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ONSOZ

Biyomiihendislik, = miihendislik  bilimlerinin  analitik
yaklasimini biyoloji, tip ve yasam bilimleri ile birlestirerek insan
yasaminin kalitesini artirmayl amagclayan, giinlimiiziin en hizh
gelisen disiplinlerinden biridir.

Bilim ve teknolojide yasanan  hizli  doniisiim,
biyomiihendisligi yalnizca mevcut problemlere ¢oziim lireten bir
alan olmaktan cikararak gelecegin saglik sistemlerini sekillendiren
stratejik bir disiplin haline getirmistir. Bu nedenle biyomiihendislik
yalnizca teknik bilgiye degil, aynm1 zamanda etik degerlere,
stirdiiriilebilirlik anlayisina ve yenilik¢i diisiinme becerilerine de
sahip olmay1 gerektirmektedir.

Bu eserin hazirlanmasinda bilgi ve deneyimleriyle bilim
diinyasina katki sunan tiim arastirmacilara, akademisyenlere ve
meslektaslarimiza tesekkiir ederiz. Ayrica 68renme ve arastirma
azmiyle bilimin ilerlemesine katki saglayan 6grencilerimize ilham
vermesini ve biyomiihendislik alaninda yeni fikirlerin, projelerin ve
teknolojilerin gelistirilmesine katkida bulunmasini dileriz.

Bu kitabin, biyomiihendislik alaninda egitim goren ve ¢alisan
herkes i¢in giivenilir, glincel ve kapsamli bir bagvuru kaynagi olmasi
dilegiyle...

Dr. Ogretim Uyesi Ali Can CABUKER
ARTVIN CORUH UNIVERSITESI



ICINDEKILER

VIRAL VEKTOR URETIMINDE BIYOMUHENDISLIK
ZORLUKLARI: GEN TEDAVILERINDE YUKSEK TiTREDE
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BOLUM 0

VIRAL VEKTOR URETIMINDE
BIYOMUHENDISLIK ZORLUKLARI: GEN
TEDAVILERINDE YUKSEK TiTREDE URETIM
VE SAFSIZLIKLARIN GIDERILMESINE ILiSKIN
SORUNLAR

Umit Urek?

Giris/Introduction

Gen tedavisi tibbi {iriinleri, Ileri Tedavi Tibbi Uriinleri
(ATMP'ler) kategorisi kapsamina girer. Tirkiye'de ATMP'ler; gen
tedavisi tibbi iiriinleri, somatik hiicre tedavisi tibbi iirlinleri veya
doku miihendisligi iiriinleri olarak tanimlanmaktadir (Tiirkiye ilag
ve Tibbi Cihaz Kurumu, 2023). Rekombinant adeno-iliskili viriis
(rAAV; yabanil tip viriis: AAV) temelli gen tedavilerinin 200'den
fazla klinik ¢alismada incelendigi bildirilmistir. (Gimpel et al.,
2021); lentiviral vektorler (LV), 6zellikle kimerik antijen reseptorii
T-hiicresi (CAR-T) tedavileri gibi ex vivo uygulamalarda
kullanilmaktadir (Perry & Rayat, 2021).

Prosediiriin endiistriyel 6l¢ege tasinmasindaki zorluk, biiytik
Olgiide ihtiya¢ duyulan vektdr miktarindan kaynaklanmaktadir.
Hemofili B {izerine yapilan ve AAVS8 vektoriiniin kullanildig1 bir
caligmada, yiiksek doz grubuna kilogram basina 2x10'? vektor
genomu (vg/kg) uygulanmisg (Nathwani et al., 2011); LV iiretim
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Birimi, ORCID: 0000-0003-3645-6571
1



stireclerinden yillik olarak elde edilmesi beklenen miktar, hasta
sayisina ve dozaj miktaria bagli olarak 10' ile 10" transdiiksiyon
birimi (TU) arasinda degisebilmektedir (Perry & Rayat, 2021). vg,
fiziksel genom kopyalarmi, TU ise hedef hiicrelerde olgiilen
biyolojik transdiiksiyon kapasitesini yansitir; konsantre LV
preparatlarinda RNA ve kapsid proteini p24'iin 6l¢limiine dayanan
fiziksel titrasyon degerlerinin transdiiksiyon verimliliginin zayif
gostergeleri oldugu gosterildiginden (Geraerts et al., 2006) bu iKi
birim birbirine doniistiiriilmemeli ve farkli vektorlerin biiytikliikleri
dogrudan kiyaslanmamalidir.

