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OZET
YUKSEK LiSANS TEZi

CRANDELL-REES FELINE KiDNEY (CRFK) HUCRE HATTININ
MIKROTASIYICI TABANLI SUSPANSIYON KULTUR SISTEMINE
ADAPTASYONU VE FELINE CALICIVIRUS (FCV) URETIMI

Tuba Beyza POLAT

HARRAN UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIiM ENSTITUSU
VETERINERLIK VIROLOJI ANABILIiM DALI

Tez Damsmani: Dr. Ogr. Uyesi Fuat 0ZYORUK
Yil: 2026, Sayfa: 54

Bu calismada, kedilerin saglig1 i¢in biiyiik oneme sahip olan kedi kalisiviriisiiniin (FCV) geleneksel
adherent kiiltiirlin sinirlayiciliklarindan arindirilarak daha yiiksek hacimlerde iiretimi amaciyla, Crandell-
Rees Feline Kidney (CRFK) hiicre hattinin mikrotagtyicitabanli siispansiyon kiiltiir sistemine adaptasyonu
gercgeklestirilmis ve hiicre biiylimesi incelenmistir. Calisma kapsaminda iki farkli mikrotastyic1 denenmis
ve On caligsmanin sonucunda hiicre proliferasyonu i¢in uygun parametreler belirlenmistir. Hiicre adaptasyon
slirecinin ardindan, secilen mikrotasiyici kiiltiiriindeki CRFK hiicrelerine FCV inokiilasyonu yapilmis ve
TCIDs, yontemiyle viral titre belirlenmigtir. Yapilan deneyler sonucunda, uygun mikrotasiyici tabanli
sistem ve FCV i¢in uygun MOI belirlenmistir. Elde edilen bulgular, CRFK hiicre hattinin siispansiyon
kiiltiir sisteminde ¢ogaltilmasinin FCV asisi iiretiminde ve biiylik 6lcekli aragtirmalarda kullanilabilecek
gecerli bir model sundugunu gostermektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Feline Calicivirus FCV), Viral Uretim, CRFK Hiicre Adaptasyonu



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 0ZYORUK
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 aresult 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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1. GIRIiS

Crandell-Rees Feline Kidney (CRFK) hiicre hatti ilk olarak 1964 yilinda, saglikli bir
kedinin bobrek dokusundan elde edilmis ve giiniimiize kadar dondurularak saklanmustir.
CRFK hiicre hatt1 200’lin iizerinde pasaj ile in vitro ortamda ¢ogaltilmistir. Bu hiicre
hatt1 hem kedi viriisii aragtirmalarinda hem de tanisal laboratuvar uygulamalarinda yaygin
olarak kullanilan bir model haline gelmistir. Ayn1 zamanda CRFK hiicre hattinin kanser

arastirmalarinda kullanildigi da bildirilmistir (Crandell vd., 1973).

CRFK hiicre hatt1 6zellikle kedi herpesviriisii (FHV-1), kedi kalisiviriisii (FCV) ve
kedi panlokopeni viriisii (FPV) gibi ajanlarin ¢cogaltilmasinda yaygin olarak kullanilmakta
ve bu etkenlere karsi gelistirilen ticari FVRCP (Feline viral rhinotracheitis, Calicivirus,

Panleukopenia) asilarinin iiretiminde kullanilmaktadir (Songaksorn vd., 2021).

Geleneksel olarak monolayer kiiltiir sisteminde iiretilen CRFK hiicre hatlar1, sinirl
ylizey alani nedeniyle yiiksek hacimli as1 iiretimi icin yetersiz kalabilmektedir. Monolayer
geleneksel kiiltiir sisteminde flask (maksimum yiizey alani: 225 cm?), rolling sise (maksimum
ylizey alani: 1750 cm?), CellFactory (maksimum yiizey alanlar1: 6320 cm?, 25.280 cm?)
gibi kiigiik olcekli sistemler bulunmaktadir. HYPERStack hiicre kiiltiirii kab: gibi daha
yeni geligmig ve belirli bir 6lgeklendirmeye kadar hacmi arttirilmig sistemler de mevcuttur
(Castillo vd., 2013). Tiim bu sistemler genis kullanim alanlarina sahiptir ancak iki boyutlu
yapida olmalar1 nedeniyle onemli sinirlamalar tagimaktadir. Hiicrelerin in vivo ortaminda
bulunan hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimlerinin yeterince taklit edilememesi, hiicresel
davranigin ve fizyolojik yanitlarin dogal kosullardan sapmasina neden olmaktadir (Duval
vd., 2017). Ayrica diisiik yiizey/hacim orami ve kiiltiir ortamindaki heterojenlik gibi
faktorler, hiicre biiylimesini ve iiretim verimliligini olumsuz yonde etkileyebilmektedir
(Derakhti vd., 2019). Bu nedenle, daha yiiksek hiicre yogunlugu ve verimli iiretim siirecleri
icin mikrotastyici destekli siispansiyon kiiltiir sistemleri 6nemli bir alternatif olarak one

cikmaktadir.

Mikrotagtyicilar ilk defa 1967 yilinda van Wezel tarafindan tanitilmis ve klasik rolling
sise sistemlerinin yerini biiyiik olciide almistir (van Wezel, 1967). Mikrotasiyicilar, hiicre

baglanmasi i¢in genis bir ylizey alanina sahip oldugundan, geleneksel monolayer kiiltiire
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kiyasla daha yiiksek verimde hiicre eldesine olanak tanimigtir (Hu vd., 2008; Ren vd., 2015).
Ayrica, as1 tiretimi i¢in mikrotagtyici kiiltiirlerin kullanilmasinin isgiicii, sarf malzemeleri ve

yer tasarrufu agisindan bir¢ok fayda sagladig literatiirde bildirilmektedir (Tree vd., 2001).

Yang vd. (2019), XDR-50 ve XSR-200 biyoreaktorlerinde HEK293T (Insan emb-
riyonik hiicre hatt1 293T) ve Vero (Afrika yesil maymunu bobrek hiicre hatt1) hiicreleri
icin biiylik Olcekli hiicresel iiretim siire¢lerini tanimlamig; Sousa vd. (2019) ise, Vero
hiicrelerinde Peste des petits ruminants viriisii (PPRV) iiretimi icin mikrotastyicilar ve
perfiizyon sistemlerini entegre ederek olgeklenebilir bir biyoproses gelistirmistir. Ayrica,
son zamanlarda Vero hiicrelerinin serumsuz ortamda siispansiyon kiiltiiriine bagarili sekilde
adapte edilebildigi de bildirilmistir (Shen vd., 2019; Kiesslich vd., 2021). Ornegin Vero
hiicrelerinde Cytodex-1 kullanilarak gerceklestirilen siispanse kiiltiir sistemi ¢aligsmalarinda
7 litre (L) hacimli biyoreaktdrde 5,6 x 10° canli hiicreye ulagilmis ve 4 L viriis siispansiyonu
elde edilmistir. Sun vd. (2004), biyoreaktorde gerceklestirilen bu iglemle viral antijen
uretiminin T150 flask kiiltiirlerine gore yaklasik ii¢ kat arttigini bildirmigtir. Bagka bir
caligmada, 1 L biyoreaktorde Cytodex-1 kullanilarak yapilan viral iiretimin adherent kiiltiire
kiyasla 29 kat daha yiiksek oldugu raporlanmistir. Bu 1 litrelik {iretimin 15 cm’lik 1284
kiltiir plag: ile aym miktara denk geldigi saptanmistir (Todesco vd., 2024). Bu bulgular,
adherent hiicre hatlarinin mikrotasiyici destekli biyoreaktor sistemlerine adapte edilmesinin

endiistriyel as1 liretiminde Onemli avantajlar saglayabilecegini gostermektedir.

Bununla birlikte, literatiirde CRFK hiicre hattinin mikrotasiyici destekli slispansiyon
sistemine adaptasyonuna ve bu sistemde viriis iiretimine dair sinirli sayida ¢alisma mevcuttur.
Bu nedenle CRFK hiicre hattinin Cytodex-1 ve Cytodex-3 mikrotagiyicilarina adaptasyon
caligmalarinin yiiriitiilmesi ve FCV liretiminin gerceklestirilmesi hem hiicre biyolojisi hem
de veteriner as1 iiretim teknolojileri acisindan 6nemli bir literatiir bogslugunu doldurmaktadir.
Ozellikle biyoreaktdr tabanli iiretim sistemlerine gegis, siireclerin dlgeklenebilirligi ve
endiistriyel as1 liretiminin siirdiiriilebilirligi agisindan elzemdir. Dolayisiyla CRFK hiicre
hattinin bu tiir alternatif sistemlere adaptasyonu ve bu sistemde FCV iiretimi kilit rol
oynamaktadir. Bu tez calismasi sz konusu boslugun giderilmesine katki saglayarak

gelecekteki endiistriyel uygulamalara bilimsel bir temel olusturmay1 hedeflemektedir.
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Biyoreaktorlerde HEK293T ve Vero hiicrelerinin mikrotagiyici sistemlerde liretiminin
tanimlanmis olmasi, Vero hiicrelerinin mikrotastyicilarla PPRV iiretiminde 6l¢eklenebilir
bir biyoprosesin gelistirilmis olmasi ve Vero hiicrelerinin serumsuz ortamda siispansiyon
kiiltiiriine basarili sekilde adapte edilebilmesi gibi (Shen vd., 2019; Kiesslich vd., 2021; Yang
vd., 2019; Sousa vd., 2019) son yillarda yapilan calismalar, gelecekte viral as1 iiretiminde bu
sistemlerin daha yaygin kullanilabilecegini gostermektedir. Literatiirde, 1 L biyoreakttrde
mikrotagsiyict kullanilarak elde edilen viral verimin geleneksel plak kiiltiiriine kiyasla 29 kat
daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Todesco vd., 2024). Tiim bu bulgular, adherent hiicre
hatlarinin mikrotasiyici destekli biyoreaktor sistemlerine adapte edilmesinin endiistriyel as1
iiretiminde maliyet, zaman ve verim agisindan ne denli biiyiik avantajlar saglayabilecegini

acikca ortaya koymaktadir.

Ancak literatiir incelendiginde, Vero ve HEK293T gibi standart hiicre hatlarinin
dinamik kiiltiir sistemlerindeki adaptasyon siirecleri genis Olciide tanimlanmig olsa da FCV
tretiminde kritik bir hiicre olan CRFK hiicrelerinin mikrotasiyicilarla siispansiyon kiiltiiriine
adaptasyonuna dair belirgin bir bogluk bulunmaktadir. Bu calisma, CRFK hiicrelerinin
Cytodex-1 ve Cytodex-3 mikrotasiyicilarla siispansiyon kiiltiiriindeki adaptasyon siirecini
ve uygun mikrotastyici ile FCV iiretimini gerceklestirerek literatiirdeki eksikligi gidermeyi
hedeflemektedir. Boylece as1 endiistrisinde teknolojik ag¢idan binlerce flask yerine tek bir
biyoreaktorde dengeli proses kontrolii saglanarak iiretim kontrol edilebilecek ve iiretim
stiresi kisalabilecektir. Bu durum ayrica ig giicii ihtiyacinin minimuma indirilmesine olanak
taniyacaktir. Sonug olarak bu calisma, FCV agilarinin endiistriyel olgekte, yiliksek verimli
ve standardize bir sekilde iiretilebilmesi i¢in literatiire ticari olarak uygulanabilir ve 6zgiin

bir model kazandirmay1 amaclamaktadir.

