Hucre Kultur Teknikleri

Ders 7: Ol¢ek Biiyiitme



Kiicik Olcekte Kultur

* Bir cok doku kultiri deneylerde nispeten dusuk sayida
hicreye ihtiyac duyuldugu icin  klUcuk Olcekte
gerceklestirilir

* Bu Olcekte 25cm? ile 225cm? arasinda degisen ylzey

alanina sahip T flasklar kullanihr

* 225 cm? yuzey alanina sahip flasklarin ulasabilecegi

maksimumu sayl ml’de 1x107dir



What are small cultures?

® Experiments require multiple samples

- To observe cell growth and to perform
substrate or product assays

- Culture volumes — 100 ml

- Conducted 1n T-flasks or spinner flasks in
Incubator



Culture Vessels

- Flasks

- Plastic flasks are available with a range of
growing areas, a variety of shapes, with
several different neck designs

- Flasks surfaces are specially treated for
growing anchorage-dependent cells

150 30 - 50 15 x 108
175 35 - 60 17.5 x 108
T-225 225 45-75 22.5x 108

*Cell line dependent. Based upon a density of 1 x 10  ® cells/cm?.



Culture Vessels

- Cell culture dishes

- Cell culture dishes offer the best

economy and access to the growth
surface

- Cell culture dishes surfaces are specially
treated for growing anchorage-
dependent cells

Himalll sl vl Bl

0.8 x 10¢
60 21 4-5 2.1x108
100 95 10-12 5.5 x 108
150 148 28 - 32 14.8 x 108

*Cell line dependent. Based upon a density of 1 x 10  * cells/cm?.




Kucuk olcekte kultur

* Cok sayida flask kullanarak o6lcek buyutmek pratik
bir uygulama degildir.

 Zaman kaybi

 Hiicrelerin devamli pasajlanmasi gerekliligi
* Alan vetersizligi

* Yuksek maliyet



Olcek Bulyiitme Prosesi

e Scale-up prosesi kilturin laboratuvar o6lceginden
kademeli olarak endustriyel olcege cikarilmasiyla

gerceklestirilir.

* Bu yontem direkt olarak hicrelerin aktarildiklari
ortama adapte olup prolifere olmalariyla islerlik

kazanmaktadir
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For attachment-dependent cells:
Large Flasks

Large Dishes

Roller Bottles

CellSTACK® Culture Chambers
HYPERFlask™ Vessels

E-Cube™ Systems

For suspension-adapted cells:
Spinner Flasks
Shaker Flasks



Olcek Bulyiitme Prosesi

e Buyuk Olcege gecis sirasinda bazi  problemler

yasanabilir:
e Besin tukenmesi
* Oksijen tukenmesi

* Gaz alisverisi
* Toksik metabolitlerin olusmasi



Olcek Bulyiitme Prosesi

1. Monolayer kultlirde 6lcek bliylitme

2. Suspansiyon kiilturde dl¢ek bliylitme



Monolayer kulturde olcek
buyutme

* Monolayer kiltirde hicreler flask vylizeyine
tutunarak cogalirlar

* Bu sebeple, monolayer kultirlerde o6lcek buylutme
yapmak icin ylzey alaninin ve besiyeri hacminin

arttirilmasi gerekmektedir.



Avantajlan

i. Besiyeri degisimi ve yikama islemi kolay
ii. Hucre perflizyonu kolay

iii. Farmasotik acidan 6nemli bilesenler (interferon, antikor

vb.) yliksek dlizeyde Uretilebilir

iv. Ayni deney duzenegi ve ekipmanlar farkl hicreler ve

besiyeri ile birlikte tekrar tekrar kullanilabilir



Dezavantajlar

I. Yorucu
ii. Cok fazla bos alana ihtiyac duyar
iii. Hicre buyumesi efektif olarak izlenemez

iv. Onemli parametrelerin dlcimi zor (O, pH, CO,
etc.)