Bu bolim, tst-akim (upstream) ve alt-akim (downstream)
biyomiihendislik ~ darbogazlarini,  safsizliklarin  (impurity)
giderilmesiyle ilgili zorluklar1 ve Kalite Tasarimi (QbD) ile Kimya,
Uretim ve Kontrol (CMC) gereksinimlerini rAAV ve LV ile smirli
olarak incelemektedir; Sekil 1 iiretim zincirinin genel akisini
ozetlemektedir. LV ile ilgili sayisal verilerin biiyiik bir kism1 tek bir
derleme ¢alismasindan (Perry & Rayat, 2021) alinmistir; s6z konusu
derlemenin kaynakgasinda yer alan birincil ¢aligmalara dayanan bu
degerler, burada ikincil bir kaynak araciligiyla sunulmaktadir. Farkli
hiicre hatlari, metodolojiler ve Olgekler kullanilarak elde
edildiklerinden, bu veriler biytikliik derecelerine dair Ornekler
olarak yorumlanmalidir.



Sekil 1. rAAV ve LV iiretim zincirine dair sematik genel bakis
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Hasat ve lizis

rAAV: hiicre lizisi;
LV: kiiltiir siipernatam

Konsantrasyon ve
formiilasyon

tegetsel akigh filtrasyon;
steril filtrasyon

Karakterizasyon,
salim ve giivenlik

genom titresi, kapsid igerigi,
potens, safsizhiklar

Viral Vektor Platformlarinin Uretimi Belirleyen Ozellikleri

rAAV kapsidi; VP1, VP2 ve VP3 proteinlerinden olusan, 60
alt birimli, ikozahedral bir yapidir (Wright, 2014) ve partikiil gap1
yaklagik 25 nm'dir (Gimpel et al., 2021). Ters g¢evrilmis ug
tekrarlariyla (ITR) dizileriyle ¢evrelenmis ifade kasetini tasiyan
vektor sablonu tim rAAV diretim sistemlerinde bulunur ve
gereklidir; rep ve cap dizileri ile yardimer islevler ise iiretime
eklenen yardimci bilesenler (plazmidler veya viriisler) {izerinden
saglanir (Wright, 2014). Bilesenlerin sunulma bigimi platformdan
platforma farklilik gosterir ve her platform kendine 6zgii bir safsizlik
profili ortaya ¢ikarir; en sik rastlanan safsizliklar arasinda kusurlu
partikiiller, konake¢1 hiicre ve yardimci virlis (adenoviriis, herpes
simpleks viriisii veya bakiiloviriis) kaynakli kalinti proteinler ve
plazmid, hiicre ya da yardimci viriis kokenli olup rAAV
partikiillerine paketlenebilen istenmeyen (illegitimate) DNA yer alir
(Penaud-Budloo et al., 2018). Bos kapsidlerin nihai iiriinle yapisal
benzerlik gostermesi, bunlarin uzaklastirilmasini giiclestirmektedir;
ayrica, kiiciik DNA pargalar1 iceren partikiilleri tamamen bos
kapsidlerden ayirt etmek de kolay degildir (Wright, 2014).
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LV'ler tipik olarak insan immiin yetmezlik virisii tip 1 (HIV-
1) temellidir; 80-120 nm ¢apinda kiiresel ve zarfli partikiillerdir, 11
kilobaza (kb) kadar transgen tasiyabilir, boliinen ve boliinmeyen
hiicreleri transdiikte edebilirler. Biyogiivenlik gerekcesiyle viral
genom 3-4 plazmide boliinmiistiir ve transfer plazmidi kendini
inaktive eden (SIN) tasarima sahiptir. Zar yapisi, beraberinde bir
kirilganhik da getirir: 37 °C'deki yar1 dmriin 7-8 saat civarinda
oldugu ve 1 M sodyum kloriir ile muamele edildiginde fonksiyonel
titre degerinin %>50'sinin bir saat i¢inde kayboldugu bildirilmistir.
Kusurlu pargaciklarin, islevsel vektorle birlikte saflastirilabilmesi,
proses kapasitesini daha da smirlandirmaktadir (Perry & Rayat,
2021).

LV'lere hedef hiicre tropizmi ¢ogunlukla zarf proteininin
modifikasyonuyla (pseudotyping) kazandirilir ve bu se¢im iiretim
stirecini de belirler. Altin standart olarak kabul edilen vezikiiler
stomatit virlisi  glikoproteini  (VSV-G), diisik yogunluklu
lipoprotein (LDL) reseptorii araciligiyla genis bir tropizm ve yiiksek
islevsel titreler saglar; buna karsilik yiiksek diizeyde ekspresyon,
iretici hiicre hatlarinda istikrarsizliga yol agar; insan serumunda
bulunan kompleman sistemi tarafindan inaktive edilir ve CAR-T
tedavisi agisindan Onemli bir hiicre popiilasyonu olan dinlenme
halindeki lenfositlerde reseptor ekspresyonu diisiiktiir. Kedi endojen
retroviriisiinden tiiretilen RD114 zarfi, daha az sitotoksiktir ve stabil
tiretici hiicre hatlarinda kullanilabilir; RDPro tiireviyle, gecici
tiretimde RD114'e kiyasla yaklasik bir logaritmik birim daha yiiksek
bir titre degeri elde edildigi bildirilmistir. Uygulama yontemi, kalite
onceliklerini de degistirir: in vivo uygulamada agirlik kalite ve
konsantrasyon iizerindeyken, ex vivo uygulamada ise kalite ve
verime kayar; transdiiksiyon isleminde, tek kopyali entegrasyonu
saglamak ve sitotoksisite ile tiimorijenik potansiyeli siirlamak
amaciyla enfeksiyon c¢oklugunun (MOI) distik tutuldugu
belirtilmektedir (Perry & Rayat, 2021). Tablo 1, iiretimi belirleyen