Calismada, CRFK hiicre hattinin Cytodex-1 ve Cytodex-3 mikrotasiyicilar kulla-
nilarak siispansiyon kiiltiir sistemine adapte edilip edilemeyecegi arastirilmistir. Ayrica,
hiicre ¢ogalmasi ve mikrotasiyicilara tutunma performanst agisindan Cytodex-1 ve Cytodex-
3 mikrotastyicilan degerlendirilmistir. Uygun mikrotasiyici sisteminde FCV iiretiminin

uygulanabilirligi ve viriisiin ¢ogalma kinetiginin nasil sekillendigi incelenmistir.

Bu kapsamda, caligsmanin hipotezi; CRFK hiicre hattinin mikrotagiyic1 tabanh
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slispansiyon kiiltiir sistemine adaptasyonunun bagariyla gerceklestirilebilecegi ve bu sistemin

FCV iiretimi icin uygun bir model saglayacag1 yoniindedir.

Caligmanin amaci, FCV ag1 iiretim proseslerinin endiistriyel dl¢ek biiyiitme potansiye-
lini artirmak icin yenilikci bir hiicre kiiltiirii adaptasyon modeli gelistirmektir. Bu kapsamda,
CRFK hiicrelerinin Cytodex-1 ve Cytodex-3 mikrotasiyici yilizeylerine tutunma, ¢ogalma ve
canliligin siirdiirme performanslar1 incelenmistir. Ayrica se¢ilen mikrotasiyicida iiretilen
CRFK hiicrelerinde FCV iiretim kapasitesi degerlendirilmistir. Calisma sonucunda elde
edilen verilerin, kedi viral asilariin gelistirilmesi ve iiretim siireclerinde kullanilabilecek
Olceklenebilir hiicre kiiltiirii sistemlerinin olusturulmasina katki saglamasi beklenmektedir.

Bu dogrultuda calismanin hedefleri agsagida siralanmistir:

* CRFK hiicrelerinin Cytodex-1 ve Cytodex-3 kullanilarak mikrotasiyici tabanl siispan-
siyon kiiltiir sisteminde ¢ogalma kapasitesi, canlilik oram1 ve morfolojik 6zellikleri
degerlendirilecektir.

* Optimize edilmis sistemde FCV enfeksiyonu gerceklestirilecek ve elde edilen viral titreler
TCIDs, yontemi ile kantitatif olarak analiz edilecektir.

* Elde edilen veriler dogrultusunda, mikrotasiyici bazl siispanse kiiltiir sistemlerinin FCV
tiretimi agisindan potansiyel uygulamalari ve avantajlar1 ortaya konulacaktir.

» Kedi viriislerinin daha verimli ve siirdiiriilebilir sekilde iiretilmesine olanak saglayabilecek

alternatif bir tiretim platformu olusturulmasi1 hedeflenmektedir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR
2.1. Hiicre Kiiltiirii Sistemleri ve Biyoproses Gelisimi

2.1.1. Temel Hiicre Kiiltiirii ve Tek Katmanh Sistemler

Hiicre kiilttirlerinde in vitro yontemler, hiicresel davranig mekanizmalarinin anlagil-
mast icin siklikla kullanilir. Bu davraniglar arasinda hiicre farklilagmasi, gogii, bliylimesi ve
mekanigi yer alir; tim bunlar biyokimyasal ve biyomekanik mikrocevreden etkilenmektedir

(Huh vd., 2011).

Yiizyildan uzun siiredir iki boyutlu hiicre kiiltiirleri, biyofiziksel ve biyokimyasal
uyaranlara verilen hiicresel yanitlar1 incelemek icin in vitro modeller olarak kullanilmaktadar.
Bu yaklagimlar yaygin olarak kabul gérmiis ve hiicre davranigina iliskin anlayisimizi 6nemli
oOlciide ilerletmistir. Ancak bazi durumlar, monolayer sistemlerin in vivo yanittan dnemli
Olciide sapma gosteren hiicresel biyolojik aktivitelere yol agabilecegini gostermektedir. Bu
siirlamalart asmak ve in vivo kosullar1 daha iyi taklit etmek lizere yeni 3D (siispanse) hiicre

kiiltiirii platformlar1 olusturulmaktadir (Duval vd., 2017).

Viriislerin ¢cogaltilmasi ve iiretimi icin uygun hiicre kiiltiirii sistemlerinin kullanilmasi
gerekmektedir. Bu amacla yaygin olarak kullanilan adherent hiicre kiiltiirleri, hiicrelerin
diiz ylizeylere tutunarak cogalmasina dayanan in vitro sistemlerdir ve arastirmalarda
temel olusturmaktadir (Baust vd., 2017). Monolayer geleneksel kiiltiir sisteminde flask
(maksimum yiizey alani: 225 cm?), rolling sise (maksimum yiizey alani: 1750 cm?) ve
CellFactory (maksimum yiizey alanlari: 6320 cm?, 25.280 cm?) gibi kiigiik 6lcekli sistemler
bulunmaktadir. HYPERStack hiicre kiiltiirii kab1 gibi daha yeni gelismis ve belirli bir
Olceklendirmeye kadar hacmi arttirilmis sistemler de mevcuttur (Castillo vd., 2013). Tiim
bu sistemler genig kullanim alanlarina sahiptir ancak iki boyutlu yapida olmalar1 nedeniyle
onemli sinirlamalar tasimaktadir. Hiicrelerin in vivo ortaminda bulunan hiicre-hiicre ve
hiicre-matriks etkilesimlerinin yeterince taklit edilememesi, hiicresel davranigin ve fizyolojik
yanitlarin dogal kosullardan sapmasina neden olmaktadir (Duval vd., 2017). Ayrica diisiik
ylizey/hacim oran1 ve kiiltiir ortamindaki heterojenlik gibi faktorler, hiicre biiylimesini ve

iiretim verimliligini olumsuz yonde etkileyebilmektedir (Derakhti vd, 2019).
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2.1.2. Siispansiyon Kiiltiir Sistemleri ve Viral Uretim

Capstick ve arkadaslar1 1962 yilinda, siispansiyon kiiltiirii elde etmek icin BHK21
hiicrelerini veteriner as1 tiretiminde kullanmislardir (Capstick vd., 1962). Van Wezel 1967
yilinda, geleneksel kiiltiir sistemlerinin sinirlamalarin1 asmak amaciyla mikrotasiyicilari

tanitmig ve hiicrelerin biyoreaktor ortaminda ¢cogaltilmasini saglamistir (van Wezel, 1967).

Biyoreaktorlerde siispanse kiiltiir sistemlerinin gelismesiyle mikrotasiyici sistemlerin
kullanimi yayginlasmistir. CHO (Cin hamster yumurtalik) hiicre hatt1 1980’lerden sonra,
slispanse hiicre hatt1 halinde ¢ogaltilmistir. Biyoreaktorlerde siispanse hiicre iiretim kapasitesi
20. yiizyilin sonlarina dogru 10.000 L'lik bir 6l¢ege ulasmustir (Griffiths, 1990). Glinlimiizde
fed-batch kiiltiir (Gutiérrez-Granados vd., 2018), perfiizyon kiiltiirii (Teworte vd., 2021) ve
genetik miithendisligin (Pino vd., 2020) ilerlemesiyle biyoreaktorler; hiicrelerin gesitli viral
vektorler, canli viriisler ve viriis bazl agilar iiretmek icin kullanildig1 bir platform haline
gelmistir. Boylelikle biyoreaktorler geleneksel sistemlerin sinirlamalarini asarak daha genis
bir uygulama alan1 olusturmugtur (Von den Eichen vd., 2021).

2.1.3. Mikroteknoloji Tastyicilar: ve Cytodex Dinamikleri

1967 yilinda van Wezel, geleneksel kiiltiir sistemlerinin siirlamalarini agsmak
amaciyla mikrotagiyicilart tanmitmistir. Mikrotasiyicilar genellikle 90-350 um c¢apinda
mikro boncuklardir. Hiicreler bu mikro boncuklarin yiizeyine tutunarak ¢ogalmaktadir.
Mikrotastyicilar, yiiksek ylizey/hacim orani sayesinde daha diistik hacimlerde daha ytiksek
hiicre yogunluklarina ulagilmasina imkan tanimaktadir (Alfred vd., 2011; Healthcare vd.,

2005).

Monolayer kiiltiir sistemi sinirlamalarinin asilmasi amaciyla gelistirilen mikrotasiyici
tabanli hiicre kiiltiirii sistemleri, adherent hiicrelerin siispansiyon ortamina benzer kosullarda
biiyiitiilmesine olanak saglamaktadir. Bu sayede siispansiyon ve adherent kiiltiir sistemlerinin
avantajlarini bir arada barindirarak biiyiik 6l¢ekli tiretime imkan tanimaktadir (Bliiml, 2007).
Bu sistemler, as1 endiistrileri tarafindan Vero veya MDCK (Madin-Darby Kopek Bobrek
Hiicre Hatt1) hiicreleri kullanilarak 6000 L’lik biyoreaktorlerde viral agilarin rutin iiretiminde

kullanilmaktadir. Mikrotasiyici tabanli kiiltiir sisteminin bir diger avantaji homojen olmasidir.
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Bu durum pH, sicaklik, oksijenin parsiyel basin¢ parametrelerinin izlenebilir ve kontrol
edilebilir olmasina olanak saglamaktadir (Barrett vd., 2009). Asiya olan talebin artmasiyla
birlikte, hiicre kiiltiirii temelli virlis asilarimin iiretim siirecinde geleneksel ag1 iiretiminin

eksikliklerinin iistesinden gelmek icin bir dizi teknolojik iyilestirmeye ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tiim bu nedenlerden dolay1 mikrotastyici teknolojisi gliniimiizde influenza (Kistner
vd., 1999; Barrett vd., 2009) ve kuduz (Montagnon vd., 1999) asilarinin iiretiminde yaygin

olarak kullanilmaktadir.

Mikrotagiyici tabanli hiicre kiiltiirii; hiicre baglanmasi, ¢ogalmasi ve ayrilmasi olmak
iizere onemli dinamikler icermektedir. Hiicrelerin mikrotasiyicilara baglanma asamasi,
siirecin verimliligi a¢isindan ¢ok énemlidir (Bock vd., 2009; Forestell vd., 1992). Ciinkii
diislik hiicre baglanma oran1 ve verimsiz viriis ekimi, sonugta verimin azalmasina neden
olur. Buna ek olarak hiicrelerin mikrotasiyicilara yeterince iyi baglanmamalari, mekanik
stres faktorlerinden etkilenerek mikrotasiyicilardan ayrilmalarina yol agmaktadir (Derakhti

vd., 2019).

