URUN TANITIMI
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Giris

Vero hucreleri gibi adherent hicre kilturleri ile calismak,
suspanse hucre kilturlerine gére daha zordur. Mikro
tastyicilar, adherent hucreler icin mevcut yizey alanini
buyuk o6lctde artirnip biyoreaktorlerde hiicre cogaltmasi
icin esneklik sunuyor olsa da scale-up calismalar karis-
tirma ve diger proses parametrelerinin optimizasyonu-
nu gerektirmektedir. Benzer sekilde, scale-up ¢alismalari
boyunca hucrelerin mikro tasiyicilardan ayrilmasini ve
yeniden tutunmasini saglayan parametrelerin secimi ve
optimizasyonu da basari icin hayati 6nem tasimaktadir.
Bu uygulama notu, Thermo Scientific™ HyPerforma™
Single Use Biyoreaktorlerin (S. U. B. s), GE Healthcare Cy-
todex™ 1 mikro taslyicilar ve serum icermeyen besiyeri
ile farkli ktltir hacimlerinde adherent hucrelerin nasil
bayutulebilecegini gostermektedir. Her bir dlceklendir-
me adiminda hucrelerin boncuktan-boncuga transfer
yontemleri de ana hatlariyla belirtilmistir.

Gelistirilen S.U.B., cesitli modifikasyonlarla adherent
hicre bldyumesi icin optimize edilmistir. Ayrica S.U.B.
BioProcess Container (BPC) da kolay besiyeri degisimi
yapilabilecek sekilde modifiye edilmistir.

Malzemeler ve Yontemler
Vero huicreleri, inktibator ve biyoreaktor kalttrti boyunca
VP-SFM besiyerinde tutulmustur. Bu ¢alisma icin kullani-
lan baslica malzemeler Tablo 1'de listelenmistir. ilk hiic-
re kdlttrleri siselerde baslatilmis ve sonunda Nunc Cell
Factory sistemlerine, ardindan sirasiyla 5 L'lik bir cam
biyoreaktor ve S.U.B.lara 6l¢eklendirilmistir.

Senem Kalkan
Biyokimyager
Satis MUhendisi
Ant Teknik Cihazlar

Vero Hucre Kultaru icin Gelistirilmis Tek Kullanimlik
Biyoreaktor (S.U.B.) Performansi

Tablo 1. Adherent Vero hicre kiltiri ve scale-up icin
kullanilan malzemeler

Components Description

Cell line Vero cells (ATCC™ CCL-81™ cells)
GE Healthcare™ Cytodex™ 1 beads

Gibco™ VP-SFM AGT™ Medium with
6 mM glutamine and 1 g/L Pluronic™
F-68 surfactant

Gibco™ DPBS
Dissociation agent Gibco™ TrypLE™ Express Enzyme

Microcarrier type

Composition of
medium

Wash solution

Gibco™ Soybean Trypsin Inhibitor
0.5 N NaCH

Sigma-Aldrich™ Antifoam C Emulsion
at 10,000 ppm in DPBS

e Thermo Scientific™ Nunc™ EasYFlask™
Cell Culture Flasks

Quenching agent

Base solution

Antifoam agent

Tissue flasks

|rM

e Nunc" EasyFill™ Cell Factory™ systems

Benchtop

. 5 L glass bioreactor
bioreactors 9

e HyPerforma 50 L S.U.B.
with 4:1 drive shaft

e HyPerforma 250 L S.U.B.
with 4:1 drive shaft

e HyPerforma 500 L S.U.B.
with 4:1 drive shaft

e HyPerforma 50 L S.U.B. BPC for
microcarriers (Cat. No. SH31150.01)

BPCs e HyPerforma 250 L S.U.B. BPC for
(Aegis5-14 film) microcarriers (Cat. No. SH31150.03)

e HyPerforma 500 L S.U.B. BPC for
microcarriers (Cat. No. SH31150.04)

