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OZET

Biyoteknolojik ilaglar, kompleks ve ¢ok cesitli olma 6zellikleri ile jenerik ilaglardan
ayrilirlar. Bu bliyiik molekiillii ilaglar, ¢ekirdekli veya ¢ekirdeksiz canli sistemlerde
tiretilebilirler. Biyobenzerler, orijinal biyoteknolojik iriinlerin pazardaki talebini
secencklendirmek ve tiretim maliyetini diisiirmek amaciyla ortaya ¢ikmistir. Amerika
Gida ve Ilag Kurumu ile Avrupa ila¢ Kurumu otoriteleri, biyobenzerlerin Kalite,
giivenlik ve etkinlik acisindan orijinal liriinlere benzemesi gerektigini belirtmistir. Bu
calisma, orijinal monoklonal antikor bazli bir biyoteknolojik ilacin yerli biyobenzer
iiretimini  hedeflemistir ve ILKO ARGEM Biyoteknoloji Merkezi’nde
gerceklestirilmistir.

Calisma boyunca, hedefe spesifik hiicre hatti kullanilarak st akim siireci
yiriitilmiistir. Erlen Olgegindeki optimizasyon caligmalari, medya-besiyeri
taramalar1, medya destekleyiciler ve konsantrasyonlari, hiicre ekim konsantrasyonlari
ve sicaklik degisim parametrelerini inceleyerek baslatilmistir. Optimizasyonlar
sonucunda Besiyeri C ve takviye besiyeri 2 kullanilarak, 4 g/L galaktoz eklemesi ile
1.3 X 10° hiicre/ml konsantrasyonunda optimum kosullar elde edilmistir. Sicaklik
degisim noktas1 33°C ve kiiltiir verimi 3.1 g/L olarak belirlenmistir. Uriin, otoritelerce
belirlenen biyobenzerlik karakterizasyonlarina tabii tutulmustur.

Laboratuvar dlgeginde elde edilen optimum kosullar ile 3L ve 10L 6l¢ek biiyiitme
calismalar1 yiiriitilmiistiir. Biiylik 6l¢ek calismalarinda biyoreaktor igerisindeki pH,
ortam sicakligl, ¢ozlinmiis oksijen seviyesi, karistirma hizi ve gii¢ sayist optimize
edilmistir. Optimum kosullar 50% ¢6ziinmiis oksijen seviyesi, pH 6.95, 36.5°C ortam
sicaklig1 ve gli¢ sayis1 17 olarak belirlenmistir.

Optimizasyon g¢aligmalar1 sonucunda, referans iiriine benzer, kalite standartlarini en
yiiksek verimle saglayan, laboratuvar dl¢egi ve biiyiik 6l¢ek olarak hedefe spesifik bir
tist akim prosesi gelistirilmis ve optimize edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyobenzer, Ust Akim, Monoklonal Antikor, Olcek

Biiyiitme, Proses Optimizasyonu



ABSTRACT

Biotechnological drugs differ from generic drugs due to their complexity and diversity.
These large molecule drugs can be produced in nucleated or non-nucleated living
systems. Biosimilars have emerged to diversify the market demand for original
biotechnological products and reduce production costs. The FDA (Food and Drug
Administration) and EMA (European Medicines Agency) authorities have specified
that biosimilars must resemble the original products in terms of quality, safety, and
efficacy. This study aimed to produce a local biosimilar of an original monoclonal
antibody-based biotechnological drug and was carried out at the ILKO Argem
Biotechnology Center.

Throughout the study, the upstream process was conducted using a target-specific cell
line. Optimization studies at the Erlen scale began with media screenings, media
additives and concentrations, cell seeding concentrations, and temperature shift
parameters. As a result of the optimizations, optimum conditions were achieved using
Media C and Feed 2, with the addition of 4 g/L galactose and a cell seeding density of
1.3 x 106 cells/mL. The temperature shift point was 33°C, and the culture yield under
optimum conditions was determined to be 3.1 g/L. The product was subjected to
biosimilarity characterizations specified by the authorities.

Scale-up studies from the laboratory scale to 3L and 10L were conducted using the
optimum conditions obtained. In the large-scale study, parameters such as pH, ambient
temperature, dissolved oxygen level, agitation rate, and power number in the
bioreactor were optimized. The optimum conditions were determined as 50%
dissolved oxygen level, pH 6.95, ambient temperature of 36,5°C, and power number
17.

As a result of the optimization studies, an upstream process that meets quality
standards similar to the reference product with the highest yield was developed and
optimized both at the laboratory scale and large scale.

Keywords: Biosimilar, Upstream, Monoclonal Antibody, Scale-Up, Process
Optimization
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1. GIRIS

Biyobenzer, kalite, giivenlik ve etkinlik acisindan halihazirda onaylanmis bir
biyoteknolojik iiriinle karsilastirilabilen bir biyoteknolojik iiriindiir. Ulkemizde
biyoteknoloji alaninda g¢alismalar siirdiiriilmektedir fakat heniiz ¢aligmalar yeterli
seviyeye ulasmamistir. Bu durumun degismesi i¢in yenilik¢i {irlinlerin de
hedeflenmesi ve oncelikle genel olarak biyoteknolojiye ait bilgi birikiminin, yetkin
kadrolarin arttiritlmasi ve uygun altyapilarin kurulmasi ihtiyact mevcuttur. Bununla
birlikte, biyobenzer liretimlerinde genelde hazir ve ithal hiicre hatt1 kullanilmakta olup,
bu hiicre hatlar1 da ilacin maliyetini artirmaktadir. Bu sebeple, en basindan itibaren
yerli iiretimi hedeflemek akilct bir yontem olarak goriilmektedir. Bu sebeple, projede
tiretilecek biyobenzer monoklonal antikor {irlinlerinde ILKO tarafindan gelistirilmis
yerli hiicre hatlar1 kullanilacaktir. Sektorde ihtiya¢ duyulan 6zellikle besiyeri, regineler
gibi ana hammaddelerin, plastik sarflarin, maliyetli analitik kitlerin yerli olarak gerekli
kalitede iretilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu girdilerin yurt disi bagimli olarak
saglanmasi, hem malzeme terminlerini kabul edilemeyecek seviyede uzatmakta hem
de maliyetleri doviz endeksli olarak arttirip, siirdiiriilebilirlikten uzaklastirmaktadir.
Biyoteknolojik {irlinlerin ve biyobenzer iirlinlerin gelistirilmesinde belirli kisimlarin
iilkemizde yapilmast miimkiindiir. Bu ¢alisma ARGE ve iretim girdilerinin

yerlilestirilmesi ihtiyacina katki saglayacaktir.

1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve i¢erigi

Projede kanser tedavisinin gelecegi olan insan mAb biyobenzerlerinin ILKO
Biyoteknoloji Merkezi’nde iiretilmis hiicre hatt1 platformu kullanilarak pilot iiretim
altyapisinin kurulmasi amacglanmaktadir. Tiim protein ve mAb {irlinler i¢in uygun olan
bu altyapinin kullanima hazir hale getirilmesi, diger biyobenzerler ve devaminda
tilkemizi ilag sektoriinde 6ne gecirecek yenilikgi iirlinlerin gelistirilip tliretilmesine
biiyiik katki saglayacaktir. Talep miktari, endikasyonlarinin iilkemizde ve diinyadaki
yayginlig1 goz 6niinde bulundurularak belirlenmis olan ve yerli olarak {iretilmeleri ile
hastalarimizin tedavisi i¢in fayda saglayacaktir. Projede, proses gelistirme, pilot 6lgek

biiylitme ve {retim, etkililik ve giivenlilik ARGE safhalarinin tamamlanmasi



amagclanmistir. Calismada ILKO ARGEM Biyoteknoloji Merkezi tarafindan iiretilmis
6E3 klonu ile {ist akim proses gelistirilerek biyobenzer iiretimi ¢aligmasit yapilmistir.
Erlen calismalar1 oncesinde ii¢ farkli klona stabilite c¢alismasi yapilmistir. Bu
klonlardan 30B4, 12D8 ve 6E3 klonuna stabilite c¢alismasi yiiriitilmistiir. 6E3
klonunun yiiksek verimlilik ve uygun kalitede iiriin {iretmesi i¢in optimizasyon
calismalar1 gergeklestirilmistir. Erlen ve biyoreaktor seviyesinde yiiksek verimlilikte
ve uygun profilde iiriin elde etmek iizere tiretim kosullar1 optimize edilecektir. Bu
amacla, metabolit miktarlari, hiicre biiylime profilleri, canlilik, verimlilik, protein
genel karakteri analiz edilerek, en uygun pH, oksijen, sicaklik, besleme stratejisi
kosullar1 belirlenecektir. Bu kapsamda 6E3 klonu i¢in 6lgek biiyiitme sabit gii¢ sayisi
(P/V) stratejisi kullanilarak yapildi. 3L biyoreaktor ve 10L biyoreaktor olmak iizere
Olgek biiylitme denemeleri gergeklestirilecektir. Son olarak prosesin tekrarlanabilirlik

calismalart yapilmistir (Sekil 1.1).

Erlen Olgegi \ / Biyoreaktor Olgegi
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Sekil 1.1: Biyobenzer monoklonal antikor iiretiminde erlen 6lgegi ve biyoreaktor
Olceginde optimizasyon ve Olgek biiyiitme caligmasi ozeti.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Terapotik Monoklonal Antikor

Monoklonal antikorlar, belirli bir hedefe spesifik olarak baglanabilme yetenegine
sahip, laboratuvar ortaminda firetilen tek bir klona sahip hiicre soyundan gelen
immunoglobinlerdir [Nelson vd., 2000]. Bagisiklik sistemi tarafindan dogal olarak
tiretilen antikorlar gibi, viicuttaki belirli varliklar1 hedef alarak islev goriirler, ancak
kontrollii bir laboratuvar ortaminda iretilirler ve genellikle tibbi tedavilerde
kullanilirlar [Buss vd., 2012]. Monoklonal antikorlar giiniimiizde biyoteknoloji ve
biyofarmasétik alaninda yaygin olarak kullanilan molekiillerdir [Li vd., 2010]. Son
zamanlarda memeli hiicre kiiltlirlinde monoklonal antikor (mAb) iiretimi esas olarak
bliylik 0Olgek karigtirmali tank reaktorlerinde ve kesikli besleme siireci ile
gerceklestirilmektedir. Terapdtik proteinlerin liretiminde ¢ogunlukla rekombinant Cin
hamster yumurtalik (CHO) hiicreleri olarak adlandirilan hiicreler kullanilmaktadir
[Kunert ve Reinhart, 2016]. Bunun asil sebebi kiiltiir ortaminda siispanse halde
kolayca biiyliyebilmesi ve insana benzer glikozilasyon izleri tagimasindan
kaynaklanir. Monoklonal antikorlar genel olarak yaklagik 150kDA biiyiikliigiinde olup
agir ve hafif zincir giftlerinden olusan proteinlerdir. (5) Bir degisken bolge (VH),
mentese bolgesi ve lic adet sabit bolge (CH1, CH2 ve CH3) ile agir zincirleri
olusturmaktadir. Bir degisken bolge (VL) ve bir sabit (CL) bolge ise hafif zinciri
olusturmaktadir (Sekil 2.1) [Moorthy vd., 2015].
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Sekil 2.1: Monoklonal antikorun genel yapisi.



2.2. Biyobenzerler

Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) tanimina gére; biyobenzer ilag, ruhsatli referans
(orjinatdr) biyoterapotik liriine kalite, giivenlilik ve etkinlik acisindan benzer olan
tirtindiir [Kang vd., 2023]. FDA (Food and Drug Administration) ve EMA (European
Medicines Agency) otoritelerinin tanimlamalarina gore biyobenzerler mevcut FDA
onayli referans iiriine veya EMA onayl {iriine olduk¢a benzeyen ve klinik olarak
anlamli farkliliklar1 olmayan biyolojik bir iiriindiir [Gherghescu ve Delgado-Charro,
2021]. Biyobenzer halihazirda onaylanmis bir biyoteknolojik iiriinle kalite, giivenlik
ve etkinlik agisindan benzer olan {iriin olarak tanimlanmaktadir [Baskan, 2022; Ishii-
Watabe ve Kuwabara, 2019]. Basta yapisal olmak iizere etkinlik ve farmakokinetik
Ozellikler bakimimndan da biyobenzer olmalari gerekmektedir. Farmasotik form,
formiilasyon ve kalite parametreleri ag¢isindan referans tirlinden farkliliklar

gerekgelendirilmelidir [Ishii-Watabe ve Kuwabara, 2019].