Mikrotasiyicilarin yiizey oOzellikleri, hiicre adezyonu ve proliferasyonu iizerinde
dogrudan etkilidir. Cytiva (2020) verilerine gore Cytodex-1 (C-1) ve Cytodex-3 (C-3)
mikrotastyicilar1 yiizey yapilari bakimindan farklilik gostermektedir. C-1, pozitif yiikli
iyonik gruplar iceren bir dekstran matrisine sahip olup hiicrelerin elektrostatik etkilegimlerle
baglanmasini saglarken; C-3, ylizeyinde bulunan denatiire kolajen tabakasi sayesinde
hiicrelerin daha fizyolojik ve giiclii bir sekilde tutunmasina olanak tanimaktadir. Ozellikle
epitel benzeri hiicre hatlarinda, biyolojik yiizey yapis1 nedeniyle C-3’iin hiicre adezyonu ve

canlilif1 acisindan daha avantajli oldugu bildirilmektedir (Tablo 2.1) (Cytiva, 2020).
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Cizelge 2.1. Cytodex-1 ve Cytodex-3 mikrotasiyicilarinin kargilastiriimasi (Cytiva, 2020).

Parametre Cytodex 1 Cytodex 3
Baglanma Yiizeyi Iyonik Biyolojik
Yogunluk (g/mL) 1,03 1,04
Yaklagik Alan (cm?/g) 3000 2000
Sisme Faktorii (mL/g) 20-25 15-18
Sedimentasyon Hiz1 (cm/saat) 90 120

2.1.4. CRFK Hiicre Hattimin Adaptasyon Potansiyeli

Evcil kediler (Felis catus) diinya ¢capinda yaygin olarak beslenmektedir (Tanaka vd.,
2026). Siirekli hiicre hatlari, giiniimiiz biyomedikal ve veteriner bilimlerinde vazgecilmez
bir aractir. Evcil bir kedinin bobreklerinden elde edilen Crandell-Rees Kedi Bobrek hiicreleri
(Crandell vd., 1973; Lawson vd., 2019); kedi kalisiviriisii (Sosnovtsev vd., 2003; Bidawid vd.,
2003; Tian vd., 2015), kedi immiin yetmezlik viriisii (FIV) (Siebelink vd., 1995; Verschoor
vd., 1995; Baldinotti vd., 1994; Mizuno vd., 2001), kedi koronaviriisii (Drechsler vd.,
2020; Camero vd., 2022; Baumann vd., 1998; Shimode vd., 2015; Shimode vd., 2022)
gibi cesitli kedi endojen retroviriisleri de dahil olmak {izere cok sayida virolojik ¢aligmada
ve ag1 gelistirme ¢alismalarinda kullanilmigtir (Lappin vd., 2005; Whittemore vd., 2010;
Yoshikawa vd., 2010).

Ayrica normal kedi hiicrelerinin otozom sayis1 2n = 38 iken, CRFK hiicrelerinin
anoploidi (2n = 37) sergiledigi, li¢ isaretleyici kromozom igeren karakteristik bir karyotip
gosterdigi (Lasfargues vd., 1976) ve her hiicrede kromozom sayisinin 36 ile 38 arasinda
dalgalandig1 bilinmektedir. CRFK hiicre hatt1, diinya ¢apindaki laboratuvarlarda onlarca
yildir pasajlanmakta ve sayisiz bilimsel arastirmaya olanak saglamaktadir (Tanaka vd.,
2026). Bu kapsamda FCYV iiretimi, CRFK hiicrelerinde mikrotasiyici bazli siispansiyon

kiiltiir sistemleri kullanilarak degerlendirilmistir.
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2.2. TFeline Calicivirus (FCV) Molekiiler Biyolojisi ve Immiinizasyon

2.2.1. Viral Yap1 ve Genomik Organizasyon

- Alem (Realm): Riboviria

- Krallik (Kingdom): Orthornavirae
- Filum (Phylum): Pisuviricota

- Sinif (Class): Pisoniviricetes

- Takim (Order): Picornavirales

- Aile (Family): Caliciviridae

- Cins (Genus): Vesivirus

- Tiir (Species): Vesivirus felis (Yaygin adiyla Feline calicivirus) (International

Committee of Taxonomy of Viruses, 2026).

FCV, Caliciviridae ailesinde Vesivirus cinsine ait, zarfsiz, tek sarmalli, pozitif
polariteli bir RNA viriistidiir (Henzel vd., 2012). FCV’nin genomu yaklasik 7,5-8,5 kb
arasindadir (Sosnovtsev vd., 2002). Caliciviridae ailesi, noroviriisler gibi énemli insan
patojenlerini icerdigi gibi tavsan hemorajik hastalig1 viriisii ve Avrupa kahverengi tavsan
sendromu viriisii dahil olmak iizere hayvanlara 6zgii viriisleri de barindirir. Caliciviridae
adi, FCV’nin lizerindeki karakteristik ylizey cukurlarini vurgulayarak Latince “kase”
anlamina gelen calyx kelimesinden tiiretilmistir (Hofmann-Lehmann vd., 2022). FCV’de
RNA’ya bagimli RNA polimerazin diizeltme mekanizmasinin bulunmamasi nedeniyle sik
mutasyonlar meydana gelmekte; bu durum yiiksek genetik esneklige ve konak bagisiklik
baskisina hizli adaptasyona katkida bulunmaktadir (Vinjé vd., 2019). Viral genom, islevsel
acidan ORF1, ORF2 ve ORF3 olmak iizere ii¢c acik okuma cercevesi icermektedir. ORFI1,
biiyiik bir poliproteinin tiretiminden sorumludur. Bu poliprotein daha sonra viral replikasyon
stireclerinde 6nemli rolleri bulunan ve RNA’ya bagimli RNA polimerazi (RdRp) da iceren
alt1 adet yapisal olmayan proteinin sentezlenmesinden sorumludur (Sosnovtsev vd., 2002).
ORF2 ve ORF3 viriisiin yapisal 6gelerini kodlar. Bu bolgeler genomik RNA iizerinde

yer alirlar ancak enfeksiyonun ge¢ evrelerinde subgenomik bir RNA (sgRNA) molekiilii
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iizerinden eksprese edilirler. ORF2 kapsid protein geni (LC) ile virion yapisinin major
bileseni olan ana kapsid proteinini (VP1) kodlarken; ORF3, min6r kapsid proteini olan
VP2’nin sentezini gergeklestirmektedir (Sekil 2.1) (Cubillos-Zapata vd., 2020). VP2, viriisiin
kapsiiliiniin acilmasinda ve viral RNA’nin konak¢i sitoplazmasina salinmasinda dogrudan rol
oynamaktadir (Conley vd., 2019). Vesivirus cinsine 6zgii bir protein olan LC, viral proteinaz
araciligiyla proteolitik islenmeye ugrayarak olgun kapsid proteinine doniistiiriilmektedir.
Ayrica LC’nin CRFK hiicre kiiltiirlerinde sitopatik etki i¢cin gerekli oldugu bildirilmistir
(Abente vd., 2013).

ORF1 ORF2 ORF3
| 1| 1
5 — 5.0 kb L ~1.6 kb | 04kb |-AAAAAA ng.
VPg
Yapisal almayan proteinier Major kapsid proteini Minor kapsid proteini
(replikasyon kompleksi) WP1} vP2)

Subgenomik RNA sentezi

PO

FCV Subgenomik RNA
ORF2 ORF3
O — vP1 - VP2 AAAAAA_ .

+ Genomik RNA yaklasik
D ORF1: Yapsal olmayan proteinler (Npro, P32, Helikaz, 3C benzeri proteaz, RdRp) 7.5-8.5 kb uzunlugundadr
* Pozitif polarteli
ek iphkgikli RNA [ +ssRNA)

ORF2: VP1'i kodlar (major kapsid proteini) * 5 ucu VPg proteinine
badlidir
I:I ORF3: VP2'yi kedlar (mintr kapsid proteini) * 3" ueu polifA) kuyrufuna

sahiptir

Sekil 2.1. Kedi kalisiviriisiiniin genomik yapisina genel bakis. Semada, pozitif polariteli, tek
iplik¢ikli genomik RNA (gRNA) iizerinde yer alan a¢ik okuma cerceveleri (ORF1, ORF2
ve ORF3) ile subgenomik RNA sentezi gosterilmistir. ORF1, replikasyon kompleksini
olusturan yapisal olmayan proteinleri (p5.6, p32, helikaz, 3C-benzeri proteaz ve RdRp)
kodlarken, ORF2 major kapsid proteinini (VP1), ORF3 ise minor kapsid proteinini (VP2)
kodlamaktadir. Yaklagsik 7,5-8,5 kb uzunlugundaki genomik RNA’nin 5° ucu VPg proteini
ile kovalent olarak bagli olup 3’ ucunda poli(A) kuyrugu bulunmaktadir. gRNA: genomik
RNA; RdRp: RNA’ya bagli RNA polimeraz (Wei vd., 2024)

Ana kapsid proteini olan VPI, viriisiin konak¢1 hedef hiicrelerine giris mekaniz-

10
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masinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Literatiirde VP1’in antijenik varyasyon gosteren
bolgeler barindirdigr ve bu bolgelerin hiicre yiizey reseptorii fJAM-A ile etkilesime girdigi
bildirilmektedir. Hiicreler arasi sik1 baglantilarda gorevli olan fJAM-A reseptoriiniin viral
enfeksiyon nedeniyle yapisal biitiinliigiinii kaybetmesi agiz ve deri iilserlerinin patogenezi
ile iligkilen dirilmistir. Giincel arastirmalar da FCV’nin konakg¢i hiicresine giris i¢in klatrin
aracili endositozu yolak olarak kullandigini ortaya konulmustur. Endozomlarin asitlesmesi
viral genomun kapsid disina salinmasi agsamasinda gerekli oldugu saptanmistir gérmektedir
(Stuart ve Brown, 2006). VPI ile VP2 arasindaki bu koordineli etkilesim, viral partikiiliin
hem yapisal biitiinliigiiniin korunmasi hem de enfeksiyon islevini bagariyla tamamlamasi
icin onemli bir rol oynamaktadir. Ayrica, notralize edici ve nétralize edici olmayan
antikorlar tarafindan taninan dogrusal epitoplarin biiyiik kismu1 VP1’in farkli bolgelerinde
saptanmistir (Cubillos-Zapata vd., 2020). FCV izolatlar1 arasinda gozlenen bu yogun
antijenik varyasyonlar, sahada genis spektrumlu as1 capraz korumasinin saglanmasinda
zorluklar olustursa da suslar arasindaki antijenik varyasyonlar bir miktar ¢capraz korumaya
imkan tanimaktadir (Yang vd., 2023).

2.2.2. FCV Replikasyon Dongiisii ve Hiicre Ici Kinetigi

FCV, VP1 major kapsid proteini ve VP2 minor kapsid proteininden olusan zarfsiz,
ikosahedral simetriye sahip bir kapsid yapis1 tasimaktadir. FCV partikiilleri cogunlukla
yaklasik 27-40 nm ¢apinda T=3 ikosahedral simetri gosterirken, daha kiiciik T=1 partikiiller
de olusabilmektedir (Sekil 2.2). Genom, VPg proteini ile baglantili pozitif polariteli tek
iplikli RNA (+ssRNA) yapisindadir (Prasad vd., 1994; Ossiboff, 2010).