iki vektoriin 6zelliklerini kargilastirmaktadir.
--4--



Tablo 1. rAAV ve LV'nin tiretimi belirleyen temel ozelliklerinin

karsilastirmasi

Ozellik rAAV LV
Partikiil 60 alt birimli ikozahedral Zarfl kiiresel partikiil; 80—
yapisi ve kapsid (VP1-VP3) (Wright, | 120 nm (Perry & Rayat,
boyutu 2014); cap =25 nm (Gimpel | 2021)

etal., 2021)
Doz ve titre vg (6rnegin vg/kg) (Nathwani | TU (bkz. Giris/Introduction)
birimi etal., 2011) (Perry & Rayat, 2021)

Baslica iiriinle
iligkili
safsizhiklar

Bos kapsidler; kapsidlenmis
konakgi1 ve yardimer bilesen
DNA's1; replikasyon yetkin
AAYV (rcAAV); enfektif
olmayan ve agregat
partikiiller (Wright, 2014)

Fonksiyonel olmayan vektor;
serbest vektor zarflari; viral
agregatlar (Perry & Rayat,
2021)

Baslica siirec
darbogaz1

Bos kapsidlerin {iriine yapisal
benzerligi nedeniyle ayrimin
giic olmasi1 (Wright, 2014)

Zarfl partikiliin kirilganligy;
stabil hatlarda viral bilesen
sitotoksisitesi (Perry & Rayat,
2021)

Baslica iiretim
platformlari

HEK293 plazmid
transfeksiyonu (iki veya ii¢
plazmid); Sf9/baculovirus;
herpes simpleks viriisii (HSV)
temelli sistemler (Clément &

Grieger, 2016)

HEK293 veya HEK293T
gegici transfeksiyonu; stabil
tiretici hatlar (Perry & Rayat,
2021)

Ust-Akim (Upstream) Siirecler

Ust-akim asamasi konak hiicre hattinin, {iretim ydnteminin,
biyoreaktoriin ve kiiltiir ortaminin se¢imini kapsar. LV iiretim i¢in
genellikle insan embriyonik bébrek (HEK) 293 hiicreleri ya da
bunlarin, maymun viriisii 40 (SV40) biiyiik T antijenini tasiyan bir
tirevi olan HEK293T hiicreleri tercih edilir; gecici {iretimde,
genellikle milyon hiicre basina en az 1 pg plazmid DNA kullanilir;
polietilenimin (PEI) ise kalsiyum fosfat veya katyonik lipitlere
kiyasla, 6l¢eklendirilebilir transfeksiyon i¢in daha uygun ve maliyet
etkin bir segenek olarak kabul edilir (Perry & Rayat, 2021).
rAAV’nin klinik Olgekte iiretiminde en yaygin yontem plazmid
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transfeksiyonudur; geleneksel yaklasimda vektor plazmidi ile Rep,
Cap ve AdS5 islevlerini tastyan yardimei plazmid es molar kullanilir,
bunun bir varyant1 olan “iki yardimcili” (two-helper) yontemde ise
AAV ve AdS islevleri ayr1 plazmidlerde taginir (ii¢lii transfeksiyon).
Bu yontemde hiicrelerin tipik olarak %80'e kadar1 transfekte olur ve
vektor tretimi hiicre hasadinda 48—72 saat arasinda en yiiksek
diizeye ulasir. Nitelikli bir klinik ana hiicre bankasindan elde edilen
HEK?293 hiicreleri, siispansiyon kiiltiiriinde ¢ogalacak sekilde adapte
edilmis; PEImax kullanilarak gergeklestirilen tiglii transfeksiyon
sonrasinda, ham lizatlarda 10° vg/hiicrenin {izerinde bir verim elde
edildigi bildirilmistir. (Clément & Grieger, 2016).