2.2.1. Kanser Tedavisinde Biyobenzerlerin Rolii

Diinya genelinde kalp ve damar rahatsizliklarindan sonra en ¢ok can alan hastaliklarin
basinda kanser gelmektedir. Bu agidan kanser hastaligi i¢in gelistirilecek teknolojiler
insan saglig1 igin 6nemli bir rol oynamaktadir. Ozellikle iilkemizde kanser tedavisinde
kullanilan ilaglarin maliyetleri ¢ok yiiksektir, bu nedenle biyoteknolojik {irtinlerden
onkoloji tedavi grubunda bulunan iriinler odak noktasi haline gelmistir [Joshi vd.,
2022]. Insan monoklonal antikorunun biyobenzeri olmasi hedeflenen iiriinlerin en
yaygin endikasyonu, tiim kanserlerin %10.9-11.6'sim1 olusturan kiiciik hiicreli dis
akciger kanseridir [Zahavi ve Weiner, 2020]. Bunun disinda melanom, Malign plevral
mezotelyoma, diinya ¢apindaki tiim yeni kanser vakalarinin 2%'sini olusturan renal
hiicreli karsinom (bdbrek kanseri), klasik Hodgkin lenfoma, bas ve boyun skuaméz
hiicre kanseri, mesane kanseri, 6zofagus kanseri gibi kanser hastaliklar1 tedavilerinde
kullanilabilir [Malakar vd., 2024]. Bunun yani sira, bazi kanser ¢esitlerinin
tedavisinde, kemoterap6tik ajanlar ile kombinasyon yapilarak da kullanilabilmektedir

[Joshi vd., 2022].



2.2.2. Biyobenzerlerin Ekonomiye Olan Katkisi

EIS Tiirkiye Ilag Pazar1 Ocak-Eyliil 2020 yayinina gore, 2020 yil1 ilk 9 ay itibariyla
biyoteknolojik ilaglar degerde 23,4% artis orami ile 6.180,5 milyon TL satisa
ulasmigken, referans biyoteknolojik tirlinler 21,3% artis la 5.542,1 milyon TL'ye
ulagmistir. Biyobenzer ilaglarin Tiirkiye'deki pazar pay1 46% biiyiiyerek 638,4 milyon
TL olarak belirlenmistir. Her gegen giin artan biyoteknolojik ilaglarin pazar pay1 goz
Oniine alindiginda, biyobenzer iirlin gelistirilmesi ve ticari tiretimi Tiirkiye icin
kaginilmazdir (Sekil 2.2). Ulkemizde halen biyoteknolojik ilag ARGE c¢alismalart
siirhidir ve ARGE siirecinin bdliinmez bir basamagi olan pilot 6lgek caligmalari i¢in
uygun altyapilar kisithdir. S6z konusu teknolojilerin iilkemizde etkin hale gelebilmesi
ve gerekli altyapilarin olusturulabilmesi ilag sanayimiz i¢in dnemlidir. IEIS tarafindan
yayilanan biyoteknolojik ilaclar kitap¢igina gore (2016) "Tiirkiye' de 1 kilogram
biyoteknolojik ilaca ortalama 1 milyon dolar 6denmektedir ve Biyoteknolojik ilaglarin
kiiresel ila¢ pazarindaki agirliginin artisi ile birlikte ithalata bagli bir biyoteknolojik
ilag tedarik modeli Tirkiye icin siirdiiriilebilir degildir ve yerli tretim ile
desteklenmedigi takdirde Tiirkiye'nin ilagtan kaynaklanan cari agi§inin artacagi
ortadadir." Yerli projeler s6z konusu iriin ithalatin1 azaltmak ve kamu maliyesine
katkida bulunmakla birlikte hastalarimizin yerli biyoteknolojik ilaglara daha uygun
maliyetle erisimini miimkiin kilarak, s6z konusu sorunlara ¢dziim olusturacaktir.
Ulkemizin diinya biyoteknoloji sektdriinde yer edinmesi ihtiyact olmakla birlikte
tilkemizdeki galismalar biyoteknolojideki Oncii iilkelere gore heniiz yeterli diizeyde
degildir. Bu durumun degismesi i¢in yenilik¢i iirlinlerin de hedeflenmesi ve oncelikle
genel olarak biyoteknolojiye ait bilgi birikiminin, yetkin kadrolarin arttirilmasi ve
uygun altyapilarin kurulmasi ihtiyact mevcuttur. Bununla birlikte, biyobenzer
tiretimlerinde genelde hazir ve ithal hiicre hatti kullanilmakta olup, bu hiicre hatlar1 da
ilacin maliyetini artirmaktadir. Bu sektorde ihtiya¢ duyulan Ozellikle besiyeri,
recineler gibi ana hammaddelerin, plastik sarflari, maliyetli analitik kitlerin yerli
olarak gerekli kalitede lretilmesine ihtiyag duyulmaktadir. Bu girdilerin yurt dis1
bagimli olarak saglanmasi, hem malzeme terminlerini kabul edilemeyecek seviyede
uzatmakta hem de maliyetleri doviz endeksli olarak arttirip, siirdiiriilebilirlikten
uzaklastirmaktadir. Biyoteknolojik {irlinlerin ve biyobenzer {irlinlerin gelistirilmesinde
belirli kisimlarin iilkemizde yapilmasi miimkiindiir. ARGE laboratuvarinda ve tiretim

alaninda yapilacak proses gelistirme ve Olcek biiyiitme calismalarina ek olarak, viral



giivenlik analizlerinin, hiicre bankas1 karakterizasyonunun, O6zellikle sinomolgus
maymun c¢aligmalarinin dis partilerde hizmet olarak yaptirilmasi gerekmektedir. Fakat
bu c¢aligmalarin birgogunun iilkemizde yapilmasi henliz miimkiin degildir. Bu durum
hem iirtin gelistirmeyi daha maliyetli hale getirmektedir, hem de siirecleri

uzatmaktadir.
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Sekil 2.2: Biyobenzer pazarinin biiytikligii.

2.3. Genel Proses Gelistirme Adimlar

Biyoteknolojik ilaclarin iiretim prosesi iist akim prosesi ve alt akim prosesi olmak
tizere kiiltivasyon ve saflagtirma olarak ayrilmaktadir [Guajardo & Schrebler, 2024].
Ust akim prosesinde elde edilen biyobenzer ilaglar, alt akim prosesinde ilk olarak
filtrasyon/ santrifiij/ c¢oktiirme yontemleriyle hiicre ve hiicre kalintilarindan
arindirilmaktadir [Liu vd., 2010; Singh vd., 2013]. Santrifiij teknigine kiyasla
filtrasyon teknigi, 6lgeklenebilir olusu ve maliyeti agisindan yaygin kullanilan bir
yontemdir [Brinkmann vd., 2018]. Hiicrelerinden ayrilan hasat, yakalama (capture)
kromatografi yontemi ile kisa siirede en yiiksek verimle ve en yiiksek saflikta iiriin
eldesini saglamaktadir. Yakalama kromatografisi, afinite kromatografi teknigine
dayanmaktadir. Ust akim proses teknolojisi ¢caligsmalari, hiicre kiiltiirii uygulamalar1 ve
biyoreaktdr teknolojisi alt basliklari kapsamaktadir [Chen vd., 2018]. Ust akim
prosesi kapsaminda biyoreaktor teknolojisi hedef iiriiniin en yiliksek verimde ve
istenilen kalitede tiretiminin saglanmasi i¢in kullanilmalidir [Reddy vd., 2023]. Bu
teknolojinin uygulamasinda, reaktor yiriitiilmesinde kritik olan parametrelerin
optimizasyonu yapilmalidir. Bu asamada, hiicre biiyiime hizi, reaktdr karistirma hizi,
oksijen diflizyon katsayis1, motor giicii gibi parametrelerin hesaplanmasi gibi teknikler
kullanilmaktadir [Reddy vd., 2023]. Alt akim proses teknolojileri ise kolon

kromatografisi ve filtrasyon teknolojisi alt basliklarimi kapsamaktadir. Alt akim



prosesi kapsaminda, kolon kromatografisi kapsaminda son yillarda ileri teknoloji
tiriinleri olan yiiksek iirlin baglama kapasitesine ve impiirite temizleme kapasitesi
yluksek olan reg¢ineler kullanilmalidir. Filtrasyon basamaklarinda ise derinlik filtresi ve
capraz akis teknikleri kullanilmaktadir [Singh vd., 2013]. Yine filtrasyon prosesleri

icin en son gelistirilmis filtreler kullanilmaktadir.

Tablo 2.1: Proses gelistirme adimlarindaki basar1 dlgiitleri ve hedeflenen degerler.

Basan Olgiitii Hedeflenen Deger
) Verimlilik > 2g/It.
Ust akim prosesin eldesi Hiicre Canlilif1 en az 70%
Alt akim prosesin eldesi Verim>55%, Saflik>99%
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Sekil 2.3: Genel proses gelistirme adimlari.

Bir biyobenzerin iiretimi komplekstir ve bircok basamak icerdiginden yaklasik 8-12
yil siirmektedir (Sekil 2.3) [Agbogbo vd., 2019].



Expression vector CHO cells 5
0[S ELISA

oo :
/I\ ® Evaluation Cell surface display

d 3/ Fluorescence intensity
T N

1 Medium adaption

lTransfection

0L

MSX
1 Selection MTX
Antibiotic

Cell pool
P Limited dilution

Single cell cloning FACS
ClonePix

Beacon system

Sekil 2.4: Hiicre hatt1 gelistirme ve iist akim siirecinin dzeti.

Hiicre hatt1 gelistirme ¢aligmalar1 sirasinda ekspresyon vektorii ve CHO hiicrelerinin
transfeksiyonu sonucu olusturulan hiicreler ¢esitli se¢ilimlere tabii tutularak havuzlara
bolinmektedir [W. J. Xu vd., 2023]. Limitli diliisyon ile tek klon diisiirme ¢alismalar1
yapilarak en yiiksek verimi veren hiicreler ile besiyeri adaptasyonuna gecilmektedir.
Once erlen seviyesinde optimizasyon ve daha sonrasinda ise biyoreaktdr seviyesinde
optimizasyonlar ile referans iriine benzer olan biyobenzer {irlin {iretilmesi

amaclanmaktadir (Sekil 2.4).

Biyofarmasotik ve biyoteknoloji sektoriiniin bilgi ve deneyimleriyle artan gerekli
proses parametrelerinin kiiciik 6l¢ekte sistematik bir ¢alisma ile belirlenmesini ve bu
parametrelerin yliksek dogrulukla biiylik olgekli iiretimlere aktarilmasini miimkiin
kilmaktadir [Teworte vd., 2022]. Bu baglamda, kiigiik 6lgekli olarak belirlenen proses
parametreleri biiylik olgekli iiretimlerde hayati 6neme sahiptir. Baska bir deyisle,
kiiciik Olcekte arzu edilen kritik kalite 6zelliklerine sahip bir iirliniin iiretilmesini
saglayan proses kosullari, uygun 6lgek biiytitme modelleri kullanilarak biiyiik 6lgekli

tiretimlerdeki proses parametrelerinin belirlenmesine olanak tanir. Bu durum, aym



kalite 6zelliklerine sahip tiriinlerin biiyiik 6l¢eklerde de kolaylikla iiretilmesini saglar.
Bu nedenle, kiigiik dl¢ekte belirlenen proses parametreleri ile iiretilen {iriin, prototip
olarak kabul edilir. Hiicre kiiltiirii prosesleri, belirli klonlara 6zgii olup yogun bir
optimizasyon siireci gerektirir. Dolayisiyla, yeni bir hiicre soyunun hiicre ve molekiil
ozellikleri géz ontlinde bulundurularak {ist akim prosesinin optimizasyon ¢aligmalari
gerceklestirilir. Hiicre biiyiimesi ve {iriin verimliligi i¢in uygun besi yeri ve besleme
stratejilerinin se¢imi, secilen klonlarin stabilitesinin degerlendirilmesi, pH, sicaklik,
karistirma hizi, oksijen miktar1 ve gaz oranlar1 gibi kritik proses parametrelerinin

belirlenmesi amaciyla optimizasyon ¢aligmalar1 yapilir.

2.3.1. Erlen Seviyesinde Proses Gelistirme Adimlar:

Erlen seviyesinde iist akim optimizasyonu, biyoproses gelistirmede kritik bir asamadir
ve iiretim verimliligini artirmak i¢in cesitli stratejilerin uygulanmasini igerir. Ust akim
prosesleri, mikroorganizmalarin veya hiicrelerin biiyiimesi ve biyomolekiillerin
tiretilmesi icin gerekli olan kiiltiir ortami, sicaklik, pH ve oksijen gibi parametrelerin
optimize edilmesini kapsar. Bu optimizasyon siireci, biyolojik iiriinlerin kalite ve

miktarini 6nemli dl¢iide etkileyebilir [Torkashvand ve Vaziri, 2017].