11
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Capsid VP1

38nm particle T= 23nm particle T=1

Sekil 2.2. Kedi kalisiviriisiiniin yapisal organizasyonunun sematik gosterimi (ViralZone,
2026).

FCV, hiicreye giris siirecinde diger zarfsiz RNA viriislerine benzer sekilde reseptor
aracili endositoz yoluyla hiicre i¢ine alinmaktadir (Kalia ve Jameel, 2011). FCV enfeksiyonu,
ilk olarak konak hiicre ylizeyindeki fJAM-A reseptoriine baglanarak baglar. Daha sonra
klatrin bagimli endositoz yoluyla endozomlara girer, VP2 tarafindan endozom zarlarinda
olusturulan gézenekler araciligiyla gRNA’y1 sitoplazmaya salar ve sitoplazmada genomik
RNA replikasyonu baglar. Bu arada, kapsid proteinleri ge¢ endozomlarda pargalanir (Sekil
2.2) (Sun vd., 2004).

FCV

Hiicre zan

a a‘ﬁ.ﬁf- A

membram

Viral genomun
replikasyonu

Sekil 2.3. FCV’nin hiicre i¢ine alim1 ve saliniminin sematik gosterimi (Sun vd.,2004).

12
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Viriistin bagarili bir enfeksiyon olusturabilmesi icin genomik RNA’nin (gRNA)
uygun zamanda endozomal ortamdan sitoplazmaya aktarilmasi gerekmektedir. Geg
endozomlara ilerleyen viriis partikiilleri, diisiik pH ve proteolitik enzimlerin etkisiyle
parcalanabileceginden enfeksiyon basarisizlikla sonuglanabilmektedir (Herndez vd., 2016).
Yapilan caligmalar, FCV’nin gRNA saliniminin erken endozom asamasinda gerceklestigini
ve pH 6,2 kosullarinda viral genomun kapsidden ayrildigin1 géstermistir. Daha diisiik pH
degerlerinde ise viriis partikiillerinde agregasyon ve yapisal bozulmalar meydana geldigi,
bunun da diizenli genom salinim siirecini olumsuz etkiledigi bildirilmistir. FCV’de kapsid
proteinlerinden VP2’ nin, reseptor etkilesimi sonrasi olusan port benzeri yapilar sayesinde
genom saliniminda rol aldig1 ve viral penetrasyon peptidi olarak gorev yaptig1 gosterilmistir
(Sosnovtsev vd., 2005; Conley vd., 2019). VP2 proteininin hidrofobik N-terminal bolgesinin
endozomal membranda kii¢iik gozenekler olusturarak gRNA’nin sitoplazmaya aktarilmasini
sagladig1 belirlenmistir. Ayrica bu bolgedeki aminoasit degisikliklerinin gRNA salinim
hizim azalttig1 ve enfeksiyon siirecini etkiledigi ortaya konmugtur. Bu bulgular, FCV’nin
hiicreye giris ve genom aktarim mekanizmasinda VP2 proteininin kritik bir rol oynadigini
gostermektedir (Sun vd., 2004).

2.2.3. Epidemiyoloji ve Genetik Varyasyon

FCV evcil kediler arasinda yaygindir ve kedigiller diginda bilinen bir rezervuar konag1
bulunmamaktadir. FCV zoonoz degildir. FCV benzeri yapisal 6zellik gosteren viriisler ara
sira kopeklerden izole edilmistir; izole edilen bu viriislerin hem kopeklerde hem de kedilerde
FCV epidemiyolojisindeki rolleri belirsizdir. FCV, akut hastaligi olan kedilerin kanlarinda,
digkilarinda ve idrarlarinda bulunmaktadir. Ancak enfeksiyonun yayilimi oncelikle agiz
ve burun salgilar1 yoluyladir. Enfeksiyonu takiben kediler en az 30 giin boyunca viriis
sacilimina devam edebilmektedir. Baz1 kedilerde viriis sagilimi birkag yil hatta 6miir boyu
siirebilmektedir. FCV hem akut enfeksiyon geciren kedilerde hem de enfeksiyonu takiben
iyilesmis kedilerde persiste enfeksiyon olarak kalabilmektedir. Viriis ¢cevre kosullarina kargi
oldukca direnclidir. Oda sicakliinda kuru yiizeylerde giinlerce hatta haftalarca, daha soguk
ve nemli ylizeylerde ise daha da uzun siire hayatta kalabildigi bildirilmistir (Nims ve Plavsic,

2013).
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FCV enfeksiyonunu maternal antikorlar belirli bir 6l¢iide engeller. Maternal antikorlar
veya asilama yoluyla olusan mevcut bagisiklik, klinik semptomlar azaltabilir veya ortadan
kaldirabilmektedir. Ancak enfeksiyonun olusumunu tamamen engellemez ve agilanmig
veya dogal olarak bagisiklik kazanmis kediler, subklinik enfeksiyondan sonra tasiyici
olabilmektedir. Bu durum hastaligin epidemiyolojisinde asemptomatik tagtyicilarin onemini
vurgulamaktadir. Yiiksek sirkiilasyona sahip barinaklarda, ¢ok kedili evlere oranla FCV’nin
daha yiiksek genetik varyasyon sergiledigi bildirilmistir (Pereira vd., 2018). Cevresel
kontaminasyon ve fomitler araciligtyla indirekt bulas; kedi barmaklarinda, siginaklarda
ve veteriner kliniklerinde risk faktoriidiir. Ayrica FCV’nin insanlar, aerosoller ve pire digkisi

yoluyla yayilma potansiyeli bulunmaktadir (Spiri vd., 2019).

FCV’nin kontroliinde asilama ¢cok onemlidir. Atteniie ve inaktif agilar dahil olmak
lizere cesitli ag1 tiirleri bulunmaktadir (Bordicchia vd., 2021). Ozellikle yogun kedi
popiilasyonunun bulundugu ortamlarda FCV yayilimini kontrol altina almak i¢in hijyenik
onlemlerin alinmasi ve etkili dezenfeksiyon yontemlerinin uygulanmasi 6nemlidir (Radford

vd., 2009).

Kedi kalisiviriisii ilk defa 1957 yilinda Yeni Zelanda’da; iist solunum yolu belirtileri,
oral iilserler ve ates gibi klinik belirtiler sergileyen kedilerin bagirsak dokusundan izole
edilmistir (Fastier, 1957). Bugiin FCV, evcil kedilerde genetik ve antijenik cesitliligiyle

bilinen ve diinya capinda yayginlik gosteren 6nemli bir viral patojendir.

FCV lizerine gerceklestirilen genetik ¢esitlilik ve viral evrim calismalari, sug
farklilagmasi i¢in %20’lik bir filogenetik uzakligin sinir deger olarak kabul edilebilecegini
gostermektedir. Ozellikle viriilan sistemik hastalik salgilarindan elde edilen epidemiyolojik
veriler genellikle %99 oraninda benzerlik gostermektedir. Bu yiiksek benzerlik oranlari ayni
susun varyantlarim diistindiirmektedir. FCV’nin endemik oldugu kedi kolonilerinde, tek bir
sus icinde %18’e varan genetik varyanslar goriilebilmektedir. FCV suglar1 hem zamansal
hem de cografi diizeylerde belirgin bir genetik ve antijenik karmagiklik sergilemekte olup,
bu popiilasyonlarda baskin tek bir saha susunun bulunmadigi bildirilmektedir (Coyne vd.,
2012). Yapilan ¢alismalarda yillik niikleotid (nt) ikame oraninin tahmini olarak bireysel

konaklarda 1,32 x 10 2ile 2,64 x 10 2 arasinda, popiilasyonlar diizeyinde ise 3,84 x 10 2
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e

ile 4,56 x 10 2 arasinda degistigi bildirilmistir. Bu durum FCV’nin hizli evrim gecirdigini
ve genetik yapisinin siirekli degisim halinde oldugunu vurgulamaktadir (Pizarro-Lucero
vd., 2025; Spiri, 2022). Bu veriler, FCV’yi tamimlanmig RNA viriisleri arasinda en hizli
evrim oranina sahip viriis konumuna getirmektedir. Genetik dizi analizleri, yakin iliskili
izolatlar arasinda onemli genetik heterojenlik oldugunu ortaya koymakta ve viriisiin konakg¢1
icinde bir kuazitiir olarak varligin siirdiirdiigiinii desteklemektedir. Ek olarak, hipervaryabl
bolgeler iizerinden yapilan niikleotid ve aminoasit dizilerinin analiziyle FCV’nin iki gen
grubuna ayrildig: bildirilmistir. Ayrica genotip II izolatlarinin yalnizca Japonya kokenli

oldugu rapor edilmistir (Sato vd., 2002).

FCV’deki viral evrim yalmzca farkli izolatlar arasindaki rekabetle iligkilendirilemez.
Viriisiin duyarl bir popiilasyonda uzun siire hayatta kalabilmesi; rastgele mutasyonlarin
zamanla birikmesi, reenfeksiyonlar ve rekombinasyon olaylar ile iligkilidir. Bu siirecler,
genetik cesitliligin artmasina katki saglayarak potansiyel yeni suglarin ortaya ¢cikmasina ve

enfeksiyonun endemik karakter kazanmasina olanak tanimaktadir (Coyne vd., 2007).

FCV’nin Tiirkiye’deki epidemiyolojisi ile ilgili bilgiler sinirlidir. Ancak son yapilan
molekiiler caligmalar viriisiin iilkede yaygin sekilde dolasimda oldugunu ve belirgin bir
genetik cesitlilik gosterdigini ortaya koymaktadir. Elazig ve Ankara illerinde klinik belirti
gosteren 40 kedi ile yapilan bir calismada, kedilerin 12’sinde FCV pozitifligi saptanmustir.
Ayrica calismada, FCV’nin en sik tespit edilen viral ajan oldugu; bazi olgularda Feline
alphaherpesvirus 1, Feline panleukopenia virus ve Feline chaphamaparvovirus ile
koenfeksiyonlarin goriildiigii belirtilmistir. Yapilan caligmadaki filogenetik analizler, tiim
FCV izolatlarinin genotip [ igerisinde kiimelendigini gostermistir. Tiirk izolatlarinin 6zellikle
Italya, Almanya, Amerika Birlesik Devletleri, Japonya ve Kore kokenli bazi suslarla yakin
genetik iligski gosterdigi bildirilmistir. Bununla birlikte incelenen Tiirk suslarinda %77-82
arasinda degisen niikleotid benzerligi saptanmig olup bu durum, Tiirkiye’de dolasan FCV
suglarinin 6nemli diizeyde genetik farklilik tasidigini ortaya koymaktadir. Calismada ayrica
asili kedilerde de FCV enfeksiyonunun tespit edildigi vurgulanmistir. Arastirmacilar bu
durumu, viriisiin yiiksek mutasyon kapasitesi ve siirekli devam eden viral ¢esitlenme ile

iligkilendirmistir. Bu nedenle mevcut saha suglarinin izlenmesi ve genomik siirveyans
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caligmalarinin siirdiiriilmesinin kritik oldugu belirtilmistir (Albayli vd., 2026).