Gegici transfeksiyonun maliyet ve tutarlilik agisindan sahip
oldugu smirlamalar, kararli {iretici hiicre hatlarina dogru bir
yonelmeye yol a¢mistir. Bu hatlarda viral bilesenler siirekli
(konstitiitif olarak) ifade edilir; herhangi bir ilave plazmid veya
transfeksiyon reaktifi gerekmez; bununla birlikte, viral bilesenlerin
sitotoksik etkileri nedeniyle, elde edilen titreler gegici yontemlerle
ulagilan seviyelerin altinda kalabilir; ayrica tetrasiklin ile
indiiklenebilen sistemlerde, indiikleyici maddenin daha sonra
ortamdan uzaklastirilmasi, "sizintili" (leaky) ekspresyon riski
dogurur.(Perry & Rayat, 2021) (bildirilen titreler i¢in bkz. Tablo 2).
Biiyiik olgekli LV iiretimine yonelik yeni protokollerin, paketleme
hatlarinin ve Kkiiltiir cihazlarinin hedeflenen seviyeye yaklastigi
belirtilmektedir (Martinez-Molina et al., 2020). rAAV tarafinda rep
ve cap'i indiiklenebilir ifade eden Sf9 stabil hatlarina dayali iki
bilesenli sistem gelistirilmis, HSV temelli tiretim HEK293 veya
yavru hamster bobrek (BHK) hiicrelerinin iki rekombinant HSV
stoguyla es zamanli enfeksiyonuyla saglanmis, ¢ogunlukla Hela
tirevi olan stabil hatlarin klinik kullanimimi ise ii¢ dezavantaj
sinirlamistir; enfeksiyon temelli yontemler (adenoviriis, herpesviriis,
baculovirus) yardimci sistemden kaynaklanan kirleticiler ve
safsizliklar i¢in ek test gerektirir (Clément & Grieger, 2016).
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Olgek kararlar1 hem titreyi hem safsizlik yiikiinii belirler.
Yapiskan kaplarla c¢ogaltmada (scale-out) elle manipiilasyon ve
kontaminasyon riski artar; flask ve doner sise kiiltlirlerinde
¢ozlinmiis oksijen (DO) ve pH hat i¢i izlenip kontrol edilemez; sabit
yatakli biyoreaktorler ise kiiltlir parametrelerinin hat i¢i izlenmesine
olanak wverir. Kanstirmali tanklarda {retici hiicreleri kayma
hasarindan korumak esastir ve memeli hiicreleri bakteri hiicrelerine
gore daha disiik hacimsel oksijen transfer katsayis1 (kLa)
gerektirdiginden olgek biiyiitme kriteri olarak birim hacim bagina
giic girdisi ve pervane ug hiz1 tercih edilir. Yiiksek hiicre yogunlugu
daha diisiik canlilikla iligkilidir ve uzaklastirilmasi gereken kirletici
kiitlesini artirir. Besiyeri alt-akima giren ilk vektdr igeren besleme
akisini olusturur; serumun ¢ikarilmasi bulas ve tedarik endiseleri ile
yiiksek protein yiikii nedeniyle istenir ve serumsuz besiyerlerinde
karsilagtirilabilir titrelere ulasildigi bildirilmistir (Perry & Rayat,
2021).

AIt-Aklm (Downstream) Siirecler: Safsizlik Giderimi ve Verim
Ikilemi

Viral vektor safsizliklar tirtinle iliskili (product-related) ve
stirecle iligkili (process-related) olmak tizere ikiye ayrilir. LV'de
driinle iligkili safsizliklar fonksiyonel olmayan vektorii, serbest
vektor zarflarin1 ve viral agregatlari; siiregle iliskili safsizliklar
konaker hiicre proteinlerini (HCP), lipitleri ve DNA'sin1 (hcDNA),
plazmid DNA'sin1, transfeksiyon reaktiflerini, indiikleyici ajanlari,
niikleazlar1 ve besiyeri bilesenlerini kapsar (Perry & Rayat, 2021).
rAAV'de iriinle iliskili safsizliklar bos kapsidler, kapsidlenmis
konak¢1 hiicre niikleik asitleri ve yardimci bilesen DNA'si,
replikasyon yetkin AAV (rcAAV), enfektif olmayan partikiiller ile
agregat, bozunmus ve okside vektorler olarak tanimlanmis; kabul
edilebilir diizeylerin belirlenmesinin dikkatli bir risk ve fizibilite
degerlendirmesi gerektirdigi vurgulanmistir (Wright, 2014).



Alt-akim, klarifikasyonla baslar; filtrelerin tutma degerleri
cogunlukla 10 ile 0,2 um arasinda kademeli (cascading) siralanir ve
steril filtrasyondaki kaybin kismen yetersiz formiilasyon ile zayif
saflagtirmadan kaynaklandigi belirtilir. Viral partikiillerle iliskili
konak¢1 niikleik asitleri niikleazla muamele gerektirir; hacim
biiyiidiikge daha fazla enzim birimi gerektiginden maliyet artar, bazi
niikleazlar magnezyum iyonu, yiikseltilmis sicaklik ve belirli pH
araliklari ister ve enzimin kendisi ileri asamalarda uzaklastirilmalidir
(Perry & Rayat, 2021). Literatiirde sikca atif yapilan kalint1 hiicre
substratt DNA's1 Olgiitleri doz basina <10 ng ve ortanca DNA
boyutunun <200 baz ¢ifti (b¢) olmasidir; buna karsilik rAAV
kapsidlerine paketlenen konak¢t DNA pargalarinin yaklasik 4700
niikleotide (nt) kadar tek zincirli parcalar olarak Ongdrildigi
belirtilmistir (Wright, 2014). Bu nedenle s6z konusu 6lgiitlerin gen
tedavisi  drlinlerine  uygulanis liriine O0zgli  olarak
gerekgelendirilmelidir.

