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ÖZET

YÜKSEK LİSANS TEZİ

CRANDELL-REES FELİNE KİDNEY (CRFK) HÜCRE HATTININ
MİKROTAŞIYICI TABANLI SÜSPANSİYON KÜLTÜR SİSTEMİNE

ADAPTASYONU VE FELİNE CALİCİVİRUS (FCV) ÜRETİMİ

Tuba Beyza POLAT

HARRAN ÜNİVERSİTESİ
LİSANSÜSTÜ EĞİTİM ENSTİTÜSÜ

VETERİNERLİK VİROLOJİ ANABİLİM DALI

Tez Danışmanı: Dr. Öğr. Üyesi Fuat ÖZYÖRÜK
Yıl: 2026, Sayfa: 54

Bu çalışmada, kedilerin sağlığı için büyük öneme sahip olan kedi kalisivirüsünün (FCV) geleneksel
adherent kültürün sınırlayıcılıklarından arındırılarak daha yüksek hacimlerde üretimi amacıyla, Crandell-
Rees Feline Kidney (CRFK) hücre hattının mikrotaşıyıcıtabanlı süspansiyon kültür sistemine adaptasyonu
gerçekleştirilmiş ve hücre büyümesi incelenmiştir. Çalışma kapsamında iki farklı mikrotaşıyıcı denenmiş
ve ön çalışmanın sonucunda hücre proliferasyonu için uygun parametreler belirlenmiştir. Hücre adaptasyon
sürecinin ardından, seçilen mikrotaşıyıcı kültüründeki CRFK hücrelerine FCV inokülasyonu yapılmış ve
TCID50 yöntemiyle viral titre belirlenmiştir. Yapılan deneyler sonucunda, uygun mikrotaşıyıcı tabanlı
sistem ve FCV için uygun MOI belirlenmiştir. Elde edilen bulgular, CRFK hücre hattının süspansiyon
kültür sisteminde çoğaltılmasının FCV aşısı üretiminde ve büyük ölçekli araştırmalarda kullanılabilecek
geçerli bir model sunduğunu göstermektedir.

ANAHTAR KELİMELER: Feline Calicivirus FCV), Viral Üretim, CRFK Hücre Adaptasyonu
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ABSTRACT

MASTER’S THESIS

ADAPTATION OF THE CRANDELL-REES FELINE KIDNEY (CRFK) CELL LINE
TO A MICROCARRIER-BASED SUSPENSION CULTURE SYSTEM AND FELINE

CALICIVIRUS (FCV) PRODUCTION

Tuba Beyza POLAT

HARRAN UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL

DEPARTMENT OF VETERINARY VIROLOGY

Thesis Advisor: Asst. Prof. Fuat ÖZYÖRÜK
Year: 2026, Page: 54

In this study, the Crandell-Rees Feline Kidney (CRFK) cell line was adapted to a microcarrier-based
suspension culture system for the high-volume production of Feline calicivirus (FCV), which is of
great importance for feline health. This process was designed to overcome the limitations of traditional
monolayer culture methods, and CRFK cells were adapted to the microcarriers. Cell growth was
examined. As part of the study, two different microcarriers were tested, and the optimal parameters
for cell proliferation were determined. Following the adaptation process, CRFK cells in the selected
microcarrier culture were inoculated with FCV, and the titer was determined using the TCID50 method.
As a result of the experiments, a suitable microcarrier-based system and an appropriate MOI for FCV
were identified. Based on the findings, the adaptation of the CRFK cell line to suspension culture suggests
that it could serve as a viable model for FCV vaccine production and large-scale research.

KEYWORDS: Feline Calicivirus (FCV), Viral Production, CRFK Cell Adaptation
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GİRİŞ TUBA BEYZA POLAT

1. GİRİŞ

Crandell-Rees Feline Kidney (CRFK) hücre hattı ilk olarak 1964 yılında, sağlıklı bir

kedinin böbrek dokusundan elde edilmiş ve günümüze kadar dondurularak saklanmıştır.

CRFK hücre hattı 200’ün üzerinde pasaj ile in vitro ortamda çoğaltılmıştır. Bu hücre

hattı hem kedi virüsü araştırmalarında hem de tanısal laboratuvar uygulamalarında yaygın

olarak kullanılan bir model haline gelmiştir. Aynı zamanda CRFK hücre hattının kanser

araştırmalarında kullanıldığı da bildirilmiştir (Crandell vd., 1973).

CRFK hücre hattı özellikle kedi herpesvirüsü (FHV-1), kedi kalisivirüsü (FCV) ve

kedi panlökopeni virüsü (FPV) gibi ajanların çoğaltılmasında yaygın olarak kullanılmakta

ve bu etkenlere karşı geliştirilen ticari FVRCP (Feline viral rhinotracheitis, Calicivirus,

Panleukopenia) aşılarının üretiminde kullanılmaktadır (Songaksorn vd., 2021).

Geleneksel olarak monolayer kültür sisteminde üretilen CRFK hücre hatları, sınırlı

yüzey alanı nedeniyle yüksek hacimli aşı üretimi için yetersiz kalabilmektedir. Monolayer

geleneksel kültür sisteminde flask (maksimum yüzey alanı: 225 cm2), rolling şişe (maksimum

yüzey alanı: 1750 cm2), CellFactory (maksimum yüzey alanları: 6320 cm2, 25.280 cm2)

gibi küçük ölçekli sistemler bulunmaktadır. HYPERStack hücre kültürü kabı gibi daha

yeni gelişmiş ve belirli bir ölçeklendirmeye kadar hacmi arttırılmış sistemler de mevcuttur

(Castillo vd., 2013). Tüm bu sistemler geniş kullanım alanlarına sahiptir ancak iki boyutlu

yapıda olmaları nedeniyle önemli sınırlamalar taşımaktadır. Hücrelerin in vivo ortamında

bulunan hücre-hücre ve hücre-matriks etkileşimlerinin yeterince taklit edilememesi, hücresel

davranışın ve fizyolojik yanıtların doğal koşullardan sapmasına neden olmaktadır (Duval

vd., 2017). Ayrıca düşük yüzey/hacim oranı ve kültür ortamındaki heterojenlik gibi

faktörler, hücre büyümesini ve üretim verimliliğini olumsuz yönde etkileyebilmektedir

(Derakhti vd., 2019). Bu nedenle, daha yüksek hücre yoğunluğu ve verimli üretim süreçleri

için mikrotaşıyıcı destekli süspansiyon kültür sistemleri önemli bir alternatif olarak öne

çıkmaktadır.

Mikrotaşıyıcılar ilk defa 1967 yılında van Wezel tarafından tanıtılmış ve klasik rolling

şişe sistemlerinin yerini büyük ölçüde almıştır (van Wezel, 1967). Mikrotaşıyıcılar, hücre

bağlanması için geniş bir yüzey alanına sahip olduğundan, geleneksel monolayer kültüre

1



GİRİŞ TUBA BEYZA POLAT

kıyasla daha yüksek verimde hücre eldesine olanak tanımıştır (Hu vd., 2008; Ren vd., 2015).

Ayrıca, aşı üretimi için mikrotaşıyıcı kültürlerin kullanılmasının işgücü, sarf malzemeleri ve

yer tasarrufu açısından birçok fayda sağladığı literatürde bildirilmektedir (Tree vd., 2001).

Yang vd. (2019), XDR-50 ve XSR-200 biyoreaktörlerinde HEK293T (İnsan emb-

riyonik hücre hattı 293T) ve Vero (Afrika yeşil maymunu böbrek hücre hattı) hücreleri

için büyük ölçekli hücresel üretim süreçlerini tanımlamış; Sousa vd. (2019) ise, Vero

hücrelerinde Peste des petits ruminants virüsü (PPRV) üretimi için mikrotaşıyıcılar ve

perfüzyon sistemlerini entegre ederek ölçeklenebilir bir biyoproses geliştirmiştir. Ayrıca,

son zamanlarda Vero hücrelerinin serumsuz ortamda süspansiyon kültürüne başarılı şekilde

adapte edilebildiği de bildirilmiştir (Shen vd., 2019; Kiesslich vd., 2021). Örneğin Vero

hücrelerinde Cytodex-1 kullanılarak gerçekleştirilen süspanse kültür sistemi çalışmalarında

7 litre (L) hacimli biyoreaktörde 5,6 × 109 canlı hücreye ulaşılmış ve 4 L virüs süspansiyonu

elde edilmiştir. Sun vd. (2004), biyoreaktörde gerçekleştirilen bu işlemle viral antijen

üretiminin T150 flask kültürlerine göre yaklaşık üç kat arttığını bildirmiştir. Başka bir

çalışmada, 1 L biyoreaktörde Cytodex-1 kullanılarak yapılan viral üretimin adherent kültüre

kıyasla 29 kat daha yüksek olduğu raporlanmıştır. Bu 1 litrelik üretimin 15 cm’lik 1284

kültür plağı ile aynı miktara denk geldiği saptanmıştır (Todesco vd., 2024). Bu bulgular,

adherent hücre hatlarının mikrotaşıyıcı destekli biyoreaktör sistemlerine adapte edilmesinin

endüstriyel aşı üretiminde önemli avantajlar sağlayabileceğini göstermektedir.

Bununla birlikte, literatürde CRFK hücre hattının mikrotaşıyıcı destekli süspansiyon

sistemine adaptasyonuna ve bu sistemde virüs üretimine dair sınırlı sayıda çalışma mevcuttur.

Bu nedenle CRFK hücre hattının Cytodex-1 ve Cytodex-3 mikrotaşıyıcılarına adaptasyon

çalışmalarının yürütülmesi ve FCV üretiminin gerçekleştirilmesi hem hücre biyolojisi hem

de veteriner aşı üretim teknolojileri açısından önemli bir literatür boşluğunu doldurmaktadır.

Özellikle biyoreaktör tabanlı üretim sistemlerine geçiş, süreçlerin ölçeklenebilirliği ve

endüstriyel aşı üretiminin sürdürülebilirliği açısından elzemdir. Dolayısıyla CRFK hücre

hattının bu tür alternatif sistemlere adaptasyonu ve bu sistemde FCV üretimi kilit rol

oynamaktadır. Bu tez çalışması söz konusu boşluğun giderilmesine katkı sağlayarak

gelecekteki endüstriyel uygulamalara bilimsel bir temel oluşturmayı hedeflemektedir.
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Biyoreaktörlerde HEK293T ve Vero hücrelerinin mikrotaşıyıcı sistemlerde üretiminin

tanımlanmış olması, Vero hücrelerinin mikrotaşıyıcılarla PPRV üretiminde ölçeklenebilir

bir biyoprosesin geliştirilmiş olması ve Vero hücrelerinin serumsuz ortamda süspansiyon

kültürüne başarılı şekilde adapte edilebilmesi gibi (Shen vd., 2019; Kiesslich vd., 2021; Yang

vd., 2019; Sousa vd., 2019) son yıllarda yapılan çalışmalar, gelecekte viral aşı üretiminde bu

sistemlerin daha yaygın kullanılabileceğini göstermektedir. Literatürde, 1 L biyoreaktörde

mikrotaşıyıcı kullanılarak elde edilen viral verimin geleneksel plak kültürüne kıyasla 29 kat

daha yüksek olduğu bildirilmiştir (Todesco vd., 2024). Tüm bu bulgular, adherent hücre

hatlarının mikrotaşıyıcı destekli biyoreaktör sistemlerine adapte edilmesinin endüstriyel aşı

üretiminde maliyet, zaman ve verim açısından ne denli büyük avantajlar sağlayabileceğini

açıkça ortaya koymaktadır.