2.2.4. FCV Enfeksiyonuna Karsi Immiinizasyon ve Asilama Stratejileri

FCV enfeksiyonu sirasinda viriisiin yayilmasi ve klinik semptomlarin goriilmeye
baslanmasi, anti-FCV IgM antikorlarindaki artisla ilgilidir (Knowles vd., 1991). IgM yaniti-
nin ilk artisi, viriis ndtralizasyon aktivitesinin baglamasiyla eg zamanli olarak ilerleyerek
IgG antikorlarinda hizli bir artisa neden olmaktadir. Bu artis, IgG (Immiinoglobulin G)
antikorlarinin nétralizan kapasiteye temel katkiy1 sagladigini, IgM antikorlarinin ise erken
evrede onemli rol oynadigin1 gostermektedir. Bununla birlikte, ag1 kaynakli antikorlar ile
dogal yolla gelisen antikorlar1 ayirt etmek giictiir. Ayrica calismalar IgA (Immiinoglobulin A)
antikorlarinin varligini hem tiikiiriikte hem de serumda arastirmus; tiikiiriikte, serumdan daha
erken zamanda IgA antikorlarinin tespit edildigini gézlemlemistir. Bu durum, tiiktiriikteki
IgA’nin FCV’ye kars1 erken savunmada potansiyel bir rol oynayabilecegini gostermektedir

(Spiri, 2022).

FCV enfeksiyonunda asilama, enfeksiyonun yonetiminde kritik bir dneme sahiptir.
FCV agilann genellikle FHV (Kedi herpesviriisii) veya FPV (Kedi panlokopeni viriisii)
etkenleriyle birlikte karma ag1 olarak uygulanmaktadir. Asilama, siddetli klinik belirtilere
ve inflamasyona kars1 koruma saglamaktadir. Ayrica asi, viral yayiliminin kontrol altina
alinmasinda da gorev yapmaktadir. FCV i¢in hem modifiye canli as1 hem de inaktif
asilar ticari olarak mevcuttur. Kullanilan inaktive asilar, icerdikleri yardimc1 maddeler
nedeniyle enjeksiyon bolgesinde sarkom olusumu riski tasiyabilmektedir. Modifiye atteniie
FCV asgilarinin, mevcut suslarin dolagimina yol acarak bagisiklik sisteminden kacan yeni
varyantlarin olusumuna katki saglayabilecegi goz ardi1 edilmemelidir. mRNA (mesajc1 RNA)
agilar1 ve subiinit agilar heniiz ticari olarak mevcut degildir ancak gelecek icin potansiyel
tasimaktadir. Uygun asilama araliklarina karar vermek icin kedilerin yasi, saglik durumu,
yasam tarz1 ve barinma kogullar1 gibi etkenler dikkate alinmaktadir (Ford, 2016; Hofmann-
Lehmann vd., 2022). Optimum tekrar asilama araliklar1 tartismalidir. Risk faktoriine
gore li¢ yilda bir takviye asisindan yillik takviye asisina kadar degisen farkli oneriler
bulunmaktadir. Yaygin olarak kullanilan agilama programlarinda, 8-9 ve 12 haftalikken

birincil dozlarin ve ardindan yillik takviye dozlarinin uygulanmasi; iyilesmis saglikli

16



ONCEKIi CALISMALAR TUBA BEYZA POLAT

kedilerin ise asilanmas1 Onerilmektedir. Bu asilama programinin etkinligi tartismalidir.
Mevcut bulgular, maternal kokenli antikorlarin yavru kedilerde 12. haftaya kadar kaldigini1 ve
bu nedenle yavrularin yeterli bagisiklik gelistiremedigini gostermektedir. Asilama programi,
maternal kokenli antikorlarin varlig1 ve risk faktorleri dikkate alinarak yavru ve yash
kediler i¢in degisiklik gostermektedir. FCV suslar1 arasindaki antijenik cesitlilik ara sira
ag1 basarisizliklarina neden olabilmektedir. Bundan dolay1 giincel ag1 gelistirme stratejileri;
capraz reaktivitenin artirilmasi, viral yayilimin azaltilmasi ve persiste enfeksiyonlarin
onlenmesi tizerine yogunlagsmaktadir. Koruyuculugu degerlendirmeye yonelik giivenilir
biyobelirteclerin bulunmamas ise as1 etkinliginin belirlenmesinde deneysel enfeksiyon
caligmalarin gerekli kilmaktadir (Radford vd., 2007; Hofmann-Lehmann vd., 2022).

2.3. FCV Uretiminde Mevcut Sistemlerin Simirliiklar

FCYV diiretimi, bagta yiizeye bagimli hiicre hatlar1 olmak {lizere memeli hiicre kiiltiir
sistemlerine dayanmaktadir. Bu iiretim siirecleri geleneksel olarak monolayer kiiltiir
sistemlerinde yiiriitilmektedir. Bu durum, hiicrelerin biiylimesi i¢in genis yiizey alanlarina
ihtiya¢ duyulmasina neden olmaktadir. Ancak bu sistemler, 6zellikle endiistriyel viral
iiretimde onemli sinirhiliklar icermektedir. Yiiksek hacimlerde iiretimler icin yiiksek
sayilarda kiiltiir kab1 kullanilmalidir; bu durum hem is giicli ihtiyacini artirmakta hem

de kontaminasyon riskini yiikseltmektedir.

Hayvan hiicrelerinin intrinsik olarak diisiik tiretkenlige sahip olmasi, viral tiretim
stireclerinde biiylik hacimlerde kiiltiir stipernatantina ihtiya¢ duyulmasina neden olmaktadir.
Bu durum iiretim maliyetlerini artirmakta ve verimliligi sinirlayan ana faktorlerden biri
olmaktadir. Ayrica monolayer sistemlerde hiicre yogunlugu sinirhidir ve genel olarak diisiik
hiicre konsantrasyonlarinda calisilmaktadir. Bu da viral replikasyon kapasitesinin ideal

diizeylerde degerlendirilmesini engellemektedir (Cytiva, 2020).

Geleneksel hiicre kiiltiirii sistemlerinin bir diger dezavantaji ise proses parametre-
lerinin homojen yapida siirdiiriilememesidir. Kiiltiir siiresince pH, ¢oziinmiis oksijen, gaz
degisimi ve besin gibi hayati faktorlerin esit sekilde dagilim saglamamasi, viral iiretim
ciktilarinda dalgalanmalara yol acabilmektedir. Bu durum partiler arasi tekrarlanabilirlik

acisindan sorun yaratmaktadir. Ek olarak, mekanik ve kimyasal streslere kars1 hiicrele-
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rin gosterdigi hassasiyet, ozellikle biiyiik Olcekli tiretimlerde hiicre canliligin1 olumsuz

etkileyebilmektedir. Dolayisiyla viral verim diismektedir (Cytiva, 2020).

Bu sinirliliklar agmak amaciyla uygulanan mikrotasiyici tabanh kiiltiir sistemleri,
ylizeye bagimli hiicre hatlarinin siispansiyon sistemler icerisinde iiretilmesine olanak
saglamaktadir. Mikrotastyici sistemlerde hiicreler, biyoreaktor icindeki mikrotagstyicilarin
yiizeylerine tutunarak biiyiimektedir. Yiiksek ylizey alani/hacim oram ile birim hacim
basina diisen yiizey alaninda ¢ok yiiksek bir artig saglanmaktadir. Elde edilen bu avantaj,
ayn1 biyoreaktor hacminde ¢ok daha yiiksek hiicre yogunluklarina ulagilmasinin oniinii
acarak viral iiretim kapasitesini ciddi oranlarda artirabilmektedir. Cytiva (2020) verilerine
gore, mikrotastyici tabanl sistemlerle yiiriitiilen ¢alismalarda hiicre yogunluklarinin 2x 108

hiicre/mL seviyelerine kadar ulasabildigi bildirilmektedir.

Tiim bu olumlu yonlerine ragmen mikrotagiyici sistemlerin de limitasyonlar barindir-
di1g1 unutulmamalidir. Ozellikle siire¢ optimizasyonu asamasinda kritik dSneme sahip olan
hiicre tutunma verimi, karigtirma hizina bagli olugan hidrodinamik kesme gerilimleri, oksijen
transferi ve difiizyonel engeller gibi parametreler yakindan takip edilmelidir. Yiiksek hiicre
yogunluklarinda besin tiiketiminin artmasiyla metabolitlerin birikmesi, kiiltiir ortamlarinin

hassas kontrol mekanizmalariyla izlenmesini zorunlu kilmaktadir (Cytiva, 2020).

Sonug olarak, FCV iiretiminde kullanilan geleneksel monolayer sistemler; diisiik
hiicre yogunlugu, yiiksek maliyet, sinirli 6l¢eklenebilirlik ve artan kontaminasyon riski gibi
dezavantajlar icermektedir. Bu nedenle, mikrotasiyici tabanli stispanse kiiltiir sistemlerinin
gelistirilmesi ve optimize edilmesi, viral iiretim verimliliginin artirilmasi agisindan 6nemli
bir arastirma alan1 olarak de8erlendirilmektedir. Bu calismada, epitel karakterli CRFK
hiicre hattinin Cytodex-1 ve Cytodex-3 mikrotasiyici sistemlerine tutunma performansinin
degerlendirilmesi, uygun tutunma ve inokiilasyon kosullarinin belirlenmesi ve bu kosullar

altinda FCV liiretiminin incelenmesi amag¢lanmustir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Viriis ve Hiicre

Bu caligmada konak hiicre hatt1 olarak Dollvet Biyoteknoloji hiicre bankasinda
bulunan Crandell Rees Feline Kidney (CRFK, DOLLL-1) hiicreleri kullanildi. Hiicreler,
%10 fetal sigir serumu (Fetal Bovine Serum, FBS) (Cegroagen Biotech, Almanya) ile
desteklenmis Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) besiyerinde kiiltiire edildi ve
%35 CO; iceren inkiibatérde 37 °C’de inkiibe edildi.

Caligsmada kullanilan Feline calicivirus (FCV), Dollvet Biyoteknoloji viriis bankasinda
bulunan master seed virus (MSV)’den tiiretilmis working seed virus (WSV) stoklarindan
elde edildi. Viriis stoklar1 deneylerde kullanilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

3.2. Mikrotasiyict Hazirhg:

Cytodex-1 ve Cytodex-3 mikrotasiyicilart (Cytiva, ABD), iiretici firma talimatlarina
uygun olarak 0.5 g tartilarak hazirlandi. Mikrotasiyicilar oda sicaklifinda en az 3 saat
boyunca PBS icerisinde bekletildi. Daha sonra iistteki fazla PBS uzaklagstirilarak taze PBS
ile birka¢ defa yikama islemi yapildi ve ardindan sterilite icin mikrotastyicilar 115 °C’de
15 dakika otoklav edildi. Otoklav igleminin ardindan fazla PBS uzaklastirilarak DMEM
besiyeri eklendi ve hiicreler spinner flask’lara aktarildi. CRFK hiicrelerinin siispansiyon
kiiltiir kosullarinda ¢ogaltilmas: amaciyla 125 mL hacimli spinner flask (Corning, Lot No:
21522001, ABD) kullanildi. Toplam calisma hacmi 100 mL olarak belirlendi ve kaplar
manyetik karigtiriciya yerlestirilerek karistirma hizi 40 rpm olarak ayarlandi. Deney siiresince
tiim islemler %35 CO, iceren inkiibatorde 37 °C’de siirdiiriildii.