Silindir Sise Kulturlen

* Silindir seklinde siselerin kendi etrafinda dénerek

besiyerinin hucreler arasinda hareket etmesi

yontemine dayanir.

* Hicreler adezif olduklarindan sisenin i¢c kismina

vapisik halde bulunurlar ve monolayer seklinde

buyurler
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Figure 4. Roller Deck Fig. 37.6 : Roller bottle culture.




Silindir Sise Kulturlen

Avantajlari;

* i. Besiyeri dusuk seviyede sabit bir sekilde
calkalanir

* ii. HUcre buyumesi icin yeterli yizey alani bulunur
* iii. SUpernatantin toplanmasi kolay.

Dezavantajlari

* i.Goruntuleme zor

* ii. EkKipman gerekiyor

* iii. Pahali



Multi Flasklar

* Cok glines yuzey alanlari saglanabilir (1,000-25,000
cm?2).

e Uniteler, birbirine bitisik iki kdsede dikey borularla
birbirine baglanr.

* Besiyeri bolmeler arasina tek bir uctan gecebilir



A diagrammatlic represeniation of
Nunc cell factory.

Fig. 37.7




Suspanse Kiltirlerde Olcek
Buyutme

Spinner Flask Culture

* Bu yontem kan hucreleri, hibridomalar ve Hela S3

gibi sUspanse ortamda bliyumeyi seven kultlr
hatlari icin kullanilabilir.

* Bu flasklar plastik ya da cam bir siseden olusur ve
ortasinda manyetik karistirici bir saft ve besiyeri

eklenmesi veya bosaltilmasinda kullanilan kollar
bulunur



Spinner Flask
Culture

e Bu flasklar hicre hatti icin uygun ortamda manyetik
bir karistiriciya yerlestirilir

e Kulturler 100- 250 rpm’de karistirilir




Spinner Flask
Culture

* Bu flasklar karistici bir cubuk ve buna bagl olan
bir carktan (pervane) olusur. Bu sistem

hicrelerin havalandiriimasi icin uygundur

* lyi bir havalandirma icin total kiiltir hacmi flask
hacminin yarisint asmamalidir (500 mL hacme
sahip flasktaki kdltir hacmi 250 mllyi

asmamalidir.



Spinner Flask
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Biyoreaktorler

Hlcrelerin steril ortamda ve kontrol edilebilir ortam
kosullarinda buyuatilmesini saglayan genis tanlara
biyoreaktorler denir.

Mikroorganizma, bitki veya hayvan hicrelerinin
bayutulebilmesi icin kullanilabilir

Prose aerobik ya da anaerobik sekilde yurutulebilir



DIAGRAM OF A TYPICAL BIOREACTOR
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Biyoreaktorler

Biyoreaktor tasarimindaki en dnemli konulardan biri kitle
aktarimidir.  Kitle aktarimi istenilen dizeyde olmadigi
taktirde, Uretilen dokularin yeterli derecede beslenememesi
s6z konusudur. Biyoreaktorler, oncelikle, hicrelere besinleri
(glikoz ve amino asitler), biyokimyasal faktorleri ve oksijeni
surekli olarak ulastirmalidir.



Biyoreaktorler

Cesitli  kimyasallarin  doku iskelesinin ic  kisimlarina
difizyonunu saglamali ve laktik asit gibi hicre
metabolizmasinin yan Urunlerini strekli uzaklastirmahdir,
Ayrica pH, oksijen orani ve besin miktari gibi cok 6nemli
parametreler, kutle aktariminin etkinligine bagh olarak
kontrol edilebilmektedirler.



SPECIFICATIONS OF A BIOREACTOR (47

A typical bioreactor consists of following parts:

* Agitator — used for the mixing of the contents of the reactor which keeps the “cells” in
the perfect homogenous condition for better transport of nutrients and oxygen to the
desired product(sﬁ

* Baffle - used to break the vortex formation in the vessel, which is usually highy
undesirable as it changes the center of gravity of the system and consumes additional
power.