Ancak literatür incelendiğinde, Vero ve HEK293T gibi standart hücre hatlarının

dinamik kültür sistemlerindeki adaptasyon süreçleri geniş ölçüde tanımlanmış olsa da FCV

üretiminde kritik bir hücre olan CRFK hücrelerinin mikrotaşıyıcılarla süspansiyon kültürüne

adaptasyonuna dair belirgin bir boşluk bulunmaktadır. Bu çalışma, CRFK hücrelerinin

Cytodex-1 ve Cytodex-3 mikrotaşıyıcılarla süspansiyon kültüründeki adaptasyon sürecini

ve uygun mikrotaşıyıcı ile FCV üretimini gerçekleştirerek literatürdeki eksikliği gidermeyi

hedeflemektedir. Böylece aşı endüstrisinde teknolojik açıdan binlerce flask yerine tek bir

biyoreaktörde dengeli proses kontrolü sağlanarak üretim kontrol edilebilecek ve üretim

süresi kısalabilecektir. Bu durum ayrıca iş gücü ihtiyacının minimuma indirilmesine olanak

tanıyacaktır. Sonuç olarak bu çalışma, FCV aşılarının endüstriyel ölçekte, yüksek verimli

ve standardize bir şekilde üretilebilmesi için literatüre ticari olarak uygulanabilir ve özgün

bir model kazandırmayı amaçlamaktadır.

Çalışmada, CRFK hücre hattının Cytodex-1 ve Cytodex-3 mikrotaşıyıcıları kulla-

nılarak süspansiyon kültür sistemine adapte edilip edilemeyeceği araştırılmıştır. Ayrıca,

hücre çoğalması ve mikrotaşıyıcılara tutunma performansı açısından Cytodex-1 ve Cytodex-

3 mikrotaşıyıcıları değerlendirilmiştir. Uygun mikrotaşıyıcı sisteminde FCV üretiminin

uygulanabilirliği ve virüsün çoğalma kinetiğinin nasıl şekillendiği incelenmiştir.

Bu kapsamda, çalışmanın hipotezi; CRFK hücre hattının mikrotaşıyıcı tabanlı
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süspansiyon kültür sistemine adaptasyonunun başarıyla gerçekleştirilebileceği ve bu sistemin

FCV üretimi için uygun bir model sağlayacağı yönündedir.

Çalışmanın amacı, FCV aşı üretim proseslerinin endüstriyel ölçek büyütme potansiye-

lini artırmak için yenilikçi bir hücre kültürü adaptasyon modeli geliştirmektir. Bu kapsamda,

CRFK hücrelerinin Cytodex-1 ve Cytodex-3 mikrotaşıyıcı yüzeylerine tutunma, çoğalma ve

canlılığını sürdürme performansları incelenmiştir. Ayrıca seçilen mikrotaşıyıcıda üretilen

CRFK hücrelerinde FCV üretim kapasitesi değerlendirilmiştir. Çalışma sonucunda elde

edilen verilerin, kedi viral aşılarının geliştirilmesi ve üretim süreçlerinde kullanılabilecek

ölçeklenebilir hücre kültürü sistemlerinin oluşturulmasına katkı sağlaması beklenmektedir.

Bu doğrultuda çalışmanın hedefleri aşağıda sıralanmıştır:

• CRFK hücrelerinin Cytodex-1 ve Cytodex-3 kullanılarak mikrotaşıyıcı tabanlı süspan-

siyon kültür sisteminde çoğalma kapasitesi, canlılık oranı ve morfolojik özellikleri

değerlendirilecektir.

• Optimize edilmiş sistemde FCV enfeksiyonu gerçekleştirilecek ve elde edilen viral titreler

TCID50 yöntemi ile kantitatif olarak analiz edilecektir.

• Elde edilen veriler doğrultusunda, mikrotaşıyıcı bazlı süspanse kültür sistemlerinin FCV

üretimi açısından potansiyel uygulamaları ve avantajları ortaya konulacaktır.

• Kedi virüslerinin daha verimli ve sürdürülebilir şekilde üretilmesine olanak sağlayabilecek

alternatif bir üretim platformu oluşturulması hedeflenmektedir.
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2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR

2.1. Hücre Kültürü Sistemleri ve Biyoproses Gelişimi

2.1.1. Temel Hücre Kültürü ve Tek Katmanlı Sistemler

Hücre kültürlerinde in vitro yöntemler, hücresel davranış mekanizmalarının anlaşıl-

ması için sıklıkla kullanılır. Bu davranışlar arasında hücre farklılaşması, göçü, büyümesi ve

mekaniği yer alır; tüm bunlar biyokimyasal ve biyomekanik mikroçevreden etkilenmektedir

(Huh vd., 2011).

Yüzyıldan uzun süredir iki boyutlu hücre kültürleri, biyofiziksel ve biyokimyasal

uyaranlara verilen hücresel yanıtları incelemek için in vitro modeller olarak kullanılmaktadır.

Bu yaklaşımlar yaygın olarak kabul görmüş ve hücre davranışına ilişkin anlayışımızı önemli

ölçüde ilerletmiştir. Ancak bazı durumlar, monolayer sistemlerin in vivo yanıttan önemli

ölçüde sapma gösteren hücresel biyolojik aktivitelere yol açabileceğini göstermektedir. Bu

sınırlamaları aşmak ve in vivo koşulları daha iyi taklit etmek üzere yeni 3D (süspanse) hücre

kültürü platformları oluşturulmaktadır (Duval vd., 2017).

Virüslerin çoğaltılması ve üretimi için uygun hücre kültürü sistemlerinin kullanılması

gerekmektedir. Bu amaçla yaygın olarak kullanılan adherent hücre kültürleri, hücrelerin

düz yüzeylere tutunarak çoğalmasına dayanan in vitro sistemlerdir ve araştırmalarda

temel oluşturmaktadır (Baust vd., 2017). Monolayer geleneksel kültür sisteminde flask

(maksimum yüzey alanı: 225 cm2), rolling şişe (maksimum yüzey alanı: 1750 cm2) ve

CellFactory (maksimum yüzey alanları: 6320 cm2, 25.280 cm2) gibi küçük ölçekli sistemler

bulunmaktadır. HYPERStack hücre kültürü kabı gibi daha yeni gelişmiş ve belirli bir

ölçeklendirmeye kadar hacmi arttırılmış sistemler de mevcuttur (Castillo vd., 2013). Tüm

bu sistemler geniş kullanım alanlarına sahiptir ancak iki boyutlu yapıda olmaları nedeniyle

önemli sınırlamalar taşımaktadır. Hücrelerin in vivo ortamında bulunan hücre-hücre ve

hücre-matriks etkileşimlerinin yeterince taklit edilememesi, hücresel davranışın ve fizyolojik

yanıtların doğal koşullardan sapmasına neden olmaktadır (Duval vd., 2017). Ayrıca düşük

yüzey/hacim oranı ve kültür ortamındaki heterojenlik gibi faktörler, hücre büyümesini ve

üretim verimliliğini olumsuz yönde etkileyebilmektedir (Derakhti vd, 2019).
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2.1.2. Süspansiyon Kültür Sistemleri ve Viral Üretim

Capstick ve arkadaşları 1962 yılında, süspansiyon kültürü elde etmek için BHK21

hücrelerini veteriner aşı üretiminde kullanmışlardır (Capstick vd., 1962). Van Wezel 1967

yılında, geleneksel kültür sistemlerinin sınırlamalarını aşmak amacıyla mikrotaşıyıcıları

tanıtmış ve hücrelerin biyoreaktör ortamında çoğaltılmasını sağlamıştır (van Wezel, 1967).

Biyoreaktörlerde süspanse kültür sistemlerinin gelişmesiyle mikrotaşıyıcı sistemlerin

kullanımı yaygınlaşmıştır. CHO (Çin hamster yumurtalık) hücre hattı 1980’lerden sonra,

süspanse hücre hattı halinde çoğaltılmıştır. Biyoreaktörlerde süspanse hücre üretim kapasitesi

20. yüzyılın sonlarına doğru 10.000 L’lik bir ölçeğe ulaşmıştır (Griffiths, 1990). Günümüzde

fed-batch kültür (Gutiérrez-Granados vd., 2018), perfüzyon kültürü (Teworte vd., 2021) ve

genetik mühendisliğin (Pino vd., 2020) ilerlemesiyle biyoreaktörler; hücrelerin çeşitli viral

vektörler, canlı virüsler ve virüs bazlı aşılar üretmek için kullanıldığı bir platform haline

gelmiştir. Böylelikle biyoreaktörler geleneksel sistemlerin sınırlamalarını aşarak daha geniş

bir uygulama alanı oluşturmuştur (Von den Eichen vd., 2021).

2.1.3. Mikroteknoloji Taşıyıcıları ve Cytodex Dinamikleri

1967 yılında van Wezel, geleneksel kültür sistemlerinin sınırlamalarını aşmak

amacıyla mikrotaşıyıcıları tanıtmıştır. Mikrotaşıyıcılar genellikle 90–350 µm çapında

mikro boncuklardır. Hücreler bu mikro boncukların yüzeyine tutunarak çoğalmaktadır.

Mikrotaşıyıcılar, yüksek yüzey/hacim oranı sayesinde daha düşük hacimlerde daha yüksek

hücre yoğunluklarına ulaşılmasına imkân tanımaktadır (Alfred vd., 2011; Healthcare vd.,

2005).

Monolayer kültür sistemi sınırlamalarının aşılması amacıyla geliştirilen mikrotaşıyıcı

tabanlı hücre kültürü sistemleri, adherent hücrelerin süspansiyon ortamına benzer koşullarda

büyütülmesine olanak sağlamaktadır. Bu sayede süspansiyon ve adherent kültür sistemlerinin

avantajlarını bir arada barındırarak büyük ölçekli üretime imkân tanımaktadır (Blüml, 2007).

Bu sistemler, aşı endüstrileri tarafından Vero veya MDCK (Madin-Darby Köpek Böbrek

Hücre Hattı) hücreleri kullanılarak 6000 L’lik biyoreaktörlerde viral aşıların rutin üretiminde

kullanılmaktadır. Mikrotaşıyıcı tabanlı kültür sisteminin bir diğer avantajı homojen olmasıdır.
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Bu durum pH, sıcaklık, oksijenin parsiyel basınç parametrelerinin izlenebilir ve kontrol

edilebilir olmasına olanak sağlamaktadır (Barrett vd., 2009). Aşıya olan talebin artmasıyla

birlikte, hücre kültürü temelli virüs aşılarının üretim sürecinde geleneksel aşı üretiminin

eksikliklerinin üstesinden gelmek için bir dizi teknolojik iyileştirmeye ihtiyaç duyulmaktadır.

Tüm bu nedenlerden dolayı mikrotaşıyıcı teknolojisi günümüzde influenza (Kistner

vd., 1999; Barrett vd., 2009) ve kuduz (Montagnon vd., 1999) aşılarının üretiminde yaygın

olarak kullanılmaktadır.

Mikrotaşıyıcı tabanlı hücre kültürü; hücre bağlanması, çoğalması ve ayrılması olmak

üzere önemli dinamikler içermektedir. Hücrelerin mikrotaşıyıcılara bağlanma aşaması,

sürecin verimliliği açısından çok önemlidir (Bock vd., 2009; Forestell vd., 1992). Çünkü

düşük hücre bağlanma oranı ve verimsiz virüs ekimi, sonuçta verimin azalmasına neden

olur. Buna ek olarak hücrelerin mikrotaşıyıcılara yeterince iyi bağlanmamaları, mekanik

stres faktörlerinden etkilenerek mikrotaşıyıcılardan ayrılmalarına yol açmaktadır (Derakhti

vd., 2019).

Mikrotaşıyıcıların yüzey özellikleri, hücre adezyonu ve proliferasyonu üzerinde

doğrudan etkilidir. Cytiva (2020) verilerine göre Cytodex-1 (C-1) ve Cytodex-3 (C-3)

mikrotaşıyıcıları yüzey yapıları bakımından farklılık göstermektedir. C-1, pozitif yüklü

iyonik gruplar içeren bir dekstran matrisine sahip olup hücrelerin elektrostatik etkileşimlerle

bağlanmasını sağlarken; C-3, yüzeyinde bulunan denatüre kolajen tabakası sayesinde

hücrelerin daha fizyolojik ve güçlü bir şekilde tutunmasına olanak tanımaktadır. Özellikle

epitel benzeri hücre hatlarında, biyolojik yüzey yapısı nedeniyle C-3’ün hücre adezyonu ve

canlılığı açısından daha avantajlı olduğu bildirilmektedir (Tablo 2.1) (Cytiva, 2020).
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Çizelge 2.1. Cytodex-1 ve Cytodex-3 mikrotaşıyıcılarının karşılaştırılması (Cytiva, 2020).

