%) canlihk = x 100  (denklem 11)

Toplam Hiicre Sayisi
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In(C,)-In(Cq)

Spesifik bliyiime hiz1 (peey;) = o
274

(denklem 12)
ikilenme (doubling) siiresi (ta) = In (2) / el (denklem 13)

3.2.5.2 Hiicre sayimi ile THP-1 hiicrelerinin biiviime Kinetiginin cikartilmasi

THP-1 hiicreleri orjinalinde siispanse karakterde oldugu i¢in bu hiicre
hatinin biiyiime kinetigi calismalari, hiicre sayim ile gergeklestirildi. Bunun i¢in
hazirlanmis olan RPMI-1640 biiyiitme ortam1 kullanilarak 24 gozlii pleytlere goz
basina ¢aligma hacmi 2 mL ve hiicre konsantrasyonu da 1x10* hiicre/mL olacak
sekilde inokiilasyon yapildi. Giin basina iki tekrarli olacak sekilde pleyt gozleri
isaretlenerek o gilinlerde pleytin ilgili gozlerinden giinliik olarak 6rnek alinarak
hiicre sayimlar gerceklestirildi. Bununla beraber yapilan sayimlarla beraber yine

giinliik olarak pH 6l¢iimleri de yapildi.

3.2.5.3 MTT analizi ile adherent hiicre biiyiime Kkinetiginin cikartilmasi

Adherent karakterde olan hiicrelerin biiylime kinetiginin ¢ikarilmasinda
tercih edilen bir yontem olan MTT testi ile giinliik olarak hiicre konsantrasyonlari
belirlendi. Bunun icin Oncelikle her bir hiicre hattinin giin bazindaki hiicre
konsantrasyonunun absorbans iizerinden degerlendirilebilmesi icin kalibrasyon
grafikleri olusturuldu. Bunun i¢in her bir hiicre hatt1 tripsinizasyon ile kaldirilip
sayilldi ve sonrasinda 96 gozlii pleytte 3 tekrarli olacak sekilde en yiiksek
konsantrasyon 2 x 10° hiicre/mL olacak sekilde ekildi. Daha sonrasinda her satirda
2 kat olacak sekilde en yiiksek konsantrasyondan baslanarak 7,8 x 10* hiicre/mL
degerine kadar seri diliisyon yapildi. Bunun icin pleytin ilk satirma 2 x 10°
hiicre/mL konsantrasyonda hiicre iceren biiylitme ortamindan 200 pL eklendi.
Sonrasinda pleytin diger tiim satirlarina da sadece 100 pL DMEM-HG biiyiitme

ortami eklendi.

Daha sonra hiicrelerin bulundugu ilk satirdan 100 pL ¢ekilerek bir sonraki
satirdaki 100 pL besin ortami tizerine eklenerek 3-5 kez pipetleme yapildi. Bu islem
sonrasinda tekrardan 100 pL ¢ekilerek bir sonraki satira eklendi ve bu sekilde 7,8
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x 10* hiicre/mL degerine kadar devam edildi. En son asamada pipette kalan 100 uL
cekilerek atildi. Pleyte belirlenen miktarlarda hiicre ekimi yapildiktan sonra pleyt
ekilen hiicrelerin tamaminin tutunmasi i¢in 1 gece 37°C’ de CO2’li inkiibatérde
inkiibe edildi. Daha sonrasinda MTT testinin uygulamasina geg¢ildi. Bunun i¢in
oncelikle her bir gozdeki tist sivi dikkatlice c¢ekildi ve hazirlanan MTT
soliisyonundan (%10 serumsuz DMEM-HG bazal besin ortam1 ve % 90 MTT) g6z
basmma 100 pL eklenerek pleyt 3 saat boyunca karanlikta 37°C’ de CO2’li
inkiibatorde inkiibe edildi. Bu siire sonunda eklenen MTT inkiibasyon ortami da
cekilerek her bir géoze 100 uL DMSO eklendi pleyt 5-10 dakika boyunca orbital
calkalayic1 iizerinde bekletildi. Son olarak da 570 nm’ye ayarlanmis pleyt
okuyucuda okutma vyapildi. Yapilan bu okuma sonucunda bilinen hiicre
konsantrasyonlarina kars1 gelen absorbans degerleri lizerinden her bir hiicre hatti

icin kalibrasyon grafigi olusturuldu.

Biiyiime kinetigi cikarilmasinda ise 24 gozlii pleylere 1x10* hiicre/mL
konsantrasyonda oalcak sekilde 1,5 mL calisma hacimlerinde hiicre ekimi yapildi.
Daha sonrasinda belirlenen her bir giin iki tekrarli olacak sekilde pleyt gozleri
isaretlenerek o gilinlerde pleytin o gozlerine giinliik olarak MTT testi yapildi. Bunun
oncesinde ise ilgili giinde MTT testi yapilacak olan gézlerin pH’lar1 6l¢iildii. MTT
testinin yapimi i¢in ise yukarida bahsedildigi sekliyle ayni oranda MTT inkiibasyon
ortami1 hazilandi ve her bir géze 500 pL bu ortamdan eklendi. Pleytin diger giinler
icin de ekim yapilmis olan gozlerinin aseptik olarak devam ettirilmesi gerekli

oldugundan tiim iglemler kabin i¢inde yapildi.

Ortam eklemesinin ardindan pleyt 3 saat boyunca hiicre kiiltiirii kosullarina
ayarli inkiibatorde inkiibe edildi. Sonrasinda MTT testinin yapildigi bu gozlere yine
kabin igerisinde 250 pL DMSO eklendi ve 5 dakika boyunca yavasg¢a karistirildi.
Daha sonra MTT testinin yapildigi her bir gozden de 2 tekrar olacak sekilde 100 pL
ornekler alinarak 96 gozlii pleyte eklendi. Sonrasinda bu pleyt okutularak absorbans
degerleri kaydedildi ve olusturulan standart grafigi iizerinden bu absorbansa denk
gelen hiicre konsantrasyon degeri hiicre/mL cinsinden belirlenrek kaydedildi. Bu

islemler iireme kinetigi boyunca tekrarlandi.
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3.2.5.4 pH olciimii

Kiiltlir siipernatantindan alinan 50 pl 6rnek pH kagidi iizerine damlatilarak
Olctim gerceklestirildi. Biyoreaktor sistemi igin ise bu dl¢iim pH probunun bagh

oldugu kontrol paneli iizerinden gergeklestirildi.

3.2.5.5 Amonyak ve L-glutamin analizi

Gergeklestirilen hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda ve iiretimlerde, belirlenen
giinlerinde toplanan orneklerdeki L-Glutamin ve amonyak konsantrasyonlarinin
degisimini belirlemek i¢in Megazyme’in gelistirdigi L-Glutamin/Amonyak kiti
kullanildi. Kit iireticisinin testin yapilisini anlattigi sekilde testi gerceklestirmek
icin 96 gozlii pleyt kullanildi. Oncelikle analiz edilecek her bir &rnekten 10 pL
tekrarlariyla birlikte dikkatlice gézlere eklendi. Blank olarak belirlenen gdzlere ise
analiz edilecek herhangi bir 6rnek eklenmedi. Daha sonra L-glutamin analizi igin
olan gozlere 20 puL.’ ser Soliisyon 1’den eklendi. Sonrasinda bu gozler iizerine 2
uL’ ser Siispansiyon Cozelti 4 eklenerek pleyt orbital ¢alkalayici {izerine eklendi.
Orneklerin eklendigi pleyt orbital calkalayici iizerinde 5 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Daha sonra amonyak analizi i¢in olan orneklerin eklendigi gozlerin
tizerine sirastyla oda sicakliginda 172 pL distile su, 30 pL Soliisyon 2 ve 20 puL
Soliisyon 3 eklendi. Amonyak analizinin blank olarak segilen gozlerine 6rnek
yiliklenmedigi i¢in islemler sonunda tiim kuyulardaki hacmin ayni olmasi i¢in 10
pnL daha fazla distile su eklendi. Bununla birlikte L-Glutamin analizi i¢in olan
kuyulara ise sirastyla 150 pL distile su, 30 pL soliisyon 2 ve 20 pL soliisyon 3
eklendi. Burada da blank olarak secilen gozlere fazladan 10 pL distile su eklendi.
Daha sonrasinda yine orbital calkalayici iizerinde 4 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda pleyt 340 nm dalga boyuna ayarlanmis plate okuyucuda
okutuldu. Alinan sonuglar A1l olarak kaydedildi. Sonrasinda ise tim gozlere 2 uL
Stispansiyon Cozelti 5 eklenerek yine karistirict lizerinde 5 dakika inkiibe edildi.
Daha sonra ayni dalga boyuna ayarli pleyt okuyucuda tekrar okutulan pleytteki
degerler A2 olarak kaydedildi. Sonrasinda Al ve A2 degerleri kit iireticisinin
okunan absorbans degerlerine karsi konsantrasyon hesabi i¢in gelistirdigi denklem
iizerine yerlestirilerek her bir 6rnek i¢in L-Glutamin ve amonyak degerleri

hesaplandi.
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3.2.5.6 Glikoz analizi

Yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 ve iiretimlerinde her bir iiretim sisteminden
belirlenen giinlerinde toplanan drneklerdeki glikoz konsantrasyonlarinin degisimini
belirlemek i¢in Megazyme’ 1n gelistirdigi kit kullanildi. Kit iireticisinin verdigi
mikropleyt prosediirii ilizerinden glikoz analizi gerceklestirildi. Pleyt {izerinde
ornekler ve blank olan boliimler isaretlendikten sonra oncelikle her bir 6rnekten 10
uL almarak blank ve standart digindaki tiim gozlere eklendi. Standart olarak
belirlenen gozlere de 10 pL standart soliisyonu eklendi. Daha sonra blank olan
gozlere 210 puL ve diger tim gozlere de 200 pL distile su eklendi. Sonrasinda
sirastyla tiim gozlere soliisyon 1 ve soliisyon 2°den 10 pL eklenerek pleyt orbital
calkalayicida oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edildi. Bunun ardindan pleyt 340
nm Dalga boyunda pleyt okuyucuda okutularak elde edilen absorbans degerleri A1l
olarak kaydedildi. Ardindan pleyt alinarak biitlin gozlerine 2 pL siispansiyon 3
eklendi ve yine orbital ¢alkalayicida oda sicaklifinda 5 dakika boyunca inkiibe
edildi. Bu siirenin sonunda tiim gzlerdeki total hacim 232 pL olan pleyt ayn1 dalga
boyunda okutularak elde edilen sonuglar A2 olarak kaydedildi. Son olarak
kaydedilen Al ve A2 degerleri ilizerinden kit iireticisinin gelistirdigi denklem

kullanilarak analiz edilen her bir 6rnek i¢in glikoz degerleri hesaplandi.

3.2.5.7 Laktik asit (Laktat) analizi

Tez kapsaminda yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismalart ve o6lgek biiyiitme
islemlerinin belirlenen giinlerinde toplanan orneklerdeki laktik asit miktar
Megazyme’in gelistirdigi kit ile 6l¢iildii. Bunun i¢in 96 gozli pleyt kullanildi ve
pleyt lizerinde 6rnek blank eklenecek kisimlar isaretlendi. Analizin yapilmasi i¢in
oncelikle blank ve standart olarak belirlenen gozler disindaki tim gozlere tekrarlar
da dahil olmak tizere 10 pL 6rnek eklendi. Stadnart olarak belirlenne gozlere de 10
uL laktik asit standart1 eklendi. Daha sonra blank olarak belirlenen gozlere 160 uL,
ornek ve standart konulan gozlerin ise iizerine 150 pL distile su eklendi. Daha
sonrasinda ise tiim gozlere sirasiyla 50 pL soliisyon 1, 10 pL soliisyon 2 ve 2 L
siispansiyon 3 eklendi. Daha sonra orbital ¢alkalayicida 3 dakika bekletilen pleyt
340 nm’ ye ayarl pleyt okuyucuda okutularak degerler A1 olarak kaydedildi.
Ardindan yine pleytin tiim gozlerine 2 pL silispansiyon 4 eklendi ve pleyt oda
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kosullarinda orbital calkalayici iizerinde 10 dakika inkiibe edildi. Bunun sonunda
ise ayni dalga boyunda pleyt okuyucuda okutulan pleytteki absorbans degerleri A2
olarak kaydedildi. Tim bunlarin sonunda kaydedilen Al ve A2 degerleri
kullanilarak kit iireticisi tarafindan gelistirilen absorbans degerleri lizerinden laktik
asit konsantrasyonunun hesaplandigi denklem yardimiyla o6rneklerdeki laktik asit

miktarlar belirlendi.

3.2.5.8 BCA analizi

Biyoreaktorde gerceklestirilen {iretimler sonucunda toplanan 6rneklere BCA
analizi yapildi. Bunun i¢in Oncelikle bilinen protein konsantrasyonuna karsilik
gelen absorbans degerlerinin belirlenmesi i¢in bir standart egri olusturuldu. Sigir
albiiminli standart sollisyonunu igeren ampiilden kit {ireticisinin anlattig1 sekilde
seri diliisyonlar yapilarak seyreltmeler hazirladi. Daha sonra hem bu diliisyonlardan
hem de analiz edilecek her bir 6rnekten 25 pL alinarak 96 gozlii pleyte eklendi.
Daha sonrasinda tiim gozlere BCA kiti igerisinden ¢ikan A ve B soliisyonlarindan
hacmen 50 A ve 1 B olacak sekilde hazirlanan reaksiyon karistmindan 200 pL
eklendi. Sonrasinda pleyt karanlikta 1 dakika boyunca orbital ¢alkalayici lizerinde
bekletildikten sonra 37°C’ de yarim saat karanlikta inkiibasyona birakildi. Bu
siirenin sonunda pleyt okuyucuda 562 nm dalga boyunda pleyt okutularak
absorbans degerleri kaydedildi. Sonrasinda olusturulan standart egri denklemi
kullanilarak analiz edilen orneklerin absorbans degerlerine karsilik gelen protein

konsantrasyonlar1 hesaplandi.

3.2.5.9 Sterilite kontrolii

Farkli ortamlarda {iretilen hiicrelerin sterilite kontrolii, 29 g/L Tiyoglikolat
brot (TGB) ve 30 g/L Triptik Soy brot (TSB) soliisyonlarinda ger¢eklestirildi. Bu
amagla hazirlanmis olan ¢ozeltiler 121°C’de 20 dakika siire ile otoklavlandiktan
sonra, laminer hava akigh kabin igerisinde 3 tekrar olmak iizere her tiipe 9’ar ml
dagitildi. Uzerlerine 1 haftalik kiiltiirlerinin siipernatantlarindan 1’er ml eklenerek
ve bu tiipler 37 °C’deki etiivde ve oda sicakliginda 14 giin boyunca inkiibe edilerek

her giin tireme olup olmadig1 kontrol edildi.
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3.2.6 Influenza viriisii enfeksiyon ¢calismalar

Bu tez calismasi kapsaminda gerceklestirilen ve bu boliimde anlatilan tiim
islemler Ege Universitesi Hastanesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Viroloji ve Hiicre
Kiiltiri Laboratuvarinda gercgeklestirildi. Kullanilan influenza virlisii ise

calismanin yapildig1 laboratuvardaki viriis stoklarindan alindi.

3.2.6.1 Viriis biiviitme ortaminin ve viral enfektivite calismalar1 icin viral

vikama soliisyonlarimmin hazirlanmasi

Virlis stoklarinin  olusturulmasinda virlis biiylitme ortammi (VBO)
hazirlamak i¢in DMEM-HG bazal besin ortami igerisine % 1 L-Glutamin, %1
penisilin/streptomisin, % 1 HEPES, % 0,4 Amfoterisin - B, % 0,2 Tripsin-EDTA
ve % 0,1 gentamisin tamamlayici bilesenleri eklendi. Viriis yikama soliisyonu ise
DPBS igerisine % 1 penisilin/streptomisin, % 0,4 Amfoterisin-B ve % 0,1
gentamisin eklenmesi ile hazirladi. Bunlarin hazirlanmasi sirasinda gerekli olan
miktarlardaki tamamlayic1 bilesenlerin eklenmesi sterilitenin korunmasi adina

laminar kabin icerisinde gerceklestirildi.

3.2.6.2 Viriis calisma stoklarimin olusturulmasi

Virilis enfektivite denemeleri icin gerekli olan virlis stoklarin1 olusturmak
adma Ege Universitesi Hastanesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 Viroloji ve Hiicre
Kiiltirti Laboratuvari’'nda bulunan viriis stogundaki HIN1 alt tipi oldugu
belirlenmis influenza A viriisii kullanildi. Calisma stogu olusturmanin ilk asamasi
olarak T25 ve devaminda da T75 flaskta, flask ylizeyi % 70 - 80 kaplamis olan
MDCK hiicreleri kullanildi. Bu islemlerde oncelikle MDCK hiicrelerinin
bulundugu flask viriis caligmalarinin yapildigi laminar kabin igerisine alinarak
icerisindeki DMEM-HG biiyiitme ortami dokiildii ve 3 - 5 mL virlis yikama
soliisyonu ile flask yikandi. Bu islem sonunda yikama soliisyonunun tamami flask
igerisinden serolojik pipet yardimiyla ¢ekildi. Sonrasinda -86°C’den alinarak
¢Ozdiirillen viriis stogunun oldugu kriyotiip icinden 1-1,2 mL kadar viriis
siispansiyonu alinarak yikanan hiicreler iizerine eklendi. Daha sonrasinda igerisine

viriis eklenen flask 37°C ve % 5 CO2’li inkiibatérde her 15 dakikada bir yavasca
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karnistirillarak 1,5 saat boyunca inkiibe edildi. Sonrasinda eklenen viriis
siispansiyonu da serolojik pipet yardimiyla flask yiizeyinden ¢ekildi ve flask
tizerine 5 mL DMEM-HG VBO eklendi. Bu islemler sonunda flask igerisindeki
MDCK hiicrelerinde sitopatik etki (CPE) olup olmadigi giinlik goézlemler ile
belirlendi. Yaklasik olarak tiim hiicrelerde CPE’nin gozlendigi 72-76 saat
araliginda inkiibasyon sonlandirildi. inkiibatdrden alinan flask 30 dakika boyunca -
20°C’de bekletilerek donduruldu. Hemen ardindan da 37°C’ye ayarlanmis su
banyosunda tekrardan c¢ozdiiriilerek hiicre igerisinde bulunabilecek enfektif
viriislerin de elde edilmesi amaciyla tiim hiicrelerin parcalanmasi saglandi. Daha
sonra flask viriis caligmalarinin yapildig1 kabin igerisine alinarak pastor pipeti
yardimimuyla flask icerigi homojenize edildi. Flask icerigi santrifiij tiipii igerisine
alinarak 3000 rpm’de 30 dk boyunca 4°C’de santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasi
virlisii igeren kisim olan siipernatant olusan pelleti almayacak sekilde dikkatlice
kabin igerisinde toplandi ve kriyotiiplere paylastirilarak -86°C’de stoklandi
(Karakus et al., 2018; Klimov et al., 2012; Szretter et al., 2006).

3.2.6.3 Viriis enfektivitesinin goriintiilenmesi icin immiinfloresan boyama

Bu tez kapsaminda kullanilan farkli hiicrelerin olusturulan influenza A viriis
stoklar1 ile enfektivitesinin gosterilmesi ve virlisiin hiicrede cogaldiginin teyit
edilmesi i¢in immiinfloresan boyama islemi gerceklestirildi. Bu islem icin 72 saat
inkiibasyon siiresi tamamlanmis olan flask icerisinden 100 pl 6rnek alinarak uygun
sekilde birlestirilen hunili ve sabitleyicili lam-filtre aparati huni kismina damlatildi.
Daha sonra bu aparat oda sicakliginda 5 dakika boyunca 1000 rpm’de
santrifiijlendi. Aparattan dikkatlice ¢ikartilan lam {izerinden filtre kagidi alinarak
lam asetona daldirildi. Bu sekilde -20°C’ de 10 dakika boyunca aseton igerisinde
bekletildi. Daha sonra oda sicakliginda 5 dakika boyunca PBS igerisinde bekletilen
lam PBS’ten alindiktan sonra Ornegin oldugu bolge iizerine floresan isaretli
antikorun oldugu boyadan 1-2 damla damlatildi. Lamlarin iizerindeki boyanin
akmamasi i¢in dikkatli bir sekilde 37°C’deki inkiibatore yerlestirilerek 30 dakika
boyunca bekletildi. Inkiibasyon siiresi sonunda lamlar tekrardan PBS igerinde 5
dakika bekletildi ve bu islem 2 kere uygulandi. Daha sonrasinda PBS igerisinden
alinan lamlarin stlindeki fazla sivi dikkatle silindi ve oda sicakliginda karanlikta

kurutmaya birakildi. Daha sonra iistiindeki sivinin biiyiik bir kismi buharlagmis olan
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lam iizerine kapatma soliisyonu damlatildi ve iizerine lamel kapatildi (MERCK
Millipore, 2019). Tasan soliisyon dikkatle silinerek elde edilen preparat floresan

atagmanli mikroskopta 20x ve 40x biiylitmelerde incelenerek fotograf ¢ekildi.