Klinik kullanima yonelik rAAV'lerde yogunluk temelli
saflagtirmanin yerini afinite temelli yontemler almistir. AAV'ye
ozgii afinite ligandlart deve familyas1 (camelid) hayvanlardan
tiiretilmis tek etki alanli antikorlara dayanir; AVB Sepharose ile
AAV9 ligandinin (CSAL9) kapsidin 5 katli simetri bolgesine farkli
yonelimlerle, AAVS ligandinin (CSALS) ise 3 katli ¢ikintinin yan
yiiziine baglandigi, bu baglanma profillerinin AAV1, AAV2, AAVS,
AAVS8 ve AAVY9 izerinde kriyo-elektron mikroskobuyla
haritalandig1 gosterilmistir; bu nedenle yeni kapsid varyantlarinin
afinite kolonlariyla saflastirilabilirligi vektor tasarimi asamasinda
dikkate alinmalidir (Mietzsch et al., 2020). G6zenekli boncuk tabanli
recinelerde gozenekler viral partikiiller i¢in ¢ok kii¢iik kaldigindan
i¢ yiizey alanma erisilemez; bu nedenle monolitler, membran
adsorberler ve nanofiber fazlar gibi konvektif kiitle transferine
dayanan malzemeler gelistirilmistir. LV’de anyon degisim
kromatografisiyle (AEX) geri kazanimi segilen faza ve kosullara
gore belirgin bicimde degisir; yeni gelistirilen nanofiber temelli
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AEX fazlartyla yaklasik %90 geri kazanim bildirilmistir.
Konsantrasyon ve tampon degisimi i¢in ultrafiltrasyon/diafiltrasyon
modunda ¢alisan tegetsel akish filtrasyon (TFF) kullanilir; LV'lerin
dondurma-¢ézme dongiilerine ve tampon osmolaritesine duyarlilig
formiilasyon kararlarin1 yonlendirir (Perry & Rayat, 2021).

Bos ve dolu kapsid ayrimi rAAV'de ayr1 bir sorundur. Wright
(2014), yeterince saflastirilmamis preparatlarin dolu vektore gore
fazla miktarda (6rnegin 10 kat) bos kapsid igerebildigini; bunlarin
kapsid antijenine yonelik adaptif bagisiklik  yanitlarmi
siddetlendirme ve hedef hiicrelerdeki baglanma bdlgeleri icin
yarisarak doz gereksinimini yiikseltme potansiyeli tasidigin
belirtmekte ve AAV2-hFIX ile AAV8-hFIX ¢alismalarinda kapsid-
spesifik CD8+ T hiicresi yanitinin doniistliriilmiis hepatositlerin
temizlenmesiyle iligkilendirildigini = aktarmaktadir. ~ AAVS
vektorlinlin yiiksek dozunu alan iki katilimcidan birinde, AAV8
kapsid-spesifik T hiicrelerinin saptanmasiyla iliskili gegici ve
asemptomatik bir aminotransferaz yiikselmesi goriilmiis, digerinde
nedeni daha az acik hafif bir karaciger enzimi artig1 gelismistir; kisa
stireli glukokortikoid tedavisi enzim diizeylerini hizla normale
dondiirmiis ve transgen ifadesi korunmustur (Nathwani et al., 2011).
Doz arttikga hem toplam kapsid antijeni hem de preparattaki bos
kapsid miktar1 artacagindan, bu gozlemlerde bos kapsidlerin pay1
toplam kapsid yiikiiniin doza bagl etkisinden ayristirilamaz; bos
kapsidlerin bagisiklik yanitin1 artirdigi goriis bu nedenle hipotez
diizeyinde  kalmaktadir  (yazarin  degerlendirmesi).  Fare
modellerinde bos AAV virionlarindan kapsid antijeni sunumunun
doza bagl indiiklendigi gosterilmistir (Pei et al., 2018).

Ayrimda iyon degisim kromatografisi kullanilir; bu yontemle
bos ve dolu kapsidlerin ayrilabildigi AAV2, AAVS ve AAV6 igin
bildirilmistir (Wright, 2014). Joshi et al. (2021), AAVS5 igin
gelistirdikleri AEX yonteminde tek adimda yaklasitk 9 kat
zenginlesme saglandigini ve nihai preparatin %80 + 5 oraninda

genom iceren vektor kapsidinden olustugunu analitik ultrasantrifiij
--O--



(AUC) ile dogrulayarak bildirmis; optimize edilen siireci AAV6,
AAVS8 ve AAV9 ile de dogrulayarak %90'mm iizerinde vektor
zenginlesmesi elde etmistir (bkz. Tablo 2). Hedeflenen dolu kapsid
oranini ylikseltmek i¢in iirlinlin daha dar bir fraksiyondan toplanmasi
geri kazanimi diisiirebileceginden, saflik ile verim arasinda denge
kurmak stire¢ gelistirmenin merkezi optimizasyon problemlerinden
biridir (yazarin degerlendirmesi).