Parametre Cytodex 1 Cytodex 3

Bağlanma Yüzeyi İyonik Biyolojik

Yoğunluk (g/mL) 1,03 1,04

Yaklaşık Alan (cm²/g) 3000 2000

Şişme Faktörü (mL/g) 20–25 15–18

Sedimentasyon Hızı (cm/saat) 90 120

2.1.4. CRFK Hücre Hattının Adaptasyon Potansiyeli

Evcil kediler (Felis catus) dünya çapında yaygın olarak beslenmektedir (Tanaka vd.,

2026). Sürekli hücre hatları, günümüz biyomedikal ve veteriner bilimlerinde vazgeçilmez

bir araçtır. Evcil bir kedinin böbreklerinden elde edilen Crandell-Rees Kedi Böbrek hücreleri

(Crandell vd., 1973; Lawson vd., 2019); kedi kalisivirüsü (Sosnovtsev vd., 2003; Bidawid vd.,

2003; Tian vd., 2015), kedi immün yetmezlik virüsü (FIV) (Siebelink vd., 1995; Verschoor

vd., 1995; Baldinotti vd., 1994; Mizuno vd., 2001), kedi koronavirüsü (Drechsler vd.,

2020; Camero vd., 2022; Baumann vd., 1998; Shimode vd., 2015; Shimode vd., 2022)

gibi çeşitli kedi endojen retrovirüsleri de dahil olmak üzere çok sayıda virolojik çalışmada

ve aşı geliştirme çalışmalarında kullanılmıştır (Lappin vd., 2005; Whittemore vd., 2010;

Yoshikawa vd., 2010).

Ayrıca normal kedi hücrelerinin otozom sayısı 2n = 38 iken, CRFK hücrelerinin

anöploidi (2n = 37) sergilediği, üç işaretleyici kromozom içeren karakteristik bir karyotip

gösterdiği (Lasfargues vd., 1976) ve her hücrede kromozom sayısının 36 ile 38 arasında

dalgalandığı bilinmektedir. CRFK hücre hattı, dünya çapındaki laboratuvarlarda onlarca

yıldır pasajlanmakta ve sayısız bilimsel araştırmaya olanak sağlamaktadır (Tanaka vd.,

2026). Bu kapsamda FCV üretimi, CRFK hücrelerinde mikrotaşıyıcı bazlı süspansiyon

kültür sistemleri kullanılarak değerlendirilmiştir.
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2.2. Feline Calicivirus (FCV) Moleküler Biyolojisi ve İmmünizasyon

2.2.1. Viral Yapı ve Genomik Organizasyon

· Alem (Realm): Riboviria

· Krallık (Kingdom): Orthornavirae

· Filum (Phylum): Pisuviricota

· Sınıf (Class): Pisoniviricetes

· Takım (Order): Picornavirales

· Aile (Family): Caliciviridae

· Cins (Genus): Vesivirus

· Tür (Species): Vesivirus felis (Yaygın adıyla Feline calicivirus) (International

Committee of Taxonomy of Viruses, 2026).

FCV, Caliciviridae ailesinde Vesivirus cinsine ait, zarfsız, tek sarmallı, pozitif

polariteli bir RNA virüsüdür (Henzel vd., 2012). FCV’nin genomu yaklaşık 7,5-8,5 kb

arasındadır (Sosnovtsev vd., 2002). Caliciviridae ailesi, norovirüsler gibi önemli insan

patojenlerini içerdiği gibi tavşan hemorajik hastalığı virüsü ve Avrupa kahverengi tavşan

sendromu virüsü dahil olmak üzere hayvanlara özgü virüsleri de barındırır. Caliciviridae

adı, FCV’nin üzerindeki karakteristik yüzey çukurlarını vurgulayarak Latince ”kase”

anlamına gelen calyx kelimesinden türetilmiştir (Hofmann-Lehmann vd., 2022). FCV’de

RNA’ya bağımlı RNA polimerazın düzeltme mekanizmasının bulunmaması nedeniyle sık

mutasyonlar meydana gelmekte; bu durum yüksek genetik esnekliğe ve konak bağışıklık

baskısına hızlı adaptasyona katkıda bulunmaktadır (Vinjé vd., 2019). Viral genom, işlevsel

açıdan ORF1, ORF2 ve ORF3 olmak üzere üç açık okuma çerçevesi içermektedir. ORF1,

büyük bir poliproteinin üretiminden sorumludur. Bu poliprotein daha sonra viral replikasyon

süreçlerinde önemli rolleri bulunan ve RNA’ya bağımlı RNA polimerazı (RdRp) da içeren

altı adet yapısal olmayan proteinin sentezlenmesinden sorumludur (Sosnovtsev vd., 2002).

ORF2 ve ORF3 virüsün yapısal ögelerini kodlar. Bu bölgeler genomik RNA üzerinde

yer alırlar ancak enfeksiyonun geç evrelerinde subgenomik bir RNA (sgRNA) molekülü
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üzerinden eksprese edilirler. ORF2 kapsid protein geni (LC) ile virion yapısının majör

bileşeni olan ana kapsid proteinini (VP1) kodlarken; ORF3, minör kapsid proteini olan

VP2’nin sentezini gerçekleştirmektedir (Şekil 2.1) (Cubillos-Zapata vd., 2020). VP2, virüsün

kapsülünün açılmasında ve viral RNA’nın konakçı sitoplazmasına salınmasında doğrudan rol

oynamaktadır (Conley vd., 2019). Vesivirus cinsine özgü bir protein olan LC, viral proteinaz

aracılığıyla proteolitik işlenmeye uğrayarak olgun kapsid proteinine dönüştürülmektedir.

Ayrıca LC’nin CRFK hücre kültürlerinde sitopatik etki için gerekli olduğu bildirilmiştir

(Abente vd., 2013).

Şekil 2.1. Kedi kalisivirüsünün genomik yapısına genel bakış. Şemada, pozitif polariteli, tek
iplikçikli genomik RNA (gRNA) üzerinde yer alan açık okuma çerçeveleri (ORF1, ORF2
ve ORF3) ile subgenomik RNA sentezi gösterilmiştir. ORF1, replikasyon kompleksini
oluşturan yapısal olmayan proteinleri (p5.6, p32, helikaz, 3C-benzeri proteaz ve RdRp)
kodlarken, ORF2 majör kapsid proteinini (VP1), ORF3 ise minör kapsid proteinini (VP2)
kodlamaktadır. Yaklaşık 7,5–8,5 kb uzunluğundaki genomik RNA’nın 5’ ucu VPg proteini
ile kovalent olarak bağlı olup 3’ ucunda poli(A) kuyruğu bulunmaktadır. gRNA: genomik
RNA; RdRp: RNA’ya bağlı RNA polimeraz (Wei vd., 2024)

Ana kapsid proteini olan VP1, virüsün konakçı hedef hücrelerine giriş mekaniz-
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masında önemli bir rol oynamaktadır. Literatürde VP1’in antijenik varyasyon gösteren

bölgeler barındırdığı ve bu bölgelerin hücre yüzey reseptörü fJAM-A ile etkileşime girdiği

bildirilmektedir. Hücreler arası sıkı bağlantılarda görevli olan fJAM-A reseptörünün viral

enfeksiyon nedeniyle yapısal bütünlüğünü kaybetmesi ağız ve deri ülserlerinin patogenezi

ile ilişkilen dirilmiştir. Güncel araştırmalar da FCV’nin konakçı hücresine giriş için klatrin

aracılı endositozu yolak olarak kullandığını ortaya konulmuştur. Endozomların asitleşmesi

viral genomun kapsid dışına salınması aşamasında gerekli olduğu saptanmıştır görmektedir

(Stuart ve Brown, 2006). VP1 ile VP2 arasındaki bu koordineli etkileşim, viral partikülün

hem yapısal bütünlüğünün korunması hem de enfeksiyon işlevini başarıyla tamamlaması

için önemli bir rol oynamaktadır. Ayrıca, nötralize edici ve nötralize edici olmayan

antikorlar tarafından tanınan doğrusal epitopların büyük kısmı VP1’in farklı bölgelerinde

saptanmıştır (Cubillos-Zapata vd., 2020). FCV izolatları arasında gözlenen bu yoğun

antijenik varyasyonlar, sahada geniş spektrumlu aşı çapraz korumasının sağlanmasında

zorluklar oluştursa da suşlar arasındaki antijenik varyasyonlar bir miktar çapraz korumaya

imkân tanımaktadır (Yang vd., 2023).

2.2.2. FCV Replikasyon Döngüsü ve Hücre İçi Kinetiği

FCV, VP1 majör kapsid proteini ve VP2 minör kapsid proteininden oluşan zarfsız,

ikosahedral simetriye sahip bir kapsid yapısı taşımaktadır. FCV partikülleri çoğunlukla

yaklaşık 27–40 nm çapında T=3 ikosahedral simetri gösterirken, daha küçük T=1 partiküller

de oluşabilmektedir (Şekil 2.2). Genom, VPg proteini ile bağlantılı pozitif polariteli tek

iplikli RNA (+ssRNA) yapısındadır (Prasad vd., 1994; Ossiboff, 2010).
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Şekil 2.2. Kedi kalisivirüsünün yapısal organizasyonunun şematik gösterimi (ViralZone,
2026).

FCV, hücreye giriş sürecinde diğer zarfsız RNA virüslerine benzer şekilde reseptör

aracılı endositoz yoluyla hücre içine alınmaktadır (Kalia ve Jameel, 2011). FCV enfeksiyonu,

ilk olarak konak hücre yüzeyindeki fJAM-A reseptörüne bağlanarak başlar. Daha sonra

klatrin bağımlı endositoz yoluyla endozomlara girer, VP2 tarafından endozom zarlarında

oluşturulan gözenekler aracılığıyla gRNA’yı sitoplazmaya salar ve sitoplazmada genomik

RNA replikasyonu başlar. Bu arada, kapsid proteinleri geç endozomlarda parçalanır (Şekil

2.2) (Sun vd., 2004).

Şekil 2.3. FCV’nin hücre içine alımı ve salınımının şematik gösterimi (Sun vd.,2004).
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Virüsün başarılı bir enfeksiyon oluşturabilmesi için genomik RNA’nın (gRNA)

uygun zamanda endozomal ortamdan sitoplazmaya aktarılması gerekmektedir. Geç

endozomlara ilerleyen virüs partikülleri, düşük pH ve proteolitik enzimlerin etkisiyle

parçalanabileceğinden enfeksiyon başarısızlıkla sonuçlanabilmektedir (Hernáez vd., 2016).

Yapılan çalışmalar, FCV’nin gRNA salınımının erken endozom aşamasında gerçekleştiğini

ve pH 6,2 koşullarında viral genomun kapsidden ayrıldığını göstermiştir. Daha düşük pH

değerlerinde ise virüs partiküllerinde agregasyon ve yapısal bozulmalar meydana geldiği,

bunun da düzenli genom salınım sürecini olumsuz etkilediği bildirilmiştir. FCV’de kapsid

proteinlerinden VP2’nin, reseptör etkileşimi sonrası oluşan port benzeri yapılar sayesinde

genom salınımında rol aldığı ve viral penetrasyon peptidi olarak görev yaptığı gösterilmiştir

(Sosnovtsev vd., 2005; Conley vd., 2019). VP2 proteininin hidrofobik N-terminal bölgesinin

endozomal membranda küçük gözenekler oluşturarak gRNA’nın sitoplazmaya aktarılmasını

sağladığı belirlenmiştir. Ayrıca bu bölgedeki aminoasit değişikliklerinin gRNA salınım

hızını azalttığı ve enfeksiyon sürecini etkilediği ortaya konmuştur. Bu bulgular, FCV’nin

hücreye giriş ve genom aktarım mekanizmasında VP2 proteininin kritik bir rol oynadığını

göstermektedir (Sun vd., 2004).