* Sparger - In aerobic cultivation process, the purpose of the sparger is to supply adequate
oxygen to the growing cells.

* Jacket - The jacket provides the annular area for circulation of constant temperature of
water which keeps the temperature of the bioreactor at a constant value



What are the parameters that control
adequate culture growth?

® Agitation —

® Bubble bursting on culture surface resulting
from culture aeration

® Stirring speed is low — rotation of a
suspended bar by a magnetic stirrer

- are not suitable in larger volumes

® Impellers — vertical and horizontal movement



Parameter — Temperature control

® Thermocirculator — pumps heated water
around an outer jacket

- Larger fermenters — pumps water through
coiled pipes within culture

® Circulating warm air

® Low volume fermenters — External heating
pads



Parameter — pH control

® Optimal pH - 7.4 — for maximum growth

® Enriched Co2 atmosphere decreases pH
fluctuations

® |-litre culture @ 2x106 cells/ml @ gas flow
of 100 ml/min



Rotameters
Fow regulators
A
Air COy
Figure 9.6

Control valve

pH electrode

pH
controller

CO; control of culture pH in a bioreactor (from Kilburn, 1991},



Cell Growth

CO and

(osm'v«l Protein Production

11




SP
Control

Equation ."’

MV Controller

CO; Gas
Cylinder




Parameter — pH control

® Direct acid or alkali addition

® Net acidic production (lactic acid) from
cellular metabolism — alkali (NaHCO3)

® HCl is added

® Computer-controlled pump or gas valve to a
pre-set pH value

® Rotameters indicate rate of gas flow —
controlled by flow regulators (fig-9.6)



Qi1 Qi ture Process Devel opnent

Indus Biotherapeutics

Requirements for a bioreactor for

animal cell culture
—— Y,

1) well-controlled environment (T, pH, DO,
nutrients, and wastes)

2) supply of nutrients
3) gentle mixing (avoid shear damage to
cells)

4) gentle aeration (add oxygen slowly to
the culture medium, but avoid the
formation of large bubbles which can

damage cells on contact).
5) removal of wastes

Types Of Cell Culture In Bioreactors



QGell Qul ture Process Devel opnent

Indus Biotherapeutics

Scale-up

O Start with small volume reactors
= T flasks, shaker flasks (5-25 mL)

O Intermediate scale
= Small, highly controlled bioreactors (1-5 L)

O Production scale
= | arge reactors (20-1,000 L)

Types Of Cell Culture In Bioreactors



QGell Qul ture Process Devel opnent

Indus Biotherapeutics

Types on the basis of mode of
operation

0 Batch

O Fed Batch

O Continuous

Types Of Cell Culture In Bioreactors



Kesikli
Biyoreaktorler

Reaksiyona girecek bilesenler reaksiyon
baslangicinda reaktore beslenir. Reaksiyon
suresince reaktore tekrar bir besleme
yapilmaz ve Grin cikisi gerceklesmez.
Reaksiyon belli bir stire sonra sona erdirilir
ve Urunler ile reaksiyona giren bilesenlerin
kalanlari reaktorden alinir. Bu sekilde calisan
reaktor sistemine Kesikli biyoreaktér denir



Indus Biotherapeutics

Batch Culture

A closed culture system

which contains an initial,
limited amount of
nutrient. The inoculated
culture will pass through
a number of phases

following a growth curve.