3.2.6.4 Doku kiiltiirii %50 enfektif doz (TCIDso) degerinin belirlenmesi

Olusturulan stoktaki ve farkli hiicre hatlar1 ile yapilan enfektivite
calismalarinda elde edilen viriis konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in TCIDso testi
uygulandi. Bunun i¢in 96 gozlii pleyte testin gerceklestirilecegi giiniin 1 giin
oncesinde her bir gézdeki DMEM-HG biiyiitme ortaminin total hacim 100 pl
olacak sekilde gdz basma 2 x 10* MDCK hiicreleri ekildi. Hiicrelerin ekildigi pleyt
37°C ve %5 CO2’li inkiibatdrde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
MDCK hiicrelerinin her bir pleyt géziiniin %80-90" nin1 kapladig: teyit edildikten
sonra TCIDso testine baslandi. Bunun i¢in 6ncelikle gozlerdeki biiylitme ortami
mikropipetle cekildi. Sonrasinda hiicreler 150 ul virlis yikama soliisyonu ile
yikandi. Daha sonra pleytin sadece ilk kolonundaki her bir goze olusturulan viriis
stok slispansiyonundan dogrudan 146 pl eklendi. Pleytin 2. kolonundan son
kolonunundaki viriisiin ekilmedigi kontrol grubuna kadar da sadece 100 ul DMEM-
HG VBO eklendi. Daha sonra sirastyla seri diliisyon yapmak i¢in ilk kolondan 46
ul alinip 2.kolona aktarilarak karistirilip tekrar 46 ul ¢ekilerek 11.kolona kadar bu
islem devam ettirildi. Bu sekilde pleytin kolonlarinda sirasiyla 10°, 103, 107!, 10-
I3 .. seklinde seri viriis diliisyonlar: elde edildi. En son 11. kolondan 46 ul ¢ekilerek
atild1 ve boylece her bir gozde 100 pl hacim olacak sekilde pleyt 37°C’ deki %5
CO2’li inkiibatérde 15 dakikada bir karistirilarak 1,5 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda 11. kolona kadar olan tiim gdzlerdeki viriis siispansiyonu
iceren ortam ¢ekilerek atildi. Daha sonrasinda kontrol grubunun oldugu 12. kolona
sadece 100 pl ve geri kalan tiim kolonlara 200 ul DMEM-HG VBO eklendi ve pleyt
37°C’deki %5 CO2’li inkiibatorde 72 saat inkiibe edildi. Giinliik olarak her bir
gozdeki CPE incelendi. 72 saatin sonunda tiim gozlerdeki DMEM-HG VBO’ nun
tamami ¢ekilerek atild1 ve her bir g6z 200 pl viriis yikama soliisyonu ile yikandi.
Yikama soliisyonu da gekilerek her bir goze 100 pl %70’ lik etil alkol ¢dzeltisi
eklendi ve 5 dakika inkiibasyon sonunda tiim gozlerdeki etil alkol ¢ekilerek atildi
(Charyasriwong et al., 2015). Bu islemin ardindan ters faz mikroskopta belirlenen

CPE’ lerin boyama ile teyit edilmesi adina her bir géze 50 pl % 0,5’ lik kristal violet
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soliisyonu eklendi ve pleyt 2 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Bu siirenin
sonunda pleyt distile su dolu bir kapta yikandi ve kurumaya birakildi. Daha sonra,
kurutulan pleytte yapilan gozlem ve kristal violet boyamaya gore CPE goézlenen
gozler “pozitif/var” veya “negatif/yok” olarak degerlendirildi. Sonrasinda bu
degerler iizerinden Reed-Muench metodu kullanilarak TCIDso degeri belirlendi
(Lei et al., 2021). Bu metoda gore oncelikle kiimiilatif ylizde enfeksiyon oranlari
hesaplandi. Daha sonra bu oranlardan %50 oranini ilk gegen yiizde deger (%50
IGD) ve %50 oraninim altinda kalan ilk yiizde degerler (%50 AKID) iizerinden
asagida yer alan denklemler kullanilarak TCIDso degeri hesaplandi (denklem 14-
15) (Karakus et al., 2018; Klimov et al., 2012; Szretter et al., 2006).

(%50 IGD)-50
%50 IGD)-(%50 AKID)

Orantisal uzaklik (PD)= ( (denklem 14)

log(TCIDso) = log(%50 IGD'in diliisyon degeri) —
PD x (—log(Diliisyon faktorti)) (denklem 15)

3.2.6.5 Viriis enfektivitesinin dogrulanmasi icin RT-qPCR

Viral enfektivitenin dogrulanmasi ve kullanilan viriis stogunda bagka bir
solunum yolu viriisiiniin olmadiginin gosterilmesi adina RT-qPCR yapildi. Bunun
icin oncelikle EZ1 & 2 Virilis Mini Kit v2.0 kullanilarak niikleik asit izolasyonu
gergeklestirildi. Bu amagcla enfektivite ¢aligmasi yapilan tiim 6rneklerden 400 ul
toplanarak kit iireticisi firmanin yonergesi dogrultusunda kitteki kartusun ornek
ylikleme kismina eklendi. Cihazin ¢alisma siiresi bittikten sonra kullanilan kit
sayesinde yiiklenen ornekler i¢indeki hiicreler parcalanarak ortamdaki istenmeyen
diger bilesenler de ayrildigindan, son asama olarak RT-qPCR i¢in gerekli olan
ntikleik asit eliisyonu toplandi. Daha sonra toplanan bu eliisyonlara Solunum Yolu
ID-2 RT-gPCR Kiti ile Rotor-Gene Q cihazi kullanilarak RT-qPCR yapildi. Bunun
icin yine kit lireticisinin belirttigi sekilde islem yapilacak her bir 6rnek i¢in elde
edilen niikleik asit eliisyonundan 2,5 pL alind1 ve bunun iizerine 5 pl Buffer ile 2,5
ul Oligo mix eklendi. Pozitif kontrol i¢in de yine kit igerisinden ¢ikan pozitif
kontrol 6rnek tiipiinden 2,5 pL alinarak 5 pl Buffer ve 2,5 ul Oligo mix eklendi.

Tiim 6rnekler hazirlandiktan sonra RT-qPCR islemi baslatildi. Islem sonunda
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Rotor-Gene Q cihazinin bagli oldugu Rotor-Gene Q Series Software programi ile

calisan sistemden sonuglar “Dongii esigi” (Cycle treshold, Ct) olarak goriintiilendi.

3.2.6.6 Farklhh hiicre hatlarinin enfektivite ve viriis iiretiminin

degerlendirilmesi

Bu c¢alisma kapsaminda denemesi yapilan tiim hiicre hatlarinin ve bunlarin
serumsuz ortama adapte edilmis hallerinin enfektivite ve viriis liretimi agisindan
degerlendirilmesi gergeklestirildi. Her bir 6rnekte esit bir hiicre-viriis etkilesimi
gerceklestirmek ve bunlarin daha dogru degerlendirilebilmesi adina “Enfeksiyon
Coklugu” (Multiplicity of Infection, MOI) degeri hesaplandi. Yapilan literatiir
arastirmasi sonucunda farkli MOI degerleri kullanilarak yapilan influenza viriisti
enfeksiyon calismalar1 incelendiginde bu ¢alisma icin de kullanilacak olan MOI
degeri 107 olarak belirlendi. Bu deger ise asagida yer alan formiil (denklem 16) ile

hesaplandi (ATCC, 2013; Corbishley et al., 2020).

Toplam viral partikiil sayisi

Enfeksiyon ¢oklugu (MOI)= (denklem 16)

Toplam hiicre sayisi

Bu degerin hesaplanmasi i¢in bu calisma kapsaminda olusturulan viriis
stoguna yapilan TCIDso sonucu influenza viriisleri i¢in hesaplanan Poisson
dagilimina gore 0,7 ile ¢arpilarak teorik olarak plak testi sonucunda elde edilen Plak
Olusturma Birimi (Plaque Forming Unit, PFU)’ ne denk olan viral partikiil degeri
hesabr yapildi. Bu hesaplama sonucunda TCIDso/mL degeri viral partikiil/mL
degerine dontstiiriildii (ATCC, 2013; Corbishley et al., 2020). Daha sonra
literatiirde influenza viriislerinin hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltilmasi i¢in optimal bir

MOI olarak gésterilen 10 degeri secildi (Grinicher et al., 2019).

Viriis enfektivite calismasi yapilmasi i¢in bu calismada kullanilan tiim
hiicrelerin orijinal halleri ile adapte edilmis hallerine bu MOI degeri {izerinden viriis
inokiilasyonu yapildi. Bunun i¢in her bir hiicre sayilarak hiicre karakterine gore
adherent veya siispanse T25 flasklara ekildi ve adherent karakterde olanlarin
tutunmasi igin 6-8 saat 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonucunda adherent hiicrelerin tizerindeki ortam dokiilerek ardindan viriis yikama

ortamiyla yikama yapilirken silispanse hiicrelere de ayni islem 1000 rpm’ de 5
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dakika santrifiijleme ile yapildi. Daha sonra gerekli viral partikiilii iceren viriis
stogundan hesaplanan miktarlar ¢ekilerek hiicrelerin ilizerine eklendi. Siispanse
hiicreler i¢in ise yikama sonrasi santrifiijleme ile olusan pellet iizerine hesaplanan
viriis stogundan alinan hacim eklenerek bununla tekrardan siispanse edildikten
sonra flaska alindi. Tim flasklar 15 dakikada bir karistirilarak 1,5 saat boyunca
37°C’de %5 CO2’li inkiibatdrde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
adherent hiicrelerin ilizerinden viriis siispansiyonu serolojik pipetle ¢ekildi ve

hepsinin {izerine 5 mL kendi spesifik VBO’su eklendi.

Stispanse olanlar icin de virlis silispansiyonu yine santrifiijleme ile
uzaklastirildi ve ardindan olusan pellet 5 mL kendi spesifik VBO’su ile tekrardan
siispanse hale getirilerek flaska alindi. Burada kullanilan VBO’ lar ise adherent
karakterdeki CHO-K 1, HEK-293 ve MDCK i¢cin DMEM-HG VBO, THP-1 i¢in ise
DMEM-HG VBO ile ayn1 tamamlayic1 bilesenleri iceren RPMI-1640 kullanilarak
hazirlandi. Bunlarla birlikte serumsuz ortama adapte edilen tiim hiicrelerin VBO’
ar1 yukarida bahsedilen sekilde her bir hiicre hatt1 i¢in kendi spesifik kimyasal
olarak tanimlanmis serumsuz besin ortamlar1 kullanilarak hazirlandi. Kimyasal
olarak tanimlanmis serumsuz ortam VBQO’lar1 hazirlanirken % 3 L-Glutamin, %1
penisilin/streptomisin, % 1 HEPES, % 0,4 Amfoterisin - B, % 0,2 recombinant
tripsin-EDTA ve % 0,1 gentamisin oranlarinda tamamlayici bilesenler kullanildu.
Ozellikle serumsuz ortam VBO’lar1 hazirlanirken ¢alisma amacina uygun olarak
hayvansal kokenli olan tripsin-EDTA yerine recombinant tripsin-EDTA kullanildu.
Bu sekilde tiim flasklar 37°C’de %5 CO2’li inkiibatérde 72 saat inkiibe edildikten
sonra biitiin 6rneklere yukarida anlatildigi sekilde sirasiyla immiinfloresan boyama,
RT-qPCR, her bir 6rnekten ayr1 stok olusturma ve sonrasinda olusturulan bu farkl

hiicre hatlarma ait stoklara TCIDso degeri belirleme islemleri yapildi.

3.2.7 istatistiksel analiz

Calismalar sonucunda elde edilen tiim veriler GraphPad Prism® 9 programi
ile analiz edildi. Sonuglar, tek yonlii varyans analizi (tek-yon ANOVA) ve c¢ift
yonlii varyans analizi (iki-yon ANOVA) ile £ % 95 giiven araliginda
degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1 Hiicre Hatlarmin Kiiltiir Karakterlerinin Belirlenmesi

4.1.1 THP-1 hiicre hatt:

Sekil 4.1. THP-1 hiicrelerinin ters faz mikroskopta ¢ekilmis olan farkli biiyiitmelerdeki
goriintiileri 4x (a), 10x (b), 20x (c) ve 40x (d) (Olgek bari uzunlugu: 100um)

Calismada kullanilan tim hiicre hatlarinin orijinal iireme karakterlerinin
belirlenmesi admma biliyiime kinetigi cikartilmistir. Bu calismalarda silispanse
karakterde olan THP-1 hiicrelerinin (Sekil 4.1) biiylime kinetigi 21 giin boyunca
devam ettirildi. Bu siire boyunca kiiltiirlenen THP-1 hiicrelerin 14. giinde en yiiksek
konsantrasyona ulastigi goriildii (Sekil 4.2). THP-1 hiicrelerinin maksimum
konsantrasyona ulastig1 bugiinden sonra ise hiicre canliliginin diistiigii ve bununla

beraber kiiltiirdeki hiicre konsantrasyon artik¢a da ortam pH simin diistiigii gozlendi
(Sekil 4.3c¢).



Sekil 4.2. Biiyiime kinetigi sirasinda giinliik olarak sayimi yapilan THP-1 hiicrelerinin giin

bazindaki degisimlerini gosteren mikroskop goriintiileri (10x) (Olgek bar1 uzunlugu: 200um)

Sayimlar sonucunda THP-1 hiicrelerinin 14. giinde ulastigi en yiiksek
konsantrasyonun 1,922 + 0,091 x 10° hiicre/mL degeri belirlenerek (Sekil 4.3a)
¢ikartilan bu biiylime kinetigi lizerinden THP-1 hiicrelerinin peen ve bunun
tizerinden ta degeri hesaplandi. Bu hesaplamalar sonucunda da ta degeri 48,95 +
0,42 saat olarak hesaplandii. Ayrica, THP-1 hiicrelerinin uzun kiiltiir siireleri

boyunca canliliklariin %70’ in iizerinde kaldig1 gozlendi (Sekil 4.3b).
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Sekil 4.3. THP-1 hiicrelerinin giin bazindaki hiicre konsantrasyonu (a), % canlilik (b), pH (c)

ve metabolit (d) degerlerinde meydana gelen degisimler

THP-1 hiicrelerinin karakterizasyonu i¢in gerceklestirilen ¢alismada hiicre

metabolik aktivitesinin de incelenmesi i¢in toplanan Orneklerden sirasiyla L-

glutamin, amonyak, glikoz ve laktik asit metabolitlerinin degerleri 6l¢iildi. Yapilan

Olctimlerde hiicre konsantrasyonu ve pH degisimine bagli olarak besin ortami

icerigindeki hiicre ¢cogalmasi i¢in temel bilesenlerden olan glikoz ve L-glutamin

bilesenlerinin konsantrasyonun azaldigi belirlendi.

metabolik aktivitesi ve ¢gogalmaya paralel olarak ortaya ¢ikan atik bilesenler olan

laktik asit ve amonyak konsatrasyonlarinin da arttig1 goézlendi (Sekil 4.3d).

Bununla birlikte hiicre
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4.1.2 CHO-K1 hiicre hatt1

Sekil 4.4. CHO-K1 hiicrelerinin ters faz mikroskopta ¢ekilmis olan farkli biiyiitmelerdeki
goriintiileri 4x (a), 10x (b), 20x (c) ve 40x (d) (Olgek bari uzunlugu: 100um)

Adherent karaktere sahip olan CHO-K1 hiicre hattinin (Sekil 4.4) biiyiime
kinetiginin ¢ikarilmasi icin CHO-K1 hiicreleri 24 gozlii pleytlere ekilerek giin
bazinda MTT testi yapilmistir. Bunun i¢in Oncelikle hesaplanmak istenen hiicre
konsantrasyonuna karsi gelen absorbans degerinin belirlenmesi i¢in bir standart

grafigi olusturuldu (Sekil 4.5).

CHO-K1 Standart Grafigi
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Sekil 4.5. Adherent CHO-K1 hiicrelerine ait bilinen hiicre konsantrasyonlarina karsi gelen

absorbans degerlerinin gosterildigi standart grafigi
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Bu grafikten elde edilen konsantrasyona kars1 absorbansi ifade eden denklemi
lizerinden giin bazinda yapilan Ol¢limlerle adherent CHO-K1 hiicrelerinin
konsantrasyonlart belirlendi. Ayrica her bir giin icin MTT testi dncesinde pH
Ol¢iimiiyle birlikte mikroskobik gozlemler yapildi. Bu gozlemlerde de CHO-K1
hiicrelerinin adherent karakterlerine uygun olarak glinden giine tiim yiizeyi kaplama
oranlariin arttig1 goriildii. En ytliksek hiicre konsantrasyon degerine ulagilan 7.
giinden sonra ise hiicreler tiim kiiltiir kab1 yiizeyini kapladigi i¢cin monolayer tabaka
tizerinde yliksek miktarda hiicre birikimi gozlendi (Sekil 4.6). Biiyiime kinetiginin
ilerleyen giinlerinde ise ortam pH’sinin da diistiigii belirlendi. Bununla birlikte
diger adherent kiiltiirler olan HEK-293 ve MDCK hiicrelerine kiyasla CHO-K1
hiicrelerinin ilerleyen kiiltlir siiresiyle beraber diisen pH’a ragmen adherent

karakterini korudugu ve kiiltiir kab1 yiizeyine tutunmaya devam ettigi gézlendi.

Sekil 4.6. Biiylime kinetigi i¢in giinliik olarak MTT testi yapilan CHO-K1 hiicrelerinin giin
bazindaki degisimlerini gdsteren mikroskop goriintiileri (10x) (Olgek bart uzunlugu: 200um)

Her giin sonunda yapilan MTT testi ve pH 6lglimleri sonucunda adherent
CHO-K1 hiicrelerinin biliyiime kinetikleri ¢ikarildi. Biiyiime kinetigi egrisine

bakildiginda ise kiiltiiriin 7. glinde maksimum konsantrasyona ulastii ve bu
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degerin ise 3,574 + 0,16 x 10° hiicre/mL oldugu belirlendi. Artan hiicre
konsantrasyonuna bagli olarak da pH degerlerinin ilerleyen gilinlerde devamli
olarak diistigli, sadece 12. gilinden itibaren kiiltiirdeki canli hiicre
konsantrasyonunun diigmesine bagli olarak artis gosterdigi gozlendi. Bu diislise
paralel olarak da yapilan metabolit analizlerine bakildiginda laktik asit degerinin
devamli olarak yiikseldigi ve bir diger atik metabolit olan amonyaginda benzer
sekilde kiiltiir siiresince arttig1 goriildii. Bunlarla beraber glikoz ve L-glutamin

degerlerinde de azalma meydana geldigi gézlemlendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. CHO-K1 hiicrelerinin biiyiime kinetiginde giin bazindaki hiicre konsantrasyon (a),
pH (b) ve metabolit (c) degerleri

Olusturulan biiyiime kinetigine bakildiginda logaritmik fazin ilk ve son
giinleri 1. ve 7. giinler olarak belirlendi ve bu degerler kullanilarak adherent CHO-

K1 hiicreleri igin ta = 23,22 + 0,64 saat olarak hesaplandi.
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4.1.3 MDCK Hiicre Hatti

Sekil 4.8. MDCK hiicrelerinin ters faz mikroskopta ¢ekilmis olan farkli biiyiitmelerdeki
goriintiileri 4x (a), 10x (b), 20x (c) ve 40x (d) (Olgek bar1 uzunlugu: 100pum)

MDCK hiicrelerinin (Sekil 4.8) de biiylime kinetigi 24 goézli pleyt
kullanilarak her giin i¢in 2 tekrarli olacak sekilde gergeklestirilmistir. Bu hiicre hatti
da adherent karaktere sahip oldugu icin MTT testi ile ¢ikartilan bu biiylime kinetigi
oncesinde bilinen hiicre konsantrasyonlarinin 6l¢iilen absorbans degerleri lizerinde

bir standart egri olusturuldu (Sekil 4.9).

MDCK Standart Grafigi

5_
£ y =0,1918*x + 0,2802
=
e R?=0,9803
n
®
()
f=
©
2
o
(7]
]
<

0 T T T T 1

0 5 10 15 20 25
Hiicre Konsantrasyonu
(Hiicre/mL)*10°

Sekil 4.9. Adherent MDCK hiicrelerine ait bilinen hiicre konsantrasyonlarina kars1 gelen

absorbans degerlerinin gosterildigi standart grafigi
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Elde edilen standart grafigi denklemi kullanilarak kiiltiir siiresi boyunca her
giin yapilan MTT testi sonucunda elde edilen absorbans degerleri tizerinden MDCK
hiicrelerinin konsantrasyonlar1 belirlendi. Ayrica yine MTT testi 6ncesinde ters faz
mikroskopla gozlem yapilarak kiiltiirdeki biiyiime gozlemlendi. Ozellikle burada
CHO-K1 hiicrelerinde goriildiigii gibi 6. giinden itibaren kiiltiir kabi1 yiizeyinde yer
bulamayan MDCK hiicrelerinin monolayer tabaka {lizerinde birikmeye basladigi
goriildii. Yapilan pH oSlc¢limlerine gore 6zellikle kiiltiiriin ilk giinlerinden itibaren
pH’da hizli bir diisiis gdzlendi ve kiiltiir yogunlugunun en yiiksek oldugu 7. giinden
itibaren pH degeri 14 giinliik kiiltlir siiresi sonuna kadar 6,4 olarak olciildii.
Ozellikle diisen pH degeriyle birlikte 11. giinden itibaren MDCK hiicrelerinin
kiiltiir kab1 ylizeyinden tabakalar halinde kalkmaya basladig: goriildii (Sekil 4.10).

Sekil 4.10. Giinlik olarak MTT testi yapilan MDCK hiicrelerinin giin bazindaki
degisimlerini gdsteren mikroskop goriintiileri (10x) (Olgek bart uzunlugu: 200um)

Kiiltiir siiresi boyunca yapilan MTT sonuglarindan elde edilen biiyiime
kinetigi grafigine bakildiginda MDCK hiicrelerinin en yiiksek konsantrasyona 7.
Giinde ulastig1 goriildii. Bu hiicre konsantrasyonu ise standart egri iizerinden 2,575

+ 0,0804 x 10° hiicre/mL olarak hesaplandi. Daha sonra olusturulan biiyiime
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kinetigi egrisi tizerinden MDCK hiicreleri i¢in ikilenme siiresi hesab1 yapildi. Bu
hesaba gore adherent MDCK hiicrelerinin tda degeri 25,954 + 0,092 saat olarak
belirlendi. Bununla birlikte yapilan metabolit analizi sonucunda da MDCK
hiicrelerinin kiiltiiriin ilk glinlerinden itibaren glikoz ve L-glutamini yiiksek oranda
kullandig1 goriildii. Buna paralel olarak da laktik asit ve amonyak degerlerinin
olduke¢a hizli bir bigimde artis gosterdigi gézlendi. Buna paralel olarak da 6zellikle
laktik asit artisinin hizland1 6. giinden itibaren pH degerinin de hizl bir sekilde
diistiigii belirlendi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. MDCK hiicrelerinin biiyiime kinetiginde giin bazindaki hiicre konsantrasyon (a),
pH (b) ve metabolit (c) degerleri
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4.1.4 HEK-293 hiicre hatti

Sekil 4.12. HEK-293 hiicrelerinin ters faz mikroskopta ¢ekilmis olan farkli biiyiitmelerdeki
goriintiileri 4x (a), 10x (b), 20x (c) ve 40x (d) (Olgek bar1 uzunlugu: 100pum)

Diger adherent karakterdeki hiicrelere benzer sekilde HEK-293 hiicrelerinin
(Sekil 4.12) de biiylime kinetiklerinin ¢ikarilmasi i¢in 6ncelikle bir standart grafigi
olusturuldu. Daha sonrasinda olusturulan bu standart grafiginden elde edilen
denklem kullanilarka her bir giin i¢in yapilan MTT analizi sonucunda elde edilen
absorbans degerleri {izerinden HEK-293 hiicrelerinin giin  bazindaki

konsantrasyonlar1 hesapland1 (Sekil 4.13).