3.3. Hiicre Tutunma Deneyleri

CRFK hiicrelerinin mikrotasiyicilara tutunmasi1 Yontem-1 (Y-1) ve Yontem-2 (Y-
2) olmak iizere iki farkli yontemle degerlendirildi. Yontem-1’de hiicreler dogrudan
mikrotagiyici iceren ortamda inkiibe edildi. Yontem-2’de ise hiicreler santrifiij edildikten
sonra spinner flask’lara eklendi ve Verbruggen vd. (2018) tarafindan tanimlanan aralikl
karistirma (intermittent agitation) yaklasimina benzer bir yontem uygulandi. Hiicre

tutunmasi 24., 48. ve 72. saatlerde goriintiilendi ve hiicre sayimi i¢in siipernatanttaki ve
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mikrotagiyic1 yiizeyindeki hiicrelere bakildi. Hiicre yogunlugu ve canlilik orani, Trypan
Blue diglama yontemi kullanilarak belirlendi (Strober, 2015). Hiicre siispansiyonu %0,4’liik
Trypan Blue ¢ozeltisi ile karigtirildi ve hiicre sayimi hemositometrik sayim yontemi
kullanilarak Biirker lami iizerinde gerceklestirildi. Sayimlar, 151k mikroskobu (Zeiss,
Almanya) kullanilarak yapildi. Boyay1 almayan hiicreler canli, boyay1 alan hiicreler 6li

olarak degerlendirildi.

Mikrotasiyici yiizeyine tutunmus hiicrelerin belirlenmesi ve hiicre yogunlugunun
degerlendirilmesi amaciyla niikleus boyama yontemi kullanildi. Bu amagla hazirlanan
niikleus boyama soliisyonu; 1 L son hacimde 1 g kristal viyole, 1 mL Triton X-100 ve 19,2
g sitrik asit kullanilarak hazirlandi. Boyama soliisyonu kiiltiir 6rneklerine eklendikten sonra
ornekler 37 °C’de %5 CO, iceren inkiibatorde 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
mikrotagiyicilar iizerindeki boyanmig hiicre ¢ekirdekleri mikroskop altinda gériintiilenerek
hiicre tutunmasi ile dagilimi incelendi ve Biirker lami1 kullamilarak sayim gerceklestirildi.
Elde edilen degerler, mikrotasiyict bagina diisen hiicre sayis1 ve toplam hiicre yogunlugunun
belirlenmesinde kullanildi.

3.4. Viriis inokiilasyonu

FCV inokiilasyonunda, viriis partikiillerinin konak hiicre reseptorleriyle temas
olasiligim1 maksimum seviyeye ulagtirmak amaciyla Verbruggen vd. (2018) tarafindan
uygulanan yontem modifiye edilerek bir adsorpsiyon fazi uygulandi. Viriis ekim islemini
takip eden ilk 2 saatlik adsorpsiyon periyodu boyunca; 30 dakika dinlenme / 3 dakika
karigtirma periyodu yiiriitiildii.

3.5. Molekiiler Teknikler

3.5.1. Viral Niikleik Asit Ekstraksiyonu

Calismada kullanilan 6rneklerin ekstraksiyon islemi, RNA/DNA ekstraksiyon kiti
(Invitrogen, ABD) kullanilarak iiretici firma protokoliine uygun sekilde gerceklestirildi.
Elde edilen niikleik asit 6rnekleri analiz asamasina kadar —20 °C’de muhafaza edildi.

3.5.2. ¢DNA Sentezi

FCV cDNA sentezi, cDNA sentez kiti (Invitrogen, ABD) kullanilarak iiretici firmanin

20



GEREC ve YONTEM TUBA BEYZA POLAT

onerdigi protokol dogrultusunda gerceklestirildi. Elde edilen cDNA 6rnekleri konvansiyonel
PCR analizinde kullamldi.
3.5.3. Konvensiyonel PCR Analizi

FCV varliginin dogrulanmasi amaciyla PCR yontemi uygulandi. Amplifikasyon
reaksiyonlarinda master mix kiti (Roche, Isvicre) kullanildi. PCR reaksiyonlari, LightCycler
480 PCR cihazinda (Roche, Isvigre) gerceklestirildi. PCR reaksiyon karigimi, toplam 25 uL
hacimde olacak sekilde buz {izerinde sirasiyla su bilegenlerle hazirlandi: 12,5 uL 2X Buffer
(Master Mix), 1,0 uL Forward Primer, 1,0 uL Reverse Primer, 5,5 pL niikleaz icermeyen su
(dH,0) ve son olarak 5,0 uL kalip cDNA. Reaksiyonun termal dongii kosullar1 su sekilde
yiiriitiildii: Baslangic denatiirasyonu icin 95 °C’de 15 dakika bekletildi. Ardindan; 94 °C’de
30 saniye denatiirasyon, 55 °C’de 30 saniye primer baglanmasi (annealing) ve 72 °C’de
1 dakika uzama (extension) basamaklarindan olusan dongii toplamda 35 kez tekrarlandi.
35 dongii bittikten sonra, son uzama agamasi olarak 72 °C’de 10 dakika daha bekletildi
ve elde edilen PCR iirtinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildi. FCV’ye 6zgii 671 bp
biiytikliigiindeki amplifikasyon iiriinii pozitif sonug olarak kabul edildi.

3.5.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel uygun konsantrasyonda hazirlanarak etidyum bromiir ile boyandi. PCR
tiriinleri yiikleme tamponu ile karistirilarak jel kuyucuklarina yiiklendi. Bant biiyiikliiklerinin
belirlenmesi amaciyla 100 bp DNA Ladder (GeneON, Almanya) kullanildi. Elektroforez
islemi 120 V’°da 45 dakika siireyle gerceklestirildi. Yiirlitme isleminin tamamlanmasinin
ardindan jel goriintiileri, goriintiileme sistemi (Bio-Rad, ABD) kullanilarak UV 15181 altinda
elde edildi. Olusan bant profilleri FCV pozitifligi yoniinden degerlendirildi.

3.6. Istatistiksel Analiz

Hiicre tutunma verileri iki yonlii varyans analizi (Two-way ANOVA) ile degerlendirildi
ve Y1-Cl1 ile Y2-C3 gruplarn arasindaki farklar Tukey testi ile analiz edildi. p <0,05
degeri istatistiksel anlamlilik sinir1 olarak kabul edildi. Viral titre dl¢iimleri 0,1 MOI'de
iic bagimsiz biyolojik tekrar lizerinden yiiriitiildii. Farkli zaman noktalar1 (12. ve 120.

saat) arasindaki degisimin degerlendirilmesi amaciyla tek yonlii varyans analizi (One-way
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ANOVA) uyguland1 ve gruplar arasindaki ¢oklu karsilagtirmalar Tukey ¢oklu karsilagtirma
testi ile gergeklestirildi. Istatistiksel degerlendirmelerde p <0,05 degeri anlamlilik sinir1
olarak kabul edildi.

3.7. Biiyiime Egrisi

Spinner flask’larda Cytodex-3 kullamilarak CRFK hiicreleri, Tutunma-2 yontemine
gore 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 toplandi. Viral titreler, Spearman-Kéirber
yontemi (Kérber, 1931; Spearman, 1908) ile TCIDs testi kullanilarak belirlendi. Olgﬁlen

viral titrelere dayanarak FCV’nin biiylime egrisi ¢izildi.

22



BULGULAR TUBA BEYZA POLAT

4. BULGULAR

4.1. Hiicre Tutunma

CRFK hiicrelerinin mikrotasiyici yiizeylerine tutunma siirecinin erken donem morfo-
lojik 6zellikleri, tutunma sonrasi 3. saatte elde edilen mikroskobik goriintiilerle incelendi.
Hiicre tutunmasi, Cytodex-1 ve Cytodex-3 mikrotastyicilar kullanilarak uygulanan iki farkli

kiiltiir yontemi kapsaminda takip edildi ve elde edilen goriintiiler Sekil 4.1°de gosterildi.

Sekil 4.1. CRFK hiicrelerinin tutunma sonras1 3. saatteki 151k mikroskobu goriintiileri. A.
Monolayer CRFK hiicrelerinin goriintiisii. B. Yontem 1’e gore spinner flaska aktarilan
CRFK hiicrelerinin 3. saatteki goriintiileri. B1. Cytodex-1; B2. Cytodex-3. C. Yontem 2’ye
gore spinner flaska aktarilan CRFK hiicrelerinin 3. saatteki goriintiileri. C1. Cytodex-1; C2.
Cytodex-3.

Tutunma sonrast Yontem-1 ve Yontem-2 kullanilarak Cytodex-1 ve Cytodex-3
mikrotagtyicilarinda CRFK hiicrelerinin 24., 48. ve 72. saatlerdeki mikroskobik goriintiileri
alindi. Alinan goriintiiler Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’teki gibidir.
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24h A8 72h

Sekil 4.2. Yontem 1’e gore spinner flask icerisindeki Cytodex-1 ve Cytodex-3 mikro-
tagtyicilan iizerindeki CRFK hiicrelerinin 24., 48. ve 72. saatlerdeki goriintiileri. A—C.
Cytodex-1; D-F. Cytodex-3 mikrotasiyicilar iizerindeki CRFK hiicrelerini gostermektedir.
Tiim goriintiiler 151k mikroskobu altinda 5x biiyiitme ile elde edilmistir.
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24h 48h 72h

Sekil 4.3. Yontem 2’ye gore spinner flask icerisindeki Cytodex-1 ve Cytodex-3 mikro-
tastyicilar iizerindeki CRFK hiicrelerinin 24., 48. ve 72. saatlerdeki goriintiileri. A—C.
Cytodex-1; D-F. Cytodex-3 mikrotasiyicilar iizerindeki CRFK hiicrelerini gdstermektedir.
Tiim goriintiiler 151k mikroskobu altinda 5x biiyiitme ile elde edilmistir.

CRFK hiicrelerinin farkli yontem ve mikrotasiyicilar sonucundaki tutunma verileri
istatistiksel olarak analiz edildi. Gruplar arasindaki farkliliklar iki yonlii varyans analizi
ve Tukey coklu karsilagtirma testi kullanilarak belirlendi. Analiz sonuclar1 Sekil 4.4’te

gosterildi.
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Sekil 4.4. Farkli hiicre tutunma yontemi ve mikrotasiyici kombinasyonlarinda (Y1-Cl1,
Y1-C3, Y2-C1, Y2-C3) CRFK hiicre yogunlugunun zamana baglh degisimi. Y1: Yontem
1; Y2: Yontem 2; C1: Cytodex-1; C3: Cytodex-3’ii gostermektedir. *: istatistiksel olarak
anlamh fark (p<0,05).