Erlen seviyesinde yapilan optimizasyon c¢alismalari, laboratuvar Olceginde
gergeklestirilen deneylerin, biyoreaktor tretim siireglerine uygulanabilirliginin bir
bakimdan simiilasyonunu saglar (Sekil 2.5). Bu asamada, kiiltiir kosullarinin yani sira
besin maddeleri, takviye besiyerleri ve diger katki maddelerinin en uygun
konsantrasyonlarinin belirlenmesi hedeflenir. Ayrica, hiicre biiytime hizlari, en yiiksek
hiicre sayis1 ve iirlin olusum kinetikleri gibi biyoproses parametreleri de bu seviyede

detayl bir sekilde incelenir [Mahé vd., 2022].

Optimizasyonun basarili bir gsekilde gergeklestirilmesi, tretim maliyetlerini
diisiirtirken, tirtin safligin1 ve verimini artirabilir. Bu siirecte, matematiksel modelleme
ve simiilasyon gibi araglar da kullanilabilir, boylece deneysel caligmalarin sayisi ve
maliyeti azaltilabilir [Wohlenberg vd., 2022]. Erlen seviyesinde elde edilen veriler,
daha sonra pilot dlgek ve endiistriyel 6lgek iiretim siireclerine aktarilir ve bu sayede

proses gelistirme siireci hizlandirilmis olur.

Sonug olarak, Erlen seviyesinde iist akim optimizasyonu, biyoteknoloji ve biyoproses

miihendisliginde 6nemli bir rol oynar ve biyolojik iiriinlerin daha etkin ve verimli bir



sekilde tiretilmesini saglar. Bu optimizasyon ¢aligmalar1 hem akademik arastirmalarda
hem de endiistriyel uygulamalarda genis bir yelpazede kullanilmakta olup,

biyoteknolojik yeniliklerin temelini olusturmaktadir.

Erlen seviyesinde optimizasyon caligmasi yiriitiiliirken agirlikli olarak besi yeri ve
supleman optimizasyonu gereklidir [Torkashvand ve Vaziri, 2017]. Kritik proses
parametrelerinin belirlenmesi ve optimizasyonu son derece dnemlidir. Karistirma hizi,
besiyeri ve takviye besiyeri, supleman kombinasyonu, besleme stratejisi, hiicre ekim
konsantrasyonu, ek suplemanlar, pH ve sicaklik degisimi gibi parametreler kritik

proses parametreleridir [Wohlenberg vd., 2022].
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Sekil 2.5: Modelleme ile ¢oklu erlen hesaplamalari.

2.3.2. Biyoreaktor Seviyesinde Proses Gelistirme Adimlar

Biyoreaktor seviyesinde {ist akim optimizasyonu, biyoteknolojik liretim siireclerinde
hiicre veya mikroorganizma kiiltiirlerinin en verimli sekilde biiytimesi ve {iriin vermesi
icin gereken kosullarin iyilestirilmesini icerir. Bu optimizasyon, biyoreaktoriin

tasarimi, isletme parametreleri ve besin bilesenlerinin dikkatlice ayarlanmasini kapsar.

Biyoreaktor optimizasyonunun temel amaci, biyolojik sistemlerin maksimum verimle
caligmasini saglamaktir. Bu, hiicrelerin veya mikroorganizmalarin ihtiya¢ duydugu
ortam kosullarin1 en uygun hale getirmekle baslar. Sicaklik, pH, ¢6ziinmiis oksijen ve
karbondioksit seviyeleri gibi faktorler, hiicre metabolizmasi lizerinde dogrudan etkiye
sahiptir ve bu parametrelerin siirekli izlenip kontrol edilmesi gerekmektedir [Li vd.,

2010]. Ayrica, besin maddelerinin dogru miktarda ve zamaninda saglanmasi da kritik
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oneme sahiptir. Besinlerin dengesiz verilmesi hiicre biiyiimesini ve iirlin verimini

olumsuz etkileyebilir.

Biyoreaktor seviyesinde optimizasyonun bir diger onemli bileseni karistirma ve
havalandirmadir. Karistirma, hiicrelerin esit sekilde beslenmesini ve atik {iriinlerin
ortamdan uzaklagtirlmasim1  saglar. Havalandirma ise hiicrelerin  oksijen
gereksinimlerini karsilamak i¢in gereklidir. Hem karistirma hem de havalandirma
stirecleri, biyoreaktoriin verimliligini artirmak i¢in dikkatlice tasarlanmali ve optimize

edilmelidir [Behera vd., 2023].

Bu optimizasyon siire¢lerinde matematiksel modelleme ve simiilasyon araglar1 siklikla
kullanilir. Bu araglar, deneysel calismalar1 destekleyerek siire¢ parametrelerinin en
uygun kombinasyonlarin1 belirlemeye yardimeci olur. Ayrica, biyoreaktor
operasyonlarinin biiylik Olcekli iiretime aktarilmasinda riskleri azaltir ve siireg

gelistirme siiresini kisaltir.

Sonug olarak, biyoreaktor seviyesinde iist akim optimizasyonu, biyoteknolojik tiretim
stireclerinde yiiksek verimlilik ve kalite saglamak i¢in kritik bir adimdir. Biyolojik
sistemlerin dinamik dogas1 g6z Oniine alindiginda, bu optimizasyon siirekli bir caba
gerektirir ve biyoteknoloji alaninda yapilan yenilikler, bu siireclerin daha da

gelistirilmesine olanak tanir.
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Sekil 2.6: Biyoreaktdriin 6l¢iilerinin etkisi.

Biyoreaktor Sseviyesinde yapilan caligmalarda reaktor geometrisi, baloncuk boyutlari,
oksijen transfer hizi, piiskiirtme aleti tipi, P/V (gii¢ sayisi), kuru hava ve oksijen
limitleri PID degerleri gibi optimizasyon parametreleri 6nemlidir [S. Xu vd., 2017].
Reaktdr geometrisi P/V belirlenmesi oksijen transfer hizi ile proses gidisat1 agisindan

onem tasimaktadir (Sekil 2.6). Biyoreaktorlerde ii¢ farkli bigak tipi bulunmakla
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2.7) [Buffo vd., 2016].

beraber hiicre tipi ve kritik proses parametrelerine gore uygun olan bicak proses
boyunca seg¢ilmelidir ¢ilinkii karigtirma hizi ve bigak tipi proses boyunca etkilidir (Sekil
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Sekil 2.7: Biyoreaktor bigak tipleri.

Piiskiirtme aleti (Sparger) tipi oksijen ve kuru hava ve karbondioksit gibi gazlarin

reaktore verilmesini saglayan hattir [Esperanca vd., 2020}. Bu sebeple piiskiirtme aleti
tiplerini hiicreler ve prosese gore dogru segmek gerekmektedir (Sekil 2.8).

MICROSPARGER
FOR BIOREACTOR

Sekil 2.8: Biyoreaktorde kullanilan piiskiirtme aleti tipleri.
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3. GERECLER

3.1. Cihazlar

3L ve 15L Biyoreaktor (Applikon), pH metre (Mettler Toledo), CO2 inkiibator
(Thermo Scientific), Vi Cell Canlilik Analizér (Beckman Coulter), Biyokimyasal
Analiz Aleti (YSI), Kan Gazi Analiz Cihaz1 (Radiometer), Biyolojik Giivenlik Kabini
(ESCO), TC20 Hiicre Sayim Cihaz1 (Biorad), Buzdolab1 (Argelik), Tiip Kaynak
Makinas1 (Sartorious Stedim), Tiip Miihiirleme Makinasi (Sartorious Stedim), Su

Banyosu (Thermo Scientific ), Peristaltik Pompa (Masterflex).

3.2. Genel Kimyasallar

L-glutamin (Merck 100286), D-Galaktoz (Merck), Kopiik Kiricr (Sigma), Sodyum
Karbonat (Merck 106392), D-Glukoz Anhydrous Biofarma (Merck 1.37048.1000),
Tripan Mavisi (Biorad), Galaktoz Diizenleyici (Fujifilm), Manganez (I1) klorid tetra
hidrat (Merck), HCI (Fischer Scientific)) NaOH (Merck), MTX(Sigma),
DMSO(Sigma).

3.3. Hiicre Kiiltiirii Besiyeri ve Besiyeri Yardimcilar:
Temel Medya Ticari Besiyerleri Besiyeri A, Besiyeri B, Besiyeri C kullanilmistir.

Takviye besiyeri olarak Feedl1, Feed2 kullanilmistir.

3.4. Hiicre Hatt1

ILKO ilag Biyoteknoloji Merkezi tarafindan iiretilen hiicre hatt1 kullanilmugtir.
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3.5. Sarflar

125 ml Steril Erlen (Corning 431143), 250 ml Steril Erlen (Corning 431144), 500 ml
Steril Erlen (Corning 431145), 1 L Steril Erlen (Corning 431147), 3 L Steril Erlen
(Corning 431252), 15 ml Falkon (VWR 525-0604), Serolojik Pipet (2 ml-Corning
734-1736), Serolojik Pipet (5 ml) (Corning 734-1737), Serolojik Pipet (10 ml)
(Corning 734-1738), Serolojik Pipet (25 ml)(Corning 734-1739), Serolojik Pipet (50
ml) (Corning 734-1740) , Serolojik Pipet (100 ml) (Corning 734-0355), Tozsuz
Dokulu Temizleme Mendili (Kimberly Clark 21905-049), 5 L Cam Sise (VWR 215-
0057), 2 L Cam Sise (VWR 215-1596) , 1 L Cam Sise (VWR 215-1595), 500 ml Cam
Sise (VWR 215-1594), 500 ml Steril Plastik Sise (Corning 28199-760), 1 L Steril
Plastik Sise (Corning 28199-762), 500 ml Sise Kapagi Vakum Filtre, 0.22 um
(Corning 431117), 1.5 ml Tip (VWR 211-0015), C-flex Boru (16) (Cole Parmer EW-
06432-50), Silikon Boru (16) (Masterflex EW-96400-16), T Baglantis1 (Masterflex
EW-40612-08), Y Baglantis1 (Masterflex EW-30614-08), 50 ml Steril Luer Lock
Siringa(613-2038), Hiicre Sayim Cemberi (Biorad 1450019)
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4. YONTEMLER

4.1. Hicre Kiiltiira

Stispansiyon CHO hiicreleri ¢oziildiikten sonra 3-4 giinde bir pasajlanmalidir.
Pasajlanacak olan siispansiyon hiicrelerden steril kabin altinda 600 pl 6rnek alinir ve
Vi-Cell cihazi 6rnek kabina konulur. Hiicre yogunlugu ve canliligi Beckman Coulter
Vi-Cell cihazinda o6l¢iiliir. Hiicre ekim konsantrasyonu siispansiyon CHO DG44
hiicreleri i¢in 0.5x10° hiicre/m1’dir. 4mM L-glutamin eklenir. Pasajlanan hiicreler 3-4
giin boyunca 37°C, 5% CO2 igeren inkiibatorde ¢alkalanarak inkiibe edilir. Calkalama
hizi Chasin’in siispansiyon CHO DG44 hiicreleri i¢in 110 rpm’dir. Kesikli beslemeli

erlen ve biyoreaktor ¢aligmalari icin 5.-6. pasajda inokiilasyon yapilmaktadir.

4.2. Uzun Donem Stabilite

Uzun donem stabilite i¢in ¢alismada ii¢ farkli klon denendi. Bunlar 30B4, 12DS,
6E3’dir. Bu klonlar, 500nM MTX ile ve MTX olmadan 0., 30. ve 60. nesillerde
bankalama yapilarak donduruldu. Her zaman basamaginda 3 vial donduruldu. Daha
sonra 0. ve 60. nesillerdeki bankalardan ¢oziilerek beslemeli kesikli kiiltiir ¢alismasi
yapilmistir. MTX, stabiliteyi korumada etkiliyken, saflagtirma ve maliyet agisindan
zorluklar getirir. Bu nedenle klon MTX olmadan stabil kalirsa bu biiyiik bir avantaj

olacaktir.
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4.3. Erlen Kesikli Beslemeli Calisma

Uretime baslamadan 6nce ilgili besiyerine adapte edilmis siispansiyon CHO hiicresi
cozdiiriildiikten sonra yeterli inokulum hacmine ulastirilmak icin pasajlanarak, deney

dizaynina gore 5 kez pasajlanir (Sekil 4.1).