HEK-293 Standart Grafigi
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Sekil 4.13. Adherent HEK-293 hiicrelerine ait bilinen hiicre konsantrasyonlarina kars1 gelen

absorbans degerlerinin gosterildigi standart grafigi
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Kiiltiir siiresince hiicre konsantrasyonlarinin hesaplanmasi igin MTT testi
oncesinde Kkiiltiir siipernantlarindan pH o6l¢iimii ve kiiltiirdeki hiicrelerin pleyt
ylizeyini kaplama oranlar1 ve bilylimelerinin gozlenmesi i¢in ters faz mikroskopta
HEK-293 hiicreleri incelendi. Bu incelemeler sonucunda HEK-293 hiicrelerinin
diisen pH degerine kars1 oldukca dayaniksiz oldugu gériildii. Ozellikle maksimum
hiicre konsantrasyonuna ulagilan 7. giine kadar kiiltiirde siirekli bir pH diistisii
goriildii ve bu diistisle birlikte 7. giinden sonra hiicre konsantrasyonunda ani bir
azalma gozlendi. Bununla beraber yapilan gozlemlerle hiicrelerin pleyt ylizeyinden
kalktig1 ve hiicre biitiinliigiinlin bozulmaya basladig1 belirlendi (Sekil 4.14).
Kiiltiirtin ilerleyen giinlerinde de diisen hiicre konsantrasyonu ile beraber pH
degerinde artis gozlendi. Bu agindan da diger hiicre hatlariyla yapilan biiylime
kinetigi calismalarina kiyasla 6zellikle adherent HEK-293 hiicrelerinin uzun kiiltiir

stireleri boyunca yliksek hiicre konsantrasyonunu koruyamadigi goriildii.

Sekil 4.14. Kiiltiir siiresi boyunca MTT testi ile giin bazinda HEK-293 hiicrelerinin
degisimlerini gdsteren mikroskop goriintiileri (10x) (Olgek bar1 uzunlugu: 200um)

Yapilan hesaplamalar sonucunda belirlenen hiicre konsantrasyonlarindan

olusturulan biiylime kinetigi grafiginde en yliksek hiicre konsantrasyonuna CHO-



105

K1 ve MDCK hiicrelerinde oldugu gibi 7. gilinde ulasildigi goriildii. Ulasilan
maksimum hiicre konsantrasyonu ise 1,8987 + 0,1034 x 10° hiicre/mL olarak
hesaplandi. Kiiltiir siiresi boyunca hesaplanan tim konsantrasyon degerlerine
bakildiginda logaritmik fazin 3. ve 7. giinlerde gerceklestigi goriildii. Bu dogrultuda
HEK-293 hiicrelerinin ikilenme siiresi hesaplandiginda da hiicrelerin ta degeri
33,08 + 1,125 saat olarak belirlendi. Yapilan metabolik analizlerde de hiicre
konsantrasyonuna bagli olarak zamanla atik metabolitlerde artis gdzlenirken kiiltiir
ortaminda hiicre biiyiimesi i¢in gerekli olan bilesenlerin de konsantrasyonlarinda
azalma gdzlemlendi. Ozellikle kiiltiir pH’ nin diismeye basladig1 4. giinden itibaren
de laktik asit miktarinin ¢ok hizli bir sekilde arttigr goriildii (Sekil 4.15). Bununla
beraber adherent kiiltiirlere bakildiginda HEK-293 ve CHO-K1 hiicrelerinin laktik
asit iretim miktarlarinin daha ytiksek oldugu, bununla beraber THP-1 hiicreleri en
yiiksek miktarda amonyak iiretimini gergeklestirirken adherent hiicreler 6zelinde de

MDCK hiicrelerinin amonyak iiretiminin en fazla oldugu belirlendi.
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Sekil 4.15. HEK-293 hiicrelerinin biiyliime kinetiginde giin bazindaki hiicre konsantrasyon
(a), pH (b) ve metabolit (c) degerleri
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4.2 Hiicre Hatlarinin Serumsuz Ortama ve Adherent Kiiltiirlerin Siispanse

Ureme Kosullarina Adaptasyonu

Bu c¢aligma kapsaminda hiicrelerin serumsuz ortama adapte edilmesi i¢in iki
farkl1 yontem denendi. Ozellikle adherent karakterde olanlarin hem serumsuz hem
de stlispanse kosullara paralel sekilde adapte edilmeye calisildigindan adaptasyon
calismalarina baglanilan giinden itibaren giinliikk olarak mikroskop gozlemleri
yapildi. Bununla beraber orijinal hali slispanse karakterde olan THP-1 hiicre hatt1
icin sadece dogrudan adaptasyon yontemi denendi. Bunun i¢in THP-1 hiicreleri
kontrol grubu RPMI-1640 biiylitme ortami kontrol grubu olacak sekilde PROM-
152 ortaminda kiiltiire alinarak her 2-3 giinde bir sayim yapildi. Sayimlar
sonucunda THP-1 hiicrelerinin PROM-152 ortami1 ve RPMI-1640 ortamindaki

hiicre konsantrasyonlar1 degerlendirildi.

(a)

(b)

Sekil 4.16. THP-1 hiicrelerinin adaptasyon sirasinda ters faz mikroskopta g¢ekilmis olan
kontrol grubu (a) ve adaptasyon demesi sirasinda PROM-152 ortmainda kiiltiire edilen
hiicrelerin (b) goriintiileri (10x) (Olgek bart uzunlugu: 100um)

Bununla beraber yapilan goézlemlerde THP-1 hiicrelerinin hem kontrol
grubunun hem de adaptasyon denemesi yapildigi grubu hiicrelerinin 6zellikle

ilerleyen kiiltiir siiresine bagli olarak biiyiik kiimeler olusturdugu gozlendi (Sekil
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4.16). Bununla beraber PROM-152 ortamina adaptasyon i¢in denemesi yapilan
THP-1 hiicrelerinin daha az kiime olusturdugu gozlemlendi. Bu kiimlerin ise

sayimlar sirasinda yapilan pipetaj ile bilylik oranda giderilebildigi goriildii.
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Sekil 4.17. THP-1 hiicrelerinin PROM-152 ortamina dogrudan adaptasyonunda hiicrelerin

konsantrasyon (a) ve % canlilik (b) agisindan kontrol grubuyla kiyaslanmasi

THP-1 hiicrelerinin PROM-152 ortamina dogrudan adaptasyon denemesinde
ilk 6 pasajda hiicrelerin bu ortama adapte oldugu belirlendi. Bu siirecte 6zellikle ilk
lic pasajda hiicre liretim verimi agisindan kontrol grubuyla PROM-152 ortami
arasinda biiyiik bir farkliligin oldugu (P<0,0001) goriildii. Daha sonrasinda
kiiltiirlin 4. pasajinda ise daha diisiik bir farkin oldugu (P<0,001) ve 5. pasajda ise
bu farkin giderek kapandigi (P<0,05) gergeklestirilen ¢ift yonlii ANOVA testi
sonucunda belirlendi. Kiiltiiriin 6. Pasajinda da THP-1 hiicrelerinin PROM-152
ortamina adapte oldugu ve kontrol grubuyla hiicre tiretim verimi agisindan anlamli
bir fark olmadigi (P>0,05) goriildi. Hiicre canliligi acisindan da hiicre
konsantrasyonun degerlerinde oldugu gibi ilk pasajda olduk¢a yiiksek bir fark
gozlenirken (P<0,0001), sonraki pasajda bu farkin azalmaya basladig1 (P<0,01)
goriildii. Ancak son iki pasajda ise hiicre canliliklar1 arasinda anlamli bir farkin

olmadigi (P>0,05) belirlendi (Sekil 4.17).

Adherent hiicrelerin adaptasyon caligmalari ise iki farkli yontemin de
denendigi paralel deney setleri kuruldu ve giinliik gozlemler ile degerlendirildi.
Dogrudan adaptasyon deney setinde tripsinizasyon sonrasinda kaldirilan hiicreler
5x10° hiicre/mL konsantrasyonda olacak sekilde siispanse kiiltiir flasklarma

aktarildi. Serumsuz ortama ve yiizeyleri hiicre kiltlirii i¢in islem gérmemis
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siispanse flasklara gecis ile gerceklestirilen dogrudan adaptasyon yaklasimiyla

hiicrelerin biiyiik oranda da siispanse morfolojiye gectigi belirlendi.

Sekil 4.18. Dogrudan adaptasyon yontemi sirasinda serumlu bazal ortamda kiiltiirlen (a) ve
sonrasinda tiripsinizasyon ile kaldirilip sayildiktan sonra siispanse flaska alinak kiiltiirlenen

(b) MDCK hiicrelerinin goriintiileri (10x) (Olgek bar1 uzunlugu: 100um)

Ancak bu adaptasyon yontemiyle yapilan denemelerde kiiltiir kaplari
slispanse olmasina ragmen hiicrelerin 4-5 giinden sonra kiiltiir kab1 ylizeyine orjinal
adherent hallerindeki hiicresel yayilmay1 sergilemeyecek sekilde de olsa
tutunduklar1 gdzlendi. Ozellikle MDCK hiicrelerinde (Sekil 4.18) daha yogun bir
sekilde goriilen bu tutunma CHO-K1 (Sekil 4.19) ve HEK-293 (Sekil 4.20)

hiicrelerinde de goriildii.
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Sekil 4.19. Dogrudan adaptasyon yontemi sirasinda serumlu bazal ortamda kiiltiirlen (a) ve
sonrasinda tiripsinizasyon ile kaldirilip sayildiktan sonra siispanse flaska alinak kiiltiirlenen

(b) CHO-K1 hiicrelerinin goriintiileri (10x) (Olgek bart uzunlugu: 100pum)

Bununla birlikte bu tutunmanin en az goézlendigi hiicre hatti ise HEK-293
olarak belirlendi. Ozellikle kiiltiir kab1 yiizeyinin pipetaj ile yikanmas1 sonrasinda
da bu tutunan hiicrelerin varligi goézlendi. Bu anlamda da adaptasyon
denemelerindeki pasajlamalar flaskta siispanse morfolojide kalarak kiiltiirlenen
tutunmayan hiicrelerin 2-4 giinde bir sayilmasiyla gergeklestirildi. Sayimlar
sirasinda ayrica pH ol¢limii de gergeklestirildi ve hiicre konsantrasyonun pasajlama
i¢in yeterli olmadig1 fakat pH’in diisiik oldugu goézlendiginde tiim flask igerigi
santrifiijlenerek taze ortam degisimi yapildi. Pasajlamalarda 6zellikle adherent
karakterini korumus olan tutunan hiicrelerin elimine edilmesi ve siispanse
karakterde olanlarin tiim hiicre popiilasyonundan devamli olarak secilmesi ve bu

hiicre jenerasyonunun devamliligi i¢in her 2 pasaj sonrasinda flask degisimi yapildi.
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Sekil 4.20. Dogrudan adaptasyon yontemi sirasinda serumlu bazal ortamda kiiltiirlen (a) ve
sonrasinda tiripsinizasyon ile kaldirilip sayildiktan sonra siispanse flaska alinak kiiltiirlenen

(b) HEK-293 hiicrelerinin goriintiileri (10x) (Olgek bari uzunlugu: 100pum)

Dogrudan adaptasyon yontemi anlatildigi sekilde tiim hiicre hatlarinin 5-8 kez
pasajlanmalar1 boyunca devam ettirildi. Pasajlama siklig1 agisindan hiicre sayisinin
en hizl artigs kiiltiiriin ise HEK-293 oldugu gériildii. Ozellikle 5. pasajdan itibaren
tutunmayan hiicrelerin sayildigi her 2-3 giinde bir hiicre konsantrasyonunun
pasajlama icin gerekli olan konsantrasyona yakin oldugu goriildii. Bu anlamda
CHO-K1 hiicrelerinin de 7. pasajdan sonra HEK-293 hiicrelerine benzer bir artis
sergiledigi belirlendi. Ancak MDCK hiicrelerinin bu anlamda ¢ok fazla tutunma
egiliminde oldugu ve bu nedenle de sadece siispanse karakterdeki hiicreler
sayilabildiginden hiicre konsantrasyonu diger iki hiicre hattina kiyasla oldukga
diisiik kaldi. Ayrica kiiltiirlerin giinliik gézlemleri sirasinda tiim hiicre hatlarinin
yliksek oranda kiimelestigi gézlendi. Pasajlamalar sonunda biiyiik oranda adherent
karakterini koruyarak tutunan hiicreler elimine edilse de denemesi yapilan CHO-
K1, HEK-293 ve MDCK hiicrelerinin 7. pasajlamalar1 sonunda dahi kullanilan
flask siispanse olasina ragmen tutunma egiliminde oldugu goriildii (Sekil 4.21). Bu
anlamda da kiiltiirleme sekli sebebiyle hiicre hatlarinin adapte edilmesinde daha
uygun olacagl diisiincesiyle serumsuz ve siispanse karaktere adaptasyon siireci

erlen calismalariyla devam ettirildi.
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Sekil 4.21. Adaptasyon galismalari sirasinda devamli pasajlar sirasinda adherent karakterini
koruyan CHO-K1 (a), HEK-293 (b) ve MDCK (c) hiicre hatlarinin farkli biilyiitmelerdeki
mikroskop goriintiileri (Sol siitun 10x, Sag siitun 20x) (Olgek bar1 uzunlugu: 100pum)

Adherent karakterdeki hiicrelerin adaptasyonu i¢in denenen diger bir yontem
ise kiiltiir iginde adaptasyon yontemi olup bu yontemde tiim flask yiizeyini kaplamis
hiicrelerin serumlu biiyiitme ortamlar1 uzaklagtirilarak bunlarin {izerine dogrudan
serumsuz ortam eklendi. Giinlik gozlemler sonucundan serumsuz ortamin
eklendigi ertesi giin hiicreler incelendiginde hem CHO-K1 (Sekil 4.22) hem de
MDCK (Sekil 4.23) hiicrelerinin kiiltiir kab1 yiizeyinden kalkmadig: sadece hiicre
siirlarinin belirginleserek hiicre yayiliminin azaldigi goriildii. Buna bagli olarak da
hiicrelerin daha oval sekilli oldugu ve hiicresel uzantilarin da azaldig1 goézlendi.
Bunlarla beraber HEK-293 (Sekil 4.24) hiicrelerinin ise yapilan gézlemlerinde
biiyiik oranda tiim hiicrelerin kiiltliir kab1 yiizeyinden kalktig1 goriildii ancak

hiicrelerin tabakalar halinde flask ylizeyinden ayrildig1 gozlendi.
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(a)

(b)

(c)

Sekil 4.22. Kiiltiir iginde adaptasyon yontemi sirasinda serumlu bazal ortamda kiiltiirlen (a),
flask yiizeyini kaplamis olan hiicrelerin iizerine IXORA ortamu eklenip 2 giin bekledikten
sonraki (b) ve 2 giin sonunda tiripsinizasyon ile kaldirilip sayildiktan sonra siispanse flaska

alinak kiiltiirlenen (¢c) CHO-K1 hiicrelerinin goriintiileri (10x) (Olgek bari uzunlugu: 100pum)

Bu adaptasyon yonteminin geregince hiicreler serumsuz ortamda kiiltiire
edildikten ve pH agisindan ortam elverissiz bir hale geldikten sonra tripsinizasyon
ile kaldirilan hiicreler alinip sayildi ve dogrudan adaptasyon baslangicindaki gibi
stispanse flasklara aktarildi. Dogrudan adaptasyon kisminda anlatildigi sekliyle
giinliik gézlem ve tutunmayan hiicreler lizerinden sayimlar gerceklestirildi. Burada
yapilan goézlemler sonucunda ise ilerleyen pasaja ragmen hiicrelerin dogrudan
adaptasyon yontemine gore daha fazla kiiltiir kab1 ylizeyine tutunma egiliminde

oldugu goriildii.
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(a)

(c)

Sekil 4.23. Kiiltiir iginde adaptasyon yontemi sirasinda serumlu bazal ortamda kiiltiirlen (a),
flask ylizeyini kaplamis olan hiicrelerin iizerine CAMELLIA ortami eklenip 2 giin
bekledikten sonraki (b) ve 2 giin sonunda tiripsinizasyon ile kaldirilip sayildiktan sonra
siispanse flaska alinak kiiltiirlenen (c) MDCK hiicrelerinin gériintiileri (10x) (Olgek bari
uzunlugu: 100pm)

Ozellikle MDCK ve CHO-K1 hiicre hatlarinda bu durumun daha belirgin bir
sekilde gercgeklestigi belirlendi. Bu yontem ile yapilan adaptasyonda tiim hiicre
hatlarinda hiicre kiimelerinin ¢ok daha yogun oldugu ve bunlarin kiiltiir igcerisinde
pipetaj veya pasajlama islemleri gibi kiimelerin dagilmasini saglayan islemlerde
bile devamliliginin siirdiigli gozlendi. HEK-293 hiicreleri bu yontemle de diger iki
hiicre hattina kiyasla silispanse karaktere daha kolay gecis gosterse de dogrudan
adaptasyon yonteminde ilerleyen pasaj sayisiyla beraber hizlanan bu gegisin hiicre
sayimlari, tutunma, kiimelesme ve kiimelerin biiyiikliigli sebebiyle burada daha

yavag gerceklestigi goriildii.
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(a)

(b)

(c)

Sekil 4.24. Kiiltiir iginde adaptasyon yontemi sirasinda serumlu bazal ortamda kiiltiirlen (a),
flask ytizeyini kaplamis olan hiicrelerin tizerine ORCHID-P ortamu eklenip 2 giin bekledikten
sonraki (b) ve 2 giin sonunda tiripsinizasyon ile kaldirilip sayildiktan sonra siispanse flaska

alinak kiiltiirlenen (c) HEK-293 hiicrelerinin goriintiileri (10x) (Olgek bari uzunlugu: 100pum)

Gergeklestirilen iki adaptasyon yonteminin de hiicrelerin serumsuz ve
siispanse kosullara adapte edilmesinde basarili oldugu goriildii. Ancak bahsedilen
kriterler {izerinden bir degerlendirme yapildiginda, siispanse karaktere
adaptasyonda hedefle yonelik daha iyi sonuclar vermesi nedeniyle erlen
caligsmalarina sadece dogrudan adaptasyon yontemiyle adapte edilmeye baslanan

kulturler ile devam edilmesine karar verildi.

Biiytik 6l¢ek calismalarinin 6ncesinde 4 farkli hiicre hattinin hem serumsuz
hem de adherent karaktrerde olanlar i¢in bunlarin siispanse kosullara adaptasyonu

siispanse flask ve devaminda erlen ¢alismalartyla gerceklestirildi. Bu ¢alismalarda
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Ozellikle THP-1 hiicreleri agisindan hiicrenin orijinal karakteri siispanse oldugu i¢in
adaptasyon siireci flask asamasindan itibaren rahatlikla gergeklestirilse de adherent
karakterde olan hiicre hatlarinda bu siire¢ hiicrenin iireme karakterinin
degistirilmesini de igerdiginden daha uzun siirdiigii gozlendi. Bu c¢alisma
kapsaminda adaptasyondan itibaren biiyiik olgekte iiretime geciste endiistride en
Oonemli parametrelerden biri olan zamani degerlendirmek adina belirli bir pasaj
sayisina ulagana kadar gecen siire temel alindi. Hiicrelerin farkli kiiltiir kosullarina
adapte edilmesinde orijinal hiicre karakterinin istenilen kosula adapte edikten sonra
yeni karakterinin stabil hale gelmesi i¢in gerekli olan 5-20 pasaj sayist aralig1 goz
Oniine alinarak tiim hiicre hatlarinin orijinal halinden itibaren flaskta ve devaminda
yapilan erlendeki adaptasyon calismalarinda hiicrelerin serumsuz ortamda siispanse

olarak devam ettirildigi ilk 15 pasaj siiresi boyunca ge¢en zaman belirlendi.

Tablo 4.1 Hiicre hatlarinin adapte edilmek istenen kosullarda 15 kez pasajlanmalart igin

gecen slire
Hiicre Hatt1
T e e MDCK CHO-K1 HEK-293 THP-1
Ortamda Siispanse
Olarak 15 Kez
Pasajlanmalar: .. .. .. ..
Sirasinda Gegen Siire 114 giin 68 giin 76 giin 51 giin

Gergeklestirilen adaptasyon ¢aligsmalari sirasinda tiim hiicre hatlarinin adapte
edilmek istenilen kosullarda kiiltiirlenmesinde ilk 15 pasaj sayisina kadar ulasilan
sirelere bakildiginda tiim hiicre hatlart igerisinde THP-1 hiicre hattinin en kisa
siirede 15 pasajlanma sayisina ulastigi goriildii (Tablo 4.1). Bununla birlikte
orjinalinde adherent karakterde olanlar kendi i¢cinde degerlendirildiginde ise bu
acidan en kisa siirede belirlenen pasaj sayisina ulasan hiicre hattinin CHO-K1
oldugu belirlendi. Adherent karakterde olan hiicreler arasindan belirlenen pasaj
sayisina en uzun siirede ulasan hiicre hattinin ise MDCK oldugu goriildii. Bu siire
sonunda ise tim hiicre hatlariin ve Ozellikle orjinalinde adherent karakterde
olanlarin silispanse karakterlerinin stabil hale gelerek serumsuz ortamda

cogalabilme 6zelligi kazand1g1 gbzlemlendi (Sekil 4.25).
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(b)

(d)

Sekil 4.25. Adaptasyon c¢aligmalarinda 15 pasaj sayisina ulasmigs MDCK (a), CHO-K1 (b),
HEK-293 (c¢) ve THP-1 (d) hiicre hatlarinin farkl bityiitmelerdeki mikroskop goriintiileri (Sol
siitun 10x, Sag siitun 20x) (Olgek bar1 uzunlugu: 100um)

4.3 Olcek Biiyiitme Calismalari

Bu tez kapsaminda yapilan dlgek biiyiitme caligmalarinin ilk basamagi ve
ozellikle de siispanse karaktere adaptasyon g¢alismalarinin devami olarak erlende
tiretimler gerceklestirilmesinin ardindan sirastyla spinner flask ve karigtirmali tank
biyoreaktdriinde tiretimler gerceklestirildi. Erlen ve spinner flask iiretimlerinde her
bir hiicre hatt1 i¢in literatiirden bulunan deger araliklarinda denemeler yapildi. Bu
denemeler ise alinan giinliik 6rneklerin sayimi ve mikroskop gézlemleri lizerinden

degerlendirilerek en iyi karistirma hizlar1 seg¢ildi. Daha sonra spinner flask
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calismalarinda segilen karistirma hizlar1 iizerinden spesifik giic girisi hesabi
yapilarak biyoreaktor dlgegindeki iiretimler, hesaplanan karistirma hizi degerleri

kullanilarak gerceklestirildi.