Sekil 4.4°te gosterildigi lizere Tukey testi analizlerine gore, zaman faktoriiniin (p <
0,0001) ve tutunma yontemi-mikrotasiyict kombinasyonunun (p = 0,0009) hiicre tutunmasi
tizerinde istatistiksel olarak anlamli etkiye sahip oldugu tespit edildi. Buna kargin, iki faktor

arasindaki etkilesim anlamli bulunmadi (p = 0,9510).

Sonuglara bakildiginda, 48. saatte Yontem-2/Cytodex-3 grubunun, YOntem-
1/Cytodex-1 grubuna kiyasla anlamh derecede daha yiiksek hiicre tutunmasi gosterdigi
belirlendi (p = 0,0385). Yetmis ikinci saatte benzer egilim devam etti ancak istatistiksel

anlamlilik gostermedi (p = 0,0572).

Cytodex-3 ve Yontem-2 kombinasyonunun, diger gruplara kiyasla istatistiksel olarak
daha yiiksek tutunma performans sergiledigi saptandi. Bu dogrultuda, hiicresel adaptasyon
asamasini takiben FCV inokiilasyon protokolii uygulanarak farkli MOI dozlarinda zamana
bagh viral biiylime kinetigi izlendi.

4.2. FCV MOI Optimizasyon Calismalari

Farkli MOI degerlerinin (1; 0,1; 0,01; 0,001 ve 0,0001) viral yiik {izerindeki etkilerini
belirlemek amaciyla siipernatant ve hiicre ici TCIDs, verileri, 12. saatten baglayarak 12 saat

araliklarla 168. saate kadar takip edildi ve 151k mikroskobu goriintiileri sunuldu.
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Farkli MOI degerlerinde enfekte edilen kiiltiirlerden belirlenen zaman noktalarinda
alinan orneklerde viral titre degisimleri incelendi ve sonuclar Sekil 5.4-5.8’de gosterildi.
Ik 6l¢iim noktas1 olan 12. saatte yiiksek diizeyde viral titre tespit edildi ve bu zaman
noktast ilk pik donemlerinden biri olarak degerlendirildi. Takip eden saatlerde viral
titrelerde dalgalanmalar gozlenmekle birlikte, tiretimin kiiltiir siiresi boyunca devam ettigi
belirlendi. ikinci pik degerine ise 120. saatte ulasildi. Elde edilen sonuclar, FCV’nin
secilen kiiltiir kosullarinda etkin sekilde ¢cogaldigini ve viral iiretimin enfeksiyon siiresince
stirdiirtilebildigini gosterdi.

© Hiicre # Slpernatant

1 MOI
9,0

7.2

54

3,6

Log10 TCID50 /mL

1,8

0,0 . ! . ! ! ' ! ! ' 1 ! ' ! .
12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168

Saat

Sekil 4.5. 1 MOI uygulamasinda zamana bagli olarak hiicre ici ve siipernatanttaki viral titre
degisimi.
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0.1 MOl
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7,2

5,4

3,6
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0,0
12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168

Saatler

Sekil 4.6. 0,1 MOI uygulamasinda zamana bagl olarak hiicre ici ve slipernatanttaki viral
titre degisimi.

0.01 MOI

90 - © Hicre # Slpernatant

72 -

54

36 -

Log10 TCID50 /mL

1.8 -

00 - . : : : ' . : : : . . .
12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168

Saatler

Sekil 4.7. 0,01 MOI uygulamasinda zamana bagl olarak hiicre ici ve siipernatanttaki viral
titre degisimi.
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Sekil 4.8. 0,001 MOI uygulamasinda zamana bagh olarak hiicre i¢i ve siipernatanttaki viral
titre degisimi.

< Hicre 4 Slpernatant
0.0001 MOI
9,0 -
7,2 -
-
S
o 54 -
o
=)
(]
[t
(=]
> 3.6 3
o
—
1,8 -
0,0 a v 1 " 1 ' 1 1 " 1 1 1 1 "
24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 132 144 156 168
Saatler

Sekil 4.9. 0,0001 MOI uygulamasinda zamana bagl olarak hiicre ici ve slipernatanttaki viral
titre degigimi.
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4.3. FCYV Biiyiime Egrisi

FCV’nin CRFK hiicrelerindeki ¢ogalma kinetigini degerlendirmek amaciyla farkli
MOI degerlerinde elde edilen hiicre iligkili viral titreler karsilastirild1 ve biiyiime egrileri
olusturuldu. Farkli enfeksiyon dozlarina ait titre degisimleri aym grafik iizerinde gosterildi

ve sonuglar Sekil 4.10°da verildi.

g_

- -2 1
e -= 0.1
= 6 — 0.01
5 i: ~ 0.001
=g o~ 0.0001
O 2]

1

0 I 1 1 1 I 1 1 I F & & T 1 |

O RV X P R AV > P PPV e
Zaman (saat)

Sekil 4.10. Farkl1 MOI degerlerinde (1, 0,1, 0,01, 0,001 ve 0,0001 MOI) enfekte edilen
CRFK hiicrelerinde hiicre i¢i FCV viral titrelerinin zamana bagh degisimi.

4.4. 0,1 MOI FCV Enfeksiyonu Sonras1 CRFK Hiicrelerinde CPE Gozlemleri

Calismada kullanilacak enfeksiyon kosulunun belirlenmesi amaciyla farkli MOI
degerlerinde gerceklestirilen 6n degerlendirmeler sonucunda, 0,1 MOI kosulu viral iiretim
kinetiginin izlenmesi ve hiicresel degisimlerin degerlendirilmesi acisindan uygun bulundu.
Bu nedenle 0,1 MOI ile enfekte edilen CRFK hiicrelerinde enfeksiyon siirecine bagl olarak
meydana gelen morfolojik degisimler mikroskobik olarak incelendi. FCV enfeksiyonu
sonrasi olusan CPE farkli zaman noktalarinda degerlendirildi ve elde edilen goriintiiler Sekil

4.11’de sunuldu.
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Sekil 4.11. 0,1 MOI ile FCV enfeksiyonu sonrasinda CRFK hiicrelerinde farkli zaman
noktalarinda gozlenen sitopatik etkiler. (A) Enfeksiyon sonrasi 12. saat; (B) 24. saat; (C)
36. saat; (D) 48. saat; (E) 60. saat; (F) 72. saat; (G) 84. saat; (H) 96. saat goriintiilerini
gostermektedir. Tiim goriintiiler Sx biiylitme ile elde edilmistir.
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Sekil 4.12. 0,1 MOI ile FCV enfeksiyonu sonrasinda CRFK hiicrelerinde farkli zaman
noktalarinda g6zlenen sitopatik etkiler. Enfeksiyon sonrasi (I) 108. saat; (J) 120. saat; (K)
132. saat; (L) 144. saat; (M) 156. saat ve (N) 168. saat goriintiilerini gostermektedir. Tiim
goriintiiler Sx biiylitme ile elde edilmistir.

4.5. Konvansiyonel PCR Bulgular:

Konvansiyonel PCR analizi sonucunda FCV pozitif orneklerde beklenen 671 bp
biiyiikliigiinde spesifik bantlar gézlendi (Sekil 4.13). Agaroz jel elektroforezi ile dogrulanan

amplifikasyon iiriinleri UV 1s1k altinda goriintiilendi.
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Sekil 4.13. FCV varliginin RT-PCR ile dogrulanmasina ait agaroz jel elektroforezi goriintiisii.
M: 100 bp DNA belirteci; NK: negatif kontrol; PK: pozitif kontrol; FCV: Feline calicivirus
pozitif ornegi.

4.6. 0,1 MOI’de Tekrarlanabilirlik Analizi

FCV’nin CRFK hiicre kiiltiir sistemindeki iiretim kinetigini degerlendirmek amaciyla
farkl1 enfeksiyon sonras1 zaman noktalarinda viral titre degisimleri incelendi. On degerlendir-
me amactyla gerceklestirilen farkli MOI denemelerinde viriis titre artisinin 6zellikle 12. ve
120. saat zaman noktalarinda pik yaptig1 gbzlendiginden, iiretim kinetiginin daha kapsaml
degerlendirilmesi amaciyla bu zaman araliklar1 kullanmildi. Ayrica viral replikasyonun erken
donem degisimlerini daha ayrintili ortaya koyabilmek amaciyla 4., 8. ve 12. saatler eklenerek
ek ornekleme yapildi. Hiicre ici ve siipernatant fraksiyonlarinda belirlenen viral titre degerleri

zamana bagh olarak degerlendirildi ve elde edilen sonuclar Sekil 4.12°de sunuldu.
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Sekil 4.14. 0,1 MOI ile enfekte edilen CRFK hiicrelerinde hiicre ici ve siipernatanttaki viral
titrenin (log TCID /mL) zamana bagh degisimine ait tekrarlanabilirlik analizi. Veriler
ortalama + SD olarak gosterilmistir.

Hem hiicre hem siipernatant verilerinde zaman faktori istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p < 0,0001). Elde edilen sonuclara gore viral titre degerlerinde 8. ve 12. saatler
araliginda artis gdzlendi ve maksimum titre seviyelerine bu donem icerisinde ulagildi. 8.
ve 12. saat zaman noktalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamasi, viral
iretimin bu aralikta pik diizeyde seyrettigini gosterdi. 120. saatte elde edilen titre degerleri
ise diger tiim zaman noktalarina gére anlamhi derecede diisiik bulundu. Deney, ii¢ bagimsiz
biyolojik tekrar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gostermedi ve yiiksek diizeyde

tekrarlanabilirlik sergiledi.
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5. TARTISMA

Bu calismada, CRFK hiicre hattinin mikrotasiyic1 tabanli siispansiyon kiiltiir
sistemine adaptasyonu ve bu sistem kullanilarak FCV iiretim potansiyeli degerlendirilmistir.
Calismanin temel amaci, monolayer 6zellik gosteren CRFK hiicrelerinin mikrotasiyici
sistemlerde ¢cogaltilabilirligini ortaya koymak ve FCV {iretimi i¢in uygun enfeksiyon kosullari
ile hasat zamanimi belirlemektir. Bu nedenle oncelikle farkli mikrotasiyici ve tutunma
yontemlerinin hiicre tutunmasi ve biiyiimesi tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Elde
edilen sonuglara gore Y-2/C-3 kombinasyonunun Y-1/C-1 kombinasyonuna kiyasla daha
yiiksek hiicre tutunmasi sagladigi belirlenmistir. Bu nedenle Y-2/C-3 kombinasyonu, FCV
iiretim ¢aligmalarinda tercih edilmistir. Ardindan secilen sistemde 5 farkli MOI kullanilarak
FCV iiretimi degerlendirilmistir. Uygun goriilen MOI ve hasat zamani ile lic bagimsiz

biyolojik tekrar yapilmustir.