Hicre

Cozdlirme __p  Tohum Kiltir-2 —p TohumKiiltir-3 ~ —p  Tohum Kultir-4 ~ —p-Tohum Kaltar-
(Tohum 5

Kiltir-1) l

Kesikli Beslemeli Uretim
(0.giin)

Sekil 4.1: Kesikli beslemeye kadar tohum kiiltiir diyagrami.

Hiicrelerin {ig¢ dort giinliik inokiilasyon siiresinin sonunda tohum kiiltiirden steril kabin
altinda 600 pL 6rnek alinir ve Vi-Cell cihazi 6rnek kabina konulur.Hiicre yogunlugu
ve canliligi Beckman Coulter Vi-Cell cihazinda 6l¢iiliir Rutinde, kesikli beslemeli
kiiltiir ¢alismalart 150 ml ¢alisma hacminde yiiriitiilmektedir. Siispanse kiiltiirler i¢in

uygun erlen hacimleri Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1 Corning Calkalamali Erlen Hacimleri ve Uygun Calisma Hacimleri

Corning Calkalamali Erlen / Corning Shaking | Calisma Hacmi / Working Volume
125 ml Erlenmayer Flask 20 ml-40 ml

250 ml Erlenmayer Flask 50 ml-75 ml

500 ml Erlenmayer Flask 120 ml-200 ml

1 L Erlenmayer Flask 300 ml-400 ml

3 L Erlenmayer Flask 1000 ml-1200 ml

Olgiilen hiicre yogunlugu ile hiicrenin istenilen hacimde ekilebilmesi igin gerekli

siispanse hiicre hacmi hesaplanir.

Calismalarda baglangi¢ L-glutamin konsantrasyonu 4mM, L-glutamin stok

¢ozeltisinin konsantrasyonu ise 200mM’dir.
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Kiiltiir kabina oncelikle besiyeri sonrasinda da hesaplanarak 4mM L-glutamin eklenir.

Son olarak hiicre stispansiyonu eklenir ve kiiltiir 36,8°C’deki inkiibatore birakilir.

Hiicreler, son konsantrasyonlar1 0.5x10° hiicre/ml olacak sekilde uygun hacimli erlene
ekilir (Besiyeri taramalari veya farkli proses parametrelerinin test edilecegi

caligmalarda, farkli hiicre ekim konsantrasyonlari da tercih edilebilir).

Hiicreler, cekirdek kiiltiir asamasindaki ekim konsantrasyonundan farkli olarak
yalnizca inokiilasyon giinii son konsantrasyonlari istenen hiicre sayisina uygun sekilde
uygun hacimli erlene ekilir. Kesikli-beslemeli kiiltiirler sicaklik degisimi yapilacak
giine kadar 36,8°C, %5 COz i¢eren inkiibatérde 120 rpm’de ¢alkalanarak inkiibe edilir.

Proseste sicaklik degisimi yapilabilmesi i¢in inkiibator sicakhigi 6. giin 36,8°C’den
33°C’ye getirilir. Sicaklik degisimi, farkli kosullarin analiz edilmesi amaci ile sicaklik

degisim zamani logaritmik faz i¢inde kalacak sekildedir.

Kesikli beslemeli kiiltiiriin 0. gliniinden itibaren asagida belirtilen giinliik analizler ve

gerekli eklemeler iiretim boyunca giiniin hep ayni saatinde yapilir.

4.4. Erlen Seviyesinde Optimizasyon Cahismalari
4.4.1. Besiyeri Tarama /Besiyeri — Takviye Besiyeri Kombinasyonu

Yiiksek verimlilik ve uygun kalitede iiriin tiretmek i¢in besiyeri taramalar1 ve Besiyer-
Takviye besiyeri taramalar1 yapildi. Ticari Besiyeri A, Besiyeri B ve Besiyeri C ile
kesikli besleme ¢aligmalari 15 giin boyunca siirdiiriildii. Takviye Besiyeri ile Feedl ve
Feed?2 kullanildu.

4.4.2. Takviye Besiyeri Stratejisi

Takviye besiyeri 15 glinliik iiretim boyunca genel toplam1 20% olacak sekilde ¢alisma
hacminin oranina gore hesaplanarak 3.giin 3 %, 5.giin 4 %, 7. Ve 9.giin 5% ve 11.giin

3 % olarak eklendi.

Bu kosul disinda verimin arttirilmasi1 amaciyla 13.giin de 3% takviye besiyeri

eklenmesi denendi.
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4.4.3. Galaktoz Konsantrasyon Calismasi

Glikan profilinin referans {irlinle benzer (rpm) araliga girebilmesi igin galaktoz
eklemesi denendi. Bu amagla 0g/L, 4g/L ve 8g/L galaktoz konsantrasyonlar1 proseste
7.glin eklenerek denenmistir. 2.erlen optimizasyonunda takviye besiyerine galaktoz
eklenerek besleme stratejisi ile denendi. Yine 2.erlen optimizasyonunda 4. ve 10.

giiniinde 4’er g/L eklenerek denendi.

4.4.4. Galaktoz Diizenleyici Konsantrasyon Calismasi

Glikan profilinin referans iiriinle benzer (rpm) araliga girebilmesi i¢in galaktoz yerine
ticari 6lgekte muadile bir tiriin bulunabilmesi igin hacimsel olarak 0,5(v/v%), 1(v/v%)

ve 2 (v/v%) galaktoz diizenleyici 7. giiniinde eklendi.

4.45. Hiicre EKim Konsantrasyonu Belirleme Calismasi

Kesikli beslemeli erlen ¢alismalarinda yiiksek verimlilik elde etmek ig¢in optimum
ekilecek hiicre sayisini belirlemek i¢in ¢alisma yapilmistir. Optimizasyon g¢aligsmasi

kapsaminda 0,6 x10°, 1 x108, 1,2 x10° ve 1,3 x10° konsantrasyonlar1 denendi.

4.4.6. Manganez Ekleme Calismasi

Referans iiriinle benzer uygun kaliteye sahip iiriin elde etmek i¢cin Manganez (I1) klorit
tetra hidrat ekleme ¢aligmasi yapildi. 1.erlen optimizasyon calismasi kapsaminda 0

mM ve 40 mM konsantrasyonlar1 denendi.

4.5. Biyoreaktor Seviyesinde Optimizasyon Calismalar:

Proses baglamadan 2 giin dnce Biyoreaktér 3L ve 10L Biyoreaktor Sekil 4.2°de
gosterildigi sekilde kurulur. Kurulum yapilirken, pH probu kalibre edilir. 3 adet 2 L, 2
adet 500 mL ve 1 adet 5 L besleme sisesi hazirlanir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2: 10L biyoreaktor ve besleme siseleri kurulum semast.

Besleme siseleri ve biyoreaktor 121°C’de 1 saat otoklavlanir.

Otoklav sonrasi biitiin baglantilar kontrol edilir, herhangi bir aciklik durumunda

sterilizasyon islemi tekrarlanir.

Reaktore baslamadan 1 giin 6nce biyoreaktdr haznesinin kontrol iinitesiyle baglantilari
yapildi. Hazirlanan besiyeri (4mM L-glutaminli), tiip kaynak makinasi kullanilarak
steril bir sekilde besiyeri aktarma hattina baglanir. Sivi filtresi sayesinde tiim besiyeri
peristaltik pompa yardimuiyla steril sekilde biyoreaktor i¢ine transfer edilir. Karistirict
son hacme gore belirlenen P/V sayisina gore hesaplanan rpm’e ayarlanir. Sicaklik
36,8°C’ye ayarlanir ve 36,8°C olunca ¢6ziinmiis oksijen (DO) sensorii kalibrasyonu
yapilir. Biyoreaktor kontaminasyon kontrolii i¢in bir gece bu ayarlarda bekletilir. DO

degeri 20’den fazla diiserse reaktdr sonlandirilir.

Inokiilasyon giinii biyoreaktérden drnekleme yapilir ve pH’1 6l¢iiliir. Biyoreaktdr pH’1
offline pH’a gore rekalibre edilir. Rekalibrasyon sonrasi manuel olarak CO2 vanasinin
acilmasi yoluyla pH 7,4’e diistiriiliir. Tohum kiiltiir-5 asamasindan 3 giin sonra son
konsantrasyon istenen say1 olacak sekilde hesaplanan gerekli inokulum hacmi steril

besleme sisesine aktarilir, tiip kaynak makinasi yardimiyla besiyeri aktarma hattiyla
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steril bir sekilde birlestirilir ve peristaltik pompa yardimiyla 50 ml/dakika hizla
biyoreaktore transfer edilir. pH kaskati aktive edilir. DO kaskati aktive edilir.
Piskiirtme aletinin (Sparger) hava ayarlari yapilir. Manuel olarak bir ayar yapilmadan
dogrudan sistem iizerinden son hacme gore gaz akis1 ayarlar1 yapilir. Inokiilasyondan
2 saat sonra, biyoreaktorden steril drnekleme yapilir. 10 ml 6rnek alindiysa 3ml‘si ile
pH o6l¢iimii yapilir. 0,6ml’si ile Vi-cell cihazinda hiicre canliligi (%), yasayan hiicre
konsantrasyonu (hiicre/ml) belirlenir. Geriye kalan 6rnek 5 dakika 1100 rpm’de
santrifiijlenir. Santrifiij sonrasi olusan silipernatant metabolit konsantrasyonlarini
(glukoz, laktat, glutamin ve glutamat) belirlemek ve -20°C’ye stok kaldirmak igin

kullanilir.

Biyoreaktor seviyesinde optimizasyon ¢alismalarinin hepsi 3L biyoreaktor ile 15 giin

boyunca kesikli beslemeli olarak yapild.

4.5.1. Hava Limiti Optimizasyonu

Optimizasyon kapsaminda Al ve A3 kosulu i¢in kuru hava smirim 0,01 vvm’e gore
hesaplarken oksijeni ise maksimum birakildi. A2 kosulu i¢in kuru hava limiti
200mL/dk, oksijen 100 mL/dk olarak belirlendi. A4 kosulunda ise kuru hava limiti ve

oksijen limiti maksimum olarak ayarlanarak denendi.

4.5.2. P/V Optimizasyonu

P/V optimizasyonlar1 kapsaminda 14, 17 ve 22 degerleri denendi.

4.5.3. pH Kaydirmasi Calismasi

Sicaklik kaydirmasi olarak reaktor diizeyinde sicaklik kaydirmasi Oncesi 6,95

belirlenirken sicaklik kaydirmasi sonrasi 7,05 olarak denendi.

4.5.4. Ornek Alma ve Giinliik Analiz

Giin 1 ile giin 15 arasinda her giin yaklasik ayni saatte biyoreaktorden Ornekleme
yapilir ve hiicre canlilig1 (%), yasayan hiicre konsantrasyonu (hiicre/ml), pH ve
metabolit miktarlar1 (g/L) 6l¢iiliir. Besleme giinlerinde, biyoreaktore besleme sirasiyla

Takviye besiyeri, L-glutamin, glukoz olacak sekilde verilmistir.

20



4.6. Olcek Biiyiitme Calismasi

Olgek biiyiitme calismasi sabit P/V gii¢ sayist1 stratejisi kullanilarak yapilmist1. 3L den
10°L olgek biiytlitme ¢alismast yapildi.

4.7. Tekrarlanabilirlik Calismasi

Olgek biiyiitme ¢alismasi sonras1 7 kez tekrarlanabilirlik icin yan1 kosullarda reaktor

denemesi yapildi.

4.8. CEX Karboksipeptidaz B Uygulamasi

C-terminal lizin kalintisinin in vivo olarak yaklagik bir saatlik (62 dakika) yarilanma

omriiyle hizla kayboldugu bulunmustur.

C terminal Lizin varyant1 Karboksipeptidaz B tedavisi ile belirlendi. Reaksiyon, 200
png Referans iirtinii ve 10 pg Karboksipeptidaz B (Merck, 8039852001) (enzim:
protein=1:20) ile 37°C'de 1 saatlik inkiibasyon ile gerceklestirildi.