Tablo 2. Ust-akim ve alt-akim siireclerinde bildirilen bashca
sayisal degerler

Parametre Bildirilen deger | Baglam Kaynak
Saflagtirlmamus | 10°-10" TU/mL | Gegici (Perry & Rayat,
hasatta LV titresi transfeksiyon 2021)
Siispansiyonda 10 TU/mL ve | Siispansiyona (Perry & Rayat,
LV titresi alt1; kademeli adaptasyon 2021)

adaptasyonla 108

TU/mL
Sabit yatakh >10° TU LV; perfiizyon; 4 | (Perry & Rayat,
biyoreaktor m? yatak, 5,5 L 2021)
(iCELLIis) hacim
Perfiizyon Kesikliye gore | LV (Perry & Rayat,
kiiltiirii 15 kata kadar 2021)

iyilesme; 10%

kiimilatif

TU/L'ye kadar
Stabil iiretici LentiPro26 ve LV; (Perry & Rayat,
hatlar WinPac: 106 LentiPro26/WinP |2021)

TU/mL/giin; ac yapigkan

indiiklenebilir kultiir; 293SF-

293SF-PacLV: | PacLV

3,4x107 siispansiyon,

TU/mL/giin serumsuz, VSV-G
rAAV verimi >10% vg/hiicre | Siispansiyon (Clément &

(ham lizat) HEK?293, PEImax | Grieger, 2016)

ile ticlii
transfeksiyon
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Parametre Bildirilen deger | Baglam Kaynak
Diisiik titrenin %26'ya kadar Otolog hiicre (Perry & Rayat,
maliyet pay1 tedavisi maliyet | 2021)
analizi
Derinlik >%95 titre geri | LV; 50 L 6lgek (Perry & Rayat,
filtrasyonu (katki | kazanimi; >%85 2021)
maddesiz) HCP azaltim
Steril filtrasyon %30-50 titre LV; 0,22 pm (Perry & Rayat,
kayb1 sirga tipi 2021)
membran filtre
AEX ile rAAV AAV5: ~9 kat, |rAAV;sv-AUC | (Joshi etal., 2021)
zenginlestirme %80 + 5 genom | (AAV5, AAVS)
igeren kapsid, ve optik yogunluk
AAVE, AAVS, |(AAV6, AAV9)
AAVI: >%90
zenginlesme

Kalite Tasarim (QbD) ve CMC Gereksinimleri

Kalite, iirlinlin kendisinden 6nce baslangi¢c materyallerinin
kalitesiyle sekillenir. Avrupa Ilag Ajansi'nin (EMA) gen tedavisi
kilavuzu, baslangic materyalleri basligi altinda virlis tohum
bankalarini, 6karyotik hiicre bankalarini, RNA veya DNA vektorleri
ile plazmidleri, bakteriyel hiicre bankalarin1 ve komplekslestirici
materyalleri ayr1 ayri ele alir (European Medicines Agency, 2018);
Avrupa Birligi'nin ATMP'lere 6zgii lyi Uretim Uygulamalari (GMP)
kilavuzunda da baslangi¢c ve hammaddeler ile tohum partisi ve hiicre
bankas1 sistemi ayr1 boliimler halindedir (European Commission,
2017). Plazmidler yalnizca bir girdi degildir: paketlenmis kalinti
DNA safsizliklarinin saflastirilmis vektor partikiillerinde vektor
genomu DNA’sinin %1-8'1 diizeyinde bulundugu ve bu safsizligin
baslica ITR igceren vektor sablonundan tiiredigi bildirilmistir; ITRye
bitisik plazmid veya bakmid omurga dizilerinin ifade kasetinin
yaninda paketlenmesi bu gozlemi agiklayan mekanizma olarak one
stiriilmektedir (Wright, 2014).

Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Gida ve Ila¢ Dairesi'nin

(FDA) gen tedavisi {riinleri i¢in aragtirma amagli yeni ilag
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bagvurularma (IND) iliskin CMC rehberi, sunulacak bilginin tiriiniin
giivenlik, kimlik, kalite, saflik ve gii¢ (potens dahil) 6zelliklerini
desteklemesini amacglar (U.S. Food and Drug Administration,
2020a). Viral vektorlerin heterojen dogasi, hedef {iiriin kalite
profilinin, CQA'larin ve kontrol stratejisinin erkenden tanimlandig:
QbD yaklagimim yararh kilar; kalite risk yonetimi ile ilag kalite
sisteminin ¢er¢evesi Uluslararast Uyumlastirma Konseyi'nin (ICH)
Q9(R1) ve Q10 kilavuzlarindadir (International Council for
Harmonisation, 2008, 2023d). Beklenti diizeyinin dogru okunmasi
onemlidir: ICH soru-cevap belgesinde Q8(R2)'de tanimlanan
“gelistirilmis” (enhanced) yaklasimin tesvik edildigi, buna karsin
tasarim alani olusturmanin veya gergek zamanli salim testi
uygulamanin mutlaka beklenmedigi belirtilmektedir (U.S. Food and
Drug Administration, 2011b).