S.U.B. hardware




URUN TANITIMI

Hucre Kalturt Hazirhklar
Mikro tastyicilar, otoklav sterilizasyonundan 6nce Grin
talimatlarina gére nemlendirildi ve DPBS ile yikandi.
VP-SFM AGT Ortami, Thermo Scientific™ Tek Kullanim-
hk Kanstiria (S.U.M.) sistemleri kullanilarak Urtn tali-
matina gore sulandirildi ve steril filtrasyonla sterilize
edildi. S.U.B. BPC'lerde pH i¢in Hamilton™ OneFerm™
tek kullanimlik sensér ve ¢6zinmus oksijen (DO) icin
Thermo Scientific™ TruFluor™ probu kullanildi. Kaltar
ornekleri, hucrelerin tutunmasini ve biylme oranini
degerlendirmek icin glinluk olarak alindi. Gunlik nu-
mune alimi, ilk olarak numune hattini temizlemek igin
reaktérden 10 mL alinip uzaklastiriimasi ve ardindan
yeni bir 10 mL numune alinmasindan olusmaktadir. Bu
10 mL numuneden 1 mL slUpernatant, besin tuketimi
ile metabolik atik olusumunu 6lgmek icin Nova Biome-
dical™ Bioprofile FLEX2™ cihazina yuklendi ve analiz
edildi. Kultur gorsel olarak incelenmek icin de bir mik-
roskop lami Gzerine birka¢ damla alindi ve bunun yani
sira bir hemositometre Uzerinde kristal viyole/sitrik asit
cekirdek boyama yontemi kullanilarak hiicre sayimiigin
yaklasik 8-9 mL kullanild.

Parameter 50 L S.U.B.

Biyoreaktor Ekimi, Kultivasyonu ve Scale-up

Vero hucrelerinin, kademeli olarak siselerden 4 kat-
manh ve 10 katmanli Nunc Cell Factory sistemlerine
scale-up calismasi yapildi. Daha sonra hiicreler besiye-
rinden ayristirildi ve 15 g mikro tasiyiciiceren 5 L'lik bir
cam tezgah UstU biyoreaktore ekildi. Boncuklara hic-
re tutunmasi ilk asamada yavas ve surekli karistirma
yoluyla saglandi. ilerideki aralikli karistirma islemleri
icin taze mikro tasiyicilar ve besiyeri kullanilmasindan
once, hiicrelerin buytdmeleri icin her hacim seviyesinde
4-5 gln sUreyle beklendi. Boncuklar ve hicreler 16Llik
baslangi¢ hacmi ile taze VP-SFM icinde toplam 48 g ola-
cak sekilde ilave 33 g boncuk HyPerforma 50 L S.U.B."a
transfer edildi. Aralikli karistirma (45 dakika ¢oktirme
ve 5 dakika karistirmadan olusan dénguler) 8 saat bo-
yunca reaktore gaz eklenmeden gerceklestirildi. Bu sU-
reden sonra htcreler tutundu ve Tablo 2'de 6zetlendigi
gibi calisma icin calkalama ve gaz ekleme parametreleri
ayarlandi.

Tablo 2. Gelistirilmis HyPerforma S.U.B. icin dnerilen biyoreaktor kosullar

250 L S.U.B.

500 L S.U.B.

Working volume 16 L/50 L 250 L 500 L

Temperature 37°C 37°C 37°C

pH 7.3 (CO,/0.5 N NaOH) 7.3 (CO,/0.5 N NaOH) 7.3 (CO,/0.5 N NaOH)
Agitation 35 rom*/42.8 RPM 26.2 rpm 20.5 rpm

Tip speed 0.27*0.33 m/s 0.34 m/s 0.34 m/s

DO setpoint 30% 30% 30%

DO cascade

Air/O, through standard
drilled-hole sparger

Air/O, through standard
drilled-hole sparger

Air/O,, through standard
drilled-hole sparger

Headspace sparge Air at 10 L/m?/min, 1.0 LPM

Air at 10 L/m?/min, 2.8 LPM Air at 10 L/m?/min, 4.5 LPM

Antifoam As needed

As needed As needed

2.5 x 10° cells/mL
or 1.89 x 10* cells/cm?