2.2.3. Epidemiyoloji ve Genetik Varyasyon

FCV evcil kediler arasında yaygındır ve kedigiller dışında bilinen bir rezervuar konağı

bulunmamaktadır. FCV zoonoz değildir. FCV benzeri yapısal özellik gösteren virüsler ara

sıra köpeklerden izole edilmiştir; izole edilen bu virüslerin hem köpeklerde hem de kedilerde

FCV epidemiyolojisindeki rolleri belirsizdir. FCV, akut hastalığı olan kedilerin kanlarında,

dışkılarında ve idrarlarında bulunmaktadır. Ancak enfeksiyonun yayılımı öncelikle ağız

ve burun salgıları yoluyladır. Enfeksiyonu takiben kediler en az 30 gün boyunca virüs

saçılımına devam edebilmektedir. Bazı kedilerde virüs saçılımı birkaç yıl hatta ömür boyu

sürebilmektedir. FCV hem akut enfeksiyon geçiren kedilerde hem de enfeksiyonu takiben

iyileşmiş kedilerde persiste enfeksiyon olarak kalabilmektedir. Virüs çevre koşullarına karşı

oldukça dirençlidir. Oda sıcaklığında kuru yüzeylerde günlerce hatta haftalarca, daha soğuk

ve nemli yüzeylerde ise daha da uzun süre hayatta kalabildiği bildirilmiştir (Nims ve Plavsic,

2013).
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FCV enfeksiyonunu maternal antikorlar belirli bir ölçüde engeller. Maternal antikorlar

veya aşılama yoluyla oluşan mevcut bağışıklık, klinik semptomları azaltabilir veya ortadan

kaldırabilmektedir. Ancak enfeksiyonun oluşumunu tamamen engellemez ve aşılanmış

veya doğal olarak bağışıklık kazanmış kediler, subklinik enfeksiyondan sonra taşıyıcı

olabilmektedir. Bu durum hastalığın epidemiyolojisinde asemptomatik taşıyıcıların önemini

vurgulamaktadır. Yüksek sirkülasyona sahip barınaklarda, çok kedili evlere oranla FCV’nin

daha yüksek genetik varyasyon sergilediği bildirilmiştir (Pereira vd., 2018). Çevresel

kontaminasyon ve fomitler aracılığıyla indirekt bulaş; kedi barınaklarında, sığınaklarda

ve veteriner kliniklerinde risk faktörüdür. Ayrıca FCV’nin insanlar, aerosoller ve pire dışkısı

yoluyla yayılma potansiyeli bulunmaktadır (Spiri vd., 2019).

FCV’nin kontrolünde aşılama çok önemlidir. Attenüe ve inaktif aşılar dahil olmak

üzere çeşitli aşı türleri bulunmaktadır (Bordicchia vd., 2021). Özellikle yoğun kedi

popülasyonunun bulunduğu ortamlarda FCV yayılımını kontrol altına almak için hijyenik

önlemlerin alınması ve etkili dezenfeksiyon yöntemlerinin uygulanması önemlidir (Radford

vd., 2009).

Kedi kalisivirüsü ilk defa 1957 yılında Yeni Zelanda’da; üst solunum yolu belirtileri,

oral ülserler ve ateş gibi klinik belirtiler sergileyen kedilerin bağırsak dokusundan izole

edilmiştir (Fastier, 1957). Bugün FCV, evcil kedilerde genetik ve antijenik çeşitliliğiyle

bilinen ve dünya çapında yaygınlık gösteren önemli bir viral patojendir.

FCV üzerine gerçekleştirilen genetik çeşitlilik ve viral evrim çalışmaları, suş

farklılaşması için %20’lik bir filogenetik uzaklığın sınır değer olarak kabul edilebileceğini

göstermektedir. Özellikle virülan sistemik hastalık salgınlarından elde edilen epidemiyolojik

veriler genellikle %99 oranında benzerlik göstermektedir. Bu yüksek benzerlik oranları aynı

suşun varyantlarını düşündürmektedir. FCV’nin endemik olduğu kedi kolonilerinde, tek bir

suş içinde %18’e varan genetik varyanslar görülebilmektedir. FCV suşları hem zamansal

hem de coğrafi düzeylerde belirgin bir genetik ve antijenik karmaşıklık sergilemekte olup,

bu popülasyonlarda baskın tek bir saha suşunun bulunmadığı bildirilmektedir (Coyne vd.,

2012). Yapılan çalışmalarda yıllık nükleotid (nt) ikame oranının tahmini olarak bireysel

konaklarda 1,32 × 10�² ile 2,64 × 10�² arasında, popülasyonlar düzeyinde ise 3,84 × 10�²
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ile 4,56 × 10�² arasında değiştiği bildirilmiştir. Bu durum FCV’nin hızlı evrim geçirdiğini

ve genetik yapısının sürekli değişim halinde olduğunu vurgulamaktadır (Pizarro-Lucero

vd., 2025; Spiri, 2022). Bu veriler, FCV’yi tanımlanmış RNA virüsleri arasında en hızlı

evrim oranına sahip virüs konumuna getirmektedir. Genetik dizi analizleri, yakın ilişkili

izolatlar arasında önemli genetik heterojenlik olduğunu ortaya koymakta ve virüsün konakçı

içinde bir kuazitür olarak varlığını sürdürdüğünü desteklemektedir. Ek olarak, hipervaryabl

bölgeler üzerinden yapılan nükleotid ve aminoasit dizilerinin analiziyle FCV’nin iki gen

grubuna ayrıldığı bildirilmiştir. Ayrıca genotip II izolatlarının yalnızca Japonya kökenli

olduğu rapor edilmiştir (Sato vd., 2002).

FCV’deki viral evrim yalnızca farklı izolatlar arasındaki rekabetle ilişkilendirilemez.

Virüsün duyarlı bir popülasyonda uzun süre hayatta kalabilmesi; rastgele mutasyonların

zamanla birikmesi, reenfeksiyonlar ve rekombinasyon olayları ile ilişkilidir. Bu süreçler,

genetik çeşitliliğin artmasına katkı sağlayarak potansiyel yeni suşların ortaya çıkmasına ve

enfeksiyonun endemik karakter kazanmasına olanak tanımaktadır (Coyne vd., 2007).

FCV’nin Türkiye’deki epidemiyolojisi ile ilgili bilgiler sınırlıdır. Ancak son yapılan

moleküler çalışmalar virüsün ülkede yaygın şekilde dolaşımda olduğunu ve belirgin bir

genetik çeşitlilik gösterdiğini ortaya koymaktadır. Elazığ ve Ankara illerinde klinik belirti

gösteren 40 kedi ile yapılan bir çalışmada, kedilerin 12’sinde FCV pozitifliği saptanmıştır.

Ayrıca çalışmada, FCV’nin en sık tespit edilen viral ajan olduğu; bazı olgularda Feline

alphaherpesvirus 1, Feline panleukopenia virus ve Feline chaphamaparvovirus ile

koenfeksiyonların görüldüğü belirtilmiştir. Yapılan çalışmadaki filogenetik analizler, tüm

FCV izolatlarının genotip I içerisinde kümelendiğini göstermiştir. Türk izolatlarının özellikle

İtalya, Almanya, Amerika Birleşik Devletleri, Japonya ve Kore kökenli bazı suşlarla yakın

genetik ilişki gösterdiği bildirilmiştir. Bununla birlikte incelenen Türk suşlarında %77–82

arasında değişen nükleotid benzerliği saptanmış olup bu durum, Türkiye’de dolaşan FCV

suşlarının önemli düzeyde genetik farklılık taşıdığını ortaya koymaktadır. Çalışmada ayrıca

aşılı kedilerde de FCV enfeksiyonunun tespit edildiği vurgulanmıştır. Araştırmacılar bu

durumu, virüsün yüksek mutasyon kapasitesi ve sürekli devam eden viral çeşitlenme ile

ilişkilendirmiştir. Bu nedenle mevcut saha suşlarının izlenmesi ve genomik sürveyans
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çalışmalarının sürdürülmesinin kritik olduğu belirtilmiştir (Albayli vd., 2026).

2.2.4. FCV Enfeksiyonuna Karşı İmmünizasyon ve Aşılama Stratejileri

FCV enfeksiyonu sırasında virüsün yayılması ve klinik semptomların görülmeye

başlanması, anti-FCV IgM antikorlarındaki artışla ilgilidir (Knowles vd., 1991). IgM yanıtı-

nın ilk artışı, virüs nötralizasyon aktivitesinin başlamasıyla eş zamanlı olarak ilerleyerek

IgG antikorlarında hızlı bir artışa neden olmaktadır. Bu artış, IgG (İmmünoglobulin G)

antikorlarının nötralizan kapasiteye temel katkıyı sağladığını, IgM antikorlarının ise erken

evrede önemli rol oynadığını göstermektedir. Bununla birlikte, aşı kaynaklı antikorlar ile

doğal yolla gelişen antikorları ayırt etmek güçtür. Ayrıca çalışmalar IgA (İmmünoglobulin A)

antikorlarının varlığını hem tükürükte hem de serumda araştırmış; tükürükte, serumdan daha

erken zamanda IgA antikorlarının tespit edildiğini gözlemlemiştir. Bu durum, tükürükteki

IgA’nın FCV’ye karşı erken savunmada potansiyel bir rol oynayabileceğini göstermektedir

(Spiri, 2022).

FCV enfeksiyonunda aşılama, enfeksiyonun yönetiminde kritik bir öneme sahiptir.

FCV aşıları genellikle FHV (Kedi herpesvirüsü) veya FPV (Kedi panlökopeni virüsü)

etkenleriyle birlikte karma aşı olarak uygulanmaktadır. Aşılama, şiddetli klinik belirtilere

ve inflamasyona karşı koruma sağlamaktadır. Ayrıca aşı, viral yayılımının kontrol altına

alınmasında da görev yapmaktadır. FCV için hem modifiye canlı aşı hem de inaktif

aşılar ticari olarak mevcuttur. Kullanılan inaktive aşılar, içerdikleri yardımcı maddeler

nedeniyle enjeksiyon bölgesinde sarkom oluşumu riski taşıyabilmektedir. Modifiye attenüe

FCV aşılarının, mevcut suşların dolaşımına yol açarak bağışıklık sisteminden kaçan yeni

varyantların oluşumuna katkı sağlayabileceği göz ardı edilmemelidir. mRNA (mesajcı RNA)

aşıları ve subünit aşılar henüz ticari olarak mevcut değildir ancak gelecek için potansiyel

taşımaktadır. Uygun aşılama aralıklarına karar vermek için kedilerin yaşı, sağlık durumu,

yaşam tarzı ve barınma koşulları gibi etkenler dikkate alınmaktadır (Ford, 2016; Hofmann-

Lehmann vd., 2022). Optimum tekrar aşılama aralıkları tartışmalıdır. Risk faktörüne

göre üç yılda bir takviye aşısından yıllık takviye aşısına kadar değişen farklı öneriler

bulunmaktadır. Yaygın olarak kullanılan aşılama programlarında, 8-9 ve 12 haftalıkken

birincil dozların ve ardından yıllık takviye dozlarının uygulanması; iyileşmiş sağlıklı
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kedilerin ise aşılanması önerilmektedir. Bu aşılama programının etkinliği tartışmalıdır.

Mevcut bulgular, maternal kökenli antikorların yavru kedilerde 12. haftaya kadar kaldığını ve

bu nedenle yavruların yeterli bağışıklık geliştiremediğini göstermektedir. Aşılama programı,

maternal kökenli antikorların varlığı ve risk faktörleri dikkate alınarak yavru ve yaşlı

kediler için değişiklik göstermektedir. FCV suşları arasındaki antijenik çeşitlilik ara sıra

aşı başarısızlıklarına neden olabilmektedir. Bundan dolayı güncel aşı geliştirme stratejileri;

çapraz reaktivitenin artırılması, viral yayılımın azaltılması ve persiste enfeksiyonların

önlenmesi üzerine yoğunlaşmaktadır. Koruyuculuğu değerlendirmeye yönelik güvenilir

biyobelirteçlerin bulunmaması ise aşı etkinliğinin belirlenmesinde deneysel enfeksiyon

çalışmalarını gerekli kılmaktadır (Radford vd., 2007; Hofmann-Lehmann vd., 2022).