The growth curve
contains four distinct
regions as

Lag Phase
Exponential Phase
Stationary Phase
Death Phase

Growth

log Cell Number /mL
o

QGell Qul ture Process Devel oprent

Phase
Deceleration Death

or
Exponential Stationary Decline

N ! |

Particle
Counter
e

1.0+
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0.01+4

Time (h)

Types Of Cell Culture In Bioreactors

log OD



Indus Biotherapeutics

Batch Curve

Cell Conc. (cells/imL/106)
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Types Of Cell Culture In Bioreactors



|. Batch fermentation

In batch fermentation, the sterile .
growth medium is inoculated
with the appropriate
microorganisms, and the .J_.
fermentation proceeds without

the addition of fresh growth #
medium. Batch o

(1) The composition of culture medium, the concentration of
microorganisms, the internal chemical composition of the
microorganisms and the amount of metabolite are all change during
fermentation.

(2) All 6 phases of bacterial growth cycle are observed.



Yan kesikli
fermentorler

Yari kesikli isletimde, biyoreaktore
fermantasyon boyunca substrat beslemesi
yapilir. Reaktorden alinan 6rnekler disinda
herhangi bir Grin uzaklastirmasi s6z konusu
degildir. Strekli substrat beslemesi yapilmasi
ve Urun uzaklastirlmamasi nedeniyle
toplam reaksiyon hacmi zamanla artar.



Yari kesikli fermentorler

Yari kesikli isletim, girdi beslemesi yapilarak kesikli isletimin devami
olarak calistirilabilecegi gibi hlicre biyume ve cogalma evreleri ayri
fazlar olarak kontrol edilebilir. Bunun yaninda yari kesikli isletimde
farkh besleme sekilleri ile farkli kontrol metotlari uygulanabilir. Bu
isletimde yuksek derisimde biyokutle ve urin elde edilir.



ll. Fed-Batch fermentation

In fed-batch fermentation, ]
fresh growth medium is added ‘ __ Cells
continuously during

fermentation, and no growth ‘

Concentration

Fed Substrate

medium is removed until the end

of the process. Time
Batch Fed-Batch

(1) The continuous addition of medium prolongs both the log
and stationary phases, thereby increasing the biomass and the
amount of metabolites.

(2) However, microorganisms in stationary phase often produce
proteolytic enzymes (proteases) to degrade proteins.

(3) A fed-batch fermentation strategy can increase the yield
from 25% to more than 1,000% compared with batch fermentation.



Kesikli
N EnlEN
Fermentasyon

Proses baslangicta kesikli olarak baslar.
Besin elementleri tikenmeye baslayinca
substrat, fermantasyon sirasinda cesitli
zamanlarda azar azar ortama ilave edilir.

llave besin eklenmesi hem logaritmik hem
de durgun faz sirasinda yapllir.

Islem hem biyomas hem de sekonder
metabolit miktarinin artmasina neden olur.
Ozellikle rekombinant mikrorganizmalardan
protein Uretiminde kesikli beslemeli
fermantasyon tipi benimsenmektedir.



Ill. Continuous fermentation

In continuous fermentation, fresh
growth  medium is added
continuously during fermentation,
but there is also continuous
removal of an equal volume of
medium containing suspended
microorganisms.

- -

| 1|

- Cromth-bmiting suisiraie
L — -
|

Continuous

(1) A steady-state condition of the total number of cells and the
total volume in the bioreactor is maintained.

(2) A single reaction can be maintained for a much longer period.

(3) However, potential drawbacks are loss recombinant plasmid
constructs in some cells, difficulty in maintenance of an industrial
scale and variation from batch to batch.



Surekli
(Continuous)
Fermantasyon

Siirekli (Continuous) Fermantasyon:

e Acik sistemlerdir.Bu sistemde steril besin
biyoreaktore ilave edilirken, esit miktarda
urin ve onunla birlikte mikroorganizma
sistemden alinir.

e Urliniin alimi sirasinda kaybedilen
mikroorganizmalar, reaktordeki hticre
bolinmesiyle dengelenir.



Surekli
Fermantasyon

Siirekli Fermantasyon:

e Homojen karisimin saglandigi

reaktorlerde: Kemostat veya turbidostat
olarak calisilabilir.