Target seeding density

2.5 x 10° cells/mL or
1.89 x 104 cells/cm?

2.5 x 10° cells/mL
or 1.89 x 10 cells/cm?

Microcarrier concentration 3g/L

3g/L 3g/L

Intermittent mixing
parameters

45 min off/5 min on, for 8 hours

45 min off/5 min on, for 8 hours 45 min off/5 min on, for 8 hours

* Denotes initial operation at lower volume for in-vessel scale-up.

2. giinden baslayarak, besiyerinin %50'si glinluk olarak degistirildi. Besiyerini degistirmek icin gazlar ve ¢alkalama ka-
patilarak mikro tasiyicilarin ve hicrelerin ¢cokmesine izin verildi. Kiltdr ortaminin yarisi, mikro tasiyici boncuk paketi
seviyesinin hemen Uzerindeki bir bosaltma portundan bosaltildi. Daha sonra BPC'nin tepesindeki bir besleme hattin-
dan taze besiyeri ilave edildi ve reaktér parametreleri yeniden baslatildi. Calkalama durduruldugunda sirada, kaptaki
sicaklik dalgalanmalarini dnlemek icin sicaklik kontrolt de durduruldu. Bunun yerine, harici sicaklik kontrol Gnitesi bu
islemler sirasinda 37°C'ye ayarlandi. Bunlar tamamlandiktan sonra sicaklik kontrolU yeniden baslatildi.

Hucreler konflient olduktan sonra, hacim kaltar ortami ile 50 litre calisma hacmine tamamlandi ve son mikro tasi-
yicl konsantrasyonu 3 g/L olacak sekilde taze boncuklar eklendi. Reaktére boncuklar eklendikten sonra boncuktan
boncuga hucre transferini saglamak icin aralikli karistirma gerceklestirildi. Hucreler, her gin %50 besiyeri degisimi ile
tekrar 4-5 gtin buyutuldu. Daha sonra 50 Llik reaktorin igerigi 250 L S.U.B."a tam hacimde transfer edildi ve icerisi-
ne 3 g/L mikro taslyici olacak sekilde taze boncuklar eklendi. 250 L'deki buylimenin tamamlanmasindan sonra, split
oranlari korunarak 500 L'lik reaktore ekim yapmak icin 250 L hacmin yaklasik yarisi kullanildi. Yeni boncuklarin eklen-



digi her adimda, Vero hucrelerinin boncuktan boncuga
transferine izin vermek icin aralikh bir karistirma adimi
tamamland.

Gelistirilmis S.U.B. Mikro Tasiyicilar icin: Kap
Modifikasyonlari

Bu biyoreaktorlerdeki pervane boyutu, bir boy daha b-
yuk bir kap icin olan pervane kullanilarak artirildi. Bu bo-
yut degisikligi, yeterli karistirma saglamak icin donus ba-
sina gug girisi miktarini artirirken sivi kesilmesini azaltti.
Pervane yerlesimi, pervaneyi kabin altina ve merkezine
yaklastirmak icin ¢evirme mili uzunlugu ve acisi kombi-
nasyonu ile modifiye edildi.

Boncuk paketi icine daldirilmis olan problarin yerlesi-
mi nedeniyle, ¢okmus htcrelerin ve mikro tasiyicilarin
rahatsiz edilmesini énlemek icin aralkl karistirma sira-
sinda gaz kontrolinutn kapatilmasi 6nemlidir. Gaz ekle-
me, BPC'ye dahil edilen standart lazerle delinmis delikli
sparger ile kontrol edildi. Calkalama, kesme kuvvetleri
icin bariz bir endise noktasi olsa da, hicreler Gzerindeki
kesmeyi en aza indirmek icin gaz ekleme sistemi de goz
6nudnde bulundurulmahdir.