2.3. FCV Üretiminde Mevcut Sistemlerin Sınırlılıkları

FCV üretimi, başta yüzeye bağımlı hücre hatları olmak üzere memeli hücre kültür

sistemlerine dayanmaktadır. Bu üretim süreçleri geleneksel olarak monolayer kültür

sistemlerinde yürütülmektedir. Bu durum, hücrelerin büyümesi için geniş yüzey alanlarına

ihtiyaç duyulmasına neden olmaktadır. Ancak bu sistemler, özellikle endüstriyel viral

üretimde önemli sınırlılıklar içermektedir. Yüksek hacimlerde üretimler için yüksek

sayılarda kültür kabı kullanılmalıdır; bu durum hem iş gücü ihtiyacını artırmakta hem

de kontaminasyon riskini yükseltmektedir.

Hayvan hücrelerinin intrinsik olarak düşük üretkenliğe sahip olması, viral üretim

süreçlerinde büyük hacimlerde kültür süpernatantına ihtiyaç duyulmasına neden olmaktadır.

Bu durum üretim maliyetlerini artırmakta ve verimliliği sınırlayan ana faktörlerden biri

olmaktadır. Ayrıca monolayer sistemlerde hücre yoğunluğu sınırlıdır ve genel olarak düşük

hücre konsantrasyonlarında çalışılmaktadır. Bu da viral replikasyon kapasitesinin ideal

düzeylerde değerlendirilmesini engellemektedir (Cytiva, 2020).

Geleneksel hücre kültürü sistemlerinin bir diğer dezavantajı ise proses parametre-

lerinin homojen yapıda sürdürülememesidir. Kültür süresince pH, çözünmüş oksijen, gaz

değişimi ve besin gibi hayati faktörlerin eşit şekilde dağılım sağlamaması, viral üretim

çıktılarında dalgalanmalara yol açabilmektedir. Bu durum partiler arası tekrarlanabilirlik

açısından sorun yaratmaktadır. Ek olarak, mekanik ve kimyasal streslere karşı hücrele-
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rin gösterdiği hassasiyet, özellikle büyük ölçekli üretimlerde hücre canlılığını olumsuz

etkileyebilmektedir. Dolayısıyla viral verim düşmektedir (Cytiva, 2020).

Bu sınırlılıkları aşmak amacıyla uygulanan mikrotaşıyıcı tabanlı kültür sistemleri,

yüzeye bağımlı hücre hatlarının süspansiyon sistemler içerisinde üretilmesine olanak

sağlamaktadır. Mikrotaşıyıcı sistemlerde hücreler, biyoreaktör içindeki mikrotaşıyıcıların

yüzeylerine tutunarak büyümektedir. Yüksek yüzey alanı/hacim oranı ile birim hacim

başına düşen yüzey alanında çok yüksek bir artış sağlanmaktadır. Elde edilen bu avantaj,

aynı biyoreaktör hacminde çok daha yüksek hücre yoğunluklarına ulaşılmasının önünü

açarak viral üretim kapasitesini ciddi oranlarda artırabilmektedir. Cytiva (2020) verilerine

göre, mikrotaşıyıcı tabanlı sistemlerle yürütülen çalışmalarda hücre yoğunluklarının 2×108

hücre/mL seviyelerine kadar ulaşabildiği bildirilmektedir.

Tüm bu olumlu yönlerine rağmen mikrotaşıyıcı sistemlerin de limitasyonlar barındır-

dığı unutulmamalıdır. Özellikle süreç optimizasyonu aşamasında kritik öneme sahip olan

hücre tutunma verimi, karıştırma hızına bağlı oluşan hidrodinamik kesme gerilimleri, oksijen

transferi ve difüzyonel engeller gibi parametreler yakından takip edilmelidir. Yüksek hücre

yoğunluklarında besin tüketiminin artmasıyla metabolitlerin birikmesi, kültür ortamlarının

hassas kontrol mekanizmalarıyla izlenmesini zorunlu kılmaktadır (Cytiva, 2020).

Sonuç olarak, FCV üretiminde kullanılan geleneksel monolayer sistemler; düşük

hücre yoğunluğu, yüksek maliyet, sınırlı ölçeklenebilirlik ve artan kontaminasyon riski gibi

dezavantajlar içermektedir. Bu nedenle, mikrotaşıyıcı tabanlı süspanse kültür sistemlerinin

geliştirilmesi ve optimize edilmesi, viral üretim verimliliğinin artırılması açısından önemli

bir araştırma alanı olarak değerlendirilmektedir. Bu çalışmada, epitel karakterli CRFK

hücre hattının Cytodex-1 ve Cytodex-3 mikrotaşıyıcı sistemlerine tutunma performansının

değerlendirilmesi, uygun tutunma ve inokülasyon koşullarının belirlenmesi ve bu koşullar

altında FCV üretiminin incelenmesi amaçlanmıştır.

18



GEREÇ ve YÖNTEM TUBA BEYZA POLAT

3. GEREÇ ve YÖNTEM

3.1. Virüs ve Hücre

Bu çalışmada konak hücre hattı olarak Dollvet Biyoteknoloji hücre bankasında

bulunan Crandell Rees Feline Kidney (CRFK, DOLLL-1) hücreleri kullanıldı. Hücreler,

%10 fetal sığır serumu (Fetal Bovine Serum, FBS) (Cegroagen Biotech, Almanya) ile

desteklenmiş Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) besiyerinde kültüre edildi ve

%5 CO2 içeren inkübatörde 37 °C’de inkübe edildi.

Çalışmada kullanılan Feline calicivirus (FCV), Dollvet Biyoteknoloji virüs bankasında

bulunan master seed virus (MSV)’den türetilmiş working seed virus (WSV) stoklarından

elde edildi. Virüs stokları deneylerde kullanılıncaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

3.2. Mikrotaşıyıcı Hazırlığı

Cytodex-1 ve Cytodex-3 mikrotaşıyıcıları (Cytiva, ABD), üretici firma talimatlarına

uygun olarak 0.5 g tartılarak hazırlandı. Mikrotaşıyıcılar oda sıcaklığında en az 3 saat

boyunca PBS içerisinde bekletildi. Daha sonra üstteki fazla PBS uzaklaştırılarak taze PBS

ile birkaç defa yıkama işlemi yapıldı ve ardından sterilite için mikrotaşıyıcılar 115 °C’de

15 dakika otoklav edildi. Otoklav işleminin ardından fazla PBS uzaklaştırılarak DMEM

besiyeri eklendi ve hücreler spinner flask’lara aktarıldı. CRFK hücrelerinin süspansiyon

kültür koşullarında çoğaltılması amacıyla 125 mL hacimli spinner flask (Corning, Lot No:

21522001, ABD) kullanıldı. Toplam çalışma hacmi 100 mL olarak belirlendi ve kaplar

manyetik karıştırıcıya yerleştirilerek karıştırma hızı 40 rpm olarak ayarlandı. Deney süresince

tüm işlemler %5 CO2 içeren inkübatörde 37 °C’de sürdürüldü.

3.3. Hücre Tutunma Deneyleri

CRFK hücrelerinin mikrotaşıyıcılara tutunması Yöntem-1 (Y-1) ve Yöntem-2 (Y-

2) olmak üzere iki farklı yöntemle değerlendirildi. Yöntem-1’de hücreler doğrudan

mikrotaşıyıcı içeren ortamda inkübe edildi. Yöntem-2’de ise hücreler santrifüj edildikten

sonra spinner flask’lara eklendi ve Verbruggen vd. (2018) tarafından tanımlanan aralıklı

karıştırma (intermittent agitation) yaklaşımına benzer bir yöntem uygulandı. Hücre

tutunması 24., 48. ve 72. saatlerde görüntülendi ve hücre sayımı için süpernatanttaki ve
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mikrotaşıyıcı yüzeyindeki hücrelere bakıldı. Hücre yoğunluğu ve canlılık oranı, Trypan

Blue dışlama yöntemi kullanılarak belirlendi (Strober, 2015). Hücre süspansiyonu %0,4’lük

Trypan Blue çözeltisi ile karıştırıldı ve hücre sayımı hemositometrik sayım yöntemi

kullanılarak Bürker lamı üzerinde gerçekleştirildi. Sayımlar, ışık mikroskobu (Zeiss,

Almanya) kullanılarak yapıldı. Boyayı almayan hücreler canlı, boyayı alan hücreler ölü

olarak değerlendirildi.

Mikrotaşıyıcı yüzeyine tutunmuş hücrelerin belirlenmesi ve hücre yoğunluğunun

değerlendirilmesi amacıyla nükleus boyama yöntemi kullanıldı. Bu amaçla hazırlanan

nükleus boyama solüsyonu; 1 L son hacimde 1 g kristal viyole, 1 mL Triton X-100 ve 19,2

g sitrik asit kullanılarak hazırlandı. Boyama solüsyonu kültür örneklerine eklendikten sonra

örnekler 37 °C’de %5 CO2 içeren inkübatörde 1 saat inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında

mikrotaşıyıcılar üzerindeki boyanmış hücre çekirdekleri mikroskop altında görüntülenerek

hücre tutunması ile dağılımı incelendi ve Bürker lamı kullanılarak sayım gerçekleştirildi.

Elde edilen değerler, mikrotaşıyıcı başına düşen hücre sayısı ve toplam hücre yoğunluğunun

belirlenmesinde kullanıldı.

3.4. Virüs İnokülasyonu

FCV inokülasyonunda, virüs partiküllerinin konak hücre reseptörleriyle temas

olasılığını maksimum seviyeye ulaştırmak amacıyla Verbruggen vd. (2018) tarafından

uygulanan yöntem modifiye edilerek bir adsorpsiyon fazı uygulandı. Virüs ekim işlemini

takip eden ilk 2 saatlik adsorpsiyon periyodu boyunca; 30 dakika dinlenme / 3 dakika

karıştırma periyodu yürütüldü.

3.5. Moleküler Teknikler

3.5.1. Viral Nükleik Asit Ekstraksiyonu

Çalışmada kullanılan örneklerin ekstraksiyon işlemi, RNA/DNA ekstraksiyon kiti

(Invitrogen, ABD) kullanılarak üretici firma protokolüne uygun şekilde gerçekleştirildi.

Elde edilen nükleik asit örnekleri analiz aşamasına kadar −20 °C’de muhafaza edildi.

3.5.2. cDNA Sentezi

FCV cDNA sentezi, cDNA sentez kiti (Invitrogen, ABD) kullanılarak üretici firmanın
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önerdiği protokol doğrultusunda gerçekleştirildi. Elde edilen cDNA örnekleri konvansiyonel

PCR analizinde kullanıldı.

3.5.3. Konvensiyonel PCR Analizi

FCV varlığının doğrulanması amacıyla PCR yöntemi uygulandı. Amplifikasyon

reaksiyonlarında master mix kiti (Roche, İsviçre) kullanıldı. PCR reaksiyonları, LightCycler

480 PCR cihazında (Roche, İsviçre) gerçekleştirildi. PCR reaksiyon karışımı, toplam 25 µL

hacimde olacak şekilde buz üzerinde sırasıyla şu bileşenlerle hazırlandı: 12,5 µL 2X Buffer

(Master Mix), 1,0 µL Forward Primer, 1,0 µL Reverse Primer, 5,5 µL nükleaz içermeyen su

(dH2O) ve son olarak 5,0 µL kalıp cDNA. Reaksiyonun termal döngü koşulları şu şekilde

yürütüldü: Başlangıç denatürasyonu için 95 °C’de 15 dakika bekletildi. Ardından; 94 °C’de

30 saniye denatürasyon, 55 °C’de 30 saniye primer bağlanması (annealing) ve 72 °C’de

1 dakika uzama (extension) basamaklarından oluşan döngü toplamda 35 kez tekrarlandı.

35 döngü bittikten sonra, son uzama aşaması olarak 72 °C’de 10 dakika daha bekletildi

ve elde edilen PCR ürünleri agaroz jel elektroforezinde yürütüldü. FCV’ye özgü 671 bp

büyüklüğündeki amplifikasyon ürünü pozitif sonuç olarak kabul edildi.

