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Sekil 1: Yitzeye-bagiml hiicre kiiltiir sistemleri (5/V: Yiizey/Hacim).

plazminojen aktivatorleri vb.) tiretimi amaciyla giiniimiizde yaygin bir kullanim
alanina sahiptir. Ancak, tiretimin endiistrivel boyutta gerceklestiriimesi konusunda
onemli sorunlar mevcut olup, ¢éziim amaciyla yogun calismalar strdiiriilmektedir.

ticre kiltironGn temeli, cesitli doku ya da or-

ganlardan izole edilen hiicrelerin suni besi or-
tamlannda tretilmesi ve iretilen hiicrelerin de in-vitro
kosullarda farkl organizmalar olarak davranmasina
dayanir, Hilere kiltiir(, doku ya da organdan enzi-
matik, kimyasal ya da mekaniksel yontemlerle izole
edilen hiicrelerle hazirlanabilecegi gibi, mevcut
“hilcre-soylan" kullanilarak da hazirlanabilir, Modern
anlamdakj '‘hayvansal hiicre teknolojisi” gtintim{z-
den 40 yil kadar 6nce Earle ve grubu tarafindan hiic-
re Uremesini destekleyecek suni besi ortaminin ge-
ligtirilmesiyle baslamis olup, ilk olarak polio (gocuk
felei) virtisinn Uretiminde kullanlmis, bunu tip ve
veteriner amach diger asilar ve Tablo'dan verilen
triinler izlemistir.

1980'li yillarda Rekombinant DNA teknolojisin-
deki gelismelere bagl olarak, instlin, interferon gi-
bi pek ¢ok proteinin bakteriyal sistemlerde dretile-
bilmesi karsisinda, hayvansal hiicrelerin protein lre-
timindeki kullanim potansiyeli Gnemini kaybetmeye
baslar gériinmis; ancak kompleks tersiyer ve kua-

* Dog¢.Dr., Hacettepe Llniversites, K:’m_';u_ Muhvm-ﬁxh'gi
Bélima, Beviepe, Ankara.
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terner yapilara sahip proteinlerle, translasyon son-
rast modifikasyon gerektiren proteinlerin bakteriyal
sistemlerde tanimlanamamasi, bu tlr yapilann “ge-
netik olarak manipille edilmis hayvansal hicrelerle”
dretimini gerekll kilmistir. S6z konusu Urlinler ara-
sinda Hepatit B viris ylzey antijeni, plazminojen ak-
tivatorleri ve monoklonal antibadiler sayilabilir.

Hiicre teknolojisinde son 10 yil igerisinde yapi-
lan ¢alismalar, Gretim kapasitesinin endlstriyel bo-
yutlara ¢ikanlmasi konusunda agirlik kazanmistir,
Secilen hedef, hayvansal hiicreler igin de mikrobi-
yal hilcrelerdekine benzer endiistriyel fermentasyon
proseslerinin gelistiriimesidir. Ancak, her ki hilcre
tir igin de aymi temel kavramlar gegerli olmasina
ragmen, aralarindaki yapisal farkliliklar (ozellikle hay-
vansal hiicrelerin (ireme hizinin yavas olusu ve ko-
laylikla pargalanabilen plazma membranina sahip
oluslan), hayvansal hiicre kilturleri igin daha degi-
sik proseslerin gelistiriimesini gerekli kilmistir.

HUCRE KULTUR SISTEMLERI

Hayvansal hilcre kdltirleri, hiicrelerin dreyebil-
me kosullarina baglh olarak, 'tek-tabaka hucre
kiiltirleri*' ve ‘‘stispanse kiltirleri"’ olmak tzere iki
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sekilde ylrititlebilirler. Ureyebilmesi igin kati bir des-
tege tutunmayi gerektiren hiicreler, "'ylizeye-bagimli
hiicreler"' olarak adlandinlir ve tek-tabaka kilttrler-
de dretilirler. Stispanse hiicreler ise, mikrabiyal hilc-
relere benzer olarak kiltir ortaminda serbest durum-
da Greyebilirler.