Buna yardimci olmak igin, gaz ekleme islemini saf ok-
sijen ile kontrol etmek, yeterli oksijen dagilimini daha
dusuk genel gaz akis hizlaryla saglar. Hucrelere verile-
bilecek kesme hasarlarini daha da azaltmak icin Tablo
1'de belirtildigi gibi temel besiyerine ytzey aktif madde
de eklenmistir.

Sonuglar

Her scale-up adimi icin hem kulttr ayarlarinin hem de
aralikli karistirma adimlarinin optimize edilmesi ¢calisma-
nin basarisi icin cok 6nemliydi.

Hucreler bu transfer asamalari sirasinda diizgun bir se-
kilde duizlesmezse, standart karistirma yeniden basladik-
tan sonra saatler veya glnler icinde boncuklara tutuna-
mayabilirler. DO'nun yeterince yuksek kalmasi kultirin
ilk birka¢ saatinde gaz eklemeye gerek kalmadan, bu
proses adimlari gerceklesirken hiicrelerin tutunmasi igin
en uygun kosullara katkida bulunur. Bu kosullar énceki
Olcekteki hiicreleri ve boncuklari eklemeden 6nce %60-
80 DQO'ya sahip taze besiyeri kullanilarak saglandi.

Aralikh karistirmanin 8 saat suUreyle tamamlanmasi,
programlanmis bir hesaplama blogunda ayri motor
kontrolUne izin veren Thermo Scientific™ TruBio™ yazili-
minin kullaniimasiyla desteklendi. Kultur icin son kontrol
parametrelerini etkinlestirmeden dnce, hiicre tutunma-
si mikroskobik gozlemlerle dogrulanmalidir.

Scale-up ilkeleri

Mikro tastyici kilttrlerde dlceklendirme, bircok faktérin
dikkate alinmasini gerektirir. Genel geometrik benzerlik
korunabilirken, tim parametrelerin ayni anda 6l¢ek-

lendirmek imkansizdir. Mevcut olceklendirme kriterle-
rinden, hacim basina gug girisi (PIV), pervane ug hizi ve
pervane girdaplar etrafindaki Kolmogorov uzunluk 6l-
cekleri dikkate alinmasi gereken parametrelerdir.

Bu ¢alismada, ug hizi buytk 6l¢tde Olgekler arasinda ko-
runmustur ve ilk u¢ hizi degeri, en kiguk 50 L'lik kapta
en agresif Kolmogorov uzunluk dlcekleri kullanilarak be-
lirlenmistir. 50 L'lik girdap uzunlugu yaklasik 90 ym'dir
ve bu da parcacik ¢capinin yaklasik %50'sine yakin hedef-
leme uzunlugu olceklerinden kaynaklanir. Ayni ug hizi,
500 L'lik kapta 120 mikrometre'ye yakin girdap uzunlugu
olcekleriyle iliskilidir. U¢ hizinin korunmasi, PIV'in yakla-
stk 50 L'lik kapta 1,0 W/m*ten 500 L'lik kapta 0,57 W/m®e
degismesine neden olmustur.

Prensip olarak, daha buyuk PIV icin daha buyuk kaplar-
da calkalama oraninin artirilmasi (dolayisiyla ug hizinin
muhafaza edilmemesi), Kolmogorov uzunluk Olgekleri
suspansiyona alinmis partikuller icin yaricap alti boyut-
lara indirgenmedigi stirece kultarler icin kabul edilebilir.

Burada agiklanan gelistirmelerle, 1 W/m?3 civarindaki PIV
degerleri, hacim boyutlarinda girdap uzunlugu olcegi
acisindan verilen mikro tasiyici sistem icin uygun olmus-
tur.

Bu nedenle, PIV uygun bir alternatif dlceklendirme te-
melidir.

Sekil 1'de 50, 250 ve 500 L S.U.B. kuilttrler icin karsilastir-
mali hiicre yogunlugu sonuglarini gosterilmistir.

50 Llik kultar diger boyutlardan biraz daha dusuk yo-
gunluga sahip olsa da, her bir kap 7 x 10* hlicre/cm?nin
Uzerine ulasti.