3.5.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel uygun konsantrasyonda hazırlanarak etidyum bromür ile boyandı. PCR

ürünleri yükleme tamponu ile karıştırılarak jel kuyucuklarına yüklendi. Bant büyüklüklerinin

belirlenmesi amacıyla 100 bp DNA Ladder (GeneON, Almanya) kullanıldı. Elektroforez

işlemi 120 V’da 45 dakika süreyle gerçekleştirildi. Yürütme işleminin tamamlanmasının

ardından jel görüntüleri, görüntüleme sistemi (Bio-Rad, ABD) kullanılarak UV ışığı altında

elde edildi. Oluşan bant profilleri FCV pozitifliği yönünden değerlendirildi.

3.6. İstatistiksel Analiz

Hücre tutunma verileri iki yönlü varyans analizi (Two-way ANOVA) ile değerlendirildi

ve Y1-C1 ile Y2-C3 grupları arasındaki farklar Tukey testi ile analiz edildi. p <0,05

değeri istatistiksel anlamlılık sınırı olarak kabul edildi. Viral titre ölçümleri 0,1 MOI’de

üç bağımsız biyolojik tekrar üzerinden yürütüldü. Farklı zaman noktaları (12. ve 120.

saat) arasındaki değişimin değerlendirilmesi amacıyla tek yönlü varyans analizi (One-way
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ANOVA) uygulandı ve gruplar arasındaki çoklu karşılaştırmalar Tukey çoklu karşılaştırma

testi ile gerçekleştirildi. İstatistiksel değerlendirmelerde p <0,05 değeri anlamlılık sınırı

olarak kabul edildi.

3.7. Büyüme Eğrisi

Spinner flask’larda Cytodex-3 kullanılarak CRFK hücreleri, Tutunma-2 yöntemine

göre 1; 0,1; 0,01; 0,001 ve 0,0001 MOI’de enfekte edildi ve 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84,

96, 108, 120, 132, 144, 156 ve 168. saatlerde toplandı. Viral titreler, Spearman-Kärber

yöntemi (Kärber, 1931; Spearman, 1908) ile TCID50 testi kullanılarak belirlendi. Ölçülen

viral titrelere dayanarak FCV’nin büyüme eğrisi çizildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hücre Tutunma

CRFK hücrelerinin mikrotaşıyıcı yüzeylerine tutunma sürecinin erken dönem morfo-

lojik özellikleri, tutunma sonrası 3. saatte elde edilen mikroskobik görüntülerle incelendi.

Hücre tutunması, Cytodex-1 ve Cytodex-3 mikrotaşıyıcıları kullanılarak uygulanan iki farklı

kültür yöntemi kapsamında takip edildi ve elde edilen görüntüler Şekil 4.1’de gösterildi.

Şekil 4.1. CRFK hücrelerinin tutunma sonrası 3. saatteki ışık mikroskobu görüntüleri. A.
Monolayer CRFK hücrelerinin görüntüsü. B. Yöntem 1’e göre spinner flaska aktarılan
CRFK hücrelerinin 3. saatteki görüntüleri. B1. Cytodex-1; B2. Cytodex-3. C. Yöntem 2’ye
göre spinner flaska aktarılan CRFK hücrelerinin 3. saatteki görüntüleri. C1. Cytodex-1; C2.
Cytodex-3.

Tutunma sonrası Yöntem-1 ve Yöntem-2 kullanılarak Cytodex-1 ve Cytodex-3

mikrotaşıyıcılarında CRFK hücrelerinin 24., 48. ve 72. saatlerdeki mikroskobik görüntüleri

alındı. Alınan görüntüler Şekil 4.2 ve Şekil 4.3’teki gibidir.
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Şekil 4.2. Yöntem 1’e göre spinner flask içerisindeki Cytodex-1 ve Cytodex-3 mikro-
taşıyıcıları üzerindeki CRFK hücrelerinin 24., 48. ve 72. saatlerdeki görüntüleri. A–C.
Cytodex-1; D–F. Cytodex-3 mikrotaşıyıcıları üzerindeki CRFK hücrelerini göstermektedir.
Tüm görüntüler ışık mikroskobu altında 5× büyütme ile elde edilmiştir.
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Şekil 4.3. Yöntem 2’ye göre spinner flask içerisindeki Cytodex-1 ve Cytodex-3 mikro-
taşıyıcıları üzerindeki CRFK hücrelerinin 24., 48. ve 72. saatlerdeki görüntüleri. A–C.
Cytodex-1; D–F. Cytodex-3 mikrotaşıyıcıları üzerindeki CRFK hücrelerini göstermektedir.
Tüm görüntüler ışık mikroskobu altında 5× büyütme ile elde edilmiştir.

CRFK hücrelerinin farklı yöntem ve mikrotaşıyıcılar sonucundaki tutunma verileri

istatistiksel olarak analiz edildi. Gruplar arasındaki farklılıklar iki yönlü varyans analizi

ve Tukey çoklu karşılaştırma testi kullanılarak belirlendi. Analiz sonuçları Şekil 4.4’te

gösterildi.
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Şekil 4.4. Farklı hücre tutunma yöntemi ve mikrotaşıyıcı kombinasyonlarında (Y1-C1,
Y1-C3, Y2-C1, Y2-C3) CRFK hücre yoğunluğunun zamana bağlı değişimi. Y1: Yöntem
1; Y2: Yöntem 2; C1: Cytodex-1; C3: Cytodex-3’ü göstermektedir. *: istatistiksel olarak
anlamlı fark (p<0,05).

Şekil 4.4’te gösterildiği üzere Tukey testi analizlerine göre, zaman faktörünün (p <

0,0001) ve tutunma yöntemi-mikrotaşıyıcı kombinasyonunun (p = 0,0009) hücre tutunması

üzerinde istatistiksel olarak anlamlı etkiye sahip olduğu tespit edildi. Buna karşın, iki faktör

arasındaki etkileşim anlamlı bulunmadı (p = 0,9510).

Sonuçlara bakıldığında, 48. saatte Yöntem-2/Cytodex-3 grubunun, Yöntem-

1/Cytodex-1 grubuna kıyasla anlamlı derecede daha yüksek hücre tutunması gösterdiği

belirlendi (p = 0,0385). Yetmiş ikinci saatte benzer eğilim devam etti ancak istatistiksel

anlamlılık göstermedi (p = 0,0572).

Cytodex-3 ve Yöntem-2 kombinasyonunun, diğer gruplara kıyasla istatistiksel olarak

daha yüksek tutunma performansı sergilediği saptandı. Bu doğrultuda, hücresel adaptasyon

aşamasını takiben FCV inokülasyon protokolü uygulanarak farklı MOI dozlarında zamana

bağlı viral büyüme kinetiği izlendi.

4.2. FCV MOI Optimizasyon Çalışmaları

Farklı MOI değerlerinin (1; 0,1; 0,01; 0,001 ve 0,0001) viral yük üzerindeki etkilerini

belirlemek amacıyla süpernatant ve hücre içi TCID50 verileri, 12. saatten başlayarak 12 saat

aralıklarla 168. saate kadar takip edildi ve ışık mikroskobu görüntüleri sunuldu.
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Farklı MOI değerlerinde enfekte edilen kültürlerden belirlenen zaman noktalarında

alınan örneklerde viral titre değişimleri incelendi ve sonuçlar Şekil 5.4–5.8’de gösterildi.

İlk ölçüm noktası olan 12. saatte yüksek düzeyde viral titre tespit edildi ve bu zaman

noktası ilk pik dönemlerinden biri olarak değerlendirildi. Takip eden saatlerde viral

titrelerde dalgalanmalar gözlenmekle birlikte, üretimin kültür süresi boyunca devam ettiği

belirlendi. İkinci pik değerine ise 120. saatte ulaşıldı. Elde edilen sonuçlar, FCV’nin

seçilen kültür koşullarında etkin şekilde çoğaldığını ve viral üretimin enfeksiyon süresince

sürdürülebildiğini gösterdi.

Şekil 4.5. 1 MOI uygulamasında zamana bağlı olarak hücre içi ve süpernatanttaki viral titre
değişimi.
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Şekil 4.6. 0,1 MOI uygulamasında zamana bağlı olarak hücre içi ve süpernatanttaki viral
titre değişimi.

Şekil 4.7. 0,01 MOI uygulamasında zamana bağlı olarak hücre içi ve süpernatanttaki viral
titre değişimi.
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Şekil 4.8. 0,001 MOI uygulamasında zamana bağlı olarak hücre içi ve süpernatanttaki viral
titre değişimi.

Şekil 4.9. 0,0001 MOI uygulamasında zamana bağlı olarak hücre içi ve süpernatanttaki viral
titre değişimi.
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4.3. FCV Büyüme Eğrisi

FCV’nin CRFK hücrelerindeki çoğalma kinetiğini değerlendirmek amacıyla farklı

MOI değerlerinde elde edilen hücre ilişkili viral titreler karşılaştırıldı ve büyüme eğrileri

oluşturuldu. Farklı enfeksiyon dozlarına ait titre değişimleri aynı grafik üzerinde gösterildi

ve sonuçlar Şekil 4.10’da verildi.

Şekil 4.10. Farklı MOI değerlerinde (1, 0,1, 0,01, 0,001 ve 0,0001 MOI) enfekte edilen
CRFK hücrelerinde hücre içi FCV viral titrelerinin zamana bağlı değişimi.

4.4. 0,1 MOI FCV Enfeksiyonu Sonrası CRFK Hücrelerinde CPE Gözlemleri

Çalışmada kullanılacak enfeksiyon koşulunun belirlenmesi amacıyla farklı MOI

değerlerinde gerçekleştirilen ön değerlendirmeler sonucunda, 0,1 MOI koşulu viral üretim

kinetiğinin izlenmesi ve hücresel değişimlerin değerlendirilmesi açısından uygun bulundu.

Bu nedenle 0,1 MOI ile enfekte edilen CRFK hücrelerinde enfeksiyon sürecine bağlı olarak

meydana gelen morfolojik değişimler mikroskobik olarak incelendi. FCV enfeksiyonu

sonrası oluşan CPE farklı zaman noktalarında değerlendirildi ve elde edilen görüntüler Şekil

4.11’de sunuldu.
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Şekil 4.11. 0,1 MOI ile FCV enfeksiyonu sonrasında CRFK hücrelerinde farklı zaman
noktalarında gözlenen sitopatik etkiler. (A) Enfeksiyon sonrası 12. saat; (B) 24. saat; (C)
36. saat; (D) 48. saat; (E) 60. saat; (F) 72. saat; (G) 84. saat; (H) 96. saat görüntülerini
göstermektedir. Tüm görüntüler 5× büyütme ile elde edilmiştir.
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Şekil 4.12. 0,1 MOI ile FCV enfeksiyonu sonrasında CRFK hücrelerinde farklı zaman
noktalarında gözlenen sitopatik etkiler. Enfeksiyon sonrası (I) 108. saat; (J) 120. saat; (K)
132. saat; (L) 144. saat; (M) 156. saat ve (N) 168. saat görüntülerini göstermektedir. Tüm
görüntüler 5× büyütme ile elde edilmiştir.

4.5. Konvansiyonel PCR Bulguları

Konvansiyonel PCR analizi sonucunda FCV pozitif örneklerde beklenen 671 bp

büyüklüğünde spesifik bantlar gözlendi (Şekil 4.13). Agaroz jel elektroforezi ile doğrulanan

amplifikasyon ürünleri UV ışık altında görüntülendi.
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Şekil 4.13. FCV varlığının RT-PCR ile doğrulanmasına ait agaroz jel elektroforezi görüntüsü.
M: 100 bp DNA belirteci; NK: negatif kontrol; PK: pozitif kontrol; FCV: Feline calicivirus
pozitif örneği.

