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24 Paralel Mikro-biyoreaktérde izlenen CHO Hiicreleri

Giris

GUnlmuUzde hizli proses gelistirme ve optimizasyon
calismalari icin 6lgek kiglltme metotlar uygulanmasi,
yeni terapilerin arastinlmasinda ve maliyet etkin ilag ge-
listirmede 6nemli bir rol oynamaktadir. (Barrett et al.,
2010).

24'lu standart yuvarlak kuyucuklu plakalar (24 SRW),
memeli hiicre hatlarinin kiltivasyonu icin uygun bir for-
mat olarak kurulmus ve calkalama siseleri icin kiictltme
modeli olarak basariyla kullanilmistir. (Micheletti & Lye,
2006; Silk et al., 2010).

Geleneksel mikrotitre plakalar, uygun bir fiyata yiksek
derecede paralel calisma firsati sunsa bile pH, ¢c6zinmus
oksijen (dO,) ve sicaklik (T) gibi 6nemli proses paramet-
relerinin izlenmesinden ve kontroliinden yoksundur.
Applikon’un micro-Matrix'i bu kaltar parametrelerinin
tam olarak izlenmesini ve kontroliinii saglayarak bu
boslugu kapatir.

Platform, 24 derin kuyulu mikrotitre formatina dayah 24
ayri mikro biyoreaktor barindirir.

Bu calismada micro-Matrix; GS-CHO hicre hatti CY01
batch kiltirinin pH (asagi-kontrol), dO, (yukari ve asa-
g1 kontrol) ve T (sicaklik) kontrolli kosullan altinda izle-
mek icin kullanildi.

Elde edilen sonuclar, parametre profili agisindan 24
kuyucukta tekrarlanabilir davranisi ortaya koymakta ve
islem sirasinda pH icin ek yukar kontrolin gerekli oldu-
gunu gostermektedir.

Canlilik, biyame kinetigi, glukoz tuketimi ve titre treti-
mi gibi cevrimdisi dlcimler de yapildi.

Ek olarak, buharlasmanin micro-Matrix'te mikrotitre
plakasina goére daha dusik oldugu goruldi ve bu da
dO, kontrol dénglsunun hicre kiltird icin faydal ola-
bilecegini distindlirmektedir.

Bu calismada, beslemeli kesikli kulttr gibi diger uygula-
malarda kullanilacak islemin daha iyi anlasiimasi icin bir
CHO hicre grubu izlenmistir.

micro-Matrix, mikro olcekli hiicre kiltird uygulamalari
icin tam olarak izlenebilen ve kontrol edilebilen bir or-
tam elde etmek icin uygun bir arag¢ oldugunu kanitlad.

Materiyal ve Metot

-On Kiiltivasyon

Hucreler ¢cozundurallp, 25 uM MSX (Sigma-Aldrich) ile
CD-CHO (Life Technologies, UK) icinde bir havalandirma
kapakli (Corning Life Sciences, ABD) 250 mL'lik bir cal-
kalama sisesinde 7 glin boyunca buyUttulmustur. Calka-
lama sisesi, 25 mm’lik bir orbital capina sahip ve calka-
lama hizi 150 rpm’‘ye ayarlanmis bir orbital calkalayiciya
(Sartorius, UK) yerlestirildi ve 37°C'de, %5 CO, ve %70
nemde inkUlibe edildi.

-Micro-Matrix'te Batch Kiiltivasyon

Uygun miktarda CD-CHO ortami kullanilarak 0.3x10°
canli hiicre / mL son konsantrasyona sahip bir stispansi-
yon hazirlandi. Bu stspansiyonun 3.5 mL'lik hacmi, 24
derin kare oyuklu kaset (Applikon, Hollanda) icin kulla-
nild.
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Micro-Matrix kaseti Ust plaka ile kapatildi, gaz besleme hatlarina baglandi ve micro-Matrix'in optik termal moduline

(OTM) kelepcelendi (Sekil 1).

Parametreler pH=7.2, dO,= %30 ve T= 37°C calkalama hizi=220 rpm olarak ayarlandi. CO, ilavesiyle pH asag kont-
rolu saglanirken, dO, kontrol( basingli hava ve N, ilavesiyle yukar ve asagi kontrol saglandi.
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Sekil 1A: Ust plaka, takili filtre cubuklari ve otomatik sivi besleme icin Sivi Dagitim Moduliiniin bir mikro valfiyle
kapl bir micro-Matrix kasetinin temsili kuyusu. dO, ve pH icin optik sensérler kuyunun dibinde bulunur. Sicakhk
sensorinun yani sira isitici ve sogutucu, OTM'nin bir parcasidir.

Sekil 1B: Mikrotiter sistemi, sicaklik kontrolli bir bélmeye yerlestirilen 2.5 cm’lik bir calkalama capi olan dahili
bir orbital calkalayici icerir. micro-Matrix kaset, OTM'nin Ustlne oturur ve basinch besleme siselerine ve bir gaz

kaynagina baglanir.

-Analitik Metotlar

Canli hiicre konsantrasyonu ve canliligi, Tripan Mauvisi
boyama yontemine dayanan Vi- CELL XR (Beckman Co-
ulter, UK) kullanilarak belirlendi. Ornekler, Fosfat Tam-
ponlu Salin (PBS) (Thermo Fisher Scientific, UK) ile 1:1
oraninda seyreltildi.

Metabolit konsantrasyonlari, NOVA Bioprofile Flex
(Nova Biomedical, UK) kullanilarak belirlendi. Ornekler
Milli-Q su ile 1:1 oraninda seyreltildi.