Bu degerler, bu 3 g/L kaltdran 0,94 ila 1,3 x 10 hticre/mL
araligina denk gelmektedir.

Mikro tastyici yogunluklar, toplam hicre verimini degis-
tirmek icin ayarlanabilir.

En dusuk buylme oranina sahip 50 L kilttr Gzerindeki
bir olasi etki de, en agresif Kolomogorov uzunluk 6lce-
ginde calismasidir. 50 Llik sistemde calkalamanin azal-
tilmasi veya diger sistemlerde ¢alkalamanin artiriimasi,
bdyume profillerinin daha da benzer olmasina neden
olabilmektedir.

Besiyeri analiz verileri Sekil 2-4'te sunulmaktadir. Ornek-
ler Besiyeri degisimi 6ncesinde alinip analiz edildi.

%50 besiyeri degisiminin, laktat (Lac) gibi atiklar uzak-

lastirmayi ve glutamin (GIn), glutamat (Glu) ve glukoz
(Gluc) gibi taze besinleri sagladigi goraldu.
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Sekil 1. Gelistirilmis S.U.B."lerde 50, 250 ve 500 L Vero
hacre kulttrlerinin canli hiicre yogunlugu.
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Sekil 3. Gelistirilmis 250 L S.U.B. icinde mikro
tastyicilar tzerinde Vero hticre kultaru icin metabolik
belirtecleri gosteren besiyeri analizi verileri.

Sonug
Vero hucreleri, gelistirilmis HyPerforma S.U.B. sistem-
lerinde boncuktan boncuga transfer basarili bir sekilde
yetistirilebilir ve 6l¢eklendirilebilir. Basarili mikro tasiyici
kalturler icin temel faktorler sunlardir;
Hucrelerin ilk tutunma sirasinda mikro tasityici yuze-
yine tutunabilmesi ve yayilabilmesi.
Bu, daha yavas surekli karistirma veya aralikli karistirma
stratejileri yoluyla gerceklestirildi. Her iki durumda da, bu
sure icinde gazin devre disi birakilmasinin énemli oldugu
gorulda.
Hucrelere etki eden kesme kuvvetlerini en aza indi-
rirken calisma hacmi boyunca genel olarak homojen
bir dagihmin saglanabilmesi.
Bu, pervanelerin ¢cap boyutunun artirilmasi ile daha du-
suk calkalama oranlari kullanilarak saglandi.
Reaktdr icindeki hucrelerin  boncuktan boncuga
transferinin gerceklesebilmesi.
Bu, konfluent mikro tasiyicilar iceren sisteme ek Cytodex
1 boncuklari eklenerek ve ardindan 8 saat stren aralikli
bir karistirma asamasiyla yapildi.
Kesme kuvvetlerinin 1 g/L Pluronic F-68 yuzey aktif
madde eklenerek azaltilmasi.
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Sekil 2. Gelistirilmis 50 L S.U.B. icinde mikro tasiyicilar
Uzerinde Vero hucre kilturd icin metabolik belirtecleri
gosteren besiyeri analizi verileri.
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Sekil 4. Gelistirilmis 500 L S.U.B. icinde mikro
taslyicilar tzerinde Vero hticre kilturt icin metabolik
belirtecleri gosteren besiyeri analizi verileri.

S.U.B. icinde bosaltma ve ayristirma adimlarinin ger-
ceklesebilmesi.
Bu, BPCi, dogrudan boncuk paketi seviyesinin Gzerin-
de ek bir bosaltma hattina sahip olacak sekilde modifiye
ederek yapildi ve bu ayrismadan 6nce bosaltma ve duru-
lamaya olanak sagladi.
Prosesin ve tasarimin o6lcekler arasinda tasinabilin-
mesi.
Bu aralikli karistirma islemi, 100x hacim artisi icin 5 - 500
L'lik kaplarda tekrarlandi ve S.U.B.s'deki kdlturlerde, 10x
hacim artisiyla basarili oldugu goruldu.
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