4.6. 0,1 MOI’de Tekrarlanabilirlik Analizi

FCV’nin CRFK hücre kültür sistemindeki üretim kinetiğini değerlendirmek amacıyla

farklı enfeksiyon sonrası zaman noktalarında viral titre değişimleri incelendi. Ön değerlendir-

me amacıyla gerçekleştirilen farklı MOI denemelerinde virüs titre artışının özellikle 12. ve

120. saat zaman noktalarında pik yaptığı gözlendiğinden, üretim kinetiğinin daha kapsamlı

değerlendirilmesi amacıyla bu zaman aralıkları kullanıldı. Ayrıca viral replikasyonun erken

dönem değişimlerini daha ayrıntılı ortaya koyabilmek amacıyla 4., 8. ve 12. saatler eklenerek

ek örnekleme yapıldı. Hücre içi ve süpernatant fraksiyonlarında belirlenen viral titre değerleri

zamana bağlı olarak değerlendirildi ve elde edilen sonuçlar Şekil 4.12’de sunuldu.
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Şekil 4.14. 0,1 MOI ile enfekte edilen CRFK hücrelerinde hücre içi ve süpernatanttaki viral
titrenin (log�� TCID��/mL) zamana bağlı değişimine ait tekrarlanabilirlik analizi. Veriler
ortalama ± SD olarak gösterilmiştir.

Hem hücre hem süpernatant verilerinde zaman faktörü istatistiksel olarak anlamlı

bulundu (p < 0,0001). Elde edilen sonuçlara göre viral titre değerlerinde 8. ve 12. saatler

aralığında artış gözlendi ve maksimum titre seviyelerine bu dönem içerisinde ulaşıldı. 8.

ve 12. saat zaman noktaları arasında istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmaması, viral

üretimin bu aralıkta pik düzeyde seyrettiğini gösterdi. 120. saatte elde edilen titre değerleri

ise diğer tüm zaman noktalarına göre anlamlı derecede düşük bulundu. Deney, üç bağımsız

biyolojik tekrar arasında istatistiksel olarak anlamlı fark göstermedi ve yüksek düzeyde

tekrarlanabilirlik sergiledi.
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5. TARTIŞMA

Bu çalışmada, CRFK hücre hattının mikrotaşıyıcı tabanlı süspansiyon kültür

sistemine adaptasyonu ve bu sistem kullanılarak FCV üretim potansiyeli değerlendirilmiştir.

Çalışmanın temel amacı, monolayer özellik gösteren CRFK hücrelerinin mikrotaşıyıcı

sistemlerde çoğaltılabilirliğini ortaya koymak ve FCV üretimi için uygun enfeksiyon koşulları

ile hasat zamanını belirlemektir. Bu nedenle öncelikle farklı mikrotaşıyıcı ve tutunma

yöntemlerinin hücre tutunması ve büyümesi üzerindeki etkileri değerlendirilmiştir. Elde

edilen sonuçlara göre Y-2/C-3 kombinasyonunun Y-1/C-1 kombinasyonuna kıyasla daha

yüksek hücre tutunması sağladığı belirlenmiştir. Bu nedenle Y-2/C-3 kombinasyonu, FCV

üretim çalışmalarında tercih edilmiştir. Ardından seçilen sistemde 5 farklı MOI kullanılarak

FCV üretimi değerlendirilmiştir. Uygun görülen MOI ve hasat zamanı ile üç bağımsız

biyolojik tekrar yapılmıştır.

Mikrotaşıyıcıların yüzey özellikleri, hücre adezyonu ve proliferasyonu üzerinde

doğrudan etkilidir. Cytiva (2020) verilerine göre C-1 ve C-3 mikrotaşıyıcıları yüzey yapıları

bakımından farklılık göstermektedir. C-1, pozitif yüklü iyonik gruplar içeren bir dekstran

matrisine sahip olup hücrelerin elektrostatik etkileşimlerle bağlanmasını sağlarken; C-3,

yüzeyinde bulunan denatüre kolajen tabakası sayesinde hücrelerin daha fizyolojik ve güçlü

bir şekilde tutunmasına olanak tanımaktadır. Özellikle epitel benzeri hücre hatlarında,

biyolojik yüzey yapısı nedeniyle C-3’ün hücre adezyonu ve canlılığı açısından daha avantajlı

olduğu bildirilmektedir (Cytiva, 2020). CRFK hücrelerinin epitel benzeri özellik göstermesi,

bu çalışmada C-3 mikrotaşıyıcısı ile daha yüksek hücre tutunması ve proliferasyon elde

edilmesini açıklayabilir. Bununla beraber mikrotaşıyıcı kültürlerinde hücre bağlanma

aşamasında uygulanan karıştırma stratejisinin de hücre dağılımı ve tutunma verimliliği

üzerinde etkileri bulunduğu bildirilmektedir. Nienow (2014), hücrenin mikrotaşıyıcıya

tutunma döneminde kontrollü karıştırmanın hücre kümelenmesini azaltarak daha homojen

bir kültür ortamı oluşturduğunu ve tutunma döneminde belli düzeyde karıştırma gerektiğini

bildirmiştir. Benzer şekilde, Ikonomou vd. (2004), mikrotaşıyıcılar üzerinde büyütülen

mezenkimal hücrelerin uygun düzeydeki karıştırma koşullarında canlılıklarını 7 güne

kadar koruyabildiğini ve hasar görmediğini bildirmiştir. Bu bilgiler ışığında, Yöntem-

35



TARTIŞMA TUBA BEYZA POLAT

2’de uygulanan periyodik karıştırma stratejisinin hücrelerin mikrotaşıyıcı yüzeyine daha

homojen dağılmasını ve tutunmasını desteklediği; C-3’ün uygun yüzey özellikleri ile birlikte

değerlendirildiğinde C-3/Y-2 kombinasyonundan daha yüksek verim alınmasını açıkladığı

düşünülmektedir.

Eckhardt vd. (2024) tarafından farklı virüsler ve hücre hatlarıyla yürütülen çalışmalar,

yüksek MOI uygulamalarının enfeksiyon sürecini hızlandırdığını ancak sonuçta her

zaman daha yüksek viral titre elde edilmediğini göstermiştir. Yüksek MOI değerlerinde

başlangıçta enfekte olan hücre sayısının fazla olması, virüsün replikasyon döngüsüne

daha erken başlamasını ve pik titreye daha kısa sürede ulaşılmasını sağlamaktadır. Düşük

MOI uygulamalarında ise enfeksiyon hücreden hücreye yayıldığı için maksimum titreye

ulaşma süresi biraz daha uzamaktadır. Bununla birlikte mevcut araştırmalarda farklı

MOI düzeylerinde elde edilen nihai viral titrelerin birbirine yakın olabildiği bildirilmiştir.

Dolayısıyla MOI seçimi, maksimum verimden ziyade temel olarak enfeksiyon hızı ve

toplam üretim süresi üzerinde belirleyici bir rol oynamaktadır. FCV üretimi incelendiğinde

literatürdeki bu teorik altyapıya benzer bulgular ortaya çıkmaktadır. Örneğin; Saade vd.

(2026), FCV izolatının hem 0,1 hem de 0,01 MOI’de FCEC hücrelerinde etkili bir şekilde

çoğaldığını ve inokülasyonu takiben yaklaşık 12-24. saatler arasında en yüksek titre artışının

gözlendiğini rapor etmiştir. Benzer şekilde Mao vd. (2022) da tek tabakalı CRFK hücrelerini

0,01 MOI ile enfekte ederek viral kinetiği takip etmiştir. Mevcut bilimsel veriler ışığında,

sunulan çalışmada FCV üretimi için en ideal enfeksiyon oranını belirlemek amacıyla 1;

0,1; 0,01; 0,001 ve 0,0001 olmak üzere 5 farklı MOI düzeyi test edilmiştir. Yapılan TCID50

testleri sonucunda, literatürle paralel şekilde farklı MOI’lerin nihai viral titre üzerinde

belirgin bir fark yaratmadığı ancak üretim süresi ve enfeksiyon hızı dengesi açısından

0,1 MOI değerinin en uygun seçenek olduğu belirlenmiştir. Seçilen bu MOI değeri (0,1)

ile deneylerin tekrarlanabilirliğini güvence altına almak adına 3 bağımsız biyolojik tekrar

gerçekleştirilmiştir.

Ön değerlendirme amacıyla gerçekleştirilen farklı MOI denemelerinde, virüs titre

artışının özellikle 12. ve 120. saatlerde belirginleşerek çift pik içeren bifazik bir kinetik

örüntü sergilediği görülmüştür. Bu nedenle 0,1 MOI üretim kinetiğinin daha kapsamlı analiz
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edilmesi amacıyla söz konusu zaman aralıkları temel alınmış; ayrıca viral replikasyonun

erken dönem değişimlerini daha ayrıntılı ortaya koyabilmek adına 4., 8. ve 12. saatleri

kapsayan kısa zaman aralıklarında ek örneklemeler yapılmıştır.

Yapılan testlerde özellikle enfeksiyon sonrası 8. ve 12. saatlerde elde edilen viral

titrelerin yaklaşık 108·� TCID50/mL seviyesine ulaştığı belirlenmiştir. Zhang vd. (2025)

tarafından klasik monolayer kültür koşullarında yapılan çalışmada; CRFK hücreleri 0,1

MOI ile enfekte edilerek 4., 8. ve 12. saatlerde gerçekleştirilen değerlendirmelerde viral

replikasyonun zamanla arttığı ve 12. saatte FCV titresinin yaklaşık 108 TCID50/mL ile en

yüksek seviyeye ulaştığı bildirilmiştir. Elde edilen bulgular, bu değerlerle büyük ölçüde

paralellik göstermektedir. Aynı çalışmada enfeksiyonun ilerlemesine paralel olarak sitopatik

etkinin belirginleştiği; 4. saatte minimal morfolojik değişiklikler gözlenirken, 8. saatte

hücre yuvarlaklaşmasının başladığı ve 12. saatte hücre büzüşmesi ile ayrılmaların belirgin

hale geldiği rapor edilmiştir. Çalışmada mikrotaşıyıcı tabanlı süspansiyon kültüründe

elde edilen virüs çoğalma profilinin ve zamana bağlı değişimlerin, bu monolayer modele

benzer olduğu, hatta bazı koşullarda daha yüksek verim sağlayabileceği ortaya konmuştur.

Bu durum, adherent kültürlerden süspansiyon tabanlı üretim sistemlerine geçişte virüs

üretim performansının sürdürülebileceğini göstermesi bakımından önem taşımaktadır.

Mikrotaşıyıcı sistemlerin sağladığı yüksek yüzey/hacim oranı, hücre yoğunluğunu artırarak

hücre-virüs karşılaşma olasılığını yükseltmiş olabilir. Bu durum, mikrotaşıyıcı sisteminin

FCV replikasyonu için uygun bir mikroçevre sunabileceğini göstermektedir.

İlk optimizasyon çalışmalarında farklı MOI değerleri ile yapılan denemelerde 120.

saatte de yüksek viral titrelerin elde edildiği gözlenmiş ve bu nedenle hem erken hem de geç

zaman noktalarının hasat açısından uygun olabileceği değerlendirilmiştir. Ancak biyolojik

tekrar deneylerinde 120. saatte elde edilen titrelerin belirgin şekilde düştüğü tespit edilmiştir.

Bu farklılığın temel nedeninin uzun süreli kültürlerde meydana gelen hücre dökülmesi ve

kültür stabilitesindeki azalma olduğu düşünülmektedir. Özellikle ilk deneylerde hücrelerin

mikrotaşıyıcı yüzeyine daha stabil tutunduğu ve hücre canlılığının daha uzun süre

korunduğu gözlenmiştir. Buna karşın sonraki tekrar deneylerinde hücrelerin daha erken

dönemde yüzeyden ayrıldığı belirlenmiştir. Bu durumun geç faz viral üretim kapasitesini

37



TARTIŞMA TUBA BEYZA POLAT

olumsuz etkilediği düşünülmektedir. Bock vd. (2009) ile Forestell vd. (1992) tarafından da

belirtildiği üzere, hücrelerin mikrotaşıyıcılara bağlanmasını kapsayan ilk aşama, sürecin

genel verimliliği açısından kritik bir öneme sahiptir. Çünkü düşük bir hücre bağlanma

oranı, verimsiz bir virüs ekimi (inokülasyon) ile sonuçlanmakta ve nihayetinde viral verimin

azalmasına neden olmaktadır. Buna ek olarak, hücrelerin başlangıçta mikrotaşıyıcılara

yeterince güçlü bağlanamaması durumunda, ilerleyen süreçte dinamik kültürün getirdiği

mekanik etkilerden (shear stress) daha fazla etkilenerek mikrotaşıyıcılardan kolayca

ayrıldıkları rapor edilmektedir (Derakhti vd., 2019). Bu bulgular ışığında, enfeksiyon sonrası

8–12 saat aralığının hem daha stabil hücre kültürü koşullarını hem de daha tutarlı viral

üretim profilini temsil ettiği anlaşılmaktadır. Buna karşın 120. saat, belirli koşullarda yüksek

titre elde edilmesine rağmen kültür stabilitesine bağlı değişkenlik göstermesi nedeniyle

daha riskli ve kontrollü bir hasat zamanı olarak değerlendirilebilir.