IgG4 6lcimi, 1 mL HiTrap Protein G HP kolonuyla (GE
Healthcare, UK) bir Agilent 1200 (Agilent Technologi-
es, UK) yuksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)
kullanilarak yapildi. Kolonu calistirmak icin pH'1 7 ye
ayarlanan 10 mM NaH,PO, (Fluka, Kat No. 71642-

1KG) ve 10 mM NaH,PO, - H,0 (Sigma-Aldrich, Kat No.
71507-1KG) tampon ve pH’I 2.8’e ayarlanan 20 mM
glisin (VWR, Kat No. 101196X tampon cozeltileri kulla-
nildi. Elisyon piki, 260 nm’de UV yoluyla kaydedildi ve
ortaya ¢ikan IgG4 konsantrasyonunu hesaplamak icin
bir standart kullanildi. Analitik sonuglar buharlasma
icin duzetildi.

Tartisma

-Parametre Kontrolt

Micro-Matrix, pH, dO, ve T'nin iyi izlenmesini ve kont-
rolinG gerceklestirebilirligi ve 24 kuyucuktaki sonuc-
larin tekrarlanabilirligi Sekil 2'de gosterilmistir. pH'In
proses sirasinda 6.5'e diistiigu ve ayar noktasini 7.2'de
tutmak icin pH'in yukari kontroltnin gerekli oldugunu
goralda.
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Sekil 2A: 24 kuyu igin micro-Matrix'te parametre kontroll, ¢6zinmus oksijen profili.
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Sekil 2B: 24 kuyu icin micro-Matrix'te parametre kontrold, pH profili.
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Sekil 2C: 24 kuyu icin micro-Matrix'te parametre kontrolu, sicaklik.
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-Bliyiime Kinetigi

Hucre konsantrasyonun, ilk 6 giin boyunca surekli ola-
rak arttigi (Sekil 3A) ve daha sonrasinda canli hicre
konsantrasyonu 2 giin boyunca durgun kaldigi gorul-
di. Maksimum hicre yogunluguna 10. giinde 4x10°
hicre/mL ile ulasti. Canhhk, ilk kultir déneminde
%90'in lizerindeyken yaklasik 8 gunlik kultivasyondan
sonra 13. glinde yaklasik %53'e diismeye basladigi go-
raldd. (Sekil 3B).
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Sekil 3A: Micro-Matrix'te buyutilen CHO hicreleri
icin bayime kinetigi.
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Sekil 3B: Micro-Matrix'te blyutilen CHO hiicreleri
icin canhhk.

-Uretim Kinetigi

Kualtivasyonun ilk 4 gunindeki lag asamasi ardindan
titrenin, 10. gline kadar hizla arttigi ve 14. glinde yak-
lasik 0.6 g/L olan maksimum degerine ulastigi gorildu
(Sekil 4).

En yiksek Uretim verimliliginin, logaritmik biylime
asamasinin sonuna denk geldigi goruldi. Bu hicre
hattinin Uretkenligi, bu nedenle, biyumeyle iliskili ol-
mayan olarak kabul edilebilir.
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Sekil 4: micro-Matrix'te yetistirilen CHO hcreleri icin
Uretim kinetigi.

-Metabolik Profil

Glukoz konsantrasyonun, 5,7 g/L'den surekli olarak
azaldigi ve kultivasyonun 10. gininde tikenmis oldu-
gu gorilda. (Sekil 5A).

Kaltivasyonun ilk 4 glini icinde laktat konsantrasyonu
blylik 6lctide arttigi ve ardindan 2 giin boyunca sa-
bit kaldigi goértlmastar. (Sekil 5B). Daha sonra, laktat
hicreler tarafindan kullanilir ve 10. giinde tiikenme-
ye ulasmadan 6nce konsantrasyonu azalr. 11. ve 13.
glinde, laktat konsantrasyonunda hafif bir artis goz-
lemlenebilir.
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Sekil 5A: Glukoz tuketimi.
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Sekil 5 B: Laktat Gretimi / tiiketimi.

Buharlasma

Kaltivasyonun 14. ginlnde buharlasma giderek arttigi
ve maksimum %30'a ulastigi goruldu (Sekil 6). Hata cu-
buklarindan gérulebilecegi gibi, bazi kuyular buharlas-
mada 6nemli degiskenlige tabidir. Geleneksel mikrotitre
plakalarinin aksine, bu degiskenligin kuyu konumundan
bagimsiz oldugu gorilmektedir.
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Sekil 6: micro- Matrix'te buyttilen CHO hiicreleri igin
buharlasan kuyu iceriginin ylzdesi.

Sonuc¢

* micro-Matrix, kultar kosullarinin izlenmesi ve kont-
rol edilmesinin avantajlar ile GS-CHO hlcre hatti
CY01'i yetistirmek icin basariyla kullanildi.

*  pH, ¢c6zUnmus oksijen ve sicaklik profilleri 24 kuyu-
cukta yeniden Uretilebilir ve tekrarlanabilir oldugu
gOrulmustur.

* pH kontroli basarili ile saglandi, ancak yukar
kontrolinin de gerekli oldugu goérilmustir.

e Uretim verimliliginin biyime ile iliskili olmadig,
durgun canli hiicre konsantrasyonu ve laktat tuke-
timinin baslangici ile cakistigi gorilmustr.

* Laktat profilinin, CHO hucreleri icin tipik Gretim/tu-
ketim modelini takip ettigi gorulmustar.

* Buharlasmanin, geleneksel mikrotitre plakalarin-
dan daha dusik oldugu gérilmistir, bu da dO,
kontrol déngustiniin kullaniimasinin hiicre kilturi
icin yararh oldugu anlamina gelmektedir.
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