rAAV ig¢in viris titresi, kapsid icerigi ve agregasyon olast
CQA'lar olarak tanimlanmakta; bu ozellikleri 6lgen ydntemlerin
siklikla uzun analiz siiresi veya diigiik verim sorunu yasadigi
vurgulanmaktadir. Standart egri gerektirmediginden dijital damlacik
polimeraz zincir reaksiyonu (ddPCR) one ¢ikmakta; kapsid
iceriginin belirlenmesinde AUC bos, kismi dolu ve dolu kapsidlerin
goreli oranin1 vermekte, anyon degisim kromatografisi bos ve dolu
kapsidleri ayirmakta, transmisyon elektron mikroskobu fiili referans
yontemi olarak kullanilmakta, yiik saptamali kiitle spektrometrisi ise
heniiz gelistirme asamasinda bulunmaktadir (Gimpel et al., 2021).
Diizenleyici tarafta potens ayr1 bir gereklilik olarak ele alinir:
FDA’nin potens testlerine iliskin rehberi, IND veya biyolojik iiriin
lisans basvurusunu (BLA) destekleyebilecek potens bilgisine iliskin
Oneriler sunmakta, ancak belirli test tiirler1 6nermemekte ve salim
kabul kriteri  belirlememektedir (U.S. Food and Drug
Administration, 2011a). Analitik yontem gelistirme ve validasyonu
ICH Q14 ve Q2(R2) ile harmonize edilmistir (International Council
for Harmonisation, 2023a, 2023b).

—-12--



Sistemik uygulama ayr1 bir giivenlik boyutu getirir: spinal
muskiiler atrofi tip 1'de intraven6z rAAV9 uygulanan 15 hastanin
4'inde serum aminotransferaz diizeyleri yiikselmis ve prednizolon
ile azalmistir (Mendell et al., 2017); yiiksek vektor dozlarinin
kompleman aktivasyonu ve karaciger toksisitesi gibi ciddi advers
etkilerle, baz1 klinik c¢aligmalarda ise oOliimlerle iligkilendirildigi
bildirilmistir (Bradbury et al., 2023). Retroviral vektor temelli
iirlinlerde replikasyon yetkin retroviriis (RCR) olusumu ayrica
izlenir: FDA nin Ocak 2020 tarihli nihai rehberi RCR ile replikasyon
yetkin lentiviriis (RCL) terimlerini es anlamli sayar; {iretici hiicrenin
ana ve calisma hiicre bankalarinin, vektor siipernatan lriinii ile
iiretim sonu hiicrelerinin ve ex vivo transdiikte edilmis hiicrelerin
test edilmesini, hasta izlemenin ise dozlamadan sonra 15 yila kadar
stirdiiriilmesini 6nerir (U.S. Food and Drug Administration, 2020Db).

Uretim  degisikliklerinin ~ yonetimi  kalite ~dosyasimin
stirekliligini belirler. Genel ilke ICH QS5E'de ortaya konmustur:
degisiklik Oncesi ve sonrasi Uiriiniin yiiksek diizeyde benzer oldugu
ve kalite oOzelliklerindeki olas1 farklarin gilivenlik ile etkinligi
olumsuz etkilemedigi gosterilmelidir (International Council for
Harmonisation, 2004). FDA'nin Temmuz 2023 tarihli taslak rehberi
bu degisikliklerin yasam dongiisii boyunca yonetimini ele alir (U.S.
Food and Drug Administration, 2023); Mayis 2026'da yayimlanan
nihai CMC esneklikleri rehberi (FDA-2026-D-4692) ise BLA'ya
yonelik gelistirilmekte olan iirlinlerde CMC esnekliklerinin ne
zaman uygun olabilecegini ele almakta, ancak lisans igin gereken
CMC bilgisinin tamamin1 kapsamadigin belirtmektedir (U.S. Food
and Drug Administration, 2026). Viral giivenlik tarafinda, Kasim
2023'te Adim 4 diizeyinde kabul edilen ve 14 Haziran 2024'ten
itibaren yiiriirliige giren ICH Q5A(R2), kapsamini {iriine olumsuz
etki olmaksizin viral klirense uygun belirli genetik olarak
mithendislenmis viral vektor ve viral vektor tlirevi liriinleri igerecek
bicimde genisletmis, bu iriinler i¢cin Ek 6'y1 sunmus ve siirekli
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iretimde viral giivenlik hususlarini ele almistir (International
Council for Harmonisation, 2023c).

