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Rekombinant protein tretimi son yillarda siklikla c¢alisilan bir
konudur. Rekombinant protein iiretimi i¢in ¢alisilan konakg¢ilar
arasinda kisa ikilenme siiresi, protein katlanmasindaki avantajlari,
stispanse kiiltiirde calisilabilmesi nedeni ile Spodoptera frugiperda
bécek hiicre hatlary; yiiksek verimliligi, biiytik gen bélgelerini eksprese
etme kapasitesi ve hizli cevap vermesi nedeni ile de transfeksiyon
vektérii olarak baculovirus (BV) tercih edilmektedir. Bu derlemede
rekombinant protein lretimini etkileyen bu hiicre hatlary, tiretim
ortamlari, uygun iiretim kogullari, baculovirusler, transfeksiyon
metotlari, rekombinant protein iiretiminde kullanilan biyoreaktor
sistemleri,  ¢alisma  modlart  ve  biyoreaktor  ekipmanlari
agiklanmaktadir.

Anahtar kelimeler: Spodoptera frugiperda, Rekombinant protein
iretimi, Baculovirus, Biyoreaktdrler

Abstract

Production of recombinant protein is widely studied in recent years.
Spodoptera frugiperda insect cell lines preferred as a host for
baculovirus (BV) because of the short doubling time, high protein
folding, and adaptation to suspension culture. Also, baculovirus
systems have the capacity for high productivity, expression of large
gene and efficient transfection method. In this review, insect cell lines
that are responsible for expression of recombinant protein, growth
media, production conditions, baculoviruses, transfection methods,
bioreactor systems, operational modes and bioreactor equipment are
addressed.

Keywords: Spodoptera frugiperda, Recombinant protein production,
Baculovirus, Bioreactors

1 Giris

Rekombinant DNA teknolojisinin endiistriyel uygulamalari
biyoteknolojik asilar, antibiyotikler, hormonlar, monoklonal
antikorlar, tedavi, koruma ve teshiste kullanilan diagnostik
maddeler lizerine yogunlasmaktadir. Endiistriyel alanda kisa
zamanda bol {iriin elde etmek gibi oldukca biiylik bir avantaj
saglayan rekombinant DNA teknolojisi ile {retilen
rekombinant proteinler de bu irilinlerden biridir.
Rekombinant proteinlerin iretiminde ekspresyonu
gerceklestirilecek olan protein geni, prokaryotik ya da
Okaryotik bir konak¢1 organizmaya aktarilarak istenen
proteinin ekspresyonu gergeklestirilebilir. Prokaryotik protein
ekspresyonlarini en kolay gergeklestirebilen mikroorganizma
Escherichia coli (E.coli)’dir. E.colinin rekombinant protein
iretimi icin Oncelikli olarak tercih edilmesinin nedenleri
icerisinde; tanimlanmis bir organizma Spodoptera frugiperda
olmasi, ikilenme siiresinin ¢ok kisa olmasi, liretim ortaminin
ucuz olmasi ve elde edilecek proteinin saflastirma adimlarinin
kolay olmasi gosterilebilir [1]. Ancak, E.coli prokaryotik bir
organizma olmasi nedeni ile post-translasyonel
modifikasyonlar1  gergeklestirebilmek icin gerekli olan
intraselliiler organellerin yeterli olmamasi gibi bir dezavantaja
sahiptir. Bu nedenle E.coli’de liretilmesi miimkiin olan pek ¢cok
Okaryotik protein nonfonksiyonel veya tamamlanmamis
formlarda olabilmektedir. E.coli'nin 6karyotik proteinlerin
ekspresyonunda goriilen yetersizlik rekombinant protein
tretimi icin o6karyotik konakg¢ilarin kullanilmasi sonucunu
dogurmustur.

Okaryotik konakgilara mayalar, funguslar, transgenik bitkiler
ve hayvanlar, memeli hiicreleri ve bdcek hiicreleri 6rnek
gosterilebilmektedir [2]. Bu konakgilar arasinda memeli ve
bocek hiicre kiiltiirti kullanarak rekombinant protein liretme
prosesleri son yillarda olduk¢a sik c¢alisiilmaktadir. Ancak
hiicre hatlarinin istekleri, hiicrelerin baz1 hidrodinamik
etkenlere hassasiyeti ve biiylime kinetikleri
karsilastirildiginda bdcek hiicrelerinin avantajlar1 géz dniinde
bulundurulmaktadir [3]. Bu proseslerde yabanci geni tasiyan
bir vektdr, bocek hiicrelerini konak¢1 olarak kullanir. Bu
vektor ile enfekte edilen hiicre arzu edilen yabanci geni
yliksek miktarda eksprese etmektedir. Rekombinant proteine
ornek olarak insiilin, DNA polimeraz, Ostrojen reseptori,
keratin, prostat spesifik antijen gibi pek ¢ok {iriin
gosterilebilir. Rekombinant proteinler, genellikle terapotik
proteinler olarak bilinirler. Terapotik proteinler son 20-25
yidir kullanimda olup katma degeri oldukca yiiksek
driinlerdir [4]. Tablo 1’de bazi ticari firmalar tarafindan bocek
hiicre hatt1 kullanilarak iiretilen terapotik proteinlere érnekler
verilmistir.

1.1 Bocek Hiicreleri

Bocek hiicreleri ile ilgili ¢alismalar yirminci yiizyilin
baslarinda farkli ¢calisma alanlarindaki entomolojistlerin bocek
hiicrelerinin in vitro bir ara¢ olarak kullanilmasi ile ilgili
teorilerine dayanmaktadir. Glaser ve Chapman kiiltiire alinmig
hemasitlerde Baculoviridae ailesinden simdiki adi1 ile
niikleovirus olarak bilinen viriis nedeniyle olusan hastaliklarin
patogenezini  ¢alisirken,  Goldschmidt spermatazoanin
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gelisimini incelemek i¢in genis bir giive varyetesinin
spermatositlerini gozlemek amac ile kiiltire almistir [5].
Grace bocek hiicrelerini ilk kez uzun siireli kiltiirlemeyi
basardiktan sonra 500’den fazla hiicre hatti tespit edilmistir
[6],[7]- Bitki patologlar1 ve omurgali patolojistleri bocekler
tarafindan aktarilan viriisleri replike edebilen hiicrelere
yonelik calismalarini artirirken (omurgalilarda,
omurgasizlarda bir varyete ve bocek hiicre kiiltiirlerinde bitki
viriisleri) bocek patolojistleri bocege spesifik viriisleri replike
edebilen hiicrelere yonelik ¢alismalara yogunlasmistir [8],[9].
Halen 32 farkli hiicre ile ¢alisilmaktadir. En yaygin kullanilan
lepidopteran  hiicreleri; giiz tirtillarmin  (Spodoptera
frugiperda) yumurtalik dokularindan izole edilmis olan Sf9 ve
Sf21 hiicre hatlar1 ve Trichoplusiani’nin embriyonik
dokularindan kurulan BTITn-5B1-4 olarak numaralandirilmig
“High Five” hiicre hattidir. Sonbahar tirtili olarak bilinen
Spodoptera frugiperda, yesil ve saglikli bir goriintiisii olan
Bermuda ¢imenine zarar veren kronik bir haseredir. Bugday,
arpa, yulaf, cavdar gibi tahillarin yani sira yonca, soya fasulyesi
ve pamugu iceren 60’dan fazla bitki sonbahar tirtilina ev
sahipligi yapmaktadir [10]. Spodoptera frugiperda’nin larva ve
yetiskin goriintiileri Sekil 1’de verilmistir.

Tablo 1: Bocek hiicre hatt1 kullanilarak iiretilen ticari triinler.

Terapotik Kullanim Uretici Konakg1
Protein Alanm Firma
Domuz atesi Veterinerlik Merck® T.ni hiicresi
asisl
Prostat Insan Provenge® Sf9 bocek
kanseri asis1 hiicresi
Grip asis1 insan FluBlok® Sf9 ve memeli
hiicresi

DPPIV insan Sigma ® Sf9 bocek
standart hiicresi
protein

(a) (b)

Sekil 1: Spodoptera frugiperda’nin larva. (a): Yetiskin,
(b): Goriintiileri (Texas A and M University, Department of
Entomology, 2011).

1.2  Spodoptera Frugiperda Hiicre Hattimin Ozellikleri

Bocek hiicre hatlar1 hazirlanirken kullanilacaklar1 amaca gore
yumurtalik, embriyo, yag dokusu, sinir sistemi, orta mide
dokusu gibi dokular secilmektedir. Hasere kontrolii ya da
patoloji calismalarinda sinir sistemi ve orta mide gibi dokular
kullanilirken, rekombinant protein iiretim g¢alismalarinda
Spodoptera  frugiperdamin  yumurtalik  hiicrelerinden
(Sf9 ve Sf21) yararlanilmaktadir.