Mikrotasiyicilarin yiizey Ozellikleri, hiicre adezyonu ve proliferasyonu lizerinde
dogrudan etkilidir. Cytiva (2020) verilerine gore C-1 ve C-3 mikrotasiyicilar yiizey yapilari
bakimindan farklilik gostermektedir. C-1, pozitif yiiklii iyonik gruplar iceren bir dekstran
matrisine sahip olup hiicrelerin elektrostatik etkilesimlerle baglanmasim saglarken; C-3,
yiizeyinde bulunan denatiire kolajen tabakasi sayesinde hiicrelerin daha fizyolojik ve gii¢lii
bir sekilde tutunmasina olanak tanimaktadir. Ozellikle epitel benzeri hiicre hatlarinda,
biyolojik yiizey yapisi nedeniyle C-3’iin hiicre adezyonu ve canlilig1 acisindan daha avantajli
oldugu bildirilmektedir (Cytiva, 2020). CRFK hiicrelerinin epitel benzeri 6zellik gostermesi,
bu calismada C-3 mikrotasiyicisi ile daha yiiksek hiicre tutunmasi ve proliferasyon elde
edilmesini acgiklayabilir. Bununla beraber mikrotasiyicit kiiltiirlerinde hiicre baglanma
asamasinda uygulanan karistirma stratejisinin de hiicre dagilimi ve tutunma verimliligi
iizerinde etkileri bulundugu bildirilmektedir. Nienow (2014), hiicrenin mikrotasiyiciya
tutunma doneminde kontrollii karigtirmanin hiicre kiimelenmesini azaltarak daha homojen
bir kiiltiir ortami1 olugturdugunu ve tutunma doneminde belli diizeyde karistirma gerektigini
bildirmistir. Benzer sekilde, Ikonomou vd. (2004), mikrotastyicilar lizerinde biiyiitiilen
mezenkimal hiicrelerin uygun diizeydeki karistirma kosullarinda canliliklarimi 7 giine

kadar koruyabildigini ve hasar gérmedigini bildirmistir. Bu bilgiler 1s181nda, Yontem-
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2’de uygulanan periyodik karistirma stratejisinin hiicrelerin mikrotasiyici yiizeyine daha
homojen dagilmasini ve tutunmasini destekledigi; C-3’iin uygun yiizey ozellikleri ile birlikte
degerlendirildiginde C-3/Y-2 kombinasyonundan daha yiiksek verim alinmasini acikladig1

diigiiniilmektedir.

Eckhardt vd. (2024) tarafindan farkli viriisler ve hiicre hatlariyla yiiriitiilen caligmalar,
yiiksek MOI uygulamalarinin enfeksiyon siirecini hizlandirdigini ancak sonugta her
zaman daha yiiksek viral titre elde edilmedigini gostermistir. Yiiksek MOI degerlerinde
baslangicta enfekte olan hiicre sayisimin fazla olmasi, viriisiin replikasyon dongiisiine
daha erken baglamasini ve pik titreye daha kisa siirede ulagilmasini1 saglamaktadir. Diisiik
MOI uygulamalarinda ise enfeksiyon hiicreden hiicreye yayildig1 i¢cin maksimum titreye
ulagma siiresi biraz daha uzamaktadir. Bununla birlikte mevcut arastirmalarda farkli
MOI diizeylerinde elde edilen nihai viral titrelerin birbirine yakin olabildigi bildirilmistir.
Dolayisiyla MOI se¢imi, maksimum verimden ziyade temel olarak enfeksiyon hizi ve
toplam Uretim siiresi iizerinde belirleyici bir rol oynamaktadir. FCV firetimi incelendiginde
literatiirdeki bu teorik altyapiya benzer bulgular ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin; Saade vd.
(2026), FCV izolatinin hem 0,1 hem de 0,01 MOI’de FCEC hiicrelerinde etkili bir sekilde
cogaldigini ve inokiilasyonu takiben yaklasik 12-24. saatler arasinda en yiiksek titre artiginin
gozlendigini rapor etmistir. Benzer sekilde Mao vd. (2022) da tek tabakali CRFK hiicrelerini
0,01 MOI ile enfekte ederek viral kinetigi takip etmistir. Mevcut bilimsel veriler 1s181nda,
sunulan calismada FCV iretimi icin en ideal enfeksiyon oranini belirlemek amaciyla 1;
0,1; 0,01; 0,001 ve 0,0001 olmak iizere 5 farkli MOI diizeyi test edilmistir. Yapilan TCIDs
testleri sonucunda, literatiirle paralel sekilde farkli MOI’lerin nihai viral titre iizerinde
belirgin bir fark yaratmadigi ancak iiretim siiresi ve enfeksiyon hizi dengesi acisindan
0,1 MOI degerinin en uygun segcenek oldugu belirlenmistir. Secilen bu MOI degeri (0,1)
ile deneylerin tekrarlanabilirligini giivence altina almak adina 3 bagimsiz biyolojik tekrar

gerceklestirilmistir.

On degerlendirme amaciyla gerceklestirilen farkli MOI denemelerinde, viriis titre
artisinin Ozellikle 12. ve 120. saatlerde belirginleserek c¢ift pik iceren bifazik bir kinetik

oriintii sergiledigi goriilmiistiir. Bu nedenle 0,1 MOI iiretim kinetiginin daha kapsamli analiz
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edilmesi amaciyla s6z konusu zaman araliklar1 temel alinmig; ayrica viral replikasyonun
erken donem degisimlerini daha ayrintili ortaya koyabilmek adina 4., 8. ve 12. saatleri

kapsayan kisa zaman araliklarinda ek orneklemeler yapilmustir.

Yapilan testlerde 6zellikle enfeksiyon sonrasi 8. ve 12. saatlerde elde edilen viral
titrelerin yaklagik 10%- TCIDso/mL seviyesine ulastig1 belirlenmistir. Zhang vd. (2025)
tarafindan klasik monolayer Kkiiltiir kogullarinda yapilan ¢alismada; CRFK hiicreleri 0,1
MOI ile enfekte edilerek 4., 8. ve 12. saatlerde gerceklestirilen degerlendirmelerde viral
replikasyonun zamanla artt181 ve 12. saatte FCV titresinin yaklasik 108 TCIDsy/mL ile en
yiiksek seviyeye ulastig1 bildirilmistir. Elde edilen bulgular, bu degerlerle biiyiik 6l¢iide
paralellik gostermektedir. Ayni calismada enfeksiyonun ilerlemesine paralel olarak sitopatik
etkinin belirginlestigi; 4. saatte minimal morfolojik degisiklikler gozlenirken, 8. saatte
hiicre yuvarlaklagmasinin bagladig1 ve 12. saatte hiicre biiziigmesi ile ayrilmalarin belirgin
hale geldigi rapor edilmistir. Calismada mikrotasiyic1 tabanli siispansiyon kiiltiiriinde
elde edilen viriis ¢cogalma profilinin ve zamana bagh degisimlerin, bu monolayer modele
benzer oldugu, hatta bazi kosullarda daha yiiksek verim saglayabilecegi ortaya konmustur.
Bu durum, adherent Kkiiltiirlerden siispansiyon tabanl iiretim sistemlerine geciste viriis
tretim performansinin siirdiiriilebilecegini gostermesi bakimindan onem tagimaktadir.
Mikrotagiyici sistemlerin sagladig1 yiiksek yiizey/hacim orani, hiicre yogunlugunu artirarak
hiicre-viriis karsilagma olasiligin yiikseltmis olabilir. Bu durum, mikrotasiyic1 sisteminin

FCV replikasyonu i¢in uygun bir mikrocevre sunabilecegini gostermektedir.

[k optimizasyon calismalarinda farkli MOI degerleri ile yapilan denemelerde 120.
saatte de yiiksek viral titrelerin elde edildigi gozlenmis ve bu nedenle hem erken hem de geg
zaman noktalarinin hasat acisindan uygun olabilecegi degerlendirilmistir. Ancak biyolojik
tekrar deneylerinde 120. saatte elde edilen titrelerin belirgin sekilde diistiigii tespit edilmistir.
Bu farkliligin temel nedeninin uzun siireli kiiltiirlerde meydana gelen hiicre dokiilmesi ve
kiiltiir stabilitesindeki azalma oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle ilk deneylerde hiicrelerin
mikrotagiyic1 yiizeyine daha stabil tutundugu ve hiicre canliliginin daha uzun siire
korundugu gozlenmistir. Buna karsin sonraki tekrar deneylerinde hiicrelerin daha erken

donemde yiizeyden ayrildig: belirlenmistir. Bu durumun geg faz viral iliretim kapasitesini
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olumsuz etkiledigi diisiiniilmektedir. Bock vd. (2009) ile Forestell vd. (1992) tarafindan da
belirtildigi lizere, hiicrelerin mikrotasiyicilara baglanmasini kapsayan ilk asama, siirecin
genel verimliligi agisindan kritik bir dneme sahiptir. Ciinkii diisiik bir hiicre baglanma
orani, verimsiz bir viriis ekimi (inokiilasyon) ile sonuclanmakta ve nihayetinde viral verimin
azalmasina neden olmaktadir. Buna ek olarak, hiicrelerin baslangi¢cta mikrotasiyicilara
yeterince giiclii baglanamamasi durumunda, ilerleyen siirecte dinamik kiiltiiriin getirdigi
mekanik etkilerden (shear stress) daha fazla etkilenerek mikrotasiyicilardan kolayca
ayrildiklar rapor edilmektedir (Derakhti vd., 2019). Bu bulgular 15181nda, enfeksiyon sonrasi
8—12 saat araliginin hem daha stabil hiicre kiiltiirii kosullarin1 hem de daha tutarli viral
iretim profilini temsil ettigi anlasilmaktadir. Buna karsin 120. saat, belirli kosullarda yiiksek
titre elde edilmesine ragmen Kkiiltiir stabilitesine bagh degiskenlik gostermesi nedeniyle

daha riskli ve kontrollii bir hasat zamani olarak degerlendirilebilir.

0,1 MOl icin yapilan istatistiksel analizlerde zaman faktoriiniin viral liretim tizerinde
anlamli etkisi oldugu (p < 0,0001), buna karsin biyolojik tekrarlar arasinda anlamli farklilik
bulunmadigi (p > 0,05) saptanmustir. Bu sonuglar, optimize edilen enfeksiyon kosullarinin
tekrarlanabilir ve giivenilir oldugunu gostermektedir. Bu ¢alismada elde edilen bulgular,

benzer bir yaklasimin FCV iiretimi icin de basariyla uygulanabilecegini gostermektedir.

Monolayer kiiltiir sistemlerinde yiiksek viral titreler elde edilebilmesine ragmen,
bu sistemlerin simirh yiizey alan1 nedeniyle endiistriyel dlgek biiylitme acgisindan cesitli
kisithliklar: bulunmaktadir. Mikrotagiyici tabanh stispansiyon kiiltiir sistemleri ise birim
hacimde ¢ok daha genis ylizey alanmi saglayarak yiiksek hiicre yogunluklarina ulagilmasina
olanak tanimaktadir. Ayrica biyoreaktor sistemlerinde pH, sicaklik, ¢Oziinmiis oksijen
ve ajitasyon gibi kritik parametrelerin es zamanli kontrol edilebilmesi, liretim siirecinin
standardizasyonuna katki saglamaktadir. Mikrotasiyici