4.3.1 THP-1 hiicre hattinin 6lcek biiyiitme ¢calismalari

Halihazirda siispanse karakterde ve serumsuz PROM-152 ortamina adapte
edilmis olan THP-1 hiicreleriyle denemeler yapildi. THP-1 hiicrelerinin
kiiltiirlenmesi i¢in PROM-152 ortami kullanilarak 55, 70 ve 80 rpm degerleri
denendi. Bu denemelerde 5 x 10° hiicre/mL ile baslatilan erlen iiretimlerinden

giinliik olarak alinan 6rneklerdeki hiicre konsantrasyonu tizerinden degerlendirildi.
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Sekil 4.26. Erlen iiretimlerinde farkli karigtirma hizlarinda denenen THP-1 hiicrelerinin giin

bazinda hiicre konsantrasyonundaki degisimler

Gergeklestirilen denemeler sonucunda THP-1 hiicrelerinin 55, 70 ve 80 rpm
karistirma hizlarmin glin bazinda hiicre konsantrasyonlar1 Tukey testiyle
degerlendirildiginde anlamli bir fark olmadigi (P>0,05) goriildii. Ancak yapilan
mikroskop gbézlemleri sonucunda 70 rpm karistirma hizinda hiicre kiimelerinin daha
az oldugu ve hiicrelerin daha homojen bir morfolojiye sahip oldugu goriildii. Bu
nedenle THP-1 hiicreleriyle yapilan erlen iiretimlerinde 70 rpm karistirma hizinin
kullanilmasma karar verildi (Sekil 4.26). THP-1 hiicrelerinin birka¢ kez bu
karistirma hizinda pasajlari yapilarak hiicrelerin dinamik kiiltiir kosullarina alismasi
saglandi. Daha sonrasinda ise THP-1 hiicrelerinin erlendeki lireme karakterlerinin
belirlenmesi adina farkli baglangig hiicre konsantrasyonlariyla denemeler yapildi ve
bunlar arasindan en iyi sonucun 5x10° hiicre/mL ile baslatilan kiiltiiriin verdigi

gorilildii. Bunun altindaki baslangi¢ degerlerinde hiicre biiylimesinin ¢ok yavas
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gerceklestigi ve erlen denemelerinde ulasilan maksimum konsantrasyonu
degerlerinin ¢ok altinda kalan hiicre konsantrasyonlarina ancak ulasabildigi
goriildii. Bu nedenle erlende tireme kinetigi belirlenmesi i¢in bu konsantrasyonda
baslatilan biiylime kinetigi baslatildi. Biiyiime kinetigi siiresince pH ve % canlilik

degerleri de takip edildi.
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Sekil 4.27. THP-1 hiicrelerinin erlen iiretimine ait giin bazindaki hiicre konsantrasyonu (a),

% canlilik (b), pH (c) ve metabolit (d) degerlerinde meydana gelen degisimler

Gergeklestirilen biiyilime kinetigi ¢caligmasinda THP-1 hiicrelerinin en yiiksek
hiicre konsantrasyonuna 9. giinde ulastig1 ve bu degerin 2,187 £ 0,053 x 10°
hiicre/mL oldugu goriildii. Ayrica yapilan biliyiime kinetigi iizerinden de serumsuz
ortama adapte edilmis THP-1 hiicrelerinin erlendeki ta degeri 64,17 + 0,118 saat
olarak hesaplandi. Erlende yapilan biiytime kinetigi sirasinda toplanan érneklerden
gergeklestirilen metabolit 6lgiimlerinde de artan hiicre konsantrasyonuna ters olarak
glikoz ve L-glutamin bilesenlerinin azaldig1, laktik asit birikimiyle de pH degerinin
distiigi  gorildii. Ayrica, THP-1 hiicrelerinin RPMI-1640 bazal ortaminda
tiretildigi biiyiime kinetigine kiyasla THP-1 hiicrelerinin glikoz ve L-glutamini ¢ok
daha hizli bir sekilde kullandigr ve bunun paralelinde 6zellikle atik metabolit

konsantrasyonlarin da daha fazla arttig1 gozlemlendi (Sekil 4.27).
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Daha sonra spinner flask calismalarina gecildi ve erlen ¢alismasina benzer
sekilde farkli karistirma hizlarinda denemeler yapildi. Bu denemeler sonucunda
denenen 55, 60 ve 70 rpm karistirma hizlarinda hiicre konsantrasyonu agisindan
Tukey testine gore olduk¢a benzer sonuglar elde edildi. Ancak, hem ulasilan
maksimum hiicre konsantrasyonu hem de mikroskop ile yapilan giinliik gézlemler
sonucunda hiicrelerin daha homojen dagilim gosterdigi belirlendiginden spinner

caligsmalarina 60 rpm karistirma hizi ile devam edildi (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. Spinner flask iiretimlerinde farkli karigtirma hizlarinda denenen THP-1

hiicrelerinin gilin bazinda hiicre konsantrasyonundaki degisimler

THP-1 hiicreleri i¢in karistirma hizinin belirlenmesinin ardindan hiicreler bu
hizda 3-4 kez pasajlandiktan sonra spinner flask icin biiylime kinetigi kuruldu.
Yapilan biiyiime kinetiginde 7. giinde 2,152 + 0,112 x 10° hiicre/mL olan
maksimum hiicre konsantrasyonuna ulagilmig olup ta degeri ise 63,96 + 0,045 saat
olarak hesaplandi. Bununla beraber yapilan metabolit Sl¢iimlerinin de erlen
iiretimine benzer sekilde zamanla artan hiicre konsatrasyonuna bagli olarak tiim

metabolitlerin benzer bir egilim gosterdigi gortildii (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. THP-1 hiicrelerinin spinner flask {retimine ait giin bazindaki hiicre
konsantrasyonu (a), % canlilik (b), pH (c) ve metabolit (d) degerlerinde meydana gelen

degisimler

Olgek biiyiitme islemlerinin devaminda spinner flaskta 60 rpm karistirma
hizinda biiylime kinetigi cikartilan THP-1 hiicrelerinin biyoreaktor tretimleri
gerceklestirildi. Bunun i¢in Oncelikle 60 rpm karistirma hizi temel alinarak
biyoreaktdrdeki karigtirma hizi 90 rpm olarak hesaplandi. Sonrasinda spinner ve
erlen ¢aligmalarinda belirlenen baslangi¢ hiicre konsantrasyonu temel alinarak

biyoreaktorde biiylime kinetigi baslatildi.
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Sekil 4.30. THP-1 hiicrelerinin karistirmali tank biyoreaktoriindeki iiretimine ait giin
bazindaki hiicre konsantrasyonu (a), % canlilik (b), pH (c) metabolit (d) degerlerinde

meydana gelen degisimler

Biyoreaktorde gerceklestirilen biiyiime kinetigi sonucuna goére THP-1
hiicreleri 7. giinde 2,037 + 0,053 x 10° hiicre/mL olarak maksimum hiicre
konsantrasyonuna ulasti. Ayrica, biiylime kinetiginin logaritmik fazi {izerinden
hesaplanan tq ise 63,56 + 0,49 saat olarak bulundu. Bunlarla berber kiiltiiriin %
canliliginin maksimum hiicre konsantrasyonuna ulasilan 7. giinden itibaren
diismeye bagladig1 ve pH’ 1in da 6zellikle artan hiicre konsantrasyonuna bagli olarak
azaldig1 fakat 6,5 degerinin altina diismedigi gozlendi. Kiiltiirtin canliliginin
diistiigii giinlerde de bu diisiise paralel sekilde pH’ taki diismenin yavasladigi ve
kiiltiir sonuna dogru da pH degerinde yiikselisin ger¢eklestigi goriildii (Sekil 4.30).
Ayrica gergeklestirilen metabolit analizlerine bakildiginda da erlen, spinner flask
ve biyoreaktor sistemlerinin giin bazinda gergeklesen metabolit de§isimlerinin

benzerlik gosterdigi goriildii.

Yapilan calismalar kapsaminda ise hem THP-1 hiicresinin orijinal hali hem
de biiylime kinetigi ¢alismalarinin yapildigi biitiin dinamik sistemlerde ulasilan
maksimum  hiicre  konsantrasyonu  ve  ikilenme  siiresi  {izerinden
degerlendirildiginde ulagilan maksimum hiicre konsantrasyonlar1 arasinda hicbir

anlamli farkin olmadigi (P>0,05) goriildii. Bununla birlikte ikilenme siireleri
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kiyaslandiginda ise erlen, spinner ve biyoreaktdr sonuglar1 arasinda yine higbir
anlamli fark bulunmazken THP-hiicrelerinin orijinal haliyle adapte edilmis haliyle

yapilan tiretimlerde oldukca anlamli (P<0,0001) bir fark goriildii (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. THP-1 hiicre hattiyla yapilan ¢alisamlarda hiicrenin hem orijinal hem de adapte

edilmis haliyle farkli liretim sistemlerinde yapilmis olan iireme kinetiklerinden elde edilen

maksimum hiicre konsantrasyonu ve ikilenme siiresi degerleri

Karistirma hizt Ulasilan maksiumum hiicre ikilenme
Kiiltiir sekli il‘ m) konsantrasyonu x 10° siiresi (ta)
P (hiicre/mL) (saat)
Orjinal Statik 1,922 £ 0,091 48,95 +0,42
Erlen 70 rpm 2,187 + 0,053 64,17 £0,118
Spinner 60 rpm 2,152 +£0,112 63,96 + 0,045
Biyoreaktor 90 rpm 2,037 +£0,053 63,56 + 0,49

4.3.2 CHO-K1 hiicre hattinin 6l¢ek biiyiitme calismalari

Flasklarda hem serumsuz hem de siispanse karaktere adapte edilmeye
calistlan CHO-K1 hiicreleriyle yapilan adaptasyon calismalarinin devami olarak
CHO-K1 hiicreleri 120 rpm’ de 5-7 pasaj boyunca devam ettirildi. Hiicrelerin
siispanse karaktere adapte olmasi i¢in gerceklestirilen bu iiretimlerden sonra
hiicrelerin kiiltiirlenmesi i¢in en uygun karistirma hizinin belirlenmesi i¢in deney
setleri kuruldu. Bunun i¢in bir siire erlende pasajlanarak siispanse iireme karakteri
kazandirilan CHO-K1 hiicre hattryla baslangic hiicre konsantrasyonu 5x10°
hiicre/mL olacak sekilde 100, 120, 150 ve 185 rpm karistirma hizlarinda erlen

tiretimleri gerceklestirildi.
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Sekil 4.31. Erlen iiretimlerinde farkli karistirma hizlarinda denenen CHO-K1 hiicrelerinin

giin bazinda hiicre konsantrasyonundaki degisimler

Yapilan kiyaslama sonucunda tiim karigtirma hizlar1 yine Tukey testi
tizerinden karsilagtirildi. Bu teste gore Ozellikle hiicre konsantrasyonunun
maksimum sayilara ulastig1 6. ve 7. glinlerde 150 rpm karistirma hizinin tiim deney
seti gruplarina gore daha iyi oldugu goriildii. Bu nedenle CHO-K1 hiicreleriyle
yapilan erlen ¢aligmalarina bu karistirma hiziyla devam edildi (Sekil 4.31). Birkag
pasaj boyunca bu karistirma hizlarinda pasajlanan CHO-K1 hiicreleriyle daha sonra
farkli hiicre konsantrasyonlarinda biiylime kinetigi kuruldu. Bu konsantrasyonlar
arasindan CHO-K1 hiicreleri i¢in biitiin hiicresel biiylime fazlarinin en iyi sekilde
belirlenebildigi ve erlen karistirma hizi denemelerindeki maksimum hiicre
konsantrasyonuna yakin bir degere ulastildig1 i¢in baslangi¢ hiicre konsantrasyonu

3 x 10° hiicre/mL olarak segildi.

Buna gore kurulan erlen biliyiime kinetigi sonucglarina gore kiiltiir 7. glinde
3,125 + 0,088 x 10° hiicre/mL konsantrasyonuna ulasti. Bu agindan adherent CHO-
K1 kiltiriiniin de ayni giinde maksimum hiicre konsantasyonuna ulagmasi
acisindan iki kiiltirtin benzedigi goriildii. Bununla birlikte biiyiime kinetiginin
logaritmik fazinin baslangici ve bitisi olarak belirlenen 1. ve 5. giinler {izerinden tq
34,21 + 0,427 saat olarak belirlendi. Ozellikle kiiltiiriin 3. giiniine gelindiginde pH
degerinin ¢ok hizli bir sekilde diistiigii ve bu pH diislinline paralel sekilde %
canliliginda diismeye basladigr gozlemlendi. Metabolit analizlerine de
bakildiginda laktik asit birikmiyle pH’ 1n diistiigii, hiicre konsantrasyonu artigiyla
da glikoz ve L-glutamin degerlerinin diistiigii goriildii (Sekil 4.32). Ayrica CHO-
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K1 hiicrelerinin adherent halleri ile adapte edilmis hallerinin hem ilerleyen kiiltiir

stiresine gore canliliklar1 hem de laktik asit iiretimi acisindan benzerlik gosterdigi

belirlendi.
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Sekil 4.32. CHO-K1 hiicrelerinin erlen iiretimine ait giin bazindaki hiicre konsantrasyonu

(a), % canlilik (b), pH (c) ve metabolit (d) degerlerinde meydana gelen degisimler

Daha sonrasinda CHO-KI1 hiicreleriyle spinner flask denemelerini
gergeklestirmek iizere farkli karistirma hizlarinda CHO-K1 hiicreleri spinner
flasklarda kiiltiirlendi. Bunun igin 5x10° hiicre/mL baslangi¢ konsantrasyonu ile 60,

80, 90, 100 ve 120 rpm hizlarinda tiretimler gerceklestirilerek bunlar kiyaslandi.
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Sekil 4.33. Spinner flask iiretimlerinde farkli karigtirma hizlarinda denenen CHO-K1

hiicrelerinin giin bazinda hiicre konsantrasyonundaki degisimler
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Gergeklestirilen denemelerde 5 farkli karistirma hizi denenmis olup tiim
bunlar Tukey testi ile kiyaslandiginda 6zellikle anlamli olarak 80 ve 90 rpm
karistirma hizlarmin kiiltlirlerin maksimuma ulastigr 5. ve 7. gilinlerde diger
karistirma hizlarina kiyasla ¢ok daha yiiksek konsantrasyon degerlerine
cikabildikleri goriildi (Sekil 4.33). Ayn1 zamanda yapilan testte 80 ve 90 rpm
karistirma hizlar1 arasinda anlamli bir farklilik olmadig1 (P>0,05) belirlendi. Iki
karistirma hizinin da yapilan mikroskop gozlemlerinde 6zellikle 90 rpm karistirma
hizindaki Orneklerin ¢ok daha homojen morfolojide oldugu ve yogun bir
kiimelesme egilimine sahip olan CHO-K1 hiicre hattinin olusturdugu bu kiimeleri
daha iyi dagittig1 gozlendi. Bu sebeple de CHO-K1 ile gergeklestirilen spinner flask
calismalarinda 90 rpm karistirma hizi tercih edildi. Bu dogrultuda bu karistirma
hizinda birkag kez pasajlanan siispanse ve serumsuz ortama adapte edilmis CHO-
K1 hiicrelerinin erlen denemelerinde belirlenen baslangi¢c konsantrasyonu biiyiime

kinetigi calismasina baslandi.
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Sekil 4.34. CHO-K1 hiicrelerinin spinner flask iretimine ait giin bazindaki hiicre
konsantrasyonu (a), % canlilik (b), pH (c) ve metabolit (d) degerlerinde meydana gelen

degisimler

Gergeklestirilen spinner biiylime kinetigi sonucunda erlen iiretimine benzer
sekilde bir biiyiime egrisi goriildii. Erlen iiretimlerinde oldugu gibi kiiltiirtin 7.

giinde 3,037 = 0,048 x10° hiicre/mL degerinde maksimum hiicre konsantrasyonuna
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ulastig1 gozlendi. Spinner flaskta ¢ikartilan biiylime kinetigi sonucunda hesaplanan
tadegeri ise 33,64 + 1,06 saat olarak belirlendi. Ayni1 zamanda kiiltiiriin % canlilik
ve pH degerlerine bakildiginda da pH degerinin ¢ok hizli bir sekilde azaldig1 ve 4.
giinden itibaren 6,4’e distigli gozlendi. Kiiltlirlin % canlilig1 ise azalan hiicre
konsantrasyonuna paralel bir sekilde diisme egilimi gosterdigi goriildii. Yapilan
metabolit Ol¢iimlerinde erlen iiretimine benzer sekilde de hizla artan hiicre
konsantrasyonuna paralel olarak laktik asit ve amonyak miktarlarinin artis
gosterdigi, glikoz ve L-glutamin miktarlarinda da azalmanin meydana geldigi
goriildii (Sekil 4.34). Bununla birlikte erlen iiretimindeki metabolit profiliyle
kiyaslandiginda spinner flask daha yiiksek amonyak degerlerine ulagsa da diger tiim

metabolitlerin degisimi yoniinden iki sistemin olduk¢a benzer oldugu belirlendi.

Spinner flaskta gerceklestirilen denemelerin ardindan en iyi karistirma hizi
olarak belirlenen 90 rpm degeri lizerinden de spesifik gii¢ girisi hesab1 yapildi ve
bu hesaba gore CHO-K1 hiicreleri i¢in karistirmali tank biyoreaktorde iiretimde
uygulanacak karistirma hizi 130 rpm olarak belirlendi. Buna uygun olarak da
baslangi¢ hiicre konsantrasyonu erlen ve spinner flask ¢aligsmalariyla ayni olacak

sekilde CHO-K1 hiicrelerinin biyoreaktorde biiylime kinetigi ¢ikartildi.

35+ 100
3
§m 30
?'© 25
gL ® 90
- - =
§EX &
£ 0 15+ o
X 8 ® 80+
o L 10
S 54
I
0 T T T T T T 70 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 0 10 12
Giin Giin
(a) (b)
7.2 ~ 12 90
) g0 X
ZE 10 )
7.0 sE 70 3 =
€3 ® 9
<c 8- F60 S -@- Amonyak
6.8+ S S 50 3 o i
T g % 6 H - - L-Glutamin
% 6.6 £E F40 S 2 & Glikoz
- -
£S5 4 F30 2 F % LaktikAsit
(7] o —_—
6.4 2& o] 20 é S
) i o 82
6.2 T T T T T 1 0 T T T T T 0
0 2 4 6 8 10 12 [] 2 4 6 8 10 12
Giin Giin

Sekil 4.35. CHO-K1 hiicrelerinin karigtirmali tank biyoreaktdriindeki iiretimine ait giin
bazindaki hiicre konsantrasyonu (a), % canlilik (b), pH (c) ve metabolit (d) degerlerinde

meydana gelen degisimler
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CHO-K1 hiicreleriyle gerceklestirilen biyoreaktor iiretimleri sonucunda
giinliik olarak hiicre konsantrasyonlarina bakildiginda hiicrelerin erlen ve spinner
flasktaki gibi ilk andan itibaren hizli bir artis igerisinde olmadigi, bu artigin 2.
giinden itibaren gergeklestigi gozlendi. Maksimum hiicre konsantrasyonunun 3,012
+ 0,088 x 10° hiicre/mL olarak 8. giinde erisildigi goriilen biyoreaktdr sisteminin tq
degeri de 34,06 + 0,865 saat oldugu hesaplandi. Ozellikle logaritmik fazin
baslangicindan itibaren pH degerinde hizli bir diisiis goriilmeye basladigi ve 6.
giinden sonra da pH degerlerinin siirekli 6,4 degerlerinde kaldig: goriildii. Ancak,
pH degerindeki bu yiiksek diisiis egilmine ragmen CHO-KI1 hiicrelerinin %
canliliklarinin yiiksek oldugu gbzlendi. Gergeklestirilen metabolit analizlerinden de
kiiltiirde zamanla artan laktik asit miktarina paralel sekilde pH degerinin zamanla
azaldig1, buna ragmen ilerleyen kiiltiir siirelerinde de hiicrelerin canlilik agisindan
aktif olduklar1 ve besin ortamindaki ana bilesenlerden olan glikoz ile L-glutamini
kullandig1 belirlendi (Sekil 4.35). Ozellikle biyoreaktdr iiretiminde diger iki
dinamik sisteme kiyasla daha az laktik asit liretiminin meydana geldigi goriildii.
Ayrica amonyak iiretimi agisindan da erlen ve biyoreaktor degerlerinin ¢cok daha
fazla benzerlik gdsterdigi saptandi. Bununla birlikte erlen, spinner ve biyoreaktorde
yapilan her bir liretime bakildiginda hepsinin tiim kiiltiir parametreleri agisindan

benzerlik gosterdigi goriilmektedir.

CHO-K1 hiicre hattiyla yapilan iiretimlerde biiylime kinetiginin yapildigi
biitiin sistemler, ulasilan maksimum hiicre konsantrasyonu ve ikilenme stiresi
tizerinden Tukey testi ile degerlendirildi. Buradan elde edilen sonuglarda erlen,
spinner ve biyoreaktorde ulasilan maksimum hiicre konsantrasyonlar1 arasinda
higbir anlaml1 farkin olmadigi (P>0,05) goriildii. Bununla birlikte orijinal kiiltiir ile
tiim dinamik kiiltiir sistemleri arasinda maksimum hiicre konsantrasyonu agisindan
kiiciik de olsa anlamli (P<0,05) bir farkin oldugu gozlendi. ikilenme siiresi
acisindan bakildiginda da tiim dinamik {iretim sistemleri arasinda da hicbir anlaml
farkin olmadig1 gozlendi. Ancak adapte edilerek dinamik kiiltlir sistemlerinde
biiyiime kinetigi ¢ikartilan CHO-K1 hiicreleriyle orijinal halinin ikilenme siiresi
tizerinden kiyaslamasi yapildiginda aralarinda istatistiksel ag¢idan biiyiik (P<0,001)
bir fark oldugu goriildii (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. CHO-K1 hiicre hattiyla yapilan ¢alisamlarda hiicrenin hem orijinal hem de adapte

edilmis haliyle farkli {iretim sistemlerinde yapilmis olan iireme kinetiklerinden elde edilen

maksimum hiicre konsantrasyonu ve ikilenme siiresi degerleri

Karistrma | Ulasilan maksiumum hiicre | ikilenme siiresi
Kiiltiir sekli hiz konsantrasyonu x 10° (ta)
(rpm) (hiicre/mL) (saat)
Orjinal Statik 3,574 £ 0,16 23,22 £ 0,64
Erlen 150 rpm 3,125 £ 0,088 34,21 £0,427
Spinner 90 rpm 3,037 £0,048 33,64 + 1,06
Biyoreaktor 130 rpm 3,012 £0,084 34,06 £ 0,865

4.3.3 MDCK hiicre hattimin 6l¢ek biiyiitme calismalar:

Flasklar icerisinde gerceklestirilen adaptasyon ¢aligmalarinda yiiksek oranda

adherent karakterini koruyan MDCK hiicrelerinin erlen ¢alismalar1 baslangicinda

hiicreler 150 rpm karistirma hizinda birkag kez pasajlandiktan sonra karistirma hizi

denemelerine baslandi. Bunun igin 5x10° hiicre/mL baslangi¢ konsantrasyonunda

150, 170 vel180 rpm karistirma hizlarinda erlen denemeleri gerceklestirildi.