Tek-tabaka hicre kdltiirinde temel basamak,
hiicrelerin kiltlr kabinin yiizeyine yapismasidir. Hiic-
re yayilma ve remesi, ancak uygun yilzeye yapis-
ma gergeklestikten sonra baslar. Hiicreler tim yii-
zaylere yapismayacag gibi, yapismanin gercekles-
tigi ylizeyler de Gremeyi inhibe edebilir, Yiizeydeki
makromolekiiler organizasyon, yik tiril ve yogun-
lugu, islatilabilirlik ve fiziksel yapi hilcre-ylizey etki-
lesimindeki énemli dzellikler olarak siralanabilir, Do-
gal yGzeyler (kollojen, glikoproteinler vb.) ve yapay
ylizeyler (cam, polisitiren, teflon vb.), istenilen 6zel-
likleri tasiyan yapilar olarak hiicre kiltiriinde kulla-
nilmaktadir.

Yiizeye-bagimh hiicrelerin tiretiminde yaygin ola-
rak Kullanilan cihazlar, genel olarak cam veya paoli-
sitirenden imal ediimis petri kaplan ve déner sise-
lerdir. 1 litrelik doner sise yaklagik 500 cm2 ¢ yiizey
alanina sahiptir ve hiicre yapisma ve Uremesi, ic yii-
zey duvaninda gerceklesir. Siseler inkibatdre yer-
lestirilip, yavas hizda déndiirilerek i¢ ylizeyin tama-
minin hiicre tarafindan kullaniimasi saglanir, Sise
hacmi basina yizey alani son derece diisiik oldu-
dundan, ticari bayuttaki calismalar igin sise sayisi-
nin artinimasi gerekmekledir. Bu da, yiksek yatirim
ve isletme maliyetine ve ortam kosullarinin kontro-
IUniin zorlasmasina neden olmaktadir, Birim hacim-
deki ylzey alaninin artinlmasi i¢in son yillarda, ya-
pay kapilerler, cam boncuklu kolon sistemleri, Gyro-
gen, plastik torbalar, spiral film, seramik matriks ve
mikrotastyici-destekli kiltdr sistemleri gibi cesitli sis-
temler gelistirilmistir, Bu sistemler Sekil 1'de sema-
tik olarak gosterilmistir. Sistemler arasinda en uy-
gunu mikrotasiyici-destekli killtur reaktorleri olup,
ylizeye-bagiml hiicre kiiltirlerinin mikrolasiyici sis-
temlerde yiratiimesi fikri ilk olarak Van Wezel ta-

Hayvansal Hiicre Kiiltiirleri ile Uretilen
Biyolojik Maddeler

Asilar Hiicresel Kimyasallar

Sap (Foot and Mouth) a-interferon
Cocuk Felel (Polio) g-interferon
Kuduz interleukin-2
Kizamikgik Plazminojen Aktivatord
Kizamik Thymosin
Kabakulak

immiinobiyolojik
Hormonlar Maddeler

Biylme Hormonu Monoklonal Antibadiler

Prolaktin Teshls Amach
ACTH Pasif Asi Olarak
Laboratuvar Amagl
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Sekil 2: Mikrotasivici-destekli sistemiere ait optik fo-
tograllar, 1) mikrotasiyicilar; b) mikrotagiyicr yiize-
yine hiicre yapismasi; ¢) yiizeyde hiicre yayilmasi; d)
hiicre @iremesi,