0,1 MOI için yapılan istatistiksel analizlerde zaman faktörünün viral üretim üzerinde

anlamlı etkisi olduğu (p < 0,0001), buna karşın biyolojik tekrarlar arasında anlamlı farklılık

bulunmadığı (p > 0,05) saptanmıştır. Bu sonuçlar, optimize edilen enfeksiyon koşullarının

tekrarlanabilir ve güvenilir olduğunu göstermektedir. Bu çalışmada elde edilen bulgular,

benzer bir yaklaşımın FCV üretimi için de başarıyla uygulanabileceğini göstermektedir.

Monolayer kültür sistemlerinde yüksek viral titreler elde edilebilmesine rağmen,

bu sistemlerin sınırlı yüzey alanı nedeniyle endüstriyel ölçek büyütme açısından çeşitli

kısıtlılıkları bulunmaktadır. Mikrotaşıyıcı tabanlı süspansiyon kültür sistemleri ise birim

hacimde çok daha geniş yüzey alanı sağlayarak yüksek hücre yoğunluklarına ulaşılmasına

olanak tanımaktadır. Ayrıca biyoreaktör sistemlerinde pH, sıcaklık, çözünmüş oksijen

ve ajitasyon gibi kritik parametrelerin eş zamanlı kontrol edilebilmesi, üretim sürecinin

standardizasyonuna katkı sağlamaktadır. Mikrotaşıyıcı teknolojisinin influenza ve kuduz gibi

viral aşıların endüstriyel üretiminde başarıyla kullanıldığı bildirilmektedir (Kistner vd., 1999;

Montagnon vd., 1999; Barrett vd., 2009). Özellikle Vero ve MDCK hücreleri ile yürütülen

büyük ölçekli biyoreaktör uygulamaları, mikrotaşıyıcı sistemlerin endüstriyel güvenilirliğini

net bir şekilde ortaya koymaktadır. Biyoreaktörlerde süspanse kültür sistemlerinin gelişme-

siyle birlikte mikrotaşıyıcı sistemlerin kullanımı da giderek yaygınlaşmıştır. 1980’lerden

38



TARTIŞMA TUBA BEYZA POLAT

sonra CHO hücre hattı, süspanse hücre hattı halinde çoğaltılmaya başlanmıştır. 20. yüzyılın

sonlarına doğru ise biyoreaktörlerde süspanse hücre üretim kapasitesi 10.000 L’lik devasa bir

ölçeğe ulaşmıştır (Griffiths, 1990). Günümüzde; fed-batch kültür (Gutiérrez-Granados vd.,

2018), perfüzyon kültürü (Teworte vd., 2021) ve genetik mühendisliğindeki (Pino vd., 2020)

ilerlemeler sayesinde biyoreaktörler; hücrelerin, çeşitli viral vektörlerin, canlı virüslerin ve

virüs bazlı aşıların üretilmesi için vazgeçilmez birer platform haline gelmiştir. Böylelikle

biyoreaktör sistemleri, geleneksel statik yöntemlerin getirdiği sınırlamaları aşarak çok daha

geniş bir endüstriyel uygulama alanı oluşturmuştur (Von den Eichen vd., 2021).

Sonuç olarak bu çalışma, CRFK hücre hattının mikrotaşıyıcı bazlı süspansiyon kültür

sistemine başarılı şekilde adapte edilebildiğini ve FCV üretimi için yüksek verimli bir

platform oluşturabileceğini gösteren bir ön çalışma niteliğindedir. Elde edilen yüksek

viral titreler ve erken dönemde gözlenen güçlü replikasyon kinetiği, bu sistemin veteriner

biyoteknolojisi ve endüstriyel FCV aşı üretimi açısından umut verici bir up-stream üretim

modeli olabileceğini göstermektedir. Bununla birlikte, bu çalışmanın bazı kısıtlılıkları

bulunmaktadır. Mevcut çalışma kapsamında üretim dinamikleri yalnızca spinner flask

ölçeğinde değerlendirilmiştir. Deneyler sıcaklık, CO2 ve besiyeri kullanımı üzerinde sınırlı

kontrole sahip spinner flask’larda yapıldığından, kültür sistemi tank biyoreaktör için tam

olarak optimize edilmemiş olabilir (Nienow, 2006). İleri ölçekli biyoreaktör parametrelerinin

(çözünmüş oksijen düzeyi, sürekli besleme stratejileri vb.) viral üretim üzerindeki etkileri

bu aşamada ayrıntılı olarak incelenememiştir. Ayrıca, uzun süreli kültürlerde gözlenen

hücre dökülmesinin (detachment) mekanizması tam olarak ortaya konulamamıştır. 0,1

MOI grubunda gerçekleştirilen üç biyolojik tekrarın, özellikle 120. saatte gözlenen viral

titre düşüşünün nedenlerinin ortaya konulması açısından yetersiz kalmış olabileceği

düşünülmektedir. Bu nedenle, gelecekte yapılacak çalışmalarda biyolojik tekrar sayısının

artırılması, elde edilen sonuçların güvenilirliğinin ve istatistiksel gücünün artırılmasına

katkı sağlayacaktır. Ayrıca, 8,5 log10 TCID50/mL titresine ulaşılan örneklerde, gerçek viral

kapasitenin saptanabilmesi amacıyla ilave seri dilüsyonların uygulanması faydalı olacaktır.

Bu yaklaşım, maksimum viral üretim kapasitesinin daha doğru şekilde belirlenmesine

olanak sağlayacaktır. Gelecek çalışmalarda, spinner flask ölçeğinde elde edilen verilerin

kontrollü ve büyük ölçekli biyoreaktör sistemlerine aktarılması, bununla birlikte hücre
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yoğunluğu, karıştırma hızı, çözünmüş oksijen ve pH gibi işletim parametrelerinin optimize

edilmesi, geliştirilen üretim modelinin endüstriyel uygulanabilirliğini, ölçeklenebilirliğini

ve tekrarlanabilirliğini artıracaktır.

Elde edilen sonuçlar, FCV’nin mikrotaşıyıcı tabanlı kültür sisteminde spinner flask’lar

kullanılarak verimli şekilde üretilebildiğini ve tekrarlanan biyolojik üretimde de benzer

sonuçlar elde edildiğini göstermiştir. Bu durum, sistemin FCV aşı üretimine yönelik süreç

geliştirme ve ölçek büyütme çalışmalarında kullanılabilecek potansiyele sahip olduğunu

ortaya koymaktadır. Ayrıca sistem, enfeksiyon kinetiği ve üretim parametrelerinin optimize

edilmesine yönelik gelecekteki çalışmalar için uygun bir model sunmaktadır. Bu nedenle

geliştirilen üretim sisteminin, FCV aşılarının yerli üretimine yönelik biyoproses geliştirme

çalışmalarında kullanılabilecek önemli bir altyapı oluşturduğu düşünülmektedir.
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6. SONUÇLAR

Bu çalışmada, adherent karakterdeki CRFK hücre hattının mikrotaşıyıcı süspansiyon

kültür sistemine adaptasyonu başarıyla gerçekleştirilmiş ve bu sistemde FCV üretimi değer-

lendirilmiştir. Yapılan deneyler sonucunda, zaman faktörü ile tutunma yöntemi–mikrotaşıyıcı

kombinasyonunun hücre tutunması üzerinde istatistiksel olarak anlamlı etkiye sahip olduğu

belirlenmiştir. Cytodex-3 mikrotaşıyıcısı ve Yöntem-2 kombinasyonu, hücre tutunması

açısından en başarılı sonucu vermiş ve sonraki deneyler için uygun bulunmuştur.

Farklı MOI değerlerinin virüs çoğalma kinetiği üzerindeki etkisi incelendiğinde,

yüksek MOI değerlerinde viral replikasyonun daha erken gerçekleştiği, düşük MOI

değerlerinde ise viral çoğalmanın daha yavaş ilerlediği belirlenmiştir. Elde edilen bulgular

doğrultusunda, üretim sürecinde daha stabil bir enfeksiyon kinetiği sergilemesi, hasat

zamanının daha esnek ve kolay takip edilebilir olması ile daha düşük miktarda virüs

kullanılarak benzer düzeyde üretim sağlanabilmesi nedeniyle, FCV üretimi için 0,1 MOI

değeri uygun enfeksiyon koşulu olarak tercih edilmiştir.

Viral büyüme kinetiği analizlerinde, enfeksiyonun erken döneminde viral titrelerin

hızla arttığı ve 8. ile 12. saatler arasında en yüksek düzeye ulaştığı belirlenmiştir. 8. ve 12.

saatlerdeki ölçümler arasında istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmaması, bu noktaların

üretim açısından uygun hasat zamanları olduğunu göstermiştir. Buna karşılık, 120. saatte

elde edilen viral titrelerin düşük seviyelerde olduğu belirlenmiş ve geç dönemin üretim

açısından uygun bir hasat zamanı olmadığı sonucuna ulaşılmıştır. 0,1 MOI için yapılan

üç bağımsız tekrar arasında anlamlı farklılık saptanmaması, elde edilen sonuçların yüksek

düzeyde tekrarlanabilir olduğunu göstermiştir.

Sonuç olarak, CRFK hücrelerinin Cytodex-3 mikrotaşıyıcısı üzerinde başarıyla

çoğaltılabildiği ve bu sistemin FCV üretimi için uygun, güvenilir ve ölçeklenebilir bir hücre

kültürü platformu oluşturduğu ortaya konulmuştur. Çalışmada belirlenen optimum hücre

tutunma koşulları, MOI değeri ve hasat zamanının, ileride gerçekleştirilecek biyoreaktör

ölçekli üretim çalışmalarına ve veteriner viral aşı üretim süreçlerinin geliştirilmesine katkı

sağlayacağı değerlendirilmektedir.
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7. ÖNERİLER

Bu çalışmada elde edilen bulgular neticesinde sunulan öneriler şunlardır:

• FCV üretiminde farklı hasat zamanlarının değerlendirilmesine yönelik ilave çalışmalar

yapılmalıdır. Özellikle bu çalışmada 120. saatte elde edilen düşük viral titrelerin,

enfeksiyonun ilerleyen dönemlerinde hücre canlılığının azalmasına ve mikrotaşıyıcılardan

hücre dökülmesinin artmasına bağlı olup olmadığı ayrıntılı olarak araştırılmalıdır. Bu

amaçla, hücre canlılığı ve hücre tutunmasının geç dönemlerde birlikte değerlendirildiği

çalışmaların gerçekleştirilmesi önerilmektedir.

• Bu çalışmada ulaşılan en yüksek viral titre 8,5 log10 TCID50/mL olarak belirlenmiştir.

Ancak titrasyon analizlerinde kullanılan son dilüsyon basamağı bu değeri sınırlandırmış

olabileceğinden, daha geniş seri dilüsyonlar kullanılarak gerçek maksimum viral titre

değerinin belirlenmesi önerilmektedir.

• Çalışmada süreç optimizasyonu spinner flask sistemi kullanılarak gerçekleştirilmiştir.

Elde edilen sonuçların endüstriyel üretim koşullarına aktarılabilirliğinin değerlendirilmesi

amacıyla, aynı üretim parametrelerinin kontrollü biyoreaktör sistemlerinde doğrulanması

önerilmektedir.
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