Hiicre Konsantrasyonu
(Hiicre/mL)*10°

A A A A a
O N B OOONNOOO”O®
| I T Y TR I I |

-~ 150 rpm
- 170 rpm
—&— 180 rpm

o

Giin

Sekil 4.36. Erlen tiretimlerinde farkli karistirma hizlarinda denenen MDCK hiicrelerinin giin

bazinda hiicre konsantrasyonundaki degisimler

Gergeklestirilen denemeler sonunda her bir karistirma hizinin yapilan

sayimlar sonucunda ilgili glindeki hiicre konsantrasyonlari iizerinden analiz

edildiginde 5. giinde 170 rpm karistirma hizinin ulastigi hiicre konsantrasyonu
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degerinin 150 rpm (P < 0,001) ve 180 rpm’ e (P < 0,01) kiyasla istatistiksel acidan
farkli oldugu goriildii. Bu nedenle de daha kisa bir siirede daha yiiksek
konsantrasyonuna ulasabildigi goriildiigiinden MDCK hiicrelerinin  erlen
caligmalarinda 170 rpm karistirma hizinin uygulanmasina karar verildi (Sekil 4.36).
Bununla beraber sayimlar sirasinda da yapilan incelemelerde 150 rpm karistirma
hizinda hiicrelerin yiiksek oranda kiimelestigi goriiliitken 170 ve 180 rpm
hazilarinda bu kiimelerin boyutlarmin kiiciildiigli gézlendi. Bu acidan belirlenen
170 rpm karistirma hizinda bir siire pasajlanan serumsuz ve siispanse kosullara
adapte edilmis olan MDCK hiicreleri daha sonra biiyiime kinetiginin ¢ikarilmasi
i¢in farkli baglangic hiicre konsantrasyonlarinda denendi. Bu denemelerde daha iyi
bir faz ayrimi ve erlende ulasilan maksimum konsantrasyona ulasilabildigi
goriildiigiinden MDCK hiicreleri icin de baslangic hiicre konsantrasyonunun 3x 10°

hiicre/mL olmasina karar verildi.

Erlende gerceklestirilen biiylime kinetigi ¢alismasinda MDCK hiicrelerinin
7.giinde en yiiksek konsantrasyona ulastig1 goriildii. Tiim kiiltiir siiresi boyunca %
canlilik degerinin olduk¢a yiiksek devam ettigi gozlendi. Ayica pH degerinin
MDCK hiicrelerinin adherent kiiltiiriinde gozlenene kiyasla burada daha yavag bir
sekilde diisme egiliminde oldugu goriildii. Metabolit analizlerinde belirlenen laktik
asit degerinin de kiiltiir siiresi boyunca adherent kiiltiire gore ¢ok daha diisiik
seviyelerde {iretildigi gozlemlendi (Sekil 4.37). Bununla birlikte amonyak
tiretiminin adherent kiiltiire kiyasla daha yiiksek oldugu goriildii. Biiylime kinetigi
{iretimi sonucunda en yiiksek 1,512 £ 0,053 x 10° hiicre/mL degerine ulasan MDCK
hiicrelerinin erlen tiretimleri sirasinda logaritmik fazin baslangic ve bitisi lizerinden

hesaplanan td degeri ise 46,48 + 1,97 saat olarak belirlendi.
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Sekil 4.37. MDCK hiicrelerinin erlen iiretimine ait giin bazindaki hiicre konsantrasyonu (a),

% canlilik (b), pH (c) ve metabolit (d) degerlerinde meydana gelen degisimler

Spinner flask ¢alismalarinda da farkli karistirma hizlarinin MDCK hiicreleri
tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi adina 90, 100, 110 ve 120 rpm karistirma

hizlar1 denendi.

N
o
|

90 rpm

100 rpm
110 rpm
120 rpm

LA

Hiicre Konsantrasyonu
(Hiicre/mL)*10°
o >
] ]

Sekil 4.38. Spinner flask iiretimlerinde farkli karigtirma hizlarinda denenen MDCK

hiicrelerinin giin bazinda hiicre konsantrasyonundaki degisimler

Gergeklestirilen {tretimler sonucunda elde edilen hiicre konsantrasyon
degerleri iizerinden karigtirma hizlar1 kiyaslandiginda denenen tiim karistirma
hizlarmin giin bazindaki konsantrasyonlarina bakildiginda aralarinda anlamli bir

farkliligin olmadig1 (P>0,05) goriildii. Bununla birlikte 90 ve 120 rpm degerlerinde
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ulagilan maksimum hiicre konsantrasyonunun 100 ve 110 rpm hizlarina kiyasla
daha diisiik oldugu goriildii (Sekil 4.38). Mikroskop goézlemlerinde 90 rpm
karigtirma hizinda hiicrelerin yiiksek oranda kiimelestigi, diger karigtirma
hizlarinda ise bu kiimelerin oldukga az oldugu ve kiiltiir homojenitesi agisindan da
hiicre morfolojilerinin benzer oldugu gozlendi. Bunlarla beraber sayimlar sirasinda
120 rpm karistirma hizinin % canlilginin da diger karistirma hizlarindaki kiiltiirlere
gore diisiik oldugu belirlendi. Bu nedenle spinner flask ¢alismalarinin devami i¢in
belirlenmesi gereken karistirma hizi segiminde mikroskop gozlemleri sonucunda
olusan kiimelerin durumu, hiicre morfolojisinin homojenitesi, canlilik ve iiretim
sistemine saglanmasi gereken giic miktar1 géz Oniine alindiginda 100 rpm
karistirma hiz1 tercih edildi. MDCK hiicrelerinin 100 rpm karistirma hizinda tekrarh
pasajlarmin ardindan erlende yapilan biiylime kinetiginde belirlenen baglangi¢

hiicre konsantrasyonu temel alinarak spinner flaskta biiyltime kinetigi baslatildu.

Spinner flaskta gerceklestirilen biiylime kinetiginde erlendeki biiylime
kinetiginden farkli olarak maksimum hiicre konsantrasyonuna 5. giinde ulasildi.
Aym zamanda ulasilan 1,812 + 0,035 x 10° hiicre/mL degerinin erlende yapilan
denemelerde ulagilan maksimum hiicre konsantrasyonu degerlerinden yiiksek
oldugu goriildii. Ayrica spinner flask iiretimlerinde % canliligin ¢ok daha hizli bir
sekilde diistiigii belirlendi. Bunlarla beraber, slispanse ve serumsuz ortama adapte
edilmis olan MDCK hiicrelerinin kiiltiir siiresi boyunca pH degerinin erlen
iretimiyle karsilastirildiginda yine ¢ok daha diisiik degerlere ulastigi gozlendi
(Sekil 4.39). Gergeklestirilen metabolit analizlerine de bakildiginda spinner flask
iiretiminde erlen {iretimine kiyasla ¢ok daha yiiksek miktarda laktik asit ve amonyak
tiretildigi gozlemlendi. MDCK hiicrelerinin spinner flasktaki ta degeri 42,078 +
1,283 saat olarak belirlendi. Bu agindan erlen iiretimine kiyasla ikilenme siiresinde

bir azalma meydana geldigi goriildii.
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Sekil 4.39. MDCK hiicrelerinin spinner flask iiretimine ait giin bazindaki hiicre
konsantrasyonu (a), % canlilik (b), pH (¢) ve metabolit (d) degerlerinde meydana gelen

degisimler

Spinner flask iretiminin ardindan karigtirmali tank biyoreaktoriinde iiretime
gecis yapildi. Biyoreaktorde gerceklestirilecek iiretim i¢in MDCK hiicrelerinin
spinner flaskta {iretilmesi i¢in secilen 100 rpm degeri iizerinden spesifik gii¢ girisi
hesab1 yapilarak biyoreaktdrde gercgeklestirilecek olan iiretimde gerekli olan
karistirma hiz1 144 rpm olarak hesaplandi. Buna gore biyoreaktdrde baslangic
konsantrasyonu 3 x 10° hiicre/mL olacak sekilde biiyiime kinetigi caligmalar1

gergeklestirildi.
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Sekil 4.40. MDCK hiicrelerinin karistirmali tank biyoreaktoriindeki {iretimine ait giin
bazindaki hiicre konsantrasyonu (a), % canlilik (b), pH (c) ve metabolit (d) degerlerinde

meydana gelen degisimler

Biyoreaktorde gerceklestirilen biiyiime kinetigi c¢alismasinda hiicrelerin
maksimum konsantrasyona ulastiklar1 giin 5. giin olarak belirlendi. Bugiinde 1,762
+ 0,124 x 10° hiicre/mL degerine ulasan MDCK hiicrelerinin tq degeri ise 42,53 =+
2,17 saat olarak hesaplandi. Biyoreaktdr iiretimlerinde de kiiltiir siiresince %
canlilik degerinin yliksek oldugu goriildi. Kiiltiir siiresince gerceklesen pH
degerinin degisimi degerlendirildiginde CHO-K1 hiicrelerinin biyoreaktor
iiretimlerine kiyasla bu diisiisiin daha yavag gergeklestigi goriildii. Bununla beraber
MDCK hiicreleri kullanilarak gerceklestirilen tiim dinamik iiretim sistemlerindeki
biliylime kinetiklerine bakilarak pH degeri en fazla 6,51 degerine kadar diistigii
gozlendi (Sekil 4.40). Metabolit analizlerine bakildiginda da adapte edilmis MDCK
hiicreleriyle yapilan tiim biiylime kinetikleri icerisinde biyoreaktdrde yapilan
tiretimde belirlenen laktik asit miktarinin en yiiksek oldugu belirlendi. Bununla
beraber bu sistemler kiyaslandiginda tiim kiiltlir parametreleri degerlendirildiginde
erlen iiretimine kiyasla spinner flask ve biyoreaktdr iiretimlerinde elde edilen

iiretim profillerinin daha benzer oldugu gézlemlendi.

Yapilan biiylime kinetiklerinde MDCK hiicrelerinin ulastigi maksimum hiicre

konsantrasyonu ve ikilenme siiresi iizerinden Tukey testi ile degerlendirme yapildu.
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Bu degerlendirmeye gore erlen, spinner ve biyoreaktérde ulasilan maksimum hiicre
konsantrasyonlar1 arasinda hi¢bir anlamli farkin olmadig1 (P>0,05) goriildii.
Bununla birlikte MDCK’ nin orijinal hali ile erlen sitemi arasinda daha biiytik
(P<0,001), spinner ve biyoreaktdr iiretimleri agisindan da daha kiigiik (P<0,01)
anlamli bir farkin oldugu belirlendi. Bununla birlikte ikilenme siiresi agisindan da
tim dinamik tretim sistemleri arasinda da higbir anlamli farkin olmadigi
gbzlenmezken orijinal kiiltiire kiyaslanlandiginda yine erlen sisteminde daha biiyiik
(P<0,001), spinner ve biyoreaktor iiretimleri acisindan da daha kiigiik (P<0,01)
anlamli bir farkliligin oldugu gorildii (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. MDCK hiicre hattiyla yapilan ¢aligamlarda hiicrenin hem orijinal hem de adapte
edilmis haliyle farkli {iretim sistemlerinde yapilmis olan iireme kinetiklerinden elde edilen

maksimum hiicre konsantrasyonu ve ikilenme siiresi degerleri

Karistirma hizi Ulasilan maksiumum hiicre ikilenme siiresi
Kiiltiir sekli ir - konsantrasyonu x 10° (ta)
P (hiicre/mL) (saat)
Orjinal Statik 2,575 + 0,0804 25,954 £ 0,092
Erlen 170 rpm 1,512 £0,053 46,48 + 1,97
Spinner 100 rpm 1,812 £ 0,035 42,078 £ 1,283
Biyoreaktor 144 rpm 1,762 £ 0,124 42,53 +£2,17

4.3.4 HEK-293 hiicre hattinin 6l¢ek biiyiitme calismalari

Adherent tireme karakterinden serumsuz ortamda siispanse olarak {iretime
adapte edilmeye calisilan diger bir hiicre hatti olan HEK-293’iin adaptasyon
caligmalarinin devaminda erlen calismalar1 gerceklestirildi. Bunun i¢cin HEK-293
hiicre hatti 110 rpm karistirma hizinda bir silire pasajlandiktan sonra farkli
karistirma hizlarmm hiicre {iretimi iizerindeki etkilerinin incelenmesi igin 5x10°
hiicre/mL  baslangi¢ konsantrasyonunda erlen denemeleri gergeklestirildi. Bu
denemelerde 90, 100, 110 ve 120 rpm karistirma hizlar1 denendi. Her bir karigtirma
hizinda denemesi yapilan erlenlerden alinan giinliik 6rneklerden kiiltiir durumu

degerlendirildi.
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Sekil 4.41. Erlen iiretimlerinde farkli karistirma hizlarinda denenen HEK-293 hiicrelerinin

giin bazinda hiicre konsantrasyonundaki degigimler

Yapilan karistirm hiz1 deneme ¢aligsmalarinda hiicre konsantrasyonu degerleri
iizerinden Tukey testi gerceklestirildiginde oOzellikle hiicre konsantrasyonunun
maksimuma dogru ulastigit 6-8 gilinlerde 90 rpm karistirma hizinin diger
degerlerden daha iyi oldugu goriildii. Diger karistirma hizlarinin ise birbine
benzedigi ve aralarindan istatistiksel agidan bir fark olmadigi (P>0,05) belirlendi
(Sekil 4.41). Bununla birlikte diger hiicre hatlarinda yapilan degerlendirmeye
benzer sekilde tiim karistirma hizlarindaki hesaplanan hiicre konsantrasyonu
disinda % canlilik, kiimelesme olusumu, hiicre morfolojisi degerlendirildildi.
Bununla birlikte gerekli olan giic miktar1 da diigiiniildiigiinde en uygun karistirma
hizt 100 rpm olarak belirlendi. Bunun ardindan HEK-293 hiicreleri 100 rpm
karistirma hizinda tekrarli olarak pasajlandi ve biiylime kinetigi ¢ikarilmasi i¢in
HEK-293 hiicreleriyle farkli konsantrasyonlarda baglangi¢ hiicre sayisi denemeleri
yapilarak en iyi baslangig hiicre konsantrasyonu degerinin 2 x 10° hiicre/mL oldugu

goriildii. Bu baslangi¢ konsantrasyonunda biiyiime kinetigi kuruldu.
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(c) (d)

Sekil 4.42. HEK-293 hiicrelerinin erlen liretimine ait giin bazindaki hiicre konsantrasyonu

(a), % canlilik (b), pH (c) ve metabolit (d) degerlerinde meydana gelen degisimler

Erlende gerceklestirilen biiylime kinetigine c¢aligmalarinda HEK-293
hiicrelerinin 7. glinde maksimum hiicre konsantrasyonuna ulastigi goriildii. Bu
giinde 1,862 + 0,088 x10° hiicre/mL konsantrasyona ulasan HEK-293 hiicrelerinin
logaritmik biiylime fazi iizerinden hesaplanan tq degerinin ise 46,375 + 0,543 saat
oldugu belirlendi. % canlilik degerlerine bakildiginda ise kiiltiiriin maksimum
degere ulastig1 giinii takiben hizla diismeye basladig1 gozlemlendi. Bu durumun
ozellikle 4. giinden itibaren hizla diismeye baslayan pH degerine paralel bir sekilde
gerceklestigi belirlendi. Metabolit analizlerinde belirlenen degerlere bakildiginda
da 4. giinden itibaren laktik asit miktarinin da oldukca hizli bir sekilde arttigi
goriildii (Sekil 4.42). Bu agidan da erlende yapilan biiylime kinetigindeki ulagilan
maksimum hiicre sayisi, bunun ulagildig1 giin ve pH diisiistiniin adherent HEK-293
bliylime kinetigine benzerlik gosterdigi goriildii. Ancak adherent kiiltiire kiyasla
burada laktik asit miktar1 ¢cok daha diisiik seviyelerde kalirken amonyak miktarinin

cok daha yiiksek seviyelere ulastigi gdzlemlendi.

Erlen caligmalarinin ardindan spinner flask denemeleri gergeklestirildi.
Bunun i¢in erlen ¢alismalarina benzer sekilde 70, 80 ve 90 rpm seklindeki farkli
karistirma hizlarinda HEK-293 hiicrelerinin giin bazindaki hiicre konsantrasyonlari
tizerinden kiyaslama yapildi. Kiyaslamalar icin gergeklestirilen kiiltiirlere ise

baslangi¢ konsantrasyonu 5 x 10° hiicre/mL olarak baslandh.



137

- 70 rpm
- 80 rpm
—4— 90 rpm

- =N
T T 7

Hiicre Konsantrasyonu
(Hiicre/mL)*10°
7

o
o
N -
s
o —
o0 —
_‘—
o
A—
N

Sekil 4.43. Spinner flask iiretimlerinde farkli karigtirma hizlarinda denenen HEK-293

hiicrelerinin giin bazinda hiicre konsantrasyonundaki degisimler

Spinner flaskta gercgeklestirilen denemelerde farkli karistirma hizlarinin
HEK-293 hiicreleri lizerindeki etkileri Tukey testine gore belirlendi. Kiiltiiriin ilk 5
giiniinde hiicre konsantrasyonlar1 acisindan tiim karigtirma hizlar1 arasinda
istatistiksel agidan herhangi bir farklilik (P>0,05) goriilmedi. Ancak kiiltiiriin 6.
giinlinden itibaren 70 ve 80 rpm arasinda anlamli bir farklilik (P<0,01) gézlendi
(Sekil 4.43). Bununla birlikte bu giin i¢in diger tiim kiyaslamaklarda olusan farkin
anlamsiz (P>0,05) oldugu goriildii. Tiim bu verilerin yaninda kiiltiirlerin sayiu
sirasinda yapilan mikroskop gozlemi ile beraber kiiltiir durumunun da izlenmesi
sirasinda elde edilen bulgularla beraber sisteme saglanmasi gereken gii¢ de goz
Oniine alindiginda karistirma hizinin 80 rpm olmasina karar verildi. Daha
sonrasinda adapte edilen HEK-293 hiicreleri bu karigtirma hizinda 5-7 kez
pasajlandiktan sonra erlende biiylime kinetigi ¢aligmalarinda belirlenen baslangig

konsantrasyonunda spinner flaskta biiytime kinetigi baslatildi.
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Sekil 4.44. HEK-293 hiicrelerinin spinner flask {retimine ait giin bazindaki hiicre
konsantrasyonu (a), % canlilik (b), pH (c) ve metabolit (d) degerlerinde meydana gelen

degisimler

Gergeklestirilen bliylime kinetigi calismasinda erlene ve HEK-293
hiicrelerinin adherent kiiltiiriinlin biliylime kinetigine benzer sekilde maksimum
hiicre konsantrasyonuna 7. giinde 2,025 + 0,0707 x 10° hiicre/mL olarak ulastig
goriildii. Bununla birlikte erlen g¢alismasina kiyasla spinner flaskta ulasilan
maksimum hiicre konsantrasyonunun daha yiiksek oldugu gozlendi. Cikartilan
bliyiime kinetiginde 2. ve 6. giinler logaritmik fazin baslangic ve bitis giinleri olarak
belirlenmis olup bu giinlerdeki hiicre konsantrasyonlari {izerinden ta degeri 38,795
+ 0,293 saat olarak hesaplandi. Erlen calismasina kiyasla spinner flask i¢in
hesaplanan hiicresel ikilenme siiresinin ¢ok daha diisiik oldugu goriildii. Bunlarla
birlikte kiiltiirtin % canlilik degerlerinin hiicre konsantrasyonunun azalmaya
basladig1 7. giinden sonra diisiis egilimi gosterdigi ve pH degerinin de 6zellikle
artan hiicre konsantrasyonuna paralel sekilde diistiigii gozlendi (Sekil 4.44).
Ozellikle diger hiicre tiim hatlarina kiyasla HEK-293 hiicreleriyle kurulan biiyiime
kinetiklerinde % canlilik ile birlikte pH’> 1n olduk¢a hizli bir sekilde diisiik
seviyelere geriledigi belirlendi. Bununla beraber metabolit analizlerine
bakildiginda erlen iiretimine kiyasla spinner flask tiretiminin adherent kiiltlirde

tiretilen laktik asit miktarina benzerlik gosterdigi belirlendi. Buna paralel olarak
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kiiltiiriin son giiniinde glikozun daha ¢ok tiiketildigi ve pH degerinin de artan laktik
asit miktartyla beraber diistiigii gézlendi. Ayrica, erlen iiretimine kiyasla spinner
flaskta yapilan biiyiime kinetiginde kiiltiirdeki amonyak miktarinin da arttig

gbzlemlendi.

Olgek biiyiitme adimlarinin sonuncusu olan biyoreaktdrde iiretime gegiste ise
spinner flask iiretimi icin belirlenen 80 rpm degeri iizerinden spesifik gii¢ girisi
hesab1 yapildiginda HEK-293 hiicrelerinin biyoreaktordeki biiyiime kinetigi i¢in
karigtirma hizi 117 rpm olarak belirlendi. Karistirma hizinin hesaplanmasiyla
beraber erlen ve spinner Dbiiyiime kinetiklerindeki baslangi¢  hiicre

konsantrasyonunda biyoreaktérde biliytime kinetigi calismasi baglatildi.
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Sekil 4.45. HEK-293 hiicrelerinin karistirmali tank biyoreaktdriindeki iiretimine ait giin
bazindaki hiicre konsantrasyonu (a), % canlilik (b), pH (¢) ve metabolit (d) degerlerinde

meydana gelen degisimler

Biyoreaktorde gerceklestirilen biiyiime kinetigi calismasinda HEK-293
hiicrelerinin 6. Gilinde maksimum hiicre konsantrasyonuna ulagtig1 goriildii.
Biyoreaktérde ulasilan 1,912 + 0,017 x 10° hiicre/mL maksimum hiicre
konsantrasyonu ile beraber iiretimin logaritmik fazi iizerinden hesaplanan td degeri
de 39,678 + 0,452 saat olarak belirlendi. Gergeklestirilen iiretim siiresince de pH
degerinin ¢ok hizli bir sekilde 2. giinden itibaren diismeye basladig1 gozlendi. Bu
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pH diististine paralel olarak da 6zellikle diger hiicre hatlariyla yapilan biiyiime
kintigi ¢aligmalarinda ilerleyen kiiltiir siiresine ragmen yiiksek kalan % canlilik
degeri HEK-293 hiicreleri ile yapilan erlen ve spinner {iretimlerine benzer sekilde
biyoreaktorde gergeklestirilen biiyiime kinetiginde de olduke¢a geriledigi goriildii
(Sekil 4.45). Tiim bunlarla beraber HEK-293 hiicrelerinin dinamik sitemler i¢in
yapilan metabolit analizlerine bakildiginda da spinner ve biyoreaktoriin birbirine
olduk¢a yakin oldugu ve bu sistemlerde hiicre metabolik davraniglarinin benzer
oldugu gozlemlendi. Bununla birlikte 6zellikle spinner flaskta ¢ok daha yiiksek
seviyelerde amonyak {iretilirken biyoreaktdrde ise laktik asit miktar1 kiiltir

sonlarina gore ¢ok daha yiiksek miktarlarda belirlendi.