Sf9 hiicrelerinin morfolojisi incelendiginde yiizeye sikica
baglanan, kii¢iik, diizenli boyuta sahip polimorfik, monolayer
kiilltire uygun hicreler oldugu goriilmiistiir. Bu hiicrelerin
%901 yuvarlak, %10u ¢omak seklinde bulunmaktadir
(Sekil 2).

Sekil 2’de ‘Ege Universitesi Biyomiihendislik Béliimii'ne ait
‘Hayvan Hiicre Kiiltiirii ve Doku Miithendisligi’ laboratuvarinda
drettigimiz  Sf9 hiicreleri gorilmektedir. Bu hiicreler

cogunlukla yilizeye bagimhdir ancak, siispanse olarak da
cogaltilabilirler. Bu nedenle T flask ya da giriftli ¢calkalamali
kiiltiir erleni icinde kolaylikla iiretilebilmektedirler.

Sf9 hiicre hatt1 Spodoptera frugiperda orijinli IPLB-Sf21-AE
(Sf21) hiicre hattindan izole klon hattidir. iki hiicre hatt1 da
transfeksiyon, saflastirma, yiiksek titreye sahip stoklama ve
rekombinant protein {iretimi icin uygundur. Bununla birlikte
Sf21 hiicre hatti monolayer kiiltiir ile iretimde Sf9 hiicresine
oranla daha hassas olmasi nedeniyle pasajlamada canl hiicre
kayiplari meydana gelmektedir [11]. Spodoptera
frugiperda’'nin  pupal evredeki yumurtalik dokularinin
Autographa californica g¢ekirdek polihedrosis viriisii (AcMNP)
ile enfeksiyona duyarliliginin yiiksek olmasi nedeni ile tiim
baculoviral ekspresyon vektorleri ile kullanilabilmektedir. Sf9
ve Sf21 hiicrelerinden genellikle rekombinant proteinlerin
iretimi, rekombinant baculoviral stoklarin g¢ogaltilmasi ve
izolasyonunda yararlanilmaktadir.

X
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Sekil 2: Sf9 hiicrelerinin ters faz mikroskopta gériintimii
(20X, Olympus, Japonya).

1.3 Bocek Hiicre Kiiltiirii icin Kullamlan Uretim
Ortamlari

Bocek hiicre hatlar igin pek ¢ok ticari hiicre kiiltiirii besi
ortami gelistirilmistir. Bocek hiicre kiiltiirli iretiminde
kullanilan yaklasik 100 farkli {iretim ortami bulunmasina
ragmen (Tablo 1) Grace’in ortami en ¢ok tercih edilendir.
Grace’in ortami giive (kelebek) hiicrelerinin biiyiimesini
desteklemek icin formiile edilmistir. Lepidopterans ve
dipterans dahil gesitli hiicre hatlarn icin kullanilabilen bu
ortam ilk olarak Dr. WF Hink tarafindan lahana zararlsi olan
Tricoplusiani.’den elde edilen hiicreler icin modifiye edilmis ve
‘Medium-Formulation Hink (TNM-FH)' adm almistir
[12],[13]. Tablo 2’de verilen ortamlar i¢cinde Grace’in ortami
L-glutamin icermektedir. Bu ortama diger katki maddeleri
maya izolat1 ve laktalbumin hidrolizat eklenebilir.

Tablo 2: En ¢ok kullanilan bécek hiicre kiiltiirii ortamlari.

Serumlu Ortam Serumsuz Ortam
Grace’in desteklenmis ortami
(TNM-FH) S£-900 I SFM
IPL-41 Express-Five SFM
TC-100
Schneider’s Drosophila

Bu ortam “fetal sigir serum (FBS)” ile desteklenmektedir.
Serum, besi ortamina ek nutrientler saglayarak biiytimeyi
tesvik etmekte ve hiicreleri slispanse Kkiiltiirin hidrodinamik
etkilerinden (kayma geriliminden) korumaktadir. Hiicreleri
cevresel toksinlerden ve proteolitik degredasyondan
korumanin yaninda hiicresel tutunma faktorlerine de katkida
bulunmaktadir. Serum kalitesi optimal hiicre biiylimesi i¢in
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onemlidir ancak farkli kaynaklardan elde edilen serumlar ya
da ayni kaynaktan elde edilmis farkli bir seri numarasina
sahip serumlar optimal hiicre biliylimesinde farkliliklara yol
acabilmektedir [14]. Serum igceren ortamlarin dezavantajlary;
serum maliyetinin yliksek olmasi, tam olarak tanimlanmamis
bir ortam olmasi ve bu nedenle iiretim ortamina beklenmedik
faktorlerin girisine neden olabilmesi, yliksek protein icerikli
olmasi ve bunun sonucu olarak alt akim islemlerinde karmasik
slirecler gerektirmesi, bu durumun dogurdugu maliyetlerin
ylksek olmasi, farkll zamanlarda alinan serumlar arasindaki
homojenite farki nedeni ile fiyat-kalite ve standardizasyonda
heterojenlik, yetersiz hiicre bilytmesi, digik {retim
verimliligi gortlme riski, toksisite ya da viriis kontaminasyon
riski tasimasi ayica piskiirtmeli havalandirma kullanilan
biyoreaktorlerde asir1 kopiiklenmeye neden olabilmesi olarak
bildirilmistir [15]-[17]. Serum iceren iiretim ortamlarinda
tespit edilen bu problemlerin ortadan kaldirilabilmesi icin
serumsuz ortamlar tretilmistir.

Cogu ticari olarak bulunabilen serumsuz boécek ortamlari,
IPL-41 bazal ortaminin protein hidrolizatlar1 ve
lipit/stirfaktan emiilsiyon ilaveli basit varyasyonlaridir.
Optimize edilmis bu formiilasyonlar ile hiicreler ve iiretim
verimleri artmis, disaridan gelen istenmeyen ajanlar ortadan
kaldirilmus, seriler aras tutarlilik saglanmistir. Ozellikle biiyiik
Olcek tiretimler ve rekombinant proteinler i¢in Sf-900™ II SFM
ve EXPRESS- FIVE SFM™ gibi serum icermeyen
formiilasyonlar tasarlanmistir. Bu formiilasyonlar, besin
kisitlamalar1 ve eksikliklerin sinirlayict etkisini ortadan
kaldirmak icin amino asitleri, karbonhidratlari, vitaminleri ve
lipitleri optimum miktarda icermektedirler. Béylece hiicre
hattinin s181r serumuna veya baska hayvansal serum destegine
olan ihtiyaci ortadan kalkmistir. S£-900™ II SFM ve EXPRESS-
FIVE SFM™ ortamlar1 Grace ortamina gore popiilasyonun
ikilenme zamanimi azaltmakta ve daha yiiksek hiicre
yogunlugunu saglamaktadir. Béylelikle, yiiksek miktarlarda ve
verimde protein ekspresyonu saglanabilmektedir [13].

1.4 Bocek Hiicre Kiiltiirii icin Uygun Uretim Kosullar

Omurgasiz hiicre kiiltiirleri ¢evresel faktorlere ve kosullara
kars1 duyarhdirlar. Kimyasal, besinsel kiiltiir faktorlerine ek
olarak fiziksel faktorler de bocek hiicre hattini
etkileyebilmekte ve maksimum hiicre gelisimi ic¢in
optimizasyon gerekmektedir. Hiicre yogunlugunun ve
canhiigin kontrol altina alinabilmesi i¢in sicaklik, pH,
ozmolarite ve kayma gerilimi gibi ¢cevresel faktérler optimum
seviyede tutulmaldir. Tablo 3’te bdcek hiicresi iiretimi i¢in
uygun bir iliretim ortaminin optimum kosullar1 ve 6zellikleri
verilmektedir.

Tablo 3’te verildigi gibi bir ¢ok bdcek hiicresinin biiyiimesi ve
enfekte kiiltlir olusturmas: icin gerekli olan optimum sicaklik
araligr 24 °C ile 28 °C arasindadir. Bu sicakliklar arasinda
salinim yapilarak iiretilen Sf9 hiicrelerinin siispansiyon kiiltiir
ve duragan kiltiirde sicakligin 28 °C’de sabit tutulmasi ile
tiretilen Sf9 hiicrelerine kiyasla canliliginin arttig1 goériilmistir
[18]. Hiicreler 25 °C’de nemsiz bir ortamda lretilmelidir. Bu
hiicrelerin 25 °C’nin altinda ¢ok daha yavas biiyiidiikleri,
sicaklik 25 °C’ye getirildiginde normal ikilenme zamanlarini
stirdiirdiikleri, 30 °C’'nin iistiinde ise hiicrelerin diisiik canlilik
gosterdikleri tespit edilmistir [13].

Diger bir parametre pH'dir. Karbondioksitin hiicre
sitoplazmasinda akiimiilasyonu ve HCO3 ve H? iyonlarina
ayrismaslt oksidatif stresi tetikleyebilmekte ve bunun

sonucunda hiicre i¢i pH diismekte ve ortam ozmolaritesi
degismektedir [19]-[21].

Tablo 3: Bocek hiicre kiiltiirii tiretim ortaminin uygun
operasyon kosullari.

Kosullar Degerler Ozellikler
Sicaklik 24 °C-28°C Sicaklik salinimlari
canlilig1 arttirabilir.
pH 6.0-6.4 Biiyiime ortaminin pH1
hem hiicresel
proliferasyonu hem de
viral veya rekombinant
protein tretimini
etkilemektedir.
Ozmolarite ~ 250-400 Osmolorite
mOsm/kg degisimlerinden az
etkilenirler.
Coziinmiis %5-100 Hiicre hattina gore
oksijen degiskenlik
Seviyesi gostermektedir.
Spesifik 2-11x10-17 Baculovirus ile enfekte
oksijen molOz/hiicre.s  olduktan sonra bu deger
tiiketim hizi artmaktadir.
Havalandir  0.005-0.07 Yiiksek havalandirma
ma hizi vvm hizlar1 kayma gerilimini
artirmaktadir.
Karistirma 50-80 rpm Yiiksek karistirma hizlari
hizi kayma gerilimini
artirmaktadir.
Kayma <IN/m? Hidrodinamik etkiler ve
gerilimi havalandirmanin

olusturdugu 1N/m?'den
yliksek kayma gerilimleri
canlilif1 azaltabilir.

Hiicre i¢i hidrojen iyonlarinin artisi hiicresel metabolizmaya
zarar vererek enzim aktivitesini etkilemektedir. Biiylime
ortaminin pH'1 hem hiicresel proliferasyonu hem de viral veya
rekombinant protein {retimini etkilemektedir. Omurgasiz
hiicreler i¢in bir¢cok deger rapor edilmesine ragmen c¢ogu
uygulamada Sf9 ve Sf21 hiicre hatlarinin ¢ogunun en iyi
calistigi pH aralig1 6.0 ile 6.4 arasindadir. Kullanilan tretim
ortamlar1 genel olarak CO, olmayan denge kosullarinda
ortamin pH degerini istenilen aralikta tutmak {zere
hazirlanmistir [22],[23]. Hiicre kiiltiirtiniin pH'n1  kontrol
edebilmek ve ortam ozmolaritesini arttirmaya katkida
bulunmak i¢in KOH gibi bazlar ortama ilave edilir.

pH kontrolii icin eklenen bazlar ortam ozmolaritesini arttirir,
artan hiicre igi soliit konsantrasyonlar1 (Na* ya da Cl™) hiicre
ici enzim aktivitesini etkileyebilmekte ve bu durum hiicre
fonksiyonlarinin bozulmasi ile sonuglanabilmektedir [24].
Bocek hiicreleri 250-400 mOsm/kg arasindaki ozmolarite
degisimlerine kars1 dayanikhidir. Lepidopteran hiicre
hatlarinda kullanilacak ortamlarin optimum ozmolaritesi ise
345-380 mOsm/kg’'dir. Bu nedenle karbondioksit
akiimiilasyonu ile ortaya c¢ikan ozmolarite degisimlerinin
minimal ya da etkisiz oldugu diisiiniilmektedir [24].
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Omurgasiz hiicreleri, optimal hiicre proliferasyonu ve
rekombinant proteinlerin ekspresyonu i¢in ¢6ziinmiis oksijen
transferine ihtiya¢ duyarlar. Hiicrelerin ¢dziinmiis oksijen
miktar1 hiicre hattina gore %5-%100 arasinda degismektedir
[15],[25]. Spesifik oksijen tiiketim hiz1 ise
2-11x10-7molOz/hiicre.s arahgindadir [25]-[27].

Rekombinant protein ekspresyonu i¢in konak¢l olan bdcek
hiicre hatlarinin biiyiik 06lgek iiretimlerinde basvurulan
slispanse Kkiiltiir teknikleri, karistirmali biyoreaktorlerde
kullanilan karistiricinin boyutu ve tipi, hava kaldirmali veya
puskiirtiici (hava dagitici) biyoreaktorlerde gaz
kabarciklarinin boyutu, hiz1 ve kiiltiir ylizeyinde sonug¢lanan
tiirbiilasyon nedeni ile mekanik kayma gerilimi olusturur.
Kayma geriliminin bocek hiicre hatlarinda hiicre dliimlerine
sebep olmamasi i¢in tavsiye edilen havalandirma hizi
0.005-0.07 vvm karistirma hiz1 ise 50-80 rpm olarak
verilmistir [15],[28]-[31].

Siispanse hiicre kiiltiirii prosesi sirasinda ¢ogu bocek hiicre
hatt1 kayma gerilimine kars1 korunmaya ihtiya¢c duyar. Kayma
gerilimine kars1 %5-%20 arasinda serum konsantrasyonlarina
sahip ortamlar biraz koruma saglasalar da, tim siispanse
kiiltirlerde Pluronic F 68 gibi kayma gerilimine karsi
koruyucu surfektanlar dnerilmektedir [32].

2 Baculovirusler

Rekombinant proteinler, bdcek hiicre hatlarinin farkh
transfeksiyon metotlar1 kullanilarak baculovirusler (BV) ile
transfeksiyonu sonucunda eksprese edilmektedir. BV’ler
konakgilar1 sadece omurgasizlarla sinirl oldugundan ve bécek
kaynakli olduklar1 icin insan bagisiklik sistemine cevap
olusturmama ve insanlarda patojen olmama gibi 6zellikleriyle
diger virlis vektorlerine gore gen tedavisinde kullanilmalari
acgisindan avantajlara sahiptirler [33]-[35].
Eklembacaklilardan 800’den fazla BV izole edilmistir
[36],[37]. Bunlardan Autographa californica
niikleopolihedroviriis (AcMNPV) ve Anagrapha falcifera
niikleopolihedroviriis (AfMNPV) basta olmak iizere bircok BV
ayrintil bir sekilde ¢alisilmis ve farkl hiicre suslarinda farkl
replikasyon o6zellikleri sergiledikleri, hiicrelerin bu viriislere
kars1 farkli duyarliik derecelerine sahip olduklari rapor
edilmistir [38],[39].

Genomlar1 prokaryotik ve okaryotik organizmalardan daha
kiiciik olmasina ragmen, baculovirusler, gen yap1 ve diizeyleri
bakimindan bu organizmalarin ve memelilerde enfeksiyon
yapan virtiislerin genomlarina kismen benzerlik
gosterdiklerinden, molekiiler biyoloji ve rekombinant DNA
calismalari icin iyi bir model olusturmaktadirlar [40],[41].
Bdceklerde hiicreden hiicreye enfeksiyonun yayilmasinda rol
oynayan ve hiicre kiltiirii uygulamalarinda kullanilan BV’lerin
hiicreye girisi ya direkt hiicre yiizeyine membran fiizyonu ya
da zarf fiizyon proteini (GP64 ve F) ile gerceklestirilir [42].
Oncelikle BV virionu, u¢ kisminda bulunan GP64 proteini
vasitasl ile hiicre membraninda bulunan reseptorlere baglanir
ve endositoz ile hiicreye alinir (Sekil 3).

Asidik olan endositik vezikiil protein yapisindaki GP64’iin
yapisini degistirerek virion zarfini bozar bdylece niikleokapsid
sitoplazmaya salverilir. Niikleokapsit-niiklear por
kompleksinden niikleusa girer. Niikleusda DNA replike olur ve
niikleokapsitler  virojenik stromada toplanir. Fiizyon
proteinleri, GP64 ve F sentezlenir endoplazmik retikulumda
glikozillenir, tasimir ve golgi aparatlar1 yolu ile sitoplazmik
membrana katilir. Nikleokapsitler BV olusturmak ic¢in

niikleustan ¢ikar GP64 ve F proteinlerinin lokalize oldugu
sitoplazmik membrana dogru hareket ederler, buradan
tomurcuklanarak zarflarini olustururlar [43].

Sekil 3: Baculovirusun Sf9 hiicresinde replikasyonu.
(A): Tomurcuklanan baculovirusun (BV) hiicreye girisi,
(B): Niikleosit salimi, (C): Niikleokapsitin niikleusa girisi,
(D): DNA replikasyonu, (E): zarf proteinlerinin sentezi,
(F): BV'un hiicreden ¢ikis.

3 Bocek Hiicrelerinin Baculovirus ile
Transfeksiyonu

Biyokimyasal veya fiziksel islemler ile hiicrelere yabanci
niikleik  asitlerin  aktarilmasmma  ‘transfeksiyon’  adi
verilmektedir [44]. Transfeksiyon terimi, ‘transformasyon’ ve
‘enfeksiyon’ sozcliklerinin birlesmesinden olusmustur ve tiim
viriisii olusturmak icin hiicrelerin virus niikleik asiti ile
enfekte olmasina verilen isimdir [45],[46],[47]. Transfeksiyon,
rekombinant DNA  teknolojisinde, 06zellikle genden
rekombinant protein {retimi, hiicre hatt1 gelistirilmesi,
genetik markdrlerin hiicre hatlarina eklenmesi ¢alismalarinda
ve bir hiicrenin protein ekspresyon seviyesini degistirerek
genin fazla ekspresyonunun hiicre metabolizmasina
etkilerinin arastirilmasi gibi pek ¢ok kullanim alanina sahiptir
[48]. Bu islemde transfeksiyon verimi ag¢isindan dikkat
edilmesi gereken ii¢ 6nemli nokta bulunmaktadir. Bunlar;
transfer edilecek DNA'nin yiiksek saflikta olmasi (kapal,
dairesel ve sliper coil yapidaki DNA templete’i transfeksiyon
icin istenilen bir yapidir), transfekte edilecek hiicrenin
durumu (hiicre hattinin ihtiya¢ duydugu o6zellesmis besi
ortamlarinin kullanimi, mikoplazmal kontaminasyon riski
acisindan hiicrelerin test edilmesi, canlilik oraninin énerilen
oranda olmasi, hiicrelerin logaritmik fazda bulunmasi ve diger
6zel oneriler) ve transfeksiyon metodunun (biyokimyasal,
fiziksel veya viriis enfeksiyonuna dayali) se¢imidir [48].

3.1 Transfeksiyon Metotlar1

Transfeksiyon metotlar1 biyokimyasal ve fiziksel yontemler
olmak tizere iki temel gruba ayrilmaktadir.

Biyokimyasal yontemler; kalsiyum fosfat ko-presipitasyonu,
DEAE-dekstran ve polibren, katyonik lipit ajanlar olarak
ayrilirken fiziksel yontemler; elektroporasyon, biyolistik
(gen tabancasi), mikroenjeksiyon, miknatis yardimiyla
transfeksiyon (magnetofeksiyon), optik transfeksiyon olarak
sniflandirilmaktadir (Sekil 4). Bu yontemler i¢inde en yaygin
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kullanilan ydntem katyonik lipit ajanlar ile yapilan
transfeksiyondur [48].

Viral transfeksiyon

i ~
/-\j Mikro enjeksiyon

/
L

Niikleus

wo z
—~ ey,
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- \/
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Sekil 4: En ¢ok tercih edilen transfeksiyon metotlari.

Hiicre Kkiiltlirlerinde katyonik lipit ajanlar ile DNA
transfeksiyonu i¢in orjinal metot, 1993 yilinda polikatyonik
bir lipit ajani ile (lipofektamin, DNA'nin ve RNA'nin hiicre i¢ine
girmesini saglayan, o6zel olarak tasarlanmis Kkatyonik
lipitlerden biri olan transfeksiyon ajani) monokatyonik bir
lipit ajanin yer degistirmesi ile gelistirilmistir. Bu metot
kompleks yapidaki lipozomlar ve DNA'nin iyonik etkilesimine
dayanmaktadir. Katyonik lipit ajanlar, sulu ¢6zeltilerde kiigiik
tek katmanli lipozomlar olustururlar. Lipozomlarin pozitif
yuki niikleik asit ve hiicre membraninda etkilesmesini saglar
boylece lipozom/niikleik asit/ hiicre membran kompleksi
(transfeksiyon kompleksi) olusur (Sekil 4). DNA lipozomlarin
icine enkapsiile olmaz fakat negatif yikli oldugu icin
lipozomlara baglanarak kompleksler olusturur. Bu kompleks
endozomlardan ve lipozomlardan salinir [49].

Katyonik lipozom aracil transfeksiyon, ytiksek verimlilik, cok
cesitli okaryotik hiicre hattin1 basarili bir sekilde transfekte
edebilme yetenegine sahip olmasi ve nispeten diisiik toksisite
gibi avantajlara sahiptir. Ayrica, temel DNA transfeksiyon
prosediiriiniin RNA, sentetik oligoniikleotitler, proteinler ve
virtisler ile transfeksiyon icin adapte edilebilir olmasi bu
yontemin diger bir avantajidir. Ancak kullanilan ajanlarin
fiyatlarinin yiiksek olmasi bu yontemin biiyiik o6lgekli
iiretimlerde kullanimin kisitlamaktadir [50].

Piyasada katyonik lipozom transfeksiyonu amaciyla kullanilan
bircok ajan mevcuttur. Bunlar pek ¢ok bdcek ve memeli
hiicresini DNA ya da RNA ile transfekte etmekte kullanilirlar.
Sf9 hiicrelerin transfeksiyonunda ¢ok iyi sonuglar veren
katyonik lipit ajanlardan en ¢ok tercih edilen Cellfectin®'dir.
Transfeksiyon siiresince antibiyotikli ortam kullanilmasi
hiicre 6liimiine neden oldugu i¢in antibiyotiksiz iiretim ortami
tercih edilmelidir. Bunun yani sira serum igeriginde bulunan
proteinlerin Cellfectin® ajami ile etkilesime girmesi ve
transfeksiyonun gerceklesmesini zorlastirmasi gibi riskleri
olmas1 nedeni ile serumsuz ortam tercih edilmelidir. Ayrica
bacmid DNA, hiicre 6liimiine neden olabilecek fenol ve lipit
kompleks ajanlarla etkilesime girerek transfeksiyon verimini
diistirebilecek NaCl'den arindirilmis ve saf olmalidir.

Transfeksiyonun optimizasyonunda hticre say1sl,
transfeksiyon yontemi, kullanilan ajan cesidi, katyonik lipit
ajan kullanilan transfeksiyonda lipit/DNA etkilesiminin siiresi,
transfeksiyon siiresi gibi etkenler kontrol edilmelidir [50].

Diger metotlar icinde kalsiyum kloriir, DNA ve fosfat tamponu
karistirildiginda  igerisinde DNA’y1  hapsetmis  kiiclik
¢oziinmeyen Kkalsiyum fosfat partikiilleri olusmaktadir. Bu
partikiiller hiicre membranina tutunmakta ve fagositozla
hiicre igerisine alinmaktadirlar [48]. Pozitif yiikli dekstran

polimerleri ve polibren ile negatif yiiklii DNA'nin olusturdugu
kompleksler, gliserol ve DMSO varliginda ozmotik soka giren
ve membranlar1 acgilan hiicrelere baglanmaktadir. Bu yontem
kalsiyum fosfat tabanli metoda gore daha ucuz, hizli ve basit
olmasinin  yaninda ¢ok  sayida  hiicre  hattinda
uygulanabilmektedir. Ancak, bu polimerler pek ¢ok hiicre hatt1
icin toksik oldugundan stabil hiicre hatlarinin se¢imi igin
uygun bulunmamaktadir.

Fiziksel bir transfeksiyon metodu olan mikroenjeksiyon
embriyo ¢alismalarinda ¢ok basvurulan yontemlerden biridir,
epifloresanli mikroskop altinda goriintiilenen niikleusa
mikroenjeksiyon  igneleri  yardimiyla DNA  transferi
yapilmaktadir [51]. Elektroporasyon yonteminde ise yiiksek
voltajli  elektrik  soklar1 ile  hiicre = membraninda
makromolekiillerin gecisine izin verebilecek biiyiikliikte
porlar olusturulmakta ve DNA'nin pek ¢ok doku ve hiicreye
etkili bir sekilde transferi saglanmaktadir, memeli dokularinda
basarili sonuclar elde edilmistir [52]. Viral transfeksiyon
metodu i¢in retrovirusler ve DNA viriislerine (adenovirus gibi)
ait RNA genomlary, ¢ift sarmalli DNA kopyalarim olugturmakta
ve bu kopyalart konakei hiicreye aktararak konakg¢inin
kromozomlarina entegre olabilmektedir.

Transfeksiyon islemi kalici (stabil) ya da gecici (transient)
olabilmektedir. Gegici transfeksiyon kisa siirelidir ve
transfeksiyondan sonra kisa stireli kullanilabilmektedir. Bu tip
transfeksiyonlarda hiicre igine transfer edilen cDNA, 1-3 giin
ekspresyonunu siirdiirmektedir. Daha sonra transfekte
hiicreler lizise ugratilarak proteinler analiz edilmekte boylece
genden protein ekspresyonuna giinler icinde ulasilabilmekte
ve ilgilenilen genin ekspresyonu test edilebilmektedir [46].
Kalia transfeksiyonda ise aktarilan gen hiicre genomuna
katilmakta ve diger hiicrelere de bu gen aktarimaktadir.
Bunun i¢in hedef hiicrelere genellikle eksprese olmasi istenen
genin yan1 sira, hiicreye belirli bir secilim o6zelligi
kazandiracak bagka bir gen ile birlikte transfeksiyonu
saglanmaktadir. Bu segilim vektordeki antibiyotige direncliligi
saglayan antibiyotik diren¢ geni ile gerceklestirilebilmektedir
[50].

4 Biiyiik Olgekte Sf9 Hiicresi Uretimi ve
Rekombinant Protein Ekspresyonu

Baculovirus-bocek hiicre kiltiirii sistemleri kullanilarak
rekombinant protein liretimi iki basamaktan olusmaktadir.
Bunlar bécek hiicrelerinin biiyiime dzelliklerinin belirlenmesi
ve rekombinant baculovirus ile enfekte hiicrelerin protein
eksprese etmesidir [53],[54].

Bu sistemin yaygin olarak kullanilmasindaki temel faktor,
bécek hiicrelerinin post-translayonel olarak modifiye edilmis
okaryotik proteinleri biiylik miktarlarda ve kisa periyotlarda
iiretebiliyor olmasidir. Bécek hiicre kiiltiirlerinin diger bir
avantajl da serumlu ya da serumsuz ortamlarda siispanse
halde tiretilebilmesidir [15]-[17].

4.1  Sf9 Hiicresinin Biiyiik Olgekte Uretimi

Sf9 hiicrelerinin biytik olgekte tretimi i¢cin oncelikle kiigiik
6lcekte hiicre canliligy, hiicre yogunlugu, spesifik biiytime hizi,
ikilenme siiresi gibi Sf9 hiicresinin iireme kinetigini
belirlemek i¢in tasarlanan denemeler yapilmakta ve bu 6n
denemelerden sonra oncelikle ¢alkalamali kiiltiir ile baslanan
Olcek  bliylitme islemi uygun hiicresel yogunluga
(3-55x106 hiicre/ml) ulasildiginda biyoreaktére transfer
edilmektedir.
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4.2 Sf9 Hiicresi ile Protein Uretimi icin Kullanilan
Operasyon Modlar1

Rekombinant baculovirus ve proteinler Kkesikli, kesikli
beslemeli ve siirekli iiretim modlarinda tiretilmektedir. Ancak
basit, esnek ve litik enfeksiyon dongiisii iceren bir proses i¢in
uygun olmasi sebebi ile kesikli ve kesikli beslemeli operasyon
modlar1 daha yogun olarak tercih edilmektedir. Bocek
hiicrelerinin tipik Uretim siireci kiigik hacimde kesikli
iretimin tedrici olarak daha biiyiik 6lcege adaptasyonunu
icermektedir. Hiicreler maksimum hiicre yogunluguna kadar
gelistirilmekte ve ardindan taze iiretim ortami iceren daha
biiytik bir 6lcege steril sartlar altinda transfer edilmektedir.

Kesikli iiretim modunda elde edilebilecek hiicre yogunlugu
limitlidir ¢iinkii {iretim ortamindaki besinlerin hizla tiketimi
soz konusudur. Yiiksek bir hiicre yogunlugu elde etmek
istendiginde biyoreaktoriin iiretim kapasitesini olabildigince
bliylitmek.  Calismalar  gostermistir ki Sf9  hiicre
konsantrasyonu tipik bir ortam i¢in kesikli kiiltirde 3-5 x106
hiicre/ml'ye ulasabilmektedir. Glukoz, glutamin ve/veya
yeastolat rekombinant iriin verimini zenginlestirebilir ve
hiicre yogunlufunu en az %50 oraninda arttirmak icin
kullanilabilir.

Kesikli beslemeli iiretim ile taze {retim ortami belirli
araliklarla ortama ilave edilmekte ve hiicre yogunlugunu
artirmaktadir. Boylece besinlerin hiicre tarafindan hizh
tiketimi  sonucu olusabilecek  olumsuzluk ortadan
kaldirilabilmektedir. Ulasilabilen maksimum hiicre yogunlugu
literatiirde 10x106 hiicre/ml olarak belirtilmistir [55].

Perfiizyon kiiltiir modunda ise biyoreaktor siirekli olarak taze
ortam ile beslenmekte ve ayni akis hizi ile liretilen protein
biyoreaktdorden uzaklastirilmaktadir. Bu sirada hiicreler
biyoreaktor icinde membran filtreler ile alikonmaktadir. Bu
tiretim modunun uygulanmasi kesikli beslemeye ve kesikli
lretime gore daha zor olmasina ragmen ulasilan en yiiksek
hiicre yogunlugunun 55x106 hiicre/ml olmasi nedeniyle ticari
rekombinant protein iiretiminde tercih edilmektedir [56].

Hiicre yogunlugunun arttirilmasi igin gelisim asamasinin
sonlarina dogru ortamin %80’inin her gilin degistirilmesi ile
yapilan Kesikli operasyon modu ile elde edilen en yiiksek
hiicre yogunlugu 12-16 x10¢ hiicre/ml olarak belirlenmistir.
Bu yontem ile kilcal boru teknolojisi kullanilarak (gézenek
¢apt 0.2 pm) harcanan ortamin ¢ogunun uzaklastirilmasi ve
taze ortamin biyoreaktore eklenmesi gerceklestirilmektedir
[57].

Istenilen hiicre yogunlugu elde edildikten sonraki temel
gereklilik; uygun metot ve virus titresi ile enfeksiyonun
basarilmasidir. Bu nedenle baculovirus ile enfekte edilen
bocek hiicrelerinden protein ekspresyonu icin ¢ok basamakli
biyoreaktér sistemleri kullanilmaktadir. Cok basamakli
biyoreaktor sistemlerinde genellikle kesikli beslemeli, yari
siirekli ve siirekli operasyon modlari ile ¢alisiimaktadir. ilk
biyoreaktor, hiicreleri liretmek ve siradaki biyoreaktorler
enfeksiyon i¢in kullanilmaktadir. Kesikli beslemeli operasyon
modunda hiicreler liretim biyoreaktoriinde iiretildikten sonra
bir enfeksiyon tankina pompalanmakta ve bu tank icinde virus
ile inokiile edilmektedir. Hiicre iiretim biyoreaktdriine taze
ortam  eklenebilmekte ve yeni bir kisim hiicre
birakilabilmektedir.  Benzer  sekilde ilk  enfeksiyon
biyoreaktoriiniin bir kisim icerigi yeni hiicreleri inokiile etmek
icin  kullanilabilmektedir [58],[59]. Ancak modelleme
calismalar1 gdstermistir ki kesikli beslemeli sistemin

verimliligi pasaj etkisi sonucu mutant viriislerin olugmasi
nedeni ile azalmaktadir [60],[61].

Yar1 stirekli iiretim hiicre tretim biyoreaktdriiniin siirekli
iretim modunda c¢alismasi ve ikinci biyoreaktoriin tedrici
olarak doldurulmasi ile yapilmaktadir [62]. Ikinci
biyoreaktdriin dolmasini takiben biyoreaktdre virus eklenir.
Enfeksiyon prosesinin sonunda ikinci biyoreaktér kismen ya
da tamamen bosaltilir, yeniden doldurulur ve enfeksiyon
dongiisii tekrarlanir. Enfeksiyon biyoreaktoriindeki iiretim
ortamyi, hiicrelerin ultrasantrifugasyonu, membran filtrasyon
ya da c¢oktiirme yontemleri ile ortamdan ayrilmasi sonrasi
biyoreaktore beslenebilmektedir. Besin elementleri
enfeksiyon basamaklarinda tamamen tiiketilmedigi i¢in tiim
ortamin degismesi gerekli olmayabilir.

Siirekli  sistemlerde hiicre, iiretim biyoreaktoriinden
enfeksiyonun gerceklestigi ve baculovirus ya da rekombinant
iriin iceren biyoreaktore beslenir. Siirekli sistem kullanilarak
yapilan bir calismada her basamakta 60 saat alikonma stiresi
uygulanmis ve rekombinant protein liretimi yaklasik 4 hafta
devam ettirilmistir. Her hiicrede 200 civarinda baculovirus
uretildigi ve enfeksiyonun gerceklestigi biyoreaktdrde viriistin
tedrici akiimiilasyonu rapor edilmistir. 4 hafta sonunda olusan
mutasyon rekombinant protein verimliliginde Onemli
azalmalara ve enfeksiydz virus, hatall virus (defektif virus),
verimsiz virus (abortif viriis) gibi mutasyonlara yol agtif
bildirilmistir [60],[63]. Bu nedenle siirekli bir biyoreaktor
sistemi rekombinant protein ve baculovirusun iretimi igin
uygulanabilir gorilmemektedir. Mutasyonlarin
engellenebilmesi i¢cin 30 glinden daha az periyotlarda iiretim
yapilmalidir. Bu biyoreaktor siirekli katalitik bir biyoreaktor
anologudur ve kataliz operasyon siiresince tedrici olarak
deaktive edilmek ve yeni katalist ile periyodik olarak yeniden
yuklenmek zorundadir. Bu deaktivasyon islemi i¢in
biyoreaktor kapatilmakta ve taze virus ile tekrar baslatilmakta
ya da enfeksiyon biyoreaktdriine taze viriisiin ikinci beslemesi
saglanmaktadir [64].

Siirekli sistem, kesikli ya da kesikli beslemeli ile
karsilastirildiginda iiriinden elde edilen rekombinant protein
verimi diislik olabilmesine ragmen bécek hiicre kiiltliriiniin ve
rekombinant iiriiniin kesikli sistemden daha biiytik hacimler
icin kurulmasini saglamaktadir. Stirekli kiiltiir prosesinde
yapilan wuygulamalardan bir digeri hiicre iiretimi igin
kullanilan siirekli karigtirmali tank biyoreaktdriinii (CSTR)
izleyen  enfeksiyon igin  tiibliler = bir  biyoreaktor
kombinasyonudur. Tiibililer biyoreaktér baculovirusun iki
basamakli CSTR’de pasaj etkisi olmaksizin yiiksek enfeksiyon
katsayisinda stirekli beslenmesini saglamaktadir [61].

Bu dizisel siirecler besin elementlerinin tiikenmesi, hiicre
canliliginin  azalmast1 ve rekombinant proteinlerin
akiimiilasyonu ile belirlenen optimum proses zamanlari
dikkate alinarak uygulanmaktadir.

4.3 Sf9 Hiicresinin Biiyilkk Olcekte Uretimi icin
Kullanilan Biyoreaktor Sistemleri

Pek ¢ok biyoreaktor ¢esidinin kullanilmasina karsin biiyiik
6lcekte baculovirus ve rekombinant protein iiretimi i¢in hava
kaldirmali biyoreaktorler ve karistirmali tank basar: ile
calisiimigtir. Bu biyoreaktorler tipik olarak cam, polikarbonat
ya da paslanmaz celik tanklardan yapilmaktadir [61].

Hava kaldirmali biyoreaktdrde, biyoreaktériin dibinden hava
ya da oksijenin enjeksiyonu ile yaratilan tasiyici gii¢c sivi
sirkiilasyonunu saglamaktadir. Hava kaldirmali biyoreaktér
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icinde bulunan draft tiip sivi ortamin sirkiiler akisini saglamak
icin hava/oksijen ve sivi ortami biyoreaktoriin {stiine
tasimaktadir [65]. Hava kaldirmali biyoreaktoérlerde o6lgek
biliylitme icin biyoreaktoriin sabit ytksekliginin c¢evresine
orani goz oniinde bulundurulmaktadir. Bu oran hava kaldirma
fonksiyonuna izin vermesi icin 6nem tasimaktadir. Bu durum
biiyiik biyoreaktor hacimleri i¢in boy ve en oranlarinin yiiksek
olmasina neden olabilmektedir.

Karistirmali tank biyoreaktdr sistemi hava kaldirmal
biyoreaktdr sistemine gore nispeten daha kolay hayata
gecirilebilmekte ve pek cok farkl boyutlari
kullanilabilmektedir. Ancak, karistirmali tank, kullanilan
karistiric1 tipine bagl olarak degismekle beraber yiiksek
kayma gerilimi olusturabilmektedir. Bocek hiicreleri 6zellikle
enfeksiyondan sonra kayma gerilimine karsi olduk¢a hassastir.
Kayma gerilimi yaratmadan kiitle transferini saglamak i¢in
karistiricinin -~ yerine ¢alkalayicinin - kullanildigt  Wawe®
biyoreaktorler (5 litreden 100 litreye kadar) bocek
hiicrelerinin tiretimi i¢in kullanilabilmektedir (Sekil 5).

Sekil 5: Sf9 hiicresinin biiytik 6l¢ekte {iretimi i¢in kullanilan
biyoreaktdr sistemleri. (a): Dalga biyoreaktoér (0.1-500 L; GE
Healthcare Life Sciences), (b): Karistirmali tank biyoreaktoér
(0.5-50 L; New Brunswick), (c): Mikrotasiyic1 (GE Healthcare
Life Sciences), (d): Doner siseler (100-1000’1ik flasklar i¢in,
Cellspin-Integra), (e): Hava kaldirmali biyoreaktor
(5-10 L, FerMac).

High five gibi hiicre hatlarinin ise siispanse kiiltiir i¢indeki
kiimelenmesi yaygindir. Bu nedenle hiicre biiylimesine ve
enfeksiyonuna izin veren biyoreaktér konfiglirasyonlar
gelistirilmistir [66],[67]. Bu hiicre hatlar: tipik olarak doéner
(roller) siselerde ya da mikrotasiyicilar ve cam boncuklar gibi
destek materyallerinde gelistirilmektedir. Destek materyalleri
hava kaldirmali biyoreaktér ya da tutundurulmus
(immobilize) perfiizyon konfigiirasyonlari ile
kullanilabilmektedir (Sekil 5). Bunlara ek olarak, oksijeni
membran tiip sisteminden saglayan biyoreaktorler kullanilmis
ancak bunlar biyoreaktdér boyutu arttikca etkili kiitle
transportu icin ihtiyag duyulan tiip sistemi miktarini
arttirmast nedeni ile biyik o6lcek hiicre kiiltiiriine
uygulanamamistir [25].

44 Biyiik Olcekte Enfekte Sf9 Hiicreleri Ve
Rekombinant Protein Ekspresyonunu Etkileyen
Faktorler

Bocek hiicrelerinin baculoviriis ile enfeksiyonu kompleks bir
prosestir ve hiicrelerin fizyolojik ve ¢evresel kosullari ile
yakindan iligkilidir. Enfeksiyon sonrasinda solunum,
transkripsiyon ve translasyon gibi diger hiicresel aktiviteler
devam ederken enfekte hiicrelerin boliinmesi durur, viral
cogalma ve ekspresyon baslar. Bu nedenle, yiiksek viral titreye
ulasabilmek ve rekombinant protein liretiminin
optimizasyonu i¢in hiicrelerin fizyolojik durumunun saghkl
olmasi ve besleyici bir cevrede bulunmalari olduk¢a 6nemlidir.

Biiyiik olcekte enfekte Sf9 hiicreleri ve rekombinant protein
ekspresyonunu etkileyen faktorler icinde kiiltiir yas1 (pasaj
no), inokulum yas1 (6n kiiltiirdeki inokulumun biiytime fazi),
hiicrelerin bliylime fazi, ortam kompozisyonu,
polielektrolitler, pH, sicaklik, oksijen transferi, virus titresi
(MOI), enfeksiyon sirasindaki hiicre konsantrasyonu, pasaj
etkisi, kullanilan ortamin orani ve baculoviruslerin stoklanma
sekli gibi faktorler hem metabolik aktiviteyi hem de hiicrelerin
enfeksiyon aktivitelerinin hizim1 etkilemektedir (Tablo 4).
Bunlar i¢inde en dikkat ¢eken baculovirus titresinin optimize
edilmesi ile maksimum protein ekspresyonu saglamaktir.
Farkli baculovirus titreleri ile yapilan ¢alismalarda en ytiksek
iriin miktarinin erken eksponansiyel fazda diisiik MOI ile
yapilan enfeksiyon degerlerinde elde edildigi ve genel olarak
diisiik MOI degerlerinde elde edilen tiriin verimlerinin ytiksek
MOI degerlerine gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir
[68],[69]. Diisiik MOI degeri ile yiiksek rekombinant protein
elde edilmesi proses ekonomisi agisindan olduk¢a dnemli bir
avantajdir. Uretim ortamina enfeksiyon sirasinda eklenen
Ancak liretim ortaminda bulunan iyonlar, polielektrolitler, pH
ve sicaklik degisimleri viriislerin hiicrelere tutunmasini
etkilemektedir [54]. Glukoz, glutamin ve yeastolate gibi besin
elementleri de rekombinant protein iretim hizin
arttirmaktadir.

Tablo 4: Rekombinant protein ekspresyonunu etkileyen

faktorler.
Kosullar Degerler Ozellikler
Virus titresi Diisiik (<10) Virus titresi hiicre
Yiiksek (210) hattina gore
degiskenlik
gosterir genel
olarak yiiksek
titreler (MOI=10)
canlilig
etkilemektedir.
Kiiltir yag Digtik Pasaj sayisinin
(pasaj no) (30-40) yiikselmesi
Yiiksek (100) biiyiime
kinetiginde
kaymalara neden
olmaktadir. Yiiksek
pasaj sayilari
rekombinant
protein  tUretimini
tesvik  etmektedir
[70].
Hiicre <50x106 Yiiksek hiicre
konsantrasyonu  hiicre/ml yogunlugu
enfeksiyondan
sonra hedef
proteinin
iretiminde
azalmaya  neden
olmaktadir [71].
Spesifik oksijen Uretimden Enfeksiyon ile
tiiketim hiz1 1-4 kat daha beraber  spesifik
yiiksek oksijen tiiketim
hizi  artmaktadir
[72].
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Ortama verilen oksijen miktar1 protein ekspresyonunu énemli
olciide etkilemektedir. Bhatia ve dig. ¢6ziinmiis oksijen
konsantrasyonunun nispi olarak arttirilmasinin  bdcek
hiicresinin protein biyosentezi esnasinda hiicre basina ihtiyag
duydugu ATP miktarinin artmasina bagh olarak daha yiiksek
rekombinant protein verimliligi sagladiginmi belirtmektedir
[73].

4.5 Biyiikk Olgekte Sf9 Hiicreleri ile Rekombinant
Protein Uretimi icin Kullanilan Biyoreaktor
Ekipmanlari

Baculovirus ile bocek hiicrelerinin enfeksiyonu sirasinda
hiicrelerin canlilifi ve yasi1 kadar kullanilan ekipmanlarin
malzeme bilgileri ve dizaynlar1 da 6énem tasimaktadir.
Laboratuvarlarda kullanilan pilot 6lgekli karistirmali
biyoreaktorler sicakliga dayanikli silika borat camlardan
yapilirken biiyiik o6lgekli liretimlerde genellikle paslanmaz
celik  tanklar  kullanilmaktadir  [30]. Pilot  o6lgekli
biyoreaktorlerin tepe kismi, baglantilar1 ve karistiricilar
genellikle ostenitli ¢elik ya da bazi durumlarda
polietereterketon (PEET)’den yapilmaktadir. Pilot ve lretim
olcekli reaktorlerdeki ostenitli ¢elik genellikle 316 ya da 316L
kalitesindedir. lyi iiretim uygulamalar1 (GMP) kosullarinda
tretim icin 316 L, elektroparlaklik ve kaynasma ozelligi
gosterdiginden tercih edilmektedir [15].

4.5.1 Havalandirma Cesitleri ve Hava Piiskiirtiiciiler
(Hava Dagiticilar)

Bdcek hiicre hatlar1 kullanilarak rekombinant protein iiretimi
oksijen transferi gerektiren bir prosestir ve bu nedenle
havalandirma o6nem tasimaktadir. Biyoreaktorlere verilen
hava tipik olarak karistiricinin altindaki bir pozisyondan
biyoreaktore dogru, hava enjeksiyonu ya da oksijen miktarim
sinirlandirmak i¢in tepe boslugundan verilmektedir. Oksijen
transferini  saglayabilmek i¢in hava piskiirtiiciilerinin
kullanilmasi durumunda hava piskirtiiciilerinin goézenek
caplar1 0.4 mm ve 0.8 mm arasinda ya da daha biiyiik
olmalidir. Bu boyuttan daha kii¢lik olan gozeneklerde, uygun
kabarcik biiytikliiklerinin olusturulabilmesi icin daha fazla
hava basincina ihtiya¢ duyulmaktadir ve bu durum o6zellikle
biiyiik 6lgekli tiretimlerde proses ekonomisini etkilemektedir.
Hayvan hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda {retim ortami, yiizey
havalandirma, direkt havalandirma, indirekt havalandirma,
kismi oksijen basincinin arttirilmasi ve atmosfer basincinin
arttirillmas1  gibi  sistemler ya da bu sistemlerin
kombinasyonlari kullanilarak havalandirilabilmektedir
[15],[74].

Yizey havalandirmada, kiitle transferi sivi1 yiizeyinden
gerceklesir. Kiitle transfer hizi etkili bir ara yilizey alani
olusturulmali ve ara ylizeye ya da siv1 ylizeyine yakin bir
konuma ikinci bir karistiric1 yerlestirilmelidir. Ancak yiizey
havalandirma sadece diisiik yogunluktaki hiicre kiiltiirleri ve
kiiciik reaktorler icin yeterli oksijen saglayabilir [15]. Direkt
havalandirma ise, biyoreaktorlerde oksijen saglayabilmek i¢in
kullanilan en yaygin ve en basit yol olarak bilinmektedir. Tipik
olarak oksijenin ya da havanin hava kaldirmali ya da
karistirmali bir biyoreaktoriin dibine plskiirtilmesi ile
yapilan havalandirmadir. Etkili bir kiitle transfer alani
saglamak icin hava kiiciik deliklere itilir ve kabarciklar
yaratilir, oksijen gazdan siviya kabarciklar olarak transfer
edilir ve biyoreaktorde yiikselir. Karistiricinin doniisi kiitle
transferine elverisli ylizey alanimi arttirmak igin kabarcik
dagilimini1 zenginlestirir [75]. Direkt havalandirma hiicre
hasarina ve kiiltiirde kopiik olusumuna neden olmakta buna

ragmen pek cok hiicre tipi kabarcik kolon, hava kaldirmali
veya havalandirmali-karistirmali biyoreaktdrlerde basarili bir
sekilde kullanilmaktadir. Oksijen ya da havanin piiskirtiilmesi
bocek hiicresinde siispanse hayvan hiicresindeki kadar zarara
neden olabilmektedir [76],[77]. Bu hiicre zararlar1 temel
olarak hiicrelerin tutundugu gaz kabarciklarinin gaz-sivi ara
ylizeyinde patlamasindan kaynaklanmaktadir.

Ara ylizey alani (a), oksijen kiitle transfer katsayisina (kia)
etkiledigi icin kabarcik boyutu kii¢lildiikge oksijen transfer
hiz1 artmaktadir. Ayni1 zamanda, kabarcik birlesmesi de goz
ontinde tutulmasi gereken bir baska durumdur. Puskiirtiici
delikleri ya da gozeneklerinin etkisi diisiik havalandirma
hizlarinda hiicrelerin  oksijen alabilmesi icin olduk¢a
o6nemlidir. Havalandirma hizini arttirmak kabarcik birlesimine
neden oldugu icin havalandirma etkinliginin (kia/v)
azalmasina  neden  olmaktadir. Bu nedenle gaz
kabarciklarindan olusan kayma geriliminin etkisini azaltmak
icin  oksijen ile zenginlestirilmis hava beslenmesi
gerekmektedir. Ozel seramik mikro hava dagiticilarin
kullanim ile homojen kabarcik boyutu (100-800 um) ve ortam
icerisinde kabarciklarin homojen dagilimi saglanmaktadir
[78]. Bu sirada, lokal gaz tutumu azaldigi i¢in kabarcik
birlesmesi de azalmaktadir. Protein iceren ortamlarda ara
ylzeylerde bulunan protein, 6zellikle kiiciik kabarciklarda,
kitle transferini engellenmektedir. Ciinkii ayn1 zamanda
kopiik olusumunda artis meydana gelmekte ve bu da kabarcik
birlesimlerinin artmasina neden olmaktadir.

Kiitle transferi karistirma ile arttirilabilir. Karistirmal
biyoreaktorlerde hava kaldirmalilara nazaran daha diisiik
hizlarda havalandirma yapilmahdir. Biiyiik o6lgekli hayvan
hiicresi biyoreaktorlerinde, kabarcik kolon biyoreaktorleri igin
gaz akis hizzi 1 vvh ve havalandirmali-karistirmal
biyoreaktorler i¢in ise 0.1-0 vvh arasindadir. Bu diistik
havalandirma hizlari, képiik kiric1 ve kayma gerilimi koruyucu
ajanlarinin kullanimini azaltmaktadir [15],[79]-[82].

Bocek hiicre kiiltlirti ortaminda kabarcigin biyoreaktor icinde
ylikselmesi  siiresince  hiicre-kabarcik  etkilesimlerini
incelemek icin yiiksek hizli video mikroskopisi ¢alismalari
yapilmistir [77],[83]. Hiicrelerin tek basina ya da kiimeleserek
yukselen kabarciga tutundugu ve sivinin tist kismina tasindigi
gozlenmistir. Bu hiicreler besi ortaminin yiizeyindeki kopiik
tabakasinda yiiksek konsantrasyonda akiimiile olmaktadir.
Kabarciklarin gaz-sivi ara yiizeyinde patlamasi, figkiran sivinin
yukar1 ve asag1 dogru ilerlemesine ve kabarciga tutunan bdcek
hiicrelerini 6ldiirmek ve zarar vermek i¢in yeterli biytikliikte
kayma gerilimi olusumuna (= 5 N/m2) sebep olmaktadir. Asag
ve yukari dogru ilerleyen sivilarda kabarciklarin patlamasi
nedeniyle her patlamada Sf9 hiicrelerinin %75’inden
fazlasinin, yaklasik 1200 tane, 61diigii tespit edilmistir [75].

Hiicre zararlarinin ¢ogu Pluronic F 68 gibi polimer
surfaktanlarin ortama ilave edilmesi ile 6nlenebilmektedir. Bu
ajanin ortama ilavesi %0.1-0.2 civarinda olmahdir [83],[84].
Pluronic F 68’in ortama eklenmesi hiicrenin kabarciklara
tutunmasini ve sivi ylizeyinde kabarcik patlamasinin hiicre
Olimiine sebep olmasimni engellemektedir. Polimerik
surfaktanlar hiicrelerin kabarciklara tutunmasini gaz-sivi ara
ylzeydeki  yiizeyler arast  gerilimi azaltmasi ile
onleyebilmektedir. Ancak, bu surfaktanlarin kullanimi hiicre
ile etkilesimleri membran gecirgenligini ve hiicre
parcalanmasini  etkileyebilecegi icin  sirlandirilmistir.
Metilselilloz, serum, karboksimetilselilloz, sigir serum
albumini ve desktran gibi surfaktanlar bulunmasina ragmen
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bocek ve memeli hiicreleri i¢in hazirlanan pek ¢ok ticari
serumsuz hiicre Kkiiltiiri ortami Pluronic F-68 igcermektedir
[75],[85].

Hiicre Kkiiltiir ortamlarinin kabarcik igcermeyecek sekilde
havalandirilmast islemi membran havalandirma olarak
isimlendirilmektedir. Burada agcik-porlu membranlar veya
difiizyon membranlari kullanilmaktadir. Membran
havalandirmanin avantajlari, hiicreleri mikrohava dagitici
etkisiyle olusan kayma gerilimine karsi korumasi ve kopiik
olusumunu engellemesidir. Ancak, prosesin karmasikligi,
limitli tasarim verilerinin olmasi, bliyilk membran alanina
ihtiyac duyulmas1 ve bakimi-temizlenmesinin zor olmasi gibi
birtakim  dezavantajlari  bulunmaktadir  [80],[86],[87].
Sekil 6’da seramik mikropiskiirtiicii ve membran
puskiirtiiciiler verilmistir. Baz1 literatiirler havalandirma igin
kullanilan piskiirtiicii ¢esitlerinin bocek hiicrelerinin gelisimi
ve canliligl izerine etkileri konusunda birbiri ile
celismektedir. Jain ve dig. [88] ve Caron ve dig. [89]
havalandirma i¢in kabarciksiz silikon tiip, mikropiiskiirtiicii ve
orifis piskiirticiiniin kullanilmasinin Pluronic F 68 ilaveli
ortamda Sf9  hiicrelerinin  gelisim  karakteristiklerini
etkilemedigini rapor etmesine karsin Blanchard and Ferguson
[90] calismasinda SF II 900 SFM serumsuz %0.1 (w/v)
Pluronic

F-68 iceren ortamda hava pilskiirtmenin silikon tiip
kullanilarak gaz verme islemine kiyasla enfekte olmamis Sf9
hiicrelerinin canlihigina negatif etkisi oldugunu bildirmistir.

(a) (b)

Sekil 6: (a): Seramik mikropiiskiirtiicii ve (b): Silikon
membran havalandirma sistemi (Springer images, 2011).

Bu etkiye neden olan faktdrlerin mikropiskiirtiiciiniin tipi, por
biiyiikliigii, havalandirma hizi ve ortaya ¢ikan kayma gerilimi
oldugu agiklanmistir. Pek c¢ok ¢alisma grubu biiylik olcek
liretim i¢in rutin olarak karistirmali tank ya da hava kaldirmali
biyoreaktér ve bunlarin ekipmanlarini kullanmaktadir [91].
Karistirmali tank biyoreaktorlerde yapilan biiyliik 6lgekli
bocek hiicresi iretimlerinde halka piskiirtiicii siklikla
karsilasilan plskiirtiicii ¢esidi olmustur. Bu piiskiirtiicii hava
ve/veya oksijen hizi1 ve Kkaristirici hiz1 birlikte biyoreaktor
ortaminda olusan kayma geriliminden sorumludur [92].

4.5.2 Karnstirici Secimi

Kiiltiir ortaminin uygun sekilde karistirilmasi, hiicrelerin,
besinlerin, sicakligin ve pH gibi etkenlerin homojen dagilimi
icin olduk¢a 6nemlidir. Silindirik tank bir ya da daha fazla
karistiric1 igerebilir. Siispanse kiiltiirlerde genellikle marin,
pedal veya segmentli tipte ve aksiyel karistirma saglayan
karistirict  tipleri mevcuttur. Ayrica biiytik Kkaristiric
(Dkanstiric/Deank = 0.5), daha iyi homojenizasyon saglarken
hiicre hasarini da azaltmaktadir. Karistirma hizi genellikle

calisma hacmine bagh olarak 50-80 rpm arasinda
degismektedir [15],[30],[31]. Ayrica hiicrelerdeki mekanik
hasar1 azaltmak ve daha homojen karistirma saglayabilmek
icin bicaklar arasi ¢ap ve bicak tipi degistirilebilmektedir.

Bocek  hiicreleri ile yapilan ¢alismalar incelendiginde
karistiricl tiplerinden kullanim sikligina gore sirasiyla egimli
cark (pitched blade), marin ve Rushton tiplerinin tercih
edildigi goriilmektedir. Sekil 7’de farkli karistirici tipleri
gorilmektedir. Segilecek olan karistiricinin, yiiksek karistirma
kapasitesi ile birlikte diisiik kayma gerilimi olusturmasi ve gii¢
aktariminin 1 kw/1.000 L'den az olmasi gerekmektedir.
3 bigakli segment karistiricilar, diisiik karistirma hizlarinda
bile homojen karistirma ve ayrica bigaklar arasi yaklasik 45°
act bulundugundan es zamanh aksiyel ve radyal akim
olustururlar. Bununla birlikte marin karistiriciya gére daha iyi
bir karlstlrma ve yuksek kia saglamaktadlrlar [31].

?@m

Sekil 7: Biyoreaktorlerde kullanilan ¢esitli karistirici tipleri
(Doyle and Griffith, 1998). (a): 6 bigakl turbin, Rushton turbin
karistiricy, (b): Hollow bigakli karistiricy, (c): 3 bigakli segment

karistiricl, (d) Marine karistiricy, (e): 2 bigakl segment

karistiricy, (f): Yamuk bigakl karistirici, (g) Kiire,
(h): Iki m karistiricl.

Karistirma havalandirmaya ek olarak pek ¢ok piiskiirtmeli
biyoreaktérde hiicre zararlarina sebep olan bir diger
faktordiir. Siispanse hiicreler gaz-sivi ara ylizey ortadan
kaldirildig1 zaman siklikla yiiksek karistirma hizlarini tolere
edebilmektedir. Karistirma kaynakl hiicre zarar1 Kolmogorov
girdaplarinin olusumu nedeniyle meydana gelebilmektedir
[93],[94]. Hiicre =zararinm1 oOnlemek icin biyoreaktor
havalandirma ve karistirma hizlarimin kullanilan karistirict
dikkate alinarak optimize edilmesi ve olusan kayma
geriliminin hilicre zararina yol agmayacak bir aralikta
tutulmasi gerekmektedir. Biiytlik 6l¢cekte, endlistriyel liretimler
icin, yapilan ¢alismalarda karistirmali tank ile birlikte hiicre
gelisimi ve enfeksiyonu i¢in genellikle Rushton tip
karistiricilar uygulanmistir.

Metin igcinde temel hatlar: ile ele alinan konulara ek olarak
ozellikle viral vektorlerin, bdcek hiicre hatlarinin ve
biyoreaktorlerin tasarimindaki gelismeler, protein
katlanmalarini, ekspresyonlarini daha yiiksek verim ve daha
giivenli laboratuvar ekipmanlar: ile gerceklestirmeye imkan
verebilmektedir. Bu nedenle rekombinant protein iiretimi icin
bécek  hiicrelerinin  baculovirus ile transfeksiyonuna
ontimiizdeki yillarda ilginin ¢ok fazla olacagi 6ngorilmiistiir.
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