4.9. CEX N-terminal Glutamin Analizi

Formiilasyon soliisyonunda 2 hafta boyunca 40 °C sicakliginda 2 hafta inkiibe

edilmistir.
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5. BULGULAR

5.1. Stabilite Calismasi1 Sonuclari

5.1.1. 12D8 ve 30B4 Klonlarimin Stabilite Calismasi Sonuclari

Biyofarmasotik molekiillerin {liretiminde, memeli hiicre kiiltiirii teknolojisi yaygin
olarak kullanilmasina ragmen hala ¢oziilmesi gereken ¢ok sayida sorun
bulunmaktadir. CHO hiicrelerindeki genetik ¢esitlilik ve mutasyon oranlari, klonal bir
CHO hiicresinin soyu, her hiicre boliinmesiyle genetik olarak cesitli hale geldiginden,
hafife alinmgtir. Uriinler biyoreaktdrlerde iiretim boyunca béliinerek {iretildiginden
stabilite onemlidir. CHO hiicrelerindeki genetik degisikliklerin kapsami ve orani
tizerine onlarca yillik aragtirmalar1 gézden gegiriyoruz ve gilivenilir iiretim siiregleri
kurarken genomik kararsizliktaki egilimleri en aza indiren yaklasimlar gerekiyor.
Transfeksiyondan iiretilen hiicre popiilasyonlarinin iiretim boyunca en iyi ihtimalle
haftalar ila aylar arasinda stabil kalmas1 gerekmektedir. Kararli hiicre popiilasyonlari,
cesitli alt popiilasyonlarin se¢im egilimlerini azaltan belirli kiiltiir kosullar1 altinda
cesitli liretim asamalar1 i¢in segilecek ve korunacaktir. Bu nedenle, bu ¢alismanin

amaci en iyi kararli klonu segmektir

Calismada kosullar MTX +/- seklinde 0 CGN ile 50 CGN’den kuruldu. Calismada
12D8 ve 30B4 klonu kullanildi. Medya A ve Feedl1 ile stabilite ¢aligsmasi yiiriitiildii.

Besleme Stratejisi: % 20; 3 % @D3, 4 % @D5, 5 % @D7,5 % @D9, 3% @D11
Glutamin Eklemesi: 4 mM @D3, 2 mM @D5, 1 mM @D7
Sicaklik Kaydirmasi: 33°C @D6

Glikoz Limit < 3,5 mg/ml
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Sekil 5.1: 12D8 ve 30B4 uzun donem stabilitesi 15 giinliik % canlilik ve canli hiicre
sayis1 sonuglart.

Stabilite calismasinin sonunda hiicrelerin biiyiime profilleri genel olarak
incelendiginde, her iki klonun da 50 CGN’nde 0 CGN’e gore daha fazla hiicre sayisina
sahip oldugu bulundu. 30B4 klonunda anlamli bir fark gériiliirken 12D8 i¢in anlaml
bir fark bulunmadi. Bununla beraber MTX +/- durumunun klonlarin biiyiime
profillerinde belirgin bir fark yaratmadigi goriildii. Ayrica, her iki klonun canlilig1 da

kiiltiir siiresi boyunca ve kiiltiir siiresi sonunda 80%’in altina diismedi (Sekil 5.1).

Klonlar, MTX +/- durumuna gore ayri ayr1 incelendiginde;

12D8 - w/o MTX 12D8 - w/MTX

w
ND20S
“
Vain

¥ \
N9J0  ND20S

VD (E06cells/mi)
@
7

NSJ O
VCD (E0Gcells/mi)
®

¢ o 1 2 3 a 5 1 7 B k] 10 11 12 13 14 15 ° o 1 2 3 4 5 1 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Culture duration (day) Culture duration (day)
Flask ) VCD | viability Flask ) VCD | viability
Code Details | | cell/mi % Code Details | ¢ cetl/mi %
USPO1 6,61 84,8 USP03 6,31 84,6
USP02 0CGN 6.6 85,0 uspoa | 0 CON-MTX "7 85,8
USPOS5 <0 can 7,94 86,4 uspo7 | | 761 85,9
USPO6 7,72 85,5 USPO8 8,03 88,0

Sekil 5.2: 12D8 MTX +/- kosullarinin 0 ve 50CGN’de canlilik ve canli hiicre sayisi
sonuglart.
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12D8 klonu i¢in MTX +/- kosullarinin her ikisinde de hiicre sayilarinin yaklasik olarak
benzer oldugu goriildii. Bununla beraber iki durumda da 50 CGN’deki hiicrelerin canli
hiicre yogunlugunun 0 CGN’e gore daha yiliksek oldugu sonucuna ulasildi. Her iki

durumda da hiicre canlilig1 80%’in altina diismemistir.

30B4 - w/o MTX 30B4 - w/MTX

~

N920 N9I0S

VCD (E06cels/m)
- "
7
VCD (E06celsfm)
- "
\
J/

N920 N9)0S

o 1 2 3 4 5 & 7 B 9 10 11 12 13 14 15
Culture duration [day)

o 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15
Culture duration [day)

Flask . VCD | viability Flask VCD | viability

Code Details 10° cell/mL % Code Detalls 10° cell /mL %

USP0O9 7.17 90,0 USP11 6,77 91,6
0 CGN - - £

USP10 6,53 89,3 USP12 DL s 6,56 91,4

USP13 11,19 94,3 USP15 10,83 91,3
N i ) .

USP14 EeS 10,39 93,9 USP16 SUEEL LIRS 10,48 91,6

Sekil 5.3: 30B4 MTX +/- kosullarinin 0 ve 50CGN’de canlilik ve canli hiicre sayisi
sonuglari.

30B4 klonunda canli hiicre yogunlugu 0 CGN ve 50 CGN arasinda yaklagik 56% fark
goriildii. 12D8 klonundakinden ayr1 olarak, bu klonda hiicre canliliginin kiiltiir stiresi
sonunda 90%’mn altina dismedigi sonucuna ulasildi. Ayrica hiicre sayisinin 50

CGN’de 12D8’e gore daha fazla oldugu gortildii.

25 Titer (mg/ml) Spesific Productivity (mg/mi/cell)
' 0
24,7 24,8824,96 2551
20 mo 182 b z 190 u? @ 23,1323,3223,29 2399
1.55 1,58 164 163 159 »
17.57 7.3
s 1."“.‘“’”1 : 16,1615,98
10 u.ull 68
' 10
05
0 -
0.0 JOMTK w/MTX  wjo M“ MTX witTX w0 MIX w/MTX WO MTX w/MTX  w/f0 MTX w/MTX w0 MTX w/MTX w;'u MTK wefMTX
wi wf W, wfl wi
5. Con =o.Coh o con o cen 0.CGN 50. CGN 0. CoN 50.CGN
1208 3084

1208 30B4

Sekil 5.4: 12D8 ve 30B4 klonlarinin stabilite calismasindaki verimlilik ve spesifik
iiretkenlik sonuclari.

Verimlilik sonuglari incelendiginde, 12D8 klonu i¢in verimlilikler arasinda w/o MTX
kosulunda 0 CGN ile 50 CGN arasinda 8,6%’lik bir fark varken, w/MTX kosulu i¢in
13,1%’lik bir fark oldugu hesaplandi (Sekil 5.4).
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30B4 klonu i¢in ise verimlilik agisindan w/o MTX kosulunda 0 CGN ile 50 CGN
arasinda 13,4%’liikk bir fark varken w/MTX kosulu i¢in 4,7%’lik bir fark oldugu
hesaplanda.

Spesifik iiretkenlik sonuglar1 incelendiginde; 12D8 klonu i¢in w/o MTX kosulunda 0
CGN ile 50 CGN arasinda 25,3%’liik bir fark varken w/MTX kosulu i¢in 28,6%’lik
bir fark oldugu hesaplandi (Sekil 5.4).

30B4 klonu ig¢in ise spesifik liretkenlikleri arasinda; w/o MTX kosulunda 0 CGN ile
50 CGN arasinda 52,3%’liik bir fark varken, w/MTX kosulu i¢in 36,3%’liik bir fark
oldugu hesaplandi.

Spesifik tiretkenlik sonuglarina gére 30B4 klonunun stabil olmadig goriiliirken, 12D8

klonu ise stabil olarak belirlendi.

G1+G2 Groups (%)

40

B0 [mmmmmmmmemmmmmmie————————— mmmm -

20
e o ©® o

mtioo.o.o 30B<

W/ MTX w/MTX  w/0MTX w/MTX  w/OMTX w/MTX  w/0 MTX w/MTX
0.CGN 50. CGN 0. CGN 50. CGN

Sekil 5.5: 12D8 ve 30B4 klonlarinin stabilite calismasindaki G1+G2 sonuglari.

Her iki klonda da MTX’in 0/50 CGN galaktozilasyon profili lizerinde etkili olmadig:

sonucuna ulagildi.

12D8 klonunda her kosulun galaktozilasyon sonucunun benzer oldugu goriildii.
Galaktozilasyon oraninin, referans iirlinden yaklasik olarak 63,4% daha diistik oldugu
hesaplandi. 0/50 CGN ve MTX +/- parametrelerinin galaktozilasyon iizerinde anlamli
bir etkisi olmadig: gorildii (Sekil 5.5).

30B4 klonunda 0 CGN ve 50 CGN icindeki MTX +/- kosulunun galaktozilasyon
tizerinde anlamli bir etkisi olmadig1 bulundu. 0 CGN kosulunun galaktozilasyon orani
referans iiriinden ortalama 20% daha diisiik olurken, 50 CGN kosulunun ortalama

48,4% daha diisiik oldugu hesaplandi.
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Yine glikan profili sonuglarina gore 30B4 klonunun stabil olmadigi goriiliirken, 12D8
Klonu ise stabil olarak belirlendi.

Mannose Groups (%) GO Groups (%)
3 100
L ] * - . - L ] - L] 308
. Y . * @ & ® & 8 = @
- . ® 80 e s o @
® o o o

2
&0
40

1
20
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w0 MTX w/MTX w0 MTX w/MTX w0 MTX w/MTX W0 MTX w/MTX w0 MTX e/ MATX w0 MTX /BT w0 MTX we/MTX w0 MTX w/MTX
0. CGN 50. CGN 0.CGN 50. CGN 0.CGN 50. CON 0.CGN 30. CON

Sialic Acid Groups (%)

o0.00
w0 MTX wi/MTX w0 MTX w/MTX W/OMTX w/MTX  w/0 MTX w/MTX
0. CGN 50. €GN 0. CGN 50. CGN

Sekil 5.6: 12D8 ve 30B4 klonlarinin stabilite ¢alismasindaki GO, Mannoz ve Sialik %
sonugclari.

HM%, G0% ve SA%’s1 icin diger profil parametreleri gibi 30B4 klonunun stabil
olmadig1 gortiliirken, 12D8 klonu ise stabil olarak belirlendi (Sekil 5.6).

ACV(%) BCV (%)
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Sekil 5.7: 12D8 ve 30B4 klonlarinin stabilite ¢alismasindaki yiik varyant1 sonuclari.
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Yiik varyantlar1 12D8in her iki jenerasyonunda yakin goriiliirken 30B4’de anlamli

farklar gézlemlendi (Sekil 5.7).
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LN B B S S S S S S B S S S B S S e S p T
4.0 1600 800 20 20 200 20

8.

Mrutes
2y, Acg Method Set Nvisb CEX ArcBio 38; nedtion Value 10.00; Injecion?
ILK03-2301-DSP01-D15; Ao Metihod Set NVisb CEX ArcBio 38; Injediion Vdume 10.00; jediionZ
—  1LK03-2301-DSP0B-D15; Aog Method Set Nvisb CEX ArcBio 38 Ineciion Vdurre 10.00; njediion
——  1LK03-2301-DSR05-D15; Aog Method Set Nvisb CEX ArdBio 38; Injediion Vdurre 10.00; njediion
——  ILK03-2301-DSR07-D15; Aoq Method Set Nvisb CEX ArcBio 38; Injecion Vdure 10.00; Ijediion

Sekil 5.8: 12D8 klonun stabilite ¢alismasindaki CEX analizi sonucu.

12D8 klonuna ait CEX grafigi incelendiginde; 0 CGN/50 CGN, +/- MTX kosullarinin
tamaminin referans {iriinii ile benzer pikler verdigi, herhangi bir ekstra pik olusumunun

veya kaybinin izlenmedigi sonucuna ulasildi (Sekil 5.8).
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Sekil 5.9: 30B4 klonun stabilite ¢alismasindaki CEX analizi sonucu.

30B4 klonuna ait CEX grafigi incelendiginde 12D8 klonunda da oldugu gibi; 0
CGN/50 CGN, +/- MTX kosullarinin tamaminin referans {iriinii ile benzer pikler
verdigi, herhangi bir ekstra pik olusumunun veya kaybinin izlenmedigi sonucuna

ulasildi (Sekil 5.9).

5.1.2. 6E3 Klonu Stabilite Calismasi

Elde edilen 6E3 klonunun bu kapsamda stabilitesi ¢aligild1 (Tablo 5.1).