Yapilan calismalarda HEK-293 hiicresinin orijinal hali ve adapte halinin
dinamik sistemlerdeki biiyiime kinetigi sonuglarinda ulagilan maksimum hiicre
konsantrasyonu {iizerinden bir degerlendirme yapildiginda ulasilan maksimum
hiicre konsantrasyonlar1 arasinda hi¢bir anlamh farkin olmadig1 (P>0,05) goriildii.
Bununla birlikte ikilenme siireleri kiyaslandiginda ise erlen ve HEK-293 hiicrelerin
orijinal halleri arasinda (P<0,001) diger tiim dinamik sistemlere kiyasla (P < 0,01)
daha ytiksek anlamli bir farkin oldugu gozlendi. Ayrica, ikilenme siiresi agisindan
erlen sisteminin hem spinner flask hem de biyoreaktor sistemi ile arasinda esit
derecede anlamli bir farkin oldugu (P<0,01) goriildii. Tiim bunlarla birlikte ise
spinner ile biyoreaktor arasinda ikilenme siiresi agisindan da hi¢bir anlamli farkin

olmadig1 (P>0,05) belirlendi (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. HEK-293 hiicre hattiyla yapilan ¢alisamlarda hiicrenin hem orijinal hem de adapte
edilmis haliyle farkli {iretim sistemlerinde yapilmis olan iireme kinetiklerinden elde edilen

maksimum hiicre konsantrasyonu ve ikilenme siiresi degerleri

Karst N Ulagilan maksiumum hiicre Ikilenme
Kiiltiir sekli a“irgg)a A konsantrasyonu x 10° siiresi (tq)
(hiicre/mL) (saat)
Orjinal Statik 1,8987 £ 0,103 33,08 +1,125
Erlen 100 rpm 1,862 + 0,088 46,375 + 0,543
Spinner 80 rpm 2,025 +£0,0707 38,795+ 0,293
Biyoreaktor 117 rpm 1,912+ 0,017 39,678 £ 0,452
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4.3.5 Tiim hiicre hatlarinin biyoreaktor iiretimleri iizerinden kiyaslanmasi

Bu tez calismasi kapsaminda kullanilan tiim hiicre hatlarinin endiistriyel
acidan biyoproses verimliliklerinin ortaya konmasi agisindan hem zaman hem de
tiriin miktar1 tizerinden dolayli olarak bir kiyaslama yapilmasi icin hiicrelerin
ikilenme siiresi ve iiretimde ulasabildikleri maksimum hiicre konsantrasyonlari
degerlendirildi. Ayrica biyoreaktérde gerceklestirilen karistirma sonucunda olusan
eddy burgaglari ve hiicre boyutlar1 da kiiltiirdeki hiicrelere etkisinin ortaya konmasi

acisindan belirlendi.

Tablo 4.6. Calismada kullanilan tiim hiicre hatlarinin adapte edildikten sonra gergeklestirilen

biyoreaktdr liretimlerine ait veriler

Ulasilan Kol
Maksimum - S olmogorov
.. Ikilenme siiresi Eddy ..
.. hiicre Hiicre Boyutu
Hiicre Hatt1 Konsantrasyonu (ta) Burgaclarinin (o)
X 10° Y (Saat) Boyutu (o) H
(hiicre/mL) (i)
MDCK 1,762 +£ 0,124 42,53 +£2,17 83,518 18,64 + 3,07
HEK-293 1,912 £0,017 39,68 £ 0,45 97,224 19,07 £2,29
THP-1 2,037 £ 0,053 63,56 +£ 0,49 118,387 18,86 + 2,84
CHO-K1 3,012+ 0,084 34,06 + 0,86 89,721 16,12 +£ 2,04

Bu degerlendirmeler sonucunda tiim hiicre hatlarinin ulasilan maksimum
hiicre konsantrasyonlar1 agisindan CHO-K1 ile anlamli sekilde (P>0,001) farkli
oldugu goriildii. Bununla birlikte THP-1, HEK-293 ve MDCK’ nin biyoreaktor
iiretimleri sonucunda ulagilan maksimum hiicre konsantrasyonlar1 arasinda higbir
anlamli farkin olmadig1 (P>0,05) belirlendi. Ikilenme siiresi agisindan hiicre
hatlarina yapilan Tukey testi sonucundaki kiyaslamasinda sadece HEK-293 ve
MDCK hiicrelerinin arasinda anlamli bir farkin olmadigi (P>0,05), THP-1 ve CHO-
K1 arasinda ise oldukga yiiksek diizeyde (P<0,0001) bir farkin oldugu goriildii.
Diger taraftan THP-1 hiicre hattinin MDCK ve HEK-293 ile de arasinda yiiksek
derece (P<0,001) bir farkin oldugu belirlendi. CHO-K1 hiicreleriyle MDCK

hiicreleri kiyaslandiginda aralarinda anlamli derecede bir farkliligin bulundugu
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(P<0,01) gorildii. Bununla beraber CHO-K1 ve HEK-293 hiicrelerinin de
aralarinda istatistiksel acidan bir fark belirlenirken bunun diger hiicrelerle olan

farka gore ¢ok daha diisiik diizeyde (P<0,05) oldugu belirlendi (Tablo 4.6).

Bununla birlikte tiim adapte edilen hiicre hatlarinin hiicre boyutlar1 ImageJ
programi kullanilarak 6l¢iildii. Yapilan 6l¢iimlerde en biiyiik hiicrenin HEK-293,
en kii¢lik hiicrenin ise CHO-K1 oldugu goriildii. Karistirmanin hiicre tizerindeki
etkisinin degerlendirilmesi i¢in de her bir hiicre hatti i¢cin belirlenen karistirma
hizinda olusan eddy burgaglarinin boyutu hesaplandi. Olgiilen hiicre boyutlari ile
her bir hiicre hattinin belirlenen karistirma hizi i¢in hesaplanan eddy burgaglarinin
boyutu karsilastirildiriginda hiicre boyutlarinin eddy burgaclarininkinden oldukg¢a
kiigiik oldugu belirlendi (Tablo 4.6). Ayirca her bir 6l¢ek biiyiitme isleminden sonra
tiretilen kiiltliriin herhangi bir kontaminant igermediginin belirlenmesi i¢in her bir

hiicre hattina yapilan sterilite testlerinin temiz oldugu goriildii (Sekil 4.46).

(b)

Sekil 4.46. Sterilite testi icin 6dnceden hazirlanmis TSB (solda) ve TGB (sagda) test tiipleri
(a), her bir hiicre hatti i¢in 6l¢ek biiyiitme iglemleri sirasinda yapilan sterilite testinin 14 giin

sonundaki goriintiisii (b)

4.4 Biiyiik Olcek Uretiminde Hiicre Hatlarimin Protein Konsantrasyonlarinin

Belirlenmesi

Her bir hiicre hattiyla gergeklestirilen biiyiik Olcekteki biyoreaktor
tiretimlerinden toplanan Orneklere hiicre hatlarinin ekpresyonel kapasiteleri ve
iretim sirasinda ortamda biriken protein miktarimi belirlemek i¢in toplam protein
konsantrasyonlar1t BCA analizi ile belirlendi. Bunun i¢in oncelikle bilinen protein
konsantrasyonlarina kars1 absorbans degerlerinin oldugu bir standart grafigi

olusturuldu (Sekil 4.47).
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Sekil 4.47. Bilinen protein konsantrasyonlarina karsi gelen absorbans degerlerinin

gosterildigi standart grafigi

Daha sonra olusturulan bu standart grafigi lizerinden Olgililen absorbans
degerlerinin karsilik geldigi protein konsantrasyonlari her bir hiicre hatti igin

hesaplandi (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Hiicre hatlariin biyoreaktdr iiretimleri sirasinda toplanan o6rnekler tizerinden

hesaplanan toplam protein konsantrasyonlar1

Hiicre Hatti
MDCK CHO-K1 HEK-293 THP-1
Protein Protein Protein Protein
Giin | Konsantrasyonu | Giin | Konsantrasyonu | Giin | Konsantrasyonu | Giin | Konsantrasyonu
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)

1 0,787 £ 0,045 1 0,758 £ 0,037 1 0,672 £ 0,061 1 0,608 £ 0,077
3 | 0,804+0,030 | 3 | 0,876=0,021 3 | 0903+0,028 | 4 | 0,647+0,086
4 0,824 + 0,056 5 0,946 + 0,005 4 1,057 £ 0,015 5 0,663 = 0,094
5 0,868 = 0,087 6 1,007 = 0,007 5 1,120+ 0,011 6 0,706 + 0,060
7 1,071 £ 0,024 7 1,065 £ 0,018 6 1,207 = 0,006 7 0,762 £ 0,029
10 | 1,087+0,013 | 10 | 1,112+0,043 | 10 | 1,290+0,019 | 10 | 0,807 + 0,006

Hesaplanan protein konsantrasyonlart giin bazinda Tukey testi ile
kiyaslandiginda 6zellikle THP-1 hiicre hattinin ilk glinden sonra diger tiim hiicre
hatlarindan farkli oldugu (P < 0,01) ilerleyen giinlerde ise bu farkin giderek arttigi
(P <0,0001) goriildii. Bununla birlikte MDCK hiicre hattinin da HEK-293 hiicre
hattina kiyasla 6zellikle ilk 3 giinde anlamli bir fark yokken 4. giin (P<0,001) ve 5.
giinden itibaren anlamli bir farkin oldugu (P<0,0001) belirlendi. HEK-293 hiicre

hattryla CHO-K1 hiicre hatt1 kiyaslandiginda kiiltiirlerin 5. glinline kadar aralarinda
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anlaml bir fark yokken (P>0,05) 7. giinden itibaren anlaml bir farkin oldugu
(P<0,05) ilerleyen giinde de bu farkin arttig1 (P<0,01) gézlemlendi.

4.5 Hiicre Hatlarimin influenza Viriisii ile Enfekte Edilmesi ve Viriis Uretimi

HIN1 alt tipindeki Influenza A viriisiiyle gerceklestirilen enfeksiyon
caligmalar1 oncesinde ¢aligmalar i¢in yeterli stogun olusturulmasi adina adherent
MDCK hiicreleri kullanilarak viriis stogu olusturuldu. Burada viriislerin MDCK
hiicrelerine adapte olmamas i¢in sadece 3-5 kez pasaj yapildi. Daha sonra ayni
tiretimden yeterli miktarda viriis stogu elde edilince hiicre hatlarinin influenza
viriisiiyle enfeksiyon denemeleri dncesinde 10 olarak belirlenen MOI degerinde
islem yapilmasi i¢in olusturulan stoktaki viral partikiil sayisinin belirlenmesi adina
96 gozlii pleytte TCIDso testi yapildi. Yapilan test sonucunda CPE ve kristal violet
boyanma durumuna gore kuyular pozitif veya negatif olarak belirlendi. Bunun
ardindan yapilan hesap sonucunda viriis enfeksiyon caligmalarinda kullanilmasi
planlanan viriis stogunun 4,932 x 10° TCIDso/mL degerinde viral yiike sahip oldugu
belirlendi (Sekil 4.48).
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Sekil 4.48. Viral enfeksiyon caligmalarinda kullanilacak olan stogun viral yiikiiniin
belirlendigi TCIDsy testi (a), test sonucunda elde edilen pleytin sematize edilmis goriintiisii
(b) ve testte belirlenen pozitif ve negatif pleyt gozlerinin mikroskop goriintiisii (10x) (Olgek
bart uzunlugu: 100pum)
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Daha sonrasinda elde edilen bu viriis stogunun sadece influenza A virlisii
icerdiginin dogrulanmas1 ve olusturulan stoktaki viral ylikiin Ct olarak degerinin
belirlenmesi i¢cin RT-qPCR yapildi. Yapilan bu RT-qPCR sonucunda MDCK
hiicreleri kullanilarak olusturulan viriis stogunun sadece influenza A viriisii igerdigi
ve viral yiikliniin de Ct cinsinden 17,74 degerine sahip oldugu belirlendi (Tablo
4.8).

Tablo 4.8. Viral enfeksiyon ¢aligmalarinda kullanilacak olan stogun viriis dogrulamasi ve

viral yiikiiniin Ct olarak belirlendigi RT-qPCR sonucu

MDCK STOK RSV A/B N/A Negatif
MDCK STOK Influenza B N/A  |Negatif
MDCK STOK Influenza A 17.74 |Pozitif

MDCK STOK SARS-CoV-2 N/A Negatif
MDCK STOK Adenovirls N/A  |Negatif
MDCK STOK Rhinoviris N/A_ |Negatif

Tiim bu testlerin ardindan olusturulan viral stok ile bu ¢alisma kapsaminda
kullanilan her bir hiicre hattinin hem orjinal hem de biiyiik 6lgekte iiretim igin
adapte edilmis halleriyle birlikte T25 flasklarda enfeksiyon ¢aligmalari
gerceklestirildi. Bunun i¢in Oncelikle belirlenen MOI degerinde ¢alismanin
baglatilmas1 adina hesaplanan TCIDso/mL degeri lizerinden gerekli hiicre sayisi
hesapland1. Yapilan hesaplar sonucunda gerekli hiicre sayis1 4,143 x 10° olarak
belirlendi. Daha sonrasinda viriis stogu olusturmaya benzer sekilde flasklar 72 saat
inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda 6ncelikle flasklarda meydana gelebilecek CPE
degisimlerinin goriintiilenmesi i¢in ters faz 151tk mikroskobunda gozlem yapildi

(Sekil 4.49).



146

Adapte Kiiltiir

Sekil 4.49. MDCK (a), HEK-293 (b), CHO-K1 (c) ve THP-1 (d) hiicre hatlarinin hem orijinal
(sol siitun) hem de adapte hallerinin (sag siitun) ¢alismada kullanilan HIN1 alt tipindeki
influenza A viriisii ile enfekte edildikten 72 saat sonraki CPE gériintiileri (20x) (Olgek bar
uzunlugu: 100pum)

Bu gozlem sonucunda tiim hiicre hatlarinin morfolojilerinin degistigi ve
ozellikle adherent karakterde olanlarin neredeyse tamaminin ylizeyden kalktigi
gozlendi Bununla birlikte tiim hiicre hatlarinda hiicresel morfoloji ve biitiinliigiin
biiyiik oranda bozuldugu gozlemlendi. Meydana gelen bu morfolojik degisimlerin
viral enfeksiyon kaynakli olarak gerceklestiginin gosterilmesi i¢in immiinfloresan
boyama yapildi. Yapilan boyama sonucunda tiim hiicreler kirmizi olarak
boyanirken bunlar arasindan sadece enfekte hiicreler yesil olarak boyandi.
Boylelikle, yapilan boyama sonucunda denemesi yapilan tiim hiicre hatlarinin
calismada kullanilan influenza A viriisii ile enfekte oldugu gozlemlendi (Sekil

4.50).
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Sekil 4.50. MDCK (a), HEK-293 (b), CHO-K1 (c) ve THP-1 (d) hiicre hatlarmnin hem orijinal

[N
D
~

(ist satir) hem de adapte hallerinin (alt satir) kullanilan influenza A viriisii ile enfekte

edildikten 72 saat sonraki immiinfloresan gériintiileri (40x) (Olgek bari uzunlugu: 100um)
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Gergeklestirilen immiin floresan boyama sonrasinda her bir hiicre hattinin
viriis liretim veriminin ortaya konmasi adina her bir hiicre hattinin kendisiyle
birlikte adapte edilmis haline sirasiyla RT-qPCR ve TCIDso testi yapildi. Yapilan
testler sonucunda elde edilen Ct degerleri ile TCIDso/mL degerlerinin birbiri ile
uyumlu oldugu gériildii. Ozellikle 6rnekteki viral yiik miktari arttikga Ct degerinin
diistiigli géz oOniline alindiginda, daha diisiik Ct degerlerinde cok daha yiiksek
TCIDso degerlerinin hesaplandigr goriildii. Tiim hiicre hatlar1 igerisinden influenza
A viriistinli en fazla iireten hiicrenin adherent HEK-293 oldugu belirlendi. Ayni1
zamanda, tiim adapte hiicreler agisindan bakildiginda da yine en fazla viriis
liretimini siispanse ve serumsuz ortam adapte edilmis olan HEK-293 hiicrelerinin
gerceklestirdigi goriildii. En az virlis iiretimini CHO-K1’in adapte edilmis hali
oldugu gozlendi (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. RT-qPCR ve TCIDsy testi sonucunda her bir hiicre hatti igin belirlenen degerler

.. RT-qPCR TCIDsp Sonucu
Hiicre Hatt Sonucu (Ct) (TCIDsy/mL)
Orjinal 12,56 4,606 x 10*
MDCK
Adapte 13,75 3,628 x 10*
Orjinal 11,81 5,222 x 10*
HEK-293
Adapte 13,31 3,988 x 10*
Orjinal 15,78 1,960 x 10*
THP-1
Adapte 14,94 2,651 x 10*
Orjinal 16,47 1,392 x 10*
CHO-K1
Adapte 17,48 5,624 x 10°
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5. TARTISMA

(Calismalarda kullanilan hiicre hatlar1 ayni olmasina ragmen farkli stoklarin
kullanilmast veya tedarik¢ilerin tercih edilmesi halinde hiicre karakterinin
degisiklik gosterebilecegi belirtilmektedir. Bu anlamda yapilan bir ¢aligmada
EACC ve ATCC’ den alinan MDCK hiicrelerinin karakter ve morfoloji agisindan
oldukga farkli oldugu gdosterilmistir (Rodrigues et al., 2020). Bu nedenle bu tez
kapsaminda kullanilan hiicrelerin orijinal hallerinin biiyiime kinetigi ¢alismalari
yapilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda elde edilen biiylime kinetiklerinin degerleri
literatiir verileriyle kiyaslandiginda tiim hiicre hatlarinin orijinal karakterlerindeki
sekilde tireyebildigi morfolojik gézlemler ve hesaplanan ikilenme siirelerine goére
belirlenmistir. Bu durumun teyit edilmesi ayni zamanda tez ¢aligmasinin
devaminda gerceklestirilecek olan adaptasyon calismalari i¢in de oldukca
onemlidir. Bunun nedeni adaptasyon siirecinde hiicre karakterinde meydana gelen
degisikliklerin orijinal haline kiyasla nasil gerceklestiginin dogru bir sekilde
gosterilebilmesidir (Sinacore et al., 2000; S. Wu et al., 2021). Boylelikle kullanilan
hiicre stoklarinin bilimsel agidan tekrarlanabilirlik ilkesiyle ortlisecek sekilde

uygunlugu ortaya konmaktadir.

Hayvan hiicre kiiltiirlerinin serumsuz ortama adaptasyonunda birden ¢ok
yontem bulunmasina ragmen burada hiicrelerin dogrudan serumsuz ortamlara
adapte edilmesi yaklasimina odaklanilmistir. Bunun nedeni; ticari olarak
gelistirilmis serumsuz besin ortamlarinin hiicreye spesifik olarak gelistirilmesi ve
gelistirici firmanin da belirttigi sekilde hiicrelerin dogrudan bu besin ortamlari
kullanilarak kiiltiirlenebilecegi yoniindeki yonergeleridir. Bu nedenle secilen her
bir hiicre hatt1 6zelinde gelistirilmis olan serumsuz besin ortamlar1 tercih edilmistir.
Bununla birlikte 6zellikle dogrudan adaptasyon yontemine kiyasla kademeli olarak
gergeklestirilen adaptasyon yonteminin hiicre liremesi ve canliligl agisindan ¢ok
daha yiiksek basar1 sagladigi ancak daha zaman alic1 oldugu gosterilmektedir (Jang

et al., 2022; Kimiz-Gebologlu et al., 2022; van der Valk et al., 2010).

Sadece THP-1 hiicrelerin kiiltiirlenmesi i¢in segilen kimyasal olarak
tanimlanmig serumsuz besin ortami siispanse hiicrelere yonelik gelistirilmis olup

THP-1’e ait bir spesifitesi bulunmamaktadir. Denemelerde hiicre hatlar1 i¢in
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zorlayici bir yaklasim olan dogrudan adaptasyon yontemi uygulanmasina ragmen
THP-1 hiicrelerinin 6. pasajdan itibaren bu ortama uyum sagladig1 kontrol grubu
olarak %10 FBS iceren RPMI-1640 THP-1 hiicreleri ile yapilan hiicre
konsantrasyonu kiyaslamalartyla belirlenmistir. THP-1 hiicrelerinin kademeli
adaptasyon caligmalarinda ise 6zellikle % 5 gibi diisiikk FBS konsantrasyonlarinda
kontrol grubuyla kiyaslandiginda erken pasaj sayilarinda ¢cok daha hizli bir sekilde
ortama uyum saglayabildigi gosterilmektedir (Kimiz-Gebologlu et al., 2022).

Orjinalinde adherent karakterde olan diger hiicre hatlar1 i¢in ise temelde
hiicrelerin dogrudan istenilen ortamda kiiltiirlenmesine odaklanan iki farkl
adaptasyon yontemi denenmistir. Bunlar dogrudan adaptasyon yontemi ve kiiltiir
icinde adaptasyon yontemidir. Kiiltiir i¢inde adaptasyon yotemi, yontemin kendisi
geregince sadece adherent hiicrelere uygulanabildigi i¢in THP-1 hiicrelerinin
adapte edilmesinde dogrudan adaptasyon yontemi kullanilmistir. HEK-293,
MDCK ve CHO-K1 adherent karakterdeki hiicre hatlarinda ise her iki yontem de
denemistir. ki yéntemin kiyaslanmasinda ise basta mikroskobik gdzlem olmakla
beraber pasajlama durumlarinin belirlenmesi adina yapilan sayimlar da goz oniine
alindiginda hiicrelerin belirli baglangi¢ konsantrasyonlarinda sayilarak hiicrelerin
dogrudan istenilen besin ortamlarina alindigr dogrudan adaptasyon ydnteminin

daha basarili oldugu sdylenebilmektedir.