Diizenleyici cerceve lilkelere gore farkli belgelerde toplanir.
Tiirkiye'de ATMP'ler, 27 May1s 2023 tarihli ve 32203 sayil1 Resmi
Gazete'de yayimlanan ileri Tedavi Tibbi Uriinler Ruhsatlandirma
Yonetmeligi kapsamindadir; yonetmeligin 10. maddesi uyarinca
ruhsat basvurusu, yonetmeligin Ek-5'i ile Beseri Tibbi Uriinler
Ruhsatlandirma Yonetmeligi ekindeki Ek-1'e uygun hazirlanir
(Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu, 2023). Avrupa Birligi’nde
ruhsat bagvurusuna yonelik kalite, klinik dis1 ve klinik gereklilikler
EMA/CAT/80183/2014 sayili kilavuzda toplanmistir; kilavuz
genetik olarak degistirilmis hiicre igeren lriinleri kapsamamakla
birlikte, bu hiicrelerin modifikasyonunda kullanilan vektorler i¢in
ilkeleri gegerlidir (European Medicines Agency, 2018); ATMP
iretimine 6zgii GMP gereklilikleri EudraLex Cilt 4, Kisim IV'te yer
alir ve kilavuz 22 Kasim 2017'de kabul edilerek iireticilerden en gec
22 Mayis 2018'e kadar uyum beklenmistir (European Commission,
2017). Avrupa Farmakopesi’nde 5.14 genel boliimiiniin yerini, gen
tedavisi tibbi triinlerine iliskin gereklilikleri ortaya koyan “Gene
therapy medicinal products for human use” (3186) genel monografi
almistir; buna eslik eden “Additional information on gene therapy
medicinal products for human use” (5.34) genel bolimi de
yayimlanmistir. Degisiklik, Ph. Eur. Ek 11.7 ile 1 Nisan 2025'ten
itibaren uygulanmaya baslamistir (European Directorate for the
Quiality of Medicines & HealthCare, n.d.).

Siirekli Uretim ve Siirec Yogunlagtirma Perspektifleri

Stireg yogunlagtirmanin en ¢ok tartisilan yolu, perflizyon
kiiltiirtiniin alt-akima dogrudan baglanmasidir; bu baglant1 kuramsal
bir olanak olarak sunulmakta ve sabit yatakli bir sistemin hat i¢i TFF,
klarifikasyon ve kromatografi ile birlestirilebildigi belirtilmektedir
(Perry & Rayat, 2021). Diizenleyici tarafta kapsamin dogru

okunmast gerekir: ICH Q13 siirekli {iretim i¢in ortak bir ¢ergeve
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sunarken kapsaminmi kimyasal molekiiller ve terapdtik proteinlerle
smirlar (International Council for Harmonisation, 2022); viral
vektorlerde kullanimi dogrudan bir kapsam iligkisinden degil,
ilkelerin genisletilmesinden dogar.

Sonug¢

Viral vektor iiretimindeki darbogazlar, vektoriin tiiriine gore
degisiklik gosterir. rAAV s6z konusu oldugunda temel zorluk, elde
edilen {irtin miktar1 (verim) ile yapisal olarak {irline benzeyen bos
kapsidlerin, dolu kapsidlerden ayristirilmasindaki gii¢liik arasindaki
dengedir. LV’de ise one ¢ikan sorunlar arasinda; zarla gevrili
parcaciklarin hassas yapisi, zar proteini se¢iminin iiretim siireci
iizerindeki etkisi ve stabil hiicre hatlar1 kullanildiginda ortaya ¢ikan
sitotoksisite kisitlamalar1 yer alir. Giris boliimiinde deginilen miktar
gereklilikleri, bu farkliliklar1 daha da belirginlestirir: in vivo rAAV
uygulamalari hasta basina yiiksek dozda vektor gerektirirken, ex vivo
LV  uygulamalarinda  kritik  faktor, fonksiyonel  titrenin
korunmasidir.

Ust-akim ve alt-akim kararlar1 birbirinden bagimsiz optimize
edilemez; hiicre yogunlugunun artirilmasi, uzaklastiriimasi gereken
kirletici maddelerin miktarin1 da artirir. Ayrica filtrasyon, niikleaz
uygulamasi veya kromatografi gibi sonraki her bir adim, safliktaki
artis ile verim kaybi arasinda bir denge kurulmasini gerektirir. Sonug
olarak, kabul edilebilir safsizlik seviyeleri her bir {iriin 6zelinde
gerekgelendirilmeli; fiziksel Glglimler biyolojik potans tayinleriyle
birlikte raporlanmal1 ve ikincil kaynaklardan elde edilen tiim veriler,
birincil caligmalarla desteklenmelidir.

Beyanlar

Bu boéliimde ifade edilen goriigler yazara aittir ve yazarin
gorev yaptigt kurumu baglamaz. Yazar, ¢ikar ¢atismasi
bulunmadigini ve c¢alisma i¢in finansal destek alinmadigini beyan

eder.
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