Tablo 5.1: 6E3 klonunun uzun dénem stabilite ¢alismasi plani.

UsPo1 | UsP02 | UsP03 | usPo4 [ USPO5 | USPO6 | USPO7 | USPO8

Klon 6E3 - 0CGN 6E3-MTX-0CGN 6E3-50CGN 6E3-MTX-50CGN
Hiicre Ekim Konsantrasyonu x10° 0,6 (0,5-0,7)
Besiyeri M-MO01
Takviye Besiyeri F-M01
Takviye Besiyeri % 20%
3% @Giin3

Takviye Besiyeri-1 4% @Giin5

5% @Giin7, Giin9
3% @Giinl1l

Takviye Besiyeri-2

Baslangi¢ Glutamin Konsantrasyonu 4mM
Glutamin Besleme-1 4 mM@Giin3
Glutamin Besleme-2 2 mM@GUn5
Glutamin Besleme-3 1 mM@Giin7
Sicaklik Kaydirmasi Giinii 33°C Giin6
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Sekil 5.10: 6E3 klonunun stabilite ¢alismasinin 15 giinliik canli hiicre sayisi sonuglart.

100 — ——
‘% = UsP01

80 —UsP02
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= w— USP 05
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Culture duration (day)
Sekil 5.11: 6E3 klonunun stabilite ¢alismasinin 15 giinliik canlilik% sonugclari.

Stabilite calismasinin sonunda hiicrelerin biiylime profilleri genel olarak
incelendiginde, her kosulun da 50 CGN’de 0 CGN’ye gore daha fazla hiicre sayisina
sahip oldugu bulundu. 6E3 klonunda anlaml1 bir fark bulunmadi (Sekil 5.10). Bununla
beraber MTX +/- durumunun klonlarin biiyiime profillerinde belirgin bir fark
yaratmadig1 goriildii. Ayrica, her jenerasyon i¢in de canlilig1 da kiiltiir siiresi boyunca

ve kiiltiir siiresi sonunda 85%’in altina diismedi (Sekil 5.11).
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Productivity(mg/ml)

1,50 1, 1,53 154
1,40
1,00
0,50
0,00

UsPO1 uspo2 USPOS USPO6 uspO3 UsSPO4 UsPO7 usPo8

Sekil 5.12 6E3 klonunun stabilite ¢alismasinin verimlilik sonuglari.

Uretkenlik sonuglar1 incelendiginde, 6E3 klonu icin verimlikler arasinda duplike
erlenlerin ortalamasi alindiginda w/o MTX kosulunda 0 CGN ile 50 CGN arasinda
fark yokken w/MTX kosulu i¢in 1,65%’lik bir fark oldugu hesaplandi. MTX +/-

durumunun klonlarin verimliliginde belirgin bir fark yaratmadigi gorildii (Sekil 5.12).

Specific Productivity

20,00

17,48
15,35 15,58 16,26

13,97 14,47

12,31
12,57

10,00

0,00
usPO1 usPo2 USPoS USPOB  USPO3  USPO4 usPo7 USPO8

Sekil 5.13: 6E3 klonunun stabilite ¢aligmasinin spesifik liretkenlik sonuglari.

Spesifik verimlilik sonuglar1 incelendiginde, 6E3 klonu igin verimlilikler arasinda
duplike erlenlerin ortalamasi alindiginda w/o MTX kosulunda 0 CGN ile 50 CGN
arasinda fark 19,5% olurken, w/MTX kosulu i¢in 15,7%’lik bir fark oldugu
hesaplandi. MTX +/- durumunun klonlarin verimliliginde belirgin bir fark yaratmadig1

goriildii (Sekil 5.13).

Verimlilik ve spesifik verimlilik agisindan 6E3 klonunun stabil oldugu goriildii.
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Sekil 5.14: 6E3 klonunun stabilite ¢alismasinin glikan sonuglari

6E3 klonunda MTX- durumu galaktozilasyon sonucunun benzer oldugu gériildii. 0/50

CGN ve MTX- parametrelerinin galaktozilasyon iizerinde anlamli bir etkisi olmadig:

goriildi (Sekil 5.14).

Yine galaktozilasyon profili sonuglarina goére 6E3 klonu stabil olarak belirlendi.

Acidie
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35 35
30 30
»
25 25
20 20
15 15
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OCGN S0CGN O0CGN 50CGN 0CGN S0CGN OCGN 50CGN
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Main (%)
100
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* + * * * . * *
60 -

40

20

0CGN S0CGN 0CGN S0CGN
6E3 B6E3-MTX

Sekil 5.15: 6E3 klonunun stabilite ¢alismasinin yiik varyanti1 sonuglari.
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63E klonunda her durumun ytiik varyant sonucunun benzer oldugu goriildii. 0/50 CGN

ve MTX +/- parametrelerinin yiik varyanti izerinde anlamli bir etkisi olmadig goriildi
(Sekil 5.15).

Yiik varyant sonuglarina gore 6E3 klonu ise stabil olarak belirlendi.

5.2. Iki Stabil Klon Olan 6E3 ve 12D8’in Karsilastirilmasi

12D8 ve 6E3 klonunun stabil oldugu belirlendikten sonra optimizasyon
calismalarindan 6nce hangi klonun daha yiiksek verim uygun kalitede olabilecegine

bakilmistir. Bu sebeple Besiyeri A ve takviye besiyeri Feed 1 ile kesikli besleme

calismasi yapilmistir.

a b. c
80 W 1208 80 W 1208 g 3 B 1208
. [ 6E3 . 60 [1 6E3 D2 M 6E3
X 40 S~ 40 E
20 20 g1
0 ol . o
O & P sF &
<) 0\,@ o°°% P ROBN e
\k\‘b

—~100yeswsnue vengss
75

50
25
0

« 12D8
= 6E3

Viability (%

0 5 10 15 20
Days

Sekil 5.16: Iki stabil klon olan 6E3 ve 12D8’in kesikli besleme ¢alismasi.
Sonuglara gore ozellikle yiiksek verim farkindan ve glikan profilinin referans iiriine

daha benzer olmasi sebebiyle 6E3 klonu ile optimizasyon galigmalarima devam

edilmesine karar verildi (Sekil 5.16).
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5.3. Erlen Seviyesinde Optimizasyon Cahismasi Sonuclari
5.3.1. Erlen Seviyesinde Birinci Optimizasyon Calismasi Sonuclari

Stabil oldugu bilinen 6E3 klonu ile ¢oklu erlen ¢alismalari yapildi.

Besiyeri A, Besiyeri B, Besiyeri C denemeleri yapildi takviye besiyeri olarak Feed2
kullanildi. Galaktoz eklemeleri i¢in 4g/L, 8g/L konsantrasyonlari, manganez ekleme

ve hiicre ekim konsantrasyonlari ile ¢oklu erlen denemeleri yapildi (Tablo 5.2).

Tablo 5.2: 6E3 klonunun 1.erlen optimizasyonun plani.

USPO1 | USP02 | USP03 | USP04 | USPO5 | USPO6 | USPO7 | USPOS
Klon 6E.3
Hiicre Ekim
-0,7 1

Konsantrasyonu x106 0,6(0,5-0,7) 3
Besiyeri Besiyeri B | Besiyeri A | Besiyeri C
Takviye Besiyeri FEED2
TakggBesiver EQllEe 3%@D3, D11, 4%@D5, 5% @D7@D9
stratejisi
Baslangi¢ Glutamin amM
Konsantrasyonu
Glutamin Besleme-1 4mM @Giin3
Glutamin Besleme-2 2mM @Giin5
Glutamin Besleme-3 1mM @Giin7
Manganez Eklemesi - 40 - 40 - - 40 -
Galaktoz Eklemesi - 4g/L - 4g/L |- ag/L | 4g/L | 8g/L
Sicaklik Kaydirmasi Giinii 33°CGUN 6

Verimlilik

(mg/ml) 15.Giin - 1,01 2,54 2,44 2,86 2,62 2,75 3,01

Spesifik Uretkenlik - 25,75 | 18,36 | 18,06 | 18,06 | 18,50 | 19,71 | 19,20

VCD% (Canh Hicre Sayisi)

18,00
16,00
14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00

2,00

0,00
1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16

e JSPO1 USPO2 UsPO3 USPO4 USPO5 USPO7 e |JSPOS

Sekil 5.17: 6E3 klonunun 1.erlen optimizasyonunun 15 giinliik canli hiicre yogunlugu
sonuglart.
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USPO03 ve USP07 kosulu en yiiksek hiicre sayisina ulasip kiiltiir siiresince en yiiksek
hiicre saymi neredeyse korumustur (Sekil 5.17). USP 01 kosulu diisiik canli hiicre

say1s1 sebebiyle 6. Giin sonlandirilmistir.

Canhlik%

120,0

100,0
_— — ]
80,0

60,0
40,0
20,0

0,0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12 13 14 15 16

e | JSP0]  smm{JSPQ2 sm—{JSPO3 USPO4 e |JSPOS s |JSP(Q7 e | ) SPOS

Sekil 5.18: 6E3 klonunun 1.erlen optimizasyonunun 15 giinliik canlilik sonuglart.

Kiiltiir siiresi olan 15 giin boyunca USPO1 kosulu hari¢ canlilik neredeyse higbir
kosulda 80%’nin altina diismemistir (Sekil 5.18).

Verimlilik (mg/ml) Day15
3,50

3,01
3,00 2,86

2,62
2:54 2,44
2,50
2,00
1,50
1,01
1,00
- .
0,00

Productivity (mg/ml)

2,75

B USPO2 mUSPO3 mUSPO4 USPO5 ®USPO6 EUSPO7 mUSPO8

Sekil 5.19: 6E3 klonunun 1.erlen optimizasyonunun verimlilik sonuglari.

Verimlilik sonuglarina gore 6E3 klonu ile Besiyeri C ile en iyi sonucu vermektedir. En
iyi verimlilik sonucu 1,3x106 konsantrasyon ile ekilen ve Besiyeri C kosulu olan
USPO08 kosulu vermistir (Sekil 5.19).
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Sekil 5.20: 6E3 klonunun 1.erlen optimizasyonunun glikan sonuglart.

Glikan sonuglarima gore, Manganez eklemesinin 6E3 klonunda galaktozilasyona

anlaml bir etkisi goriilmemistir ve bu calisma ile tekrar dogrulanmistir. Galaktoz
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eklenen kosullarda beklendigi gibi galaktozilasyon referans iiriine yaklasmistir. 4 g/L
ile 8 g/L arasinda anlamli bir fark bulunmamigtir. Galaktozilasyon sialilasyonu da
etkilemektedir. Galaktozilasyonu referans {iriin araligi sinira yakin olan 6E3 klonu
SA%’leri de ayni sekilde referans iiriin araligma yakin degerdedir. Ote yandan %
SA’lerinde meydana gelen kiiciik yilizdesel degisimler klinik agidan risk
olusturmamaktadir (Sekil 5.20).

ACV (%) 25,4-28,5 BCV (%) 10,1-12,2

40 40
35 £ .
30 p===== .- 77777777777777777777777777777777777777777 o * L . " L]
25 P e e e e 2 .
20 20
15 15

L] L R | AN ittt itttk Akl ettty iedeieiieieieieiely Infeieiaeiiaiaieied
10 . L .« * * 10 L VR SRR U AU R,

Main (%) 60,7-62,4

Sekil 5.21: 6E3 klonunun 1.erlen optimizasyonunun yiik varyant1 sonuglari.

Yiik varyanti sonuglarina gore asidik varyantlar diisiikken, bazik varyantlar referans
iiriine gore yliksektir. ACV diisiikliigii icin, stabilite ile arttirilabilir. BCV’ler icin
sicaklik artis1 ile Gln varyantlar diistirtilebilir; karboksipeptidaz denemeleri de
Lys’lerde etkili olup ACV’ye doniisiimii tetikleyebilir (Sekil 5.21).
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5.3.2. Erlen Seviyesinde ikinci Optimizasyon Calismasi Sonuglari

Tablo 5.3: 6E3 klonunun 2.erlen optimizasyonun plani.