Kiiltiir i¢inde adaptasyon yonteminde ise istenmeyen sekilde hiicrelerin
adherent karakterlerini daha fazla korudugu ve silispanse kosullara geciste
zorlandig1 belirlenmistir. Bu durum yapilan goézlemlerdeki bozulan hiicre
morfolojilerinden ve uzun kiiltiir siirelerine ragmen artmayan veya ¢ok az bir artis
sergileyen hiicre konsantrasyonu degerlerine bakilarak anlagilmistir. Bunun
nedeninin de hiicrelerin ilk basta kiiltlir kab1 yiizeyini tam kaplamis halleri {izerine
serumsuz ortam konduktan sonra bu sekilde besin ortami serumsuz olsa da bir
ylizeye  tutunarak  kiiltiirlenmeye  alismalarindan  kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir. Ozellikle bu agidan da ydntemin diger bir asamasi olan hiicrelerin
tripsinizasyon uygulanarak pasajlanmasi sirasinda siispanse hale getirilen
hiicrelerin yeni siispanse flaska aktarilmalarindaki sonrasinda tutunacak bir yiizey

bulamamasi sebebiyle strese girdikleri tahmin edilmektedir.
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Her iki yontemde de hiicrelerin kiiltiirlenmesinde kullanilan flasklar siispanse
olsa bile kiiltiir kabi yiizeyine tutunabildikleri gériilmiistiir. Ozellikle bu durumunda
ilerleyen kiiltiir siirelerine paralel sekilde hiicrelerin kiiltiir ortamina salgiladiklar
ekstraseliiler matriks bilesenleri ile iliskili oldugu disiiniilmektedir (Yonemura,
2014). Bu tutunma 6zellikle HEK-293 ve CHO-K1 i¢in az bir oranda gerceklesse
de MDCK hiicrelerinin adherent karakterlerini uzun siireler boyunca korudugu
gorlilmiistiir. Bu nedenle 6zellikle adaptasyon siirecinin devami olarak hiicrelerin
kiiltiir kab1 yiizeyiyle en az etkilesimde olabildigi dinamik kiiltiir sistemleri
kullanilmast gerekmektedir. Adherent karakterde olan hiicre hatlarinin hem
siispanse karaktere adapte edilmesi hem de 6lgek biiylitme basamaklari. geregince
hiicrelerin yliksek hacimlerde kiiltiirlenmelerinin ilk asamasi olarak erlen iiretimleri
gergeklestirilmistir. Hiicrelerin serumsuz ve siispanse kosullara adapte edilmesinde
siispanse flask ve devaminda erlen liretimlerini igeren tiim siiregte hiicrelerin
karakterlerinin stabil hale gelmesi i¢in en az 15 kez adapte edilmek istenen
kosullarda pasajlama islemleri gerceklestirilmistir. Literatiirde de hiicrelerin
orjinalinden farkli tiretim kosullarina adapte edilmesinde yeni hiicre karakterinin
stabil hale gelmesi icin 5-20 kez pasajlanmasi gerektigi gosterilmektedir (Jang et
al., 2022; Lohr et al., 2010; Rourou et al., 2019; Singh et al., 2010; Tamm et al.,
2013). Kullanilan 4 hiicre hattinin adapte edilmek istenilen kiiltiir kosullarinda
gergeklestirilen 15 defa pasajlanmasi i¢cin gecen siire (Tablo 4.1) gbéz Oniince
bulunduruldugunda en avantajli hiicre hattinin THP-1 ve sonrasinda CHO-K1
oldugu gosterilmistir. MDCK ise siire agisindan en ¢ok zaman alan hiicre hattidir.
Ozellikle pandemi gibi bir kosul diisiiniildiigiinde hem insan kokenli olmas1 hem de
cok daha hizli bir sekilde endiistriyel iiretim icin adapte edilebilmesi agisindan
HEK-293 ve THP-1 hiicre hatt1 6ne ¢ikmaktadir. Terapotik bir protein liretimi s6z
konusu oldugunda endiistride en fazla tercih edilen hiicre hatti olan CHO-K1’e
kiyasla da THP-1 ve HEK-293 hiicre hatlarinin basta insan kokenli olmalarinin
sagladig1 avantajla birlikte hizli bir sekilde adapte olabilmeleri nedeniyle tercih

edilebilirlikleri ortaya konmustur.

Dinamik kiiltiir ¢alismalarinin baglangici olan erlen iiretimlerinde farkl
karistirma hizlar1 denenmis ve en iyi karistirma hizi ulasilan hiicre konsantrasyonu,
morfolojik gézlem ve kiiltiire saglanmasi gereken gii¢ girisi tizerinden kiyaslanmasi

sonucunda belirlenmistir. Karigtirma hizi  se¢iminde 0Ozellikle hiicrelerin
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morfolojileri ve kiime olusturup olusturmadiklar1 incelenmistir. Biyoteknolojik
iretimlerin birgogunda kullanilan ekspresyonel platformlarin kiimelesmeden kiiltiir
ortaminda tek hiicre halinde iiremesi istenmektedir. Her ne kadar viriis iiretiminin
hedeflendigi biyoproseslerde olusan kiimelerin viriis enfeksiyonunu arttirici etki
gosterdigi gosterilse de (Gobel et al., 2022) viriislerin etkili bir enfeksiyon
gergeklestirebilmesi adina tiim hiicre yiizeyine daha kolay ulasabilecegi tek hiicre

halindeki siispansiyon kiiltiirler tercih edilmektedir (Merten et al., 2014).

Ozellikle terapdtik protein iiretimi agisindan bu kiimeler iriin kayb1 ve hiicre
Olimiini tetiklediginden dolayi iiretim esnasinda bunlarin olusumunu engellemek
adina ortama kiimelesme Onleyici bilesenler eklenmesi, enzim muamelesi,
karistirict  tipi  degisikligi, besin ortami igerigindeki belirli bilesenlerin
konsantrasyonlarinin azaltilmasi ve karistima hizinin arttirilmasi gibi uygulamalar
yapilabilmektedir (Gallo—Ramirez et al., 2015; Jang et al., 2022; Rourou et al.,
2019; Singh et al., 2010). Ancak, ylksek karistirma hizlarinda olusan kayma
gerilimi (shear stress) nedeniyle kiimelesme egilimi diiserken ayni zamanda bu
kuvvetler hiicrelerin yapisal biitiinliigline de zarar verdigi i¢in hem % canlilik hem
de buna bagli olarak hiicre konsantrasyonunda diislise neden oldugu ve bu durumun
literatiirde yapilan g¢alismalarla da benzerlik gosterdigi goriilmektedir (Gallo—
Ramirez et al., 2015; Hunt et al., 2014; Singh et al., 2010; Wu et al., 2022). Bu
nedenle her bir hiicre hatt1 icin hem hiicreleri kayma gerilmesinden koruyan hem

de kiimelesme olusumu azaltan Pluronic® F68 kullanimustir.

Ayni zamanda erlen ve spinner flask ¢caligmalarinda her bir hiicre hattina 6zel
karistirma hizlar1 denenmistir. Optimum olarak belirlenen (erlen i¢in 70 rpm,
spinner i¢in 60 rpm ve biyoreaktor i¢in 90 rpm) olan karistirma hizi degerlerine
bakilarak 6zellikle THP-1 hiicrelerinin daha hassas oldugu ve yiiksek karistirma
hizlarinda kiiltiir basarisinin  diistiigli  gozlenmistir. Ayni1 zamanda THP-1
hiicrelerinin diislik karistirma hizlarinda bile kiimelesme olmadan yiiksek hiicre
konsantrasyonlarina ¢ikabildigi goriilmektedir. Ozellikle giic tasarrufu acisindan bu
hiicre hatt1 6ne ¢ikmaktadir. HEK-293 hiicreleri i¢in uygulanan karistirma hizlar
THP-1’e kiyasla daha yiiksek olmasina ragmen segilen karistirma hizlarinda (erlen
icin 100 rpm, spinner icin 80 rpm ve biyoreaktor i¢in 117 rpm) HEK-293

hiicrelerinin de neredeyse hi¢ kiimelesmeden ¢ogaldigi gézlemlenmistir. CHO-K1
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ve MDCK ise en fazla kiime olusturan hiicre hatlaridir. Bu agidan da bu hiicrelerin
kiiltiirlenmelerinde MDCK i¢in daha yiiksek (erlen i¢in 170 rpm, spinner i¢in 100
rpm ve biyoreaktor i¢in 144 rpm) olmakla birlikte CHO-K1 i¢in de (erlen i¢in 150
rpm, spinner 90 rpm ve biyoreaktor icin 130 rpm) daha yiiksek karigtirma hizlar

tercih edilmistir.

Erlenden biiyiik Olcege geciste ise diger bir basamak spinner flasklarda
tiretimdir. Ozellikle karistirmali tank biyoreaktdrlerine geometrik acidan
benzerlikleri sebebiyle birgok hesaplamali akis mekanigi simiilasyonu i¢in
kullanilan sistemlerdir (Berry et al., 2016; Ponnuru et al., 2014; Shafa et al., 2019;
Zhang et al., 2022). Erlenle kiyaslandiginda buradaki karistirmanin dahili olarak
gergeklestirilmesi Gzellikle kiiltlir icerisinde yer alan hiicrelerin karistirict
bicaklarinin ucunda olusan yiiksek kayma gerilmesi bolgesine girdiklerinde daha
fazla hasar almalarmma neden olabilmektedir. Bu nedenle de karistima hizlar
oldukca iyi optmize edilmelidir. Burada bir diger 6nemli faktor ise karistirmayla
beraber olusan Ko/mogorov eddy burgaglaridir. Bu burgaclarin boyutu hiicrelerden
kiigiik oldugu zaman yiiksek oranda onlara zarar verir ve bu durum sonucunda
ozellikle oldukga hassas olan hayvan hiicre kiiltiirleri i¢in hiicrenin par¢alanmasiyla
sonuclanir. Bu nedenle bir iiretim sisteminde karistirma hizinin belirlenmesi i¢in bu
burgaclarin boyutu da olduk¢a 6nemlidir (Bellani et al., 2020; Ladd et al., 2022;
Zhang et al., 2022).

Bu tez g¢aligmasi kapsaminda biyoreaktor iiretimlerine gegilmeden Once
spinner flasklarda optimize edilen karistirma hizlar {izerinden spesifik gii¢c girisi
hesabiyla dl¢ek biiylime islemleri uygulanmistir. Bu yontemin tercih edilme nedeni
bu ol¢ek biiylitme yaklasiminin literatiirde ve endiistride en ¢ok tercih edilen
yontem olmasidir. Bu yontemin temelinde karigtirmayla olusan kolmogorov
burgaglarinin boyutunu sabit tutularak hedeflenen iiretim sistemindeki karistirici
bicak boyutu ve ¢aligma hacimleri lizerinden hesaplamalar yapilmaktadir. (Shafa et
al., 2019; Zhang et al., 2022). Bu tez kapsaminda da spinner flaskta belirlenen
karistirma hiz1 iizerinden bu yaklagim tercih edilmistir. Ayrica son yillarda 6zellikle
de hiicre kiiltiirii temelli biyoteknolojik iiretimlerde hem konvansiyonel hem de tek
kullanimlik biyoreaktorlerde segmentli tip veya filkulag: tipi karistirici bigak

kullanilmaktadir. Bu karistirict tiplerinin hiicrelere en az zarar vererek kiiltiir
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sistemi icerisinde oldukga etkili bir karistirma sagladig1 gosterilmektedir (Kaiser et
al., 2017; Rotondi et al., 2021; Zhang et al., 2022). Ozellikle segmentli bigak tipi
ile yapilan laboratuvar 6lgekli tiretimler sinirlidir ve literartiirde bu bigak tipin i¢in

hesaplamalara yonelik kisith bilgi bulunmaktadir.

Yapilan detayli arastirma sonucunda bigak agis1 30°’ye ayarlanmis olan 3
bicakli segementli tip karistiriciya ait Np sayis1 belirlenmesinde literatiirde yer alan
Re sayisina karisilik gelen Np sayilart tlizerinden bir degerlendirme yapilmistir.
Ozellikle bu bicak agisinda ve bu karistirict tipine sahip olan UniVessel® 2L SU
Bioreactor ile yapilan caligmalarda olusturulan grafiklerden faydalanilmigtir
(Kaiser et al., 2017). Ayrica bu karistiric tipinde olan fakat bigak agis145°’ye ayarli
olarak denemeleri yapilan biyoreaktorlerin geometrileri, grafikleri ve analizleri de
incelenmistir (van Eikenhorst et al., 2014; Wyrobnik et al., 2022). Wu ve digerleri
(2001) tarafindan yapilan ¢aligmada bigcak agisinin azaldik¢a Np sayisinin da
azaldig1 ve bicak acis1 45°°den 30°’ye degistirildiginde Np’nin yaklasik olarak yar1
yartya azaldigini gdstermislerdir (Wu et al., 2001). Boylelikle tiim literatiir verileri
degerlendirildiginde biyoreaktorler i¢in kullanilan 30’ye ayarlanmis 3 bigakli
segementli tip karistiricinin tahmin edilen karistirma hizlari arasindaki Re sayist
aralig1 icin Np degeri 0,8375 olarak belirlenmistir. Ayrica, bu deger belirlenirken
incelenen calismalarda kullanilan biyoreaktdrlerin geometrisi de goz Oniine
alinarak karigtiricinin biyoreatordeki yerlesimi buna gore yapilmistir. Biyoreaktor
i¢in karigtirma hiz1 hesabinda ise serum icermeyen DMEM-HG ortaminin viskozite
ve yogunluk degerleri kullamilmustir. Ozellikle tiim dinamik kiiltiir ¢alismalarinda
ortama % 0,1 oraninda eklenen Pluronic® F68’in ise besin ortami viskozitesini
anlaml olarak etkilemedigi gosterildiginden (Tharmalingam et al., 2008) eklenen
Pluronic® F68’in kiiltiir ortamu viskozitesi iizerindeki etkisi ihmal edilerek tiim

hesaplamalar gergeklestirilmistir.

Tiim sistemlerin dinamik kiiltiirlerinin kendi i¢inde kiyaslamasinda 6zellikle
tiim hiicre hatlarmin spinner flask iiretimiyle biyoreaktor liretimleri arasinda hem
ulagilan maksimum hiicre konsantrasyonu hem de ikilenme siiresi ac¢isindan higbir
fark bulunmamistir (P>0,05). Bu durum gergeklestirlen 6lgek biiyilitme islemleri
icin belirlenen degerlerin ve yapilan hesaplarin dogru oldugunu gésterir niteliktedir.

Ayrica her bir hiicre hatt1 i¢in belirlenen karistirma hizi i¢in hesaplanan eddy
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burgact boyutlarinin, 0lgiilen hiicre boyutlarindan olduk¢a biiylik olmasi
hiicrelerinin belirlenen bu karistirma hizlarinda bioreaktor icerisinde zarar

gdrmeden kiiltiirlenebildigini ortaya koymaktadir (Merten, 2015).

Calisma kapsaminda kullanilan tiim hiicre hatlarinin biyoreaktor iiretimleri
sonucunda belirlenen ikilenme siireleri ve wulasilan maksimum hiicre
konsantrasyonu verileri literatiir ile kiyaslanmistir. Literatiirde genellikle siispanse
ve serumsuz kosullara adapte edilmis olan MDCK hiicrelerinin 20-30 saat
araliginda degistigi ve ulasilan maksimum hiicre konsantrasyonun da 2-12 x 10°
hiicre/mL oldugu gorilmiistiir (Bissinger et al., 2019; Rodrigues et al., 2020; van
Wielink et al., 2011; Wu et al., 2020). Bununla birlikte benzer caligmalarda adapte
edilen MDCK hiicrelerinin yaklasik olarak 30-50 saatlik ikilenme siiresine sahip
oldugu ve diisiik maksimum hiicre konsantrasyonlarina ulagtig1 da gosterilmektedir
(Culture and Collection, 2006; Lohr et al., 2010). Bu c¢alisma kapsaminda ise
MDCK hiicrelerinin ulastigi maksimum hiicre konsantrasyonu 1,762 x 10°
hiicre/mL ve ikilenme siiresi de 42,53 saat olarak hesaplanmistir. Literatiirdeki bazi
caligsmalarla benzerlik gosterse de diger c¢alismalarla olusan farkliliklarin iiretim
modu, adaptasyon yontemi ve kullanilan besin ortami iceriginden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Ayrica biyoreaktorlerde yapilan iiretimlerdeki metabolitlerin
degisimlerinin literatiirdeki ¢alismalara oldukca benzedigi goriilmekedir. HEK-
293 hiicreleriyle yapilan biyoreaktor iiretimi sonucunda elde edilen 39,678 saatlik
ikilenme siiresi ve 1,912 x 10° olarak ulasilan maksimum hiicre konsantrasyonu
degerlerinin, Jang ve digerleri (2022) tarafindan HEK-293 hiicrelerinin siispanse
kosullara dogrudan adaptasyonu sonucunda hesaplanan 44 saatlik ikilenme siiresine
ve 1x10° olarak ulasilan maksimum hiicre konsantrasyonuna kiyasla daha iyi
oldugu goriilmiistiir. Ayrica HEK-293 hiicrelerinin metabolik degisimleri igin
cizilen metabolit grafiklerindeki degisimlere de oldukca benzedigi goériilmektedir
(Jang et al., 2022). Bir baska ¢alismada ise HEK-293T hiicreleri i¢in ikilenme siiresi
ortalama olarak 24 saat civarinda hesaplanirken, yapilan erlen iiretimlerinde 1,1 x
107 hiicre/mL konsantrasyona ulasildig: gosterilmistir (Lomba et al., 2021). Ayrica
HEK-293SF hiicreleriyle biyoreaktorde kesikli beslemeli iiretim modunda yapilan
baska bir ¢alismada ulasilan maksiumum hiicre konsantrasyonu 6 x 10° hiicre/mL
olarak belirtilmistir (Dash et al., 2023). CHO-K1 hiicreleriyle yapilan biyoreaktor

tiretimi sonucunda da ikilenme stiresi 34,06 saat olarak bulunmus ve ulasilan
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maksimum hiicre konsantrasyonu da 3,012 x 10° hiicre/mL olarak hesaplanmistir.
Serumsuz kosullarda siispanse olarak iiremeye adapte edilen CHO-K1 ile yapilan
literatiir caligmalarina bakildiginda ise ikilenme siirelerinin ¢ok daha diisiik oldugu
(18 - 20 saat civarinda) ve ulagilan maksimum hiicre konsantrasyonlarinin da 1 - 3
x 107 araliginda oldugu goriilmektedir (Schmitz et al., 2021; Tossolini et al., 2018).
Literatiirle farkliliklar gosterse de CHO-KI1 hiicrelerine yapilan metbolit
analizlerinin biiyiik oranda bu c¢alismalara benzedigi goriilmiistiir. Adapte edilmis
CHO-K1 hiicreleri kullanilarak biyoreaktérde mAb iiretiminin yapildig: baska bir
calismada ulasilan maksimum hiicre konsatrasyonunun yaklasik olarak 2 x 10°
hiicre/mL oldugu gosterilmistir (Romand et al., 2016). Adaptasyon yoOntemi,
kullanilan besin ortami igerigi ve iiretim modu bu degerlerin degismesindeki en
biiyiik etkenlerdir. THP-1 hiicreleriyle yapilan biyoreaktor iiretimi sonucunda
bulunan 2,037 x 10° hiicre/mL makisimum hiicre konsantrasyonu ve 63,56 saatlik
ikilenme siiresinin, literatiirdeki THP-1 hiicreleriyle yapilan biiyiikk o6l¢ek
calismasmda 2,02 x 10° hiicre/mL maksimum hiicre konsantrasyonuna ulasilarak
ikilenme siiresinin de 64,8 saat olarak bulundugu calismaya oldukca benzedigi

goriilmistiir (Kimiz-Gebologlu et al., 2022).

Tim hiicre hatlariyla yapilan biyoreaktor iiretimleri sonucunda elde edilen
veriler lizerinden hiicre hatlarinin degerlendirilmesinin iki sekilde yapilmasinin
daha dogru olacag diisiiniilmektedir. Endiistride terapotik protein iiretimi i¢in uzun
yillardir tercih edilen CHO-K1 hiicre hatti, insan kokenli olan THP-1 ve HEK-293
hiicreleriyle biyoproses verimiligi ag¢isindan kiyaslandiginda CHO-K1’in bu
hiicrelerden ikilenme siiresi ve ulagilan maksimum hiicre konsantrasyonu agisindan
iistiin oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte kdkenleri agisindan THP-1 ve HEK-
293 hiicreleri sentezledikleri protein glikozilasyon motifi yapilarinin insana daha
uygun oldugu ve bu anlamda da daha kaliteli terapotik protein {riinleri
tiretebilecekleri diisiintildiiglinde CHO-K1’e gore avantajhidirlar. Bu iki insan
kokenli hiicre hatt1 da kendi i¢inde kiyaslandiginda HEK-293 ikilenme siiresi ve
tiretim i¢in gerekli olan baslangi¢ hiicre konsantrasyonun daha diisiik olmas1 gibi
avantajlariyla 6ne ¢ikmaktadir. Bununla beraber THP-1 hiicreleri de daha diisiik
karistirma hizlarinda kiiltlirlenebilme, adaptasyon siiresinin daha kisa olmasi ve

orjnalinde siispanse karakterde olma gibi avantajlara sahiptir.
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Hiicre hatlarinin biyoproses verimliliklerinin degerlendirilmesinde diger bir
alan ise hayvan hiicrelerinin kullanilmasinin bir gereklilik oldugu viral asi
iiretimidir. Bu ac¢idan da iki insan kdkenli hiicre hatti influenza asilarinin tiretiminde
tercih edilen bir platfom olan MDCK hiicreleriyle temel biyoproses verileri
iizerinden kiyaslandiginda, HEK-293 hiicre hatti daha kisa ikilenme siiresi ve
adaptasyon siiresiyle birlikte daha yiiksek hiicre konsantrasyonuna ulasabilme
acisindan daha avantajlidir. THP-1 hiicre hatti ile MDCK kiyaslandiginda ise
MDCK daha kisa bir ikilenme siiresine sahip olsa da THP-1’in insan kdkenli
olmasi, daha yiiksek maksimum hiicre konsantrasyonuna ulasabilmesi ve daha kisa
adaptasyon gibi iistiinliikleri bulunmaktadir. Bu a¢idan da 6zellikle influenza viriisi
kaynakl1 bir pandemi diisiiniildiigiinde en kisa zamanda ve en fazla miktarda iiriin
ortaya konmak istendiginde bu durum 6nem kazanmaktadir. Tiim bunlara ek olarak
otorite kuruluslar endiistriyel iiretimlerde yer alan besin ortamlarinda antibiyotik
olmamasimni veya kullaniliyor ise bunun sinirlandirilmasini istediginden
gergeklestirilen tiim adaptasyon ve Olgek biiyilitme g¢aligmalarinda buna uygun
olarak sadece yine bu kuruluslarin {iretimlerde kullanilmak tizere izin verdigi bir
antibiyotik ¢esidi olan gentamisin kullanilmistir (Food and Drug Administration,
1977). Kullanilan bu gentamisinin besin ortamindaki konsantrasyonu ise giivenli
aralikta yer alan ve hiicre kiiltiirlerinde standart olarak kabul edilen 50 pg/mL

konsantrasyonuna ayarlanarak ¢alismada kullanilmistir (Hassan and Ahmad, 2020).