Kemostat sisteminde fermantasyonunun
kararlihgl substratlardan bir tanesinin
konsantrasyonu ayarlanarak hicre buyimesi
kontrol edilerek saglanir.







Surekli
Fermentasyon

Tarbidostat yonteminde ise
fermantasyonda biyomas
konsantrasyonu  tlrbidimetrik
olarak olculir ve elde edilen
verilere gére besin ilave edilerek

kararhhk saglanir.






Karistiirmali Tank Biyoreaktoru

* Mekanik olarak karistirilan sivi fazl biyoreaktorlerdir.

* Karnistirmali tank biyoreaktorler; cam veya paslanmaz celikten
imal edilen basit karistiricilardir. Karistirma diizenegi Gstte yada
altta olabilir. Biyoreaktoriin yonlendirme plakasi (baffle) girdap
olusumunu engeller.

e Bir sparger ile taze havanin girisi saglanir.



Karistirmal
Tank '<—Molor
Biyoreaktoru

Baffle

Culture medium

Air inlet

N




Balon Kolon
Biyoreaktorleri

Sivi  ortamin  karnistirilmasi  siGtunun
dibine yerlestirilmis hava dagiticidan
kaynaklanan hava kabarciklarinin yukari
yonll hareketi ile saglanir.

Hava dagiticidan kicuk baloncuklar

halinde ¢ikan gazlar yuksek basi¢ altinda
bluylk baloncuklara dénusur

Bu baloncuklar yukariya dogru ciktike
gaz dagilimini saglar



Types of bioreactors/fermenters

There are 3 fundamental classes of bioreactors
* Stirred-tank reactors (STRs),

* Bubble columns and

* Airlift reactors.

A. STRs:

(1) STRs have internal mechanical agitation and are the most
commonly used.

(2) STRs are usually constructed from stainless steel or glass
for laboratory-scale.

(3) Heat generated from metabolism of the growing cells or

the energy input by agitation is a limitation of the size of a
bioreactor.



Types of bioreactors/fermenters

Stirrer Tank
Reactor

Bubble column

—  Gas out

Feed —u/,:\_—.

reactor

Feed —u(:\

Air

Air lift
reactor




Hava
Kaldirmali
Biyoreaktor

icinde bulundurdugu hava sizdirmayan
(draught tube) bir tipe, hava yada baska
bir gaz karisiminin girisi ile ortamin
karistirildigi  ve havalandirildigi  balon
situn (bubble column) olarak tarif
edilebilir.

Gaz sirklilasyonu icteki hava sizdirmaz tip
veya distaki bir cember (loop) vasitasiyla
saglanir.

Dolayisiyla dikey bir akim donglstnin
oldugu reaktor gaz iceren ve icermeyen
boluim olarak iki bélime ayrilmis olur.



Airlift sistemlerin sundugu avantajlar:

- Basit dizayn; hareketli parca ve karistirici mekanizma bulunmaz,

daha az bakim gerektirir, hasar riski yoktur ve sterilizasyon daha
kolaydir.

- Daha az parcalanma orani(shear rate) gorulir. Bitki ve hayvan
hicrelerine uygulanabilir

- Kontrolli akim ve etkili karistirma

- BUtin asamalar icin iyi tanimlanmis stre

- Urlin miktarini arirmada biiyik hacimde tank
imkani



Airlift sistemlerin dezavantajlari:

- Genis Olcekte Gretim icin yatirrm maliyeti
fazlahgi

- Koplik olusumu, kopiik olustugunda gaz/sivi
ayirmada zorluk



Airlift
Biyoreaktor

Culture medium

Gas sparged rise

Icten tiipliit ALBR. Hava tankin dip tarafindan k Air inlet
girer ve dikey yonde akim olusturur



Airlift
Biyoreaktor
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Perflizyon
Biyoreaktorler

|
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l Incubation Chamber

IJ Peristaltic Pump
Media Reservoir

Compliance Chamber