UsPo1 | USP02 | USPO3 | USPO4 | USPO5 | USPO6 | USPO7 | USPO8 | USPO9
Klon 6E.3
Hiicre Ekim Konsantrasyonu 1 0,6 (0,5-
x10° 0,7)
Besiyeri Besiyeri C
Takviye Besiyeri FEED2
3%@Giin3,
Takviye Besiyeri giin ve 3%@Giin3, Giinl11 4%@Gin5 Giinl1, Gin13 3%@Giin3, Giinll 4%@Giin5
stratejisi 5% GUn7@Giin9 4%@GUn5 5% GUn7@GuUn9
5%Gilin7@Giin9
Baslangig Glutamin amM
Konsantrasyonu
Glutamin Besleme-1 4mM @Giin3
Glutamin Besleme-2 2mM @Giin5
Glutamin Besleme-3 1mM @Giin7
4g/L Cont. Cont.
Galaktoz Eklemesi Zgﬁ/r:-7 Zgii/r:-7 2%/:7 Zgu/r:-7 figﬁ/r:} 46:/17 * Gal+Feed | Gal+Feed Zgﬁ/r:-7
Gin10 (@) 8)
Sicaklik Kaydirmasi Giinii 33°CGUN 6
Verimlilik
(mg/ml) 15.Giin 2,16 2,24 2,14 2,20 2,08 2,07 2,21 2,23 1,92
Spesifik Uretkenlik 20,10 20,01 19,43 19,93 18,91 18,81 19,74 20,14 19,86

VCD%(Canli Hiicre Sayisi)

12,00

10,00

8,00

6,00

4,00

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

e JSPO1 USP0O2 USPO3 USPO4 USPOS
USPOG s | JSP) 7 s |JS P08 s US P0G

Sekil 5.22: 6E3 klonunun 2.erlen optimizasyonunun 15 giinliik canli hiicre yogunlugu
sonuglart.

Canli hiicre sayisinda en yiiksek hiicre sayilarina 8-9. Giinlerde ulagilmistir. Pik hiicre
sayilar1 USP09 kosulunda 8 milyonken diger kosullarda yaklasik 11 milyon olarak
Olgtilmiistir (Sekil 5.22).
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Canhlik%
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Sekil 5.23: 6E3 klonunun 2.erlen optimizasyonunun 15 giinliik canlilik sonuglari.

Canliliklar tiim kosullarda 93%’{in altina diismemistir (Sekil 5.23).
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Sekil 5.24: 6E3 klonunun 2.erlen optimizasyonunun verimlilik sonuglari.

Verimlilik sonuglarina gore, en yiiksek verimlilik USP02 kosunda goriilmektedir.
Hiicre ekim konsantrasyonunun verim tizerinde etkisi oldugu goriilmiistiir. 13.glinde
takviye besiyeri eklemek verimlilik agisindan olumlu bir etki saglamamistir (Sekil
5.24).
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GO Groups (%) 60.37 - 72,13

100,00
90,00

UsPO1
80,00 UsP09
I uspos .. uspos .. USPY7
* [ ]

70,00 o oo USPO3 oo USPOS oo e

T I T e e s B
! USP06 UsPo8
50,00 usp0o2 uspo4

40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

G1+G2 Groups (%) 25,98 - 36.27

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
4000 L Ref-{---------L2 useoz_|___ USP04 USPOG -+ - - - UsPog8— -
30,00 . e o o o o o o
20,00 USPO3 | USPOS USPO7 USPOg
10,00
0,00

Mannose Groups (%) 0.58 - 0.90

5,00

4,00
3,50
3,00
2,50
2,00 L] L ° °

e ° ° .

100 e e

0,50
0,00

Sialic Acid Groups (%) 1.01 - 2.38

5,00
4550

4,00

3,50

3,00

%
2,00 )

150 Ref . °* . o
1,00 ---- B R
0,50

0,00

Sekil 5.25: 6E3 klonunun 2.erlen optimizasyonunun glikan sonuglari

Glikan sonuglarina gore 4g/L ile 8g/LL arasinda anlamli bir fark goriilmemistir.
Galaktozun takviye besiyerine eklenerek takviye besiyeri giinleri verilmesi ya da ayri
ayrt 7. giin 4g/L ve 10. giin 4g/L verilmesi de glikan acisindan anlamli bir fark
goriilmemistir (Sekil 5.25).
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ACV (%) 25,4-28,5 Main (%) 60,7-62,4

BCV (%) 10,1-12,2

Sekil 5.26: 6E3 klonunun 2.erlen optimizasyonunun yiik varyanti sonuglari

Yiik varyanti sonuglarina gore asidik varyantlar diisiikken, bazik varyantlar referans
tiriine gore yiksektir. ACV diistikliigii icin, stabilite ile arttirilabilir. BCV’ler igin
sicaklik artis1 ile Gln varyantlar disiiriilebilir; karboksipeptidaz denemeleri de
Lys’lerde etkili olup ACV’ye doniisiimii tetikleyebilir (Sekil 5.26).

5.3.3. Erlen Seviyesinde Uciincii Optimizasyon Calismas1 Sonuclar

Bu ¢alismada onceki ¢alismalar1 baz alinarak 6E3 klonu i¢in belirlenen kalite ve
verimliligi en 1yi olan kosullar tekrarlandi. Bunun yaninda galaktoz yerine kullanilacak
yeni gal-diizenleyici supleman farkli konsantrasyonlarda denendi. Besiyeri olarak tim
kosullarda Besiyeri C kullanildi. Takviye besiyeri olarak ise tiim kosullarda Feed 2
kullanildi. Toplamda on adet ¢oklu erlen ¢alismasi yapild: (Tablo 5.4).
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Tablo 5.4: 6E3 klonunun 3.erlen optimizasyonun plani.

UsPo1 [ UsPo2 [ Uspo3 | usPo4 | USPO5S |  USPO6
Klon 6E.3
Hiicre Ekim Konsantrasyonu x10° | 1 | 1,2 | 1,35
Besiyeri Besiyeri C
Takviye Besiyeri Feed2
Takviye Besiyeri giin ve stratejisi 3%@Giin3, Giinl1l, 4%@GUn5, 5% GUn7@GuUn9
Baslangig Glutamin amM
Konsantrasyonu
Glutamin Besleme-1 4mM @Gin 3
Glutamin Besleme-2 2mM @Giin 5
Glutamin Besleme-3 1mM @Gin 7
Gal
Galaktoz Eklemesi 4g/L 7.giin dﬁzeonlseyici dﬁzeglilyici 1 dUzeﬁlaelyici 2
Sicaklik Kaydirmasi Giinii 33°C @GUN 6
Verimlilik
(mg/ml) 15.Giin 3,15 3,18 3,28 3,24 3,21 3,13
Spesifik Uretkenlik 19,47 19,08 18,93 19,42 19,65 19,35

e JSPO1

Sekil 5.27: 6E3 klonunun 3.erlen optimizasyonunun 15 giinliik canli hiicre yogunlugu

sonuglart.

Canli hiicre yogunlugu sonuglarina gore 6E3 klonunun tiim kosullarinda en yiiksek

VCD-3.Erlen Optimizasyonu

5 6 7 8 9 10 11 12

13

14 15

UspP0O2 USPO3 USPO4 e |JSPQ5 = JSPOG

canli hiicre sayis1 14-15 milyonlarda oldugu goriildii (Sekil 5.27).
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Canhlik%-3.Erlen Optimizasyonu

99

98

97

96

95

94
93

92
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

e |JSPO] s |JSPQ2 s USPO3 s USPQ4 s |JSPQS s USPOG

Sekil 5.28: 6E3 klonunun 3.erlen optimizasyonunun 15 giinliik canlilik sonuglari.

Hiicre canliliklarinin tiim kosullarda 94%’iin altina diismedigi goriildii (Sekil 5.28).

Verimlilik (mg/ml) - D15
3,30

3,25

3,28
3,24
3,20
3,18
3,15
315
3,10
3,05

Titer (mg/ml) - D15

BUSPO1
mUsPO2
mUSPO3
m USPO4
mUSPOS
mUSPOG

Sekil 5.29: 6E3 klonunun 3.erlen optimizasyonunun verimlilik sonuglari

Gal-diizenleyici suplemanin her iki klon iginde verimlilik agisindan anlaml bir etkisi
goriilmedi (Sekil 5.29).
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GO Groups (%) 60.37-72,13 G1+G2 Groups (%) 25,98 - 36.27

100,00 100,00
90,00 90,00
Ref

80,00 80,00

o= L UsPO2 o L B
70,00 ° % r 3 [} - i 70,00
60,00 S=memmmnan uspor T uspoz |17 USPOS ~ Uspog 60,00
50,00 50,00
40,00 2000 | pok |ooooioil lieppn meemee[ Jeeees USPO6

. uspo2 USPO4 .

30,00 30,00 ° ° . L) o °
20,00 000 7 uspol | uspo3 USPO5
10,00 10,00
0,00 0,00

0 1 2 3 4 5 6 7 8 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 5.30: 6E3 klonunun 3.erlen optimizasyonunun glikan sonuglari.

6E3 klonu icin Gal diizenleyicinin konsantrasyonu galaktozilasyon farkli etkiler
gosterdi. Konsantrasyon arttik¢a galaktozilasyon artti. 4 g/L. eklenen Galaktoz, 1 (h/h)
konsantrasyonda kullanilan Gal-diizenleyici supleman ile benzer etkiyi sagladi (Sekil

5.30).

Sialic Acid Groups (%) 1.01 - 2.38 Mannose Groups (%) 0.58 - 0.90

5,00 5,00
4,50 4,50
4,00 4,00
3,50 3,50
3,00 3,00
250 B 2,50
w0 | ¥ ; ------ ¥ L] L] 2,00
1,50 ° 1,50 ° Py ® "
100 e====og=======Ee=rmEE T ——————teeeed e | 1o R S O S S A L J e
0,50 m 0,50 T, Ul hd eeduduubebet edsuintututel iivisiutateds Akttt Matatulnisiet At
0,00 0,00 Ref

0 1 2 3 4 5 6 7 8 o 1 2 3 4 S 6 7 8

Sekil 5.31: 6E3 klonunun 3.erlen optimizasyonunun HM% ve SA% sonuglari.

ACV (%) 25,4-28,5 Main (%) 60,7-62,4
000 . rer | o 10000
. 5000
00
8000
20,00 70,00 Ref
‘ 50,00 [ . T P s s
1500 s 50,00

40,00
30,00
20,00
10,00

0,00 0,00
0 1 2 3 4 s [ 7 8 0 1 2 3 4 5 6 7 8

BCV (%) 10,1-12,2

Sekil 5.32: 6E3 klonunun 3.erlen optimizasyonunun yiik varyant sonuglari.
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6E3 klonunda asidik varyantlar diisiikken, bazik varyantlar referans firiine gore
yiiksektir. ACV yiiksekligi i¢in, stabilite ile arttirilabilir. BCV’ler karboksipeptidaz
denemeleri de Lys’lerde etkili olup ACV’ye doniistimii tetikleyebilir (Sekil 5.32).
Kalite ve verimlilik a¢isindan uygun olan sonuglar bu calismada da tekrar

dogrulanmugtir.

5.3.4. Erlen Cahsmalarinin istatiksel Analizi

Yapilan tiim erlen optimizasyon ¢alismasinin tepkilerini DOE (Design of Experiment),
istatiksel analiz programina yiiklendi. 3D Surface sonuglarina gore program iki farkl
kosulu optimum olarak belirledi. Bu kosullardan biri Besiyeri A ve 0,6x106 digeri ise
Besiyeri C ve 1,35x106 olarak belirlendi (Sekil 5.33).

A. B.
Desinability Desirability
@ Design Points @ Design Points D Surface
Kl=a X1=a
X2=B % =B
Actual Factors Actual Factors
c=Meadia A o =Media ©
=06 d=135
om0 e=0
f=0 f=0
c D.
Factor Name Low Level High Level Coding
Gal. Mod 1] 1 a
Galactose o 3 B N
- The most desirable
Media Feed Media A Media C e
Seeding Density 0.6 138 d ' Upper exceed
Manganase 0 40 €
Con. Gal 0 4 f

Sekil 5.33: Tiim erlen sonuglarinin DOE programindaki 3D Surface sonuglari.

Calismalara verimlilik farki dolayisiyla, 1,35x106 hiicre ekim konsantrasyonu ile
Besiyeri C, 7.giin 4g/L galaktoz eklemesi kullanilarak 3,01g/L verimlilik elde edilen

kosul ile biyoreaktor seviyesinde ¢alismalara gegilmesine karar verildi (Sekil 5.34).
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Sekil 5.34: Optimizasyon sonucunda segilen erlen ¢alismasinin sonuglari.

5.4. Biyoreaktor Seviyesinde Optimizasyon Calismasi
Sonuclari

5.4.1. Biyoreaktor Seviyesinde P/V ve Hava Limiti Optimizasyon
Calismasi

3L reaktor diizeyinde 6E3 klonunun o6lgek biiyilitmesi i¢in optimizasyon c¢aligsmasi
yapildi. Bu calismada PV, kuru hava, oksijen limit optimizasyon c¢aligmas1 yapildi.

Besiyeri C kullanildi. Takviye Besiyeri olarak ise tiim kosullarda Feed2 kullanildi.

Kiiltiiriin 7.glinlinde 6E3 i¢in 4 g/L galaktoz eklemesi yapildi. P/V degeri 22,17 ve 14
olarak denendi. Baslangi¢ glutamin degeri 4 mM olarak eklendi, sonrasinda 3. Giin 4
mM, 5.glin 2 mM ve 7.giin | mM L-glutamin eklemeleri devam etti. pH degeri sicaklik
kaydirmasindan onceki 6 giin 6,95 sicaklik kaydirmasi sonras1 7,05 olarak ayarlandi
ve 7,05 £ 0,35 proses limiti verildi. Al kosulunda P/V degeri 22 olarak ayarland1 ve
kuru hava 0,01 vvm’e gore ayarlanirken, oksijen maksimum degerine ayarlandi. A2
kosulunda P/V degeri 17’ye ayarland1 ve kuru hava: 200 ml/dk oksijen 100 ml/dk
olarak limitlendi. A3 kosulunda P/V degeri 17 olarak ayarlandi ve kuru hava 0,01
vvm’e gore ayarlanirken, oksijen maksimum degerine ayarlandi. A4 kosulunda ise

kuru hava ve oksijen maksimum limitte birakildi.
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Sekil 5.35: Biyoreaktor seviyesinde optimizasyon calismasi sonuglari

Al: PV=22 Hava limit:0,01 vvm, oksijen: maksimum, A2: PV=17 Hava limit:200,
oksijen:100 ml/dk

A3: PV=17 Hava limit:0,01 vvm oksijen: maksimum, A4: PV=14 Hava limit:

maksimum oksijen: maksimum

A3 kosulunda ilk defa reaktorde yaklagik 15X10¢ hiicre sayisina ulasti ve sonrasinda
hafifce diislise gecti. A2 ve A4 kosulu yaklagik maksimum 10X10°¢ hiicre sayisina
ulasabildi (Sekil 5.35¢). Kiiltiir boyunca canlilik tiim kosullarda 87%’nin altina
diismedi. A2 ve A4 reaktor kosullar kiiltiir stiresi bittiginde canlilik agisindan daha
diisik canliliga sahip oldu (Sekil 5.35d). Bu durum gozle goriliir hiicre
toplanmasindan (clump) kaynaklanabilir. Bunun bir¢ok sebebi olabilir. Hiicre, (PV)
karigtirma hizi, kuru hava ve oksijen limiti kaynakli strese girmistir ve bu durum
yasanmis olabilir. A3 kosulu, erlen 6lcegi ile neredeyse aynmi verimlilige ulasmistir.
Tiim prosesler boyunca reaktdr 6lgeginde en yiiksek verimlilige ulagilmistir. A1, A2
ve A4 kosullart yiiksek verimlilige ulasmamistir (Sekil 5.35¢). Verimlilik farkina
ragmen spesifik tretkenlik degerleri birbirine yakindir. Glikan sonuglarina gore
referans liriine en yakin A3 reaktér kosulu olmustur. Ayni zamanda Mannoz harig
biitiin referans araliklarinin i¢inde yer almistir. Mannoz gruplarinda referans iiriin
araligina son derece yakindir. Mannoz gruplarinda meydana gelen bunun gibi kiiciik
yiizdesel degisimler klinik agidan risk olusturmamaktadir (Sekil 5.35b). 6E3 klonunda
asidik varyantlar diisiikken, bazik varyantlar referans lriine gore yiiksektir (Sekil
5.35a). CEX’de yeni bir pik tespit edilmemistir. Bu sebeple Lysine ve N terminal
glutamin sebepli oldugu disiiniildi. BCV’ler karboksipeptidaz denemeleri de
Lys’lerde etkili olup ACV’ye doniisiimii tetikleyebilir.
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5.5. Ol¢ek Biiyiitme Calismalari

A3 reaktor kosulu kalite ve verimlilik acisindan bu zamana kadar ki en iyi sonucu
verdigi i¢cin devamindaki ¢alismalarda bu sonucu 3 L ve 10 L 6l¢eginde tekrarlamak

amaclandi. 3 L ve 10 L olmak tizere duplike 4 reaktdr dlceginde A3 ile tamamen ayni

kosullarda reaktor denmesi yapildi.

[}
£
=
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>
3
om c.
x
] @100
4 <75
0 = 50
8
g 2
0
0 5 10 15
Days

Sekil 5.36: 3L’den 10L biyoreaktore uygulanan 6lgek biiyiitme ¢aligmasi sonuglart.

Olgek biiyiitme sirasinda (P/V) sabit gii¢ say1st stratejisi kullamlmigtir. Uygun kalite

ve yiiksek verimlilik acgisindan Glgek biiyiitme basari ile sonuglandirilmistir (Sekil

5.36).
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5.6. Tekrarlanabilirlik Calismasi

0 5§ 10 15 20

Sekil 5.37: Yedi farkli reaktoriin tekrarlanabilirlik sonuglart ve analizleri. (GraphPad

kullanildi.)

e

60
. 40
-3
20
0
~\ & ~\
YCJ © QC;

Minimum 1.501
25% Percentile 6.929
Median 11.21
75% Percentile 14.16
Maximum 15.88
Mean 1017
Std. Deviation 4.589
Std. Error 1.147
Lower 95% Cl of mean | 7.722
Upper 95% Cl of mean | 12.61
Sum 162.7
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Biyoreaktor seviyesinde optimum kosullar belirlendikten sonra olgek biiyiitme
calismalarina gecildi. 10L’ de yedi farkli tekrarlanabilirlik ¢aligmasi gergeklestirildi. 7
farkli reaktoriin sonuglarina gore glikan ve yiik varyant profili birbiriyle tamamen
uyumlu bulunmustur. Verimlilik sonuglarina gore ortalama verimlilik sonucu 2.830
g/L iken standart sapmasi 0.1553 degerinde olup verimlilik agisindan tekrarlanabilirlik
basartyla sonuglanmistir (Sekil 5.37). En yiiksek canli hiicre sayist yogunlugu 14-15
milyon civarinda seyretmistir. Canlilik sonuclarina gore canlilik 90%’nin altina
diismemistir. Sonuglar birbiriyle uyumludur ve canlilik ve hiicre yogunlugu agisindan

da tekrarlanabilirlik basartyla sonuglanmustir.

5.7. CEX (CpB&N-term Q) Analizi

14r
CEX — CpB treatment
1.2
1.0 |
o8 Originator w/CpB f
060
ILKO03 w/CpB
040
ILKO3 control
0
Originator control
00
T T S T S . S
80 00 1200 4w 1600 1800 200 20 200 A0

Mntes

Sekil 5.38: CEX analizi ile karboksipeptidaz B uygulamasi.

Tim kosullarda referans iirtine gére ACV% disikligi BCV% yiksekligi
goriilmistiir. ACV%’nin raf omrii siiresince arttig1 bilinmektedir. Karboksipetidaz-B
enzimi ile yapilan CEX yiik varyant analiz sonucuna gore ilk iki bazik pikin (B1 ve

B2) sirasiyla 1 C-terminal lizin ve 2 C-terminal lizin varyantlari oldugu gosterilmistir.
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CEX — N-tEer an alysis High temperature decrease the N-terminal
Q {glutamine) variants
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Sekil 5.39: CEX analizi ile N-terminal Glutamin Tespiti.

N-terminal glutamin analizinde ise 40 °C ‘de 2 hafta inkiibe edilen tiriiniin CEX yiik
varyant analiz sonucuna gore B3, B4, B5, B6 piklerinin N-terminal glutamin oldugu
gosterildi (Sekil 5.39).
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6. SONUCLAR VE TARTISMA

ILKO ARGEM Biyoteknoloji Merkezi’nden yerli olarak iiretilmis bir hiicre hatt1
kullanilmas1 projenin lilkemize olan katma degerini arttirmaktadir ve ayni zamanda
proje maliyetini de diisiirmektedir. Hem gerekli altyapinin devreye alinmasi hem de
benzeri tim firiinler i¢in uygun hiicre platformumuzu kullanilmasi, inovatér ve
biyobenzer diger yerli mAb'larin ve protein yapida ilaglarin da gelistirilmesinde daha
hizli yol alinmasim saglayacaktir. Bu teknolojik avantajin ve ilk yerli biyobenzerin
hedeflenmesinin, firmamiza, hastalarimiza ve {ilkemizin ithalat maliyetlerine
saglayacagi katkilarin yani sira, en biiyilk faydasi iilkemizin marka degerini
arttirmasinda ve diinyada biyoteknoloji sektoriinde Oncii bir giic olmasi yolunda
ilerlemesinde olacaktir. 30B4, 12D8, 6E3 klonlarinin stabilite sonuglarina gére 30B4
klonun stabil olmadig1 goriildii. 12D8 ve 6E3 MTX kullanilmadan 60 GCN stabil
oldugu goriildi. Stabilite ¢alismasi ile prosesin ticari 6lgeginin 1000 L biyoreaktor
seviyesinde Uretime kadar stabil oldugu goriilmiistiir bu da ticari tiretim agisindan
onem arz etmektedir. 12D8 ve 6E3 arasindan erlen seviyesinde optimizasyon
caligmalarina daha yiiksek verimlilik ve glikan profilinin referans {irline daha yakin

bulunmasi sebebiyle 6E3 ile devam edilmesine karar verildi.

6E3 klonu i¢in erlen seviyesinde optimizasyon sonuglarina gére manganezin kalite ve
verimlilik agisindan literatiiriin aksine anlamli bir etkisi olmadig1 goriilmistir. 4g/L
galaktoz ve 8g/L galaktoz arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Kalitede anlamli
bir fark bulunmamasi sebebiyle maliyet diisiirmesi agidan daha az miktar da galaktoz
kullanilmasi tercih sebebidir. 4g/L galaktoz yerine 1% (v/v) ticari galaktoz diizenleyici
muadil olarak belirlenmistir. 1,3x10°8 hiicre ekim konsantrasyonu, Besiyeri C, 4g/L
Galaktoz konsantrasyonu kosullar1 ile optimum sonug elde edilmistir. Verimliligin
2g/L’den 3g/L.’ye optimizasyonlar sonucu arttirilmasi vial bagina diisen maliyeti 25%

diistirmiistiir. Bu durum tiriiniin ticarilesmesi asamasinda biiyiik katki saglayacaktir.

Biyorektor seviyesinde optimizasyon sonuglarina gére PV-17 kosulu hava limiti ise
0,01 vvm’e gore ayarlanmasi ile optimum sonu¢ elde edilmistir. P/V ve hava
limitlerinin glikan sonuglarinda anlamli etkisi olmadig1 goriildii. 3L ve 10L 6lgek
bliyiitme caligmalar1 uygun kalite ve yiiksek verimlilik parametreleri agisindan basari
ile sonuglanmigtir. Calismanin yedi kez tekrarlanabilirligi basari ile tamamlanmuistir.

Yedi kez tekrarlanabilirlik ¢aligmasinin yapilmasi 10L’den sonra yapilacak daha
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biiylik 6l¢eklerin riskinin azaltilmasinda 6nem arz etmektedir. Tiim kosullarda ortaya
cikan ACV diisiikligii ve BCV yiiksekligi literatiir ile iligkilendirilerek Lizin ve N-
terminal glutamin sebepli oldugu diistintildii. C-terminal lizinin in-vivo olarak yaklasik
saatlik (62 dakika) yarilanma dmriiyle hizla kayboldugu bulunmustur [Cai vd., 2011].
Karboksipetidaz-B enzimi ile yapilan CEX yiik varyant analiz sonucuna gore ilk iki
bazik pikin (B1 ve B2) sirasiyla 1 C-terminal lizin ve 2 C-terminal lizin varyantlari
oldugu gosterilmistir. C terminal lizinlerin, {iriin viicuda enjekte edildikten sonra
dolasimda bulunan hiicre dis1 Karboksi peptidazlar tarafindan kesildigi ve dolayisiyla
tirtin aktivitesine ve biyobenzerlige bir engel teskil etmedigi literatiirde yaygin olarak
bilinmektedir [H. Liu vd., 2014]. Sicaklik muamelesi ile N-terminal glutaminler de
B3, B4, BS5, B6 olarak tespit edilmistir. N-terminal glutaminler sicakligin etkisiyle
pyroglutamik asitlere doniismektedir. Bu sebeple iiriin aktivitesine ve biyobenzerlige

bir engel teskil etmemektedir [Cao vd., 2022].
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