Hiicre hatlarinin verimlerinin kiyaslanmasi igin ayrica BCA analizi ile toplam
protein konsantrasyonlar1 hesaplanmistir. BCA analizine gore tiim hiicre hatlar1 giin
bazinda degerlendirildiginde, HEK-293{in en yiiksek protein konsantrasyonuna
sahip oldugu, sonra sirastyla CHO-K1, MDCK ve THP-1 hiicre hatt1 oldugu
belirlenmistir. Burada BCA analizi yapilmasindaki ama¢ dolayli olarak herhangi
bir terapdtik protein iiretimi planlandigindan hiicre hatlarmin ekspresyonel
kapasitelerinin ortaya konmasidir (Geraghty et al., 2014). Ancak, bu analiz ile bir
yandan hiicrelerin ekspresyonel kapasiteleri ortaya konarken diger bir yandan da
bunlarin daha sonra iiriiniin yliksek saflikta elde edilmesi i¢in {iriinden ayrilmasi
gerektiginden alt akim islemlerinde olusturacagi zorluk da distliniilmelidir.
Normalde endiistriyel terapdtik tiretiminde kullanilmayan MDCK hiicrelerine de bu
analizin gergeklestirilmesindeki amag, sadece bu hiicre hattiyla yapilacak bir viral

tiretimde ortamdan uzaklastirilmasi gereken hiicresel atik olarak degerlendirilecek
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protein miktarinin belirlenmesidir. Diger bir yandan da CHO-K1 ile diger insan
kokenli hiicre hatlar1 ekspresyonel kapasite acisindan kiyaslandiginda HEK-293’iin
ozellikle CHO-K1 gibi endiistriyel kullanirma olduk¢a wuygun oldugu
diistiniilmektedir. THP-1’in en diisiik toplam protein konsantrasyonu degerlerine
sahip olmasinin yaninda 6zellikle biyoreaktor iiretimlerinde hiicre metabolizmasi
acisindan HEK-293 ve CHO-K1 hiicrelerine kiyasla ortamda ¢ok daha az laktik asit
salgiladigindan dolay1 terapotik iiriinlerin liretiminde ilerleyen kiiltiir siirelerinde
bile iiriin yapisini olumsuz anlamda en az diizeyde etkilecegi sdylenebilmektedir

(Buchsteiner et al., 2018; Torres et al., 2018).

Hiicre hatlarinin biyoproses verimliliklerinin kiyaslanmasi i¢in yapilan diger
bir calisma ise tiim hiicre hatlarinin ve bunlarin adapte hallerinin HIN1 alt tipi
oldugu belirlenen influenza A viriisii ile enfekte edilmesidir. Burada kullanilan tiim
hiicre hatlarinin kullanilan influenza viriisii ile enfekte oldugu gorillmiistiir. Ayrica,
hiicrelerin viriis iiretim verimleri TCIDso ve Ct degerleri lizerinden kiyaslanmustir.
Gergeklestirilen viriis enfeksiyon ¢alismasinda en fazla viriisii monolayer HEK-293
hiicrelerinin tirettigi hem Ct hem de TCIDso sonucuna bakilarak goriilmektedir.
Literatiirde yer alan caligsmalara bakildiginda ise MDCK hiicrelerini adherent
hallerinin HEK-293 hiicrelerine kiyasla ¢cok daha fazla diizeyde influenza viriisti
iretebildigini gostermektedir (Le Ru et al., 2010; Vlecken et al., 2013). Burada
HEK-293 hiicrelerinin MDCK hiicrelerinden daha fazla virlis iiretmesinin
sebebinin ¢alismada kullanilan viriisiin dogrudan insandan izole edilen bir viriis
olmas1 ve belirli bir hiicre tipine adapte olmamasi i¢in de 5 kereden fazla MDCK
hiicrelerinde pasajlanmadigindan dolay1 insan hiicrelerinde daha iyi liremesinden
kaynakli olabilecegi diigiiniilmektedir. Ayrica yapilan literatiir ¢aligmalarinin
neredeyse hepsinde HINT1 alt tipindeki PR8 adl1 influenza virtisii kullanilmaktadir.
Ancak bu viriis fare hiicrlerinde yiiksek oranda pasajlanarak hiicre kiiltiiriine adapte
edilmis ateniie bir viriistiir. Bu nedenle insan hiicrelerinde iiremesi ¢ok daha diisiik
seviyelerde olabilmektedir (Rodriguez et al., 2009; Rutigliano et al., 2014).
Bununla birlikte THP-1 hiicrelerinin de olduke¢a yiiksek diizeyde enfekte oldugu
goriilmektedir. Ozellikle diger hiicre hatlarindan farkli olarak THP-1 hiicrelerinin
adapte edilmis halinin viriis tiretim miktarinin orijinal haline kiyasla daha yiiksek
oldugu goriilmistiir. Literatiirde bazi kaynaklarda THP-1 hiicrelerinin PRS

viriisiine kars1 duyarli olmadigi gosterilse de (Ana-Sosa-Batiz et al., 2016) yapilan
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diger farkli ¢alismalarda da PR ile enfekte oldugu (Lamichhane and Puthavathana,
2018; Liu et al., 2019) belirtilmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda gergeklestirilen
enfeksiyon denemelerinde ve viriis iiretiminde THP-1 hiicrelerinin kullanilan
influenza A viriisii ile enfekte oldugu ve virlisii liretebildigi goriilmektedir. Hiicre
hatlarinin adapte edilmis halleri kiyaslandiginda ise en fazla viriisii adapte edilmis
HEK-293 hiicrelerinin {iirettigi goriilmiistiir. Bunun hemen ardindan da adapte
edilmis olan MDCK ve THP-1 hiicreleri gelmektedir. Tim bunlar
degerlendirildiginde, bu calisma kapsaminda HEK-293 hiicreleri hem daha fazla
viriis Uretebildigi hem de insan kdkenli olmasindan dolayr daha uygun yapida
enfektif viral partikiil sentezi yapacagi diisiiniildiigiinden en uygun platfom olarak

belirlenmistir.

Literatiirde influenza viriisleriyle geceklestirilen enfeksiyon sonucunda
kullanilan hiicre hattinin metabolik profilinin de degistigi gosterilmektedir (Correia
Ramos et al., 2022; Keshavarz et al., 2020; Ritter et al., 2010). influenza viriisii
enfeksiyonunda biiyiik Ol¢iide glikoz ve laktik asit metabolizmasinin arttigi
gorlilmektedir. Yapilan bir calismada 6zellikle laktik asidin kiiltiir ortamindaki
konsatrasyonunun artmasiyla hiicrelerdeki tip-I interferon ekspresyonunu
azalttigindan dolay1 influenza viriis enfeksiyonunu arttirici etki gosterdigi
belirlenmistir (Thyrsted et al., 2021). Bu anlamda da calismada en fazla viriisii
tireten hiicre hatti olan HEK-293 hiicrelerinin de hem adherent hem de adapte
hallerinin sirasiyla 69,28 mM ve 68,53 mM olarak Olciilen laktik asit
konsantrasyonlarinin diger tiim hiicre hatlarindan elde edilen verilere kiyasla bu
degerlerin en yiiksek degerler oldugu goriilmektedir. Ozellikle litratiirde HEK-293
hiicrelerine kiyasla daha yiiksek viral titrelerin elde edildigi MDCK hiicre hattinda
ise bu degerler orijinal ve adherent halleri igin srasiyla 57,75 mM ile 35,61 mM
seklindedir. Gergeklestirilen ¢alisma kapsaminda MDCK’ya kiyasla HEK-293
hiicrelerinin  daha yiiksek titrede virlis {retmesinin bu durumla da
iligskilendirilebilecegi diigiiniilmektedir. Bu hiicre hatlarma kiyasla, THP-1
hiicrelerinin diisiik olan laktik asit miktariyla beraber bu hiicrenin bagisiklik sistemi
hiicresi oldugu diisiintildiigiinde, hiicre i¢i viriis savunma mekanizmasiyla influenza
enfeksiyonunun smirlandirilmis olabilecegi sdylenebilmektedir. Olgiilen diger bir
metabolit olan amonyagin ise influenza viriisii enfeksiyonunu inhibe edebilecegi

gosterilmektedir (Decrey et al., 2016). Adapte edilmis HEK-293 ve MDCK hiicre
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hatlarinin biyoreaktor liretimleri sonucunda Olgiilen amonyak degerleri birbirine
yakin olmasima ragmen THP-1’de ise bu deger ¢ok daha diisiik kalmaktadir.
Bununla birlikte her bir hiicre hattindan elde edilen viral titreler géz Oniine
alindiginda laktik asidin virlis enfeksiyonu Tlzerinde daha etkili oldugu
sOylenebilmektedir. Ancak bu calisma kapsaminda viral enfeksiyon denemeleri
sadece flask Olceginde gerceklestirilmistir. Bu anlamda da hem dinamik kiiltiiriin
etkisini hem de influenza A viriisii enfeksiyonunun hiicre hatlar1 metabolizmasi
tizerindeki etkilerini degerlendirmek adina biyoreaktdrlerde de biiyiik oOlcek
calismalar1 gerceklestirilmelidir. Ayrica, MDCK hiicrelerinin viriis {iretimine
kiyasla daha diistik olsa da THP-1 hiicrelerinin de oldukca iyi diizeyde influenza A
viriisii replikasyonuna izin verdigi ve enfektif virlis partikiillerini tiretebildigi
goriilmiistiir. Bu anlamda da 6zellikle hem insan kdkenli hem de orijinal halinin
siispanse olmasindan dolay1 da influenza viriisii iretimlerinde kullanilmast
acisindan yiiksek potansiyele sahip oldugu diisiiniilmektedir. Tiim bunlarla beraber
influenza viriisii enfeksiyon ¢aligmalarinda CHO-K1 negatif kontrol gibi
kullanilmistir. CHO-K1 hiicrelerinin influenza A viriisii ile enfekte oldugu fakat
yeterli diizeyde viral replikasyonu desteklemedigi bilinmektedir (Le Ru et al., 2010;
Vlecken et al., 2013). Bu acidan da gergeklestirilen enfeksiyon ¢alismasinda en az

sayida viriis lireten hiicre hatt1 olmustur.

Tim bunlar degerlendirildiginde 6zellikle hem influenza viriisiic hem de
terapdtik  protein iretimi  agisidan HEK-293 ve THP-1 hiicre hattinin
biyoproseslerde  kullanilma  potansiyellerinin ~ olduk¢a  yiiksek  oldugu
goriilmektedir. Terapdtik protein iiretimi 6zelinde CHO-K1 biyoproses verimi
acisindan tstiin 6zellikler sergilese de tiretimde tercih edilen hiicre hattinin insan
kokenli olmas1 iiriin kalitesi agisindan avantaj saglamaktadir. Influenza viriisii
iiretimi agisindan degerlendirildiginde ise 6zellikle bu calisma kapsaminda HEK-
293 hiicre hatt1 6ne c¢ikmaktadir. Bu anlamda tiim viriis {iretimine dayali bir
influenza A virlisii iretim siirecinde HEK-293 hiicrelerinin as1  iiretim
biyoproseslerinde kullanilma potansiyellerinin ¢ok yiiksek oldugu bu calismayla
gosterilmektedir. Bununla birlikte 6zellikle liretim baslangici i¢in hiz s6z konusu
oldugunda da bu calisma kapsaminda degerlendirilen diger bir insan kokenli hiicre

hatt1 THP-1" in de oldukga yliksek bir potansiyel sahip oldugu ortaya konmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Gergeklestirilen tez calismasinda kullanilan hiicre hatlarindan CHO-K1 ve
MDCK hiicre hatt1 literatiirde iiretim sistemleri i¢in siklikla kullanilan hiicre hatlar
olmasina ragmen biyoreaktor olceginde HEK-293 ve 6zellikle de THP-1 ile ilgili
calismalar kisithidir. Ozellikle bu tez kapsaminda ilk kez dogrudan adaptasyonla
serumsuz ortama adapte edilen THP-1 hiicrelerinin endiistriyel Olcege
uyarlanabilirli§i ortaya konmaktadir. HEK-293 hiicreleriyle iiretim denemeleri
gergeklestirilse ve literatiirde 6zellikle son yillarda buna yonelik yayin saysi artsa
da ozellikle endiistriyel sistemlerin en iyi simiilasyonu olan karistirmali tank
biyoreaktoriinde yapilan iiretimlere ait biyoproses verileri kisithidir. HEK-293
hiicrelerinin silispanse liremeye adapte edilerek tiim {iretim sistemlerinde bu
hiicrelerin iiretimine yonelik karistirma hizi belirlenmesi ve yontem kiyaslamasinda
elde edilen sonuglarla beraber bu hiicre hattinin endiistriyel uygunlugunu ortaya
koymaktadir. Ozellikle insan kokenli olduklari ve biyofarmasétik iiriin iiretimi
acisindan daha uygun ekspresyonel platformlar olmalar1 nedeniyle de bunlarin
endiistriye uyarlanabiliriginin gosterilmesi hem akademik hem de sanayi agisindan
onemlidir. Ayrica gergeklestirilen calismalarda kullanilan biyoreaktoredeki
karistirict tipine ait verilerin azlig1 nedeniyle de gerceklestirilen tez ¢aligmasinda
bu bigak tipinin kullanilmas1 ¢aligmanin yenilik¢i yonleri arasinda yer almaktadir.
Bu ¢alismada gergeklestirilen influenza viriisii enfeksiyon denemeleriyle birlikte de
halihazirda endiistride influenza asisi iiretiminde kullanilan MDCK ile beraber
Ozellikle HEK-293 ve THP-1 hiicre hatlarinin influenza asis1 {iretiminde
ekspresyonel platformlar olarak kullanilabilirlikleri ortaya konmustur. Tiim bunlara
ek olarak iiretimler i¢in tercih edilen serumsuz besin ortamlarinin yerli {iretim yapan
bir firmadan tedarik edilmesi de bu ¢alismanin yerli kaynaklarin kullanim1 ve milli

kazanim ilkesinin 6nemini vurgulmasi agisindan da énemlidir.

Bunlarla birlikte 6zellikle bu c¢aligmada insan kokenli hiicre hatlarina
odaklanilmistir. Bu agidan burada yer alan HEK-293 ve THP-1 hiicre hatlariyla
birlikte endiistriyel kullanim ag¢isindan diger insan kokenli hiicre hatlarmin da
uygunlugu degerlendirilebilir. Ayrica daha farkli adaptasyon yontemlerinin de
denenmesiyle bu yontemler arasindaki farkliliklarin potansiyel bir iiretim sz

konusu oldugunda iiretim verimine olan etkileri daha detayl1 olarak gosterilebilir.
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Ozellikle biyoreaktor iiretimleri igin karistirma hizinin hesaplanmasinda
teorik bir yaklagim uygulanmistir. Bu yaklagimin gerceklestirilen {iretimler
sonucunda basarili oldugu goriilse de 6zellikle sirasiyla erlen ve spinner iiretimleri
icin torkmetreyle 6l¢liime dayanan uygulamali hesaplamalar ile dlgek biiylitme igin
gerceklestirilecek hesaplamalarin  daha dogru olabilecegi diisiiniilmektedir.
Bununla beraber bu calisma kapsaminda yapilan viriis liretim ¢alismalarinin da
endiistriyel liretimlerin daha gercekgi bir simiilasyonunun yapilmasi adina dinamik
kiiltiir sistemleri kullanilarak yapilmasi da iiretim sistemlerinin ve bunlarda
kullanilan ekspresyonel platformlar olan hiicre hatlarinin {iretim basarisinin

gosterilmesinde daha uygun olacagi sdylenebilmektedir.

Ayrica bu ¢alismada hiicre hatlarimin biyoproslerdeki iiretim verimlerinin
kiyaslanmast adina temel olarak hayvan hiicre kiiltiirleri kullanilarak yapilan
terapdtik protein iiretimi ve viral as1 iiretimindeki basarilari degerlendirilmeye
calistlmistir. Terapdtik protein iiretimi acisindan dolayli olarak sadece BCA
analiziyle hiicre hatlarinin ekpresyonel kapasiteleri degerlendirilmistir. Burada
Ozellikle tiim hiicre hatlarmin bir mAb, biiylime faktorii veya hormon iiretecek
sekilde transfekte edilip daha sonra bunlarin iiretim verimi agisindan bunlarin
kiyaslanmasi daha uygun bir yaklasim olacaktir. Ayrica insan kdkenli olan hiicre
hatlarinin irettigi terapdtik proteinlerin kalite acisindan degerlendirilmesi i¢in de
glikozilasyon profili ile beraber proteinin farmakodinamik ve farmakokinetik
etkinliginin degerlendirilmesi bu kiyaslamanin daha detayli sekilde yapilmasina

olanak saglayacag diisiiniilmektedir.

Daha detayli olarak viral as1 iiretimi agisindan hiicre hatlarini degerlendirmek
adina influenza A viriisiiyle enfeksiyon caligmalar1 gergeklestirilmistir. Bu
caligsmalar sadece flask diizeyinde yapilabilmis olup asil hedef endiistriyel iiretim
oldugu i¢in de bunlarin biyoreaktor Ol¢ceginde gergeklestirilmesinin daha uygun
olacagi sdylenebilmektedir. Boylelikle biiyiik oOl¢ekte influenza A viriisii
enfeksiyonunun hiicre metabolizmasin1 nasil degistirdigiyle beraber dinamik
kosullarin viriis-hiicre etkilesimi tizerindeki etkileri ve viriis liretimi agisindan nasil
bir farklilik olusturacagi daha etkin bir sekilde gosterilebilir. Bunlarla birlikte
influenza asilarinda influenza A ile beraber influenza B ve H3N2 gibi diger

influenza A viriisii alttiplerinin de kullanildig1 g6z Oniine alinirsa bu ¢alismada
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kullanilan HIN1 alttipindeki influenza A viriisii disinda influenza B viriisii ve
influenza A virlislinlin diger alttipleriyle de iliretim denenmelerinin yapilmasi,
caligmada kullanilan hiicre hatlarinin influenza asisi liretimi i¢in verimlerinin ortaya

konmasi agisindan ¢ok daha etkili olacagi diistiniilmektedir.

Ayrica bu calismanin nihai hedefi endiistriyel tliretim acisindan hiicre
hatlarinin  kiyaslanmasi oldugundan c¢aligmadan 1 L c¢alisma hacmiyle
gergeklestirilen biyoreaktor liretiminin 5 L veya 10 L gibi daha biiylik hacimlere
cikilarak tiretim yapmanin endiistriyel simiilasyon acgisindan daha uygun olacagi
sOylenebilmektedir. Bununla birlikte 6zellikle hayvan hiicre kiiltiirii iretimlerinde
ve diger biyoteknolojik iiretimlerde en c¢ok tercih eddilen biyoreaktor tipi
karistirmali tabk olmasimna ragmen farkli tipte biyoreaktér sistemleri de
kullanilmaktadir. Ozellikle dalgali veya orbital calkalamali biyoreaktdrler siklikla
endiistride tercih edilmektedir. Bu agidan hiicre hatlarimin farkli biyoreaktor
sistemlerinde tretilerek bunlardaki iiretim basarilarinin gésterilmesi diger bir 6neri
olarak diisiliniilebilmektedir. Tiim bunlarla birlikte hayvan hiicre kiiltiirii temelli
olarak iiretilecek endiistriyel bir iiriin belirlenerek bu iiriiniin denenen farkli hiicre
hatlarinda iiretimi i¢in sanayi-liniversite isbirlikli olarak genisletilmesinin
calismanin asil hedefine ulagsmasi acisindan olduk¢a Onemli oldugu

distiniilmektedir.
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TESEKKUR

Yiiksek lisans ve lisans siirecimin tamaminda bana her zaman yardimci olan,
bilgisiyle yonlendiren ve tiim imkanlar1 saglayarak sonsuz destek olup her agidan
bana katt181 tiim degerler igin tez hocam degerli Dog. Dr. Suphi Surisvan ONCEL’
e, ayrica bu calismanin 6zellikle de viriis denemeleri kisminda degerli bilgi ve
deneyimlerini paylasarak verdigi destek i¢in saygideger hocam Prof. Dr. Saime
ismet DELILOGLU GURHAN’ a ve bu siirecte bize sagladig1 destek ile birlikte
bizi kendi ekibinden higbir zaman ayirmayarak yardime1 olan degerli hocam Prof.

Dr. Ozlem YESIL CELIKTAS’ a sonsuz sayg: ve tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica bu tez kapsaminda yapilan virlis ¢alismalarini kendi biinyelerinde
gergeklestirmemiz i¢in sagladiklar tiim olanaklar ve verdikleri desteklerden dolay1
basta Prof. Dr. Candan CICEK ve Sinan ERCAN olmak iizere tiim Ege Universitesi
Hastanesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Viroloji ve Hiicre Kiiltiirii Laboratuvari

calisanlarina tesekkiirii bir borg bilirim.

Tiim lisans ve yiiksek lisans hayatim boyunca basta bilgisi, deneyimi, yol
gostericiligi ve sabriyla bir hoca olarak, diger bir yandan da giileryiizii, destegi ve
samimiyetiyle bir abla olarak calismalarimin her basamaginda bana her tiirli
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GEBOLOGLU?” na sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica galismalarimi beraber
yuriittigim ve tiim bu sliregte eglenerek birbirimize siirekli destek verip
calismalarimiza devam ettigimiz arkadasim Kadir ALPTEKIN’ e ve ilk
Ogrencilerimiz olan ve tiim bu siirecte kendi calismalar1 gibi bize destek vererek
birlikte eglendigimiz Ali Murat SAGLAM ve Egemen UYKIZ’ a ¢ok tesekkiir

ederim.

Ayni1 zamanda verdikleri desteklerle ve laboratuvarlarinin tiim olanaklarini
hi¢ sakinmadan bize kullandirarak bizi kendilerinden hi¢bir zaman ayirmayan basta
Pelin SAGLAM METINER olmak iizere Yagmur FiLiZ, Yagmur ARSLAN,
Reyhan COBAN, Basar DOGAN ve diger tim Biyomimetik Mikrosistemler
Laboratuvar1 ekibine, biyoproses ekibi olarak her zaman yardimci olduklar1 ve
verdikleri tiim desteklerden dolayr Ceren GURLEK, Yaprak SAHIN ve Cagla
YARKENT basta olmak iizere tiim Mikroalgal Biyoproses Laboratuvari ekibine ve
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laboratuvar olanaklarindan faydalanmamiza izin vererek sagladiklar1 desteklerden
dolayr Doku Miihendisligi ve Rejenaratif Tip Laboratuvari Grubu calisanlarina

tesekkiir ederim.

Son ve en 6nemli olarak da, tiim bunlarin mimarlar1 olarak beni bu giinlere
getiren, tim hayatim boyunca maddi ve manevi desteklerini higbir zaman
esirgemeyerek hep arkamda olan rol modellerim annem Leman DEMIRDEN ve
babam Ismail DEMIRDEN"’ e, tiim hayatim boyunca da bana her zaman destek
olarak yamimda duran sevgili ablam Hatice Ecem DEMIRDEN EROL’ a, gergek
anlamda her zaman yanimda olup giiniimii giizellestiren Lucy’ ye ve destegini her
zaman yammda hissedecegim Hikmet DEMIRDEN’ e sonsuz sevgi ve

tesekkiirlerimi sunarim.
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