rafindan ortaya atilmis ve DEAE (dietilaminoetil)-
Sephadex A-50 (Pharmacia), ticari iyon-degistirici re-
gine, mikrotasiyici olarak kullanilmistir. Bu yeni yak-
lagimda hicreler, kiiltur ortaminda hafif kanistirmayla
(yaklasik 60 devir/dakika) sispanse halde tutulabi-
len ve ‘‘mikrotasiyic1” olarak adlandinlan, polimerik
yapidaki kati kiirelerin yGzeyinde Gretilirler. Dekstran,
jelatin, polisitiren, cam ve selilloz temelli gok sayi-
da mikrotasiyici ticarl olarak mevcuttur. Mikrotasi-
yicilar, uygun yizey 6zelliklerine sahip olmalari ya-
ninda, yogunluklarn 1,03-1,04 g/ml, ¢aplar 100-230
mikron araliginda ve seffaf olmalidir. Ayrica, toksik,
kanserojenik ve rijit ozellikler géstermemeleri iste-
nir. Mikrotasiyici-destekli sistemiler, yiksek alan/ha-
cim oran| nedeniyle dretim kapasitesinin artmas,
hiicre Uretiminin birgok kigok Uretim (nitesi yerine,
tek bir yliksek tiretim kapasitesindeki reaktorde ger-
ceklestiriimesiyle, kiiltir ortaminin ekonomik bir se-
kilde kullaniminin mamkiin olusu, kontaminasyon ris-
kinin azaimasi, ortam kosullannin milkemmel bir se-
kilde kontrol edilebilmesi, mikroskobik inceleme ve
kimyasal testler icin ortamdan kolaylikla 6rnek al-
nabilmes| gibi avantajlara sahiptirler.

Sekil 2'de dekstran yapisindaki Cytodex-1 mik-
rotasiyicilar (Pharmacia) ile yapisma, yayillma ve fire-
me evrelerinde mikrotasiyici yiizeyindeki Baby
Hamster Kidney (Yavru Hamster Bobrek Hiicresi,
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BHK) hilcrelerini gosteren optik mikrofotograflar ve-
rilmigtir. Fotograflar Ankara Sap Enstitlisi'nde yap-
igimiz ¢calismalardan alinmistir (Kiremitgi, Girhan,
1990).

Gulndmiizde, mikrotasiyici-destekli sistemler, pek
cok firma tarafindan endstriyel boyulta Gretim ama-
cryla kullaniimaktadir. Ornedin Fransa'da Merieux
Enstitiisi tarafindan gocuk felci ve kuduz asilarinin
Uretimi 1000 litre kapasiteli mikrotasiyici-destekli re-
aktorlerde gerceklestiriimektedir. Ayrica, ticari olma-
yan pek cok mikrotasiyic sistemle de calismalar stir-
diiriilmektedir,

Son yillarda, ylzeye bagimli hiicrelerin tiretilmesi
icin, KC Biological ve Corning arastirmacilari tara-
findan tamimlanan diger bir sistem, kare kesitli ka-
nallar iceren seramik matriksden olusmaktadir. Si-
lindirik yapidaki bu sistem ile yiiksek alan/hacim ora-
nina ulasiimaktadir. Kiltdr ortami, kanallar boyun-
ca sisteme pompalanmakta ve ortamin siirekli sir-
kilasyonu saglanmaktadir. Seramik matrikslerle ula-
silan en genis yiizey alani 18.5 m? olarak kaydedil-
migtir. Bu deger ylzey alani olarak, 5 gllitre derisi-
minde mikrotasiyict iceren 8 litrelik mikrotasiyic: kil
tlr reaktorlne karsi gelmektedir. Mikrotasiyici sis-
temlerle 1000 litrelik reaktérierde calisididl abz Ani-
ne ahnirsa, seramik matrikslerde bu degere
ulasilabilmesi icin reaktdriin gok fazla biyitiimesi
gerektigi soylenebilir. Seramik matriks, hibridoma
hicrelerinin Gretiminde kullaniimaktadir,

TUmaor hucrelert, 6rnedin Hel.a hiicreleri ve lim-
foblastoidler Uremeleri icin bir ylizey gerektirmeyen
suspanse hiicreler olup, bakteriyal fermantasyonda-
kine benzer ekipmanlarda Gretilirler. Elde edilen
drinler disik maliyette ve miktarca goktur. Son 20
yil icerisinde yapilan calismalarda, 6zellikle asi dre-
timi amaciyla reakidr kapasitesl 8000 litreye kadar
cikartilmigtir. Ancak, bu hilerelerin normal olmayan
kromozomal degisimler ve tiimorjenik tzellikler gos-
termesi, Diinya Saglik Orgiiti tarafindan, stspan-
se hucrelerdan elde edilen biyolojik driinlerin insan
uygulamalarinda kullaniminin yasaklanmasina ne-
den olmustur,

Stispanse hlicre kltirlerindeki diger dnemli hu-
sus, hoerelerin kiltir ortarmindaki karistirmadan kay-
naklanan kayma kuvvetlerine karsi olan asin duyar-
lhigidir. Kayma kuvveltleri etkisinin minimuma indi-
rilmesi amaciyla cesitll tirde kanstiricl dizaynlan ya-
pilmistir. Diger bir sistem ise, “airlift fermentérier"
(hava-kaldirmal))'dir. Bu tlr fermentérierde, ortam re-
aktor tabanindan beslenen hava kabarciklanyla ka-
nstirihr. Glnidmiizde, 1000 litrelik airlift fermentér-
lerde monoklonal antibadi Gretimi yapilmaktadir.

Siispanse hiicre firetiminde diger bir yaklasim
olan mikrokapsilasyon ilk olarak 1980'de Lim ve Sun
tarafindan pankreatik g-islet hiicrelerinin in-vitro ve
in-vivo kosullardaki yasam stresini artirmak amaciyla
kullaniimistir. Bu yéntemde hticreler Ca-Aljinat jel
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icerisinde hapsedilmistir. Elde edilen yari gecirgen
alijinat/poliamin membran besin maddelerinin kap-
sul igerisine girisine ve atik maddelerin kapstlden
uzaklastinimasina izin vermektedir. Sistemin deza-
vantalan olarak, maliyeti, coklu manipilasyon islem-
leri sirasindaki kontaminasyon riski, bazi hticre tir-
lerinin matriks bilesenleriyle uyusamamalari ve kap-
sil icerisine oksijen aktanminin kistianmis olusu sa-
yilabilir, Mikrokapsilasyon, “Damon Biotech" firmasi
tarafindan monoklonal antibadi tretiminde kullanil-
maktadir. Bu amagla, hibridoma hiicreleri yaklasik
500 mikron capindaki aljinat kiireler icerisinde kap-
stle edilmigtir.

Diger bir sistem olan ""hollow-fiber'* reaktrierin
hiicre kultir(nde kullanimi, 1970'lerin basinda ger-
ceklesmis olup, sistem ile ilgili calismalar gunimiiz-
de de sUrdirliimektedir. Reaktér silindirik geomet-
riye sahip olup, selilloz, seliiloz asetat, polisilfon ya
da polipropilen yapisindaki hollow-fiber kapilerleri ic
kisma monte edilmis ve silindirin her iki ucu da ka-
patimistir. Hucreler kabuk tarafinda inokile edilmis-
tir. KUlttr ortam Ise. silindirin bir ucundan digerine
beslenmektedir. Hollow-fiber sistemlerir son uygu-
lamasi monoklonal antibadi tiretimidir. Boyle bir sis-
temin dretim verimliligi sUspanse kltirlerinkinden
cok daha yiksektir.

Biyoteknolojik acidan son derece énemli birgok
maddenin endlstriyel boyutta Gretimine olanak sag-
layacak bu yontemlerin bir kismi endistriyel Gretim-
de yerini alirken, bir yandan da bilim adamlanmin mi-
kemmeli arayi ¢abalan dogrultusunda yéntemler
uzerindeki calismalar yogun bir sekilde strdiiriimek-
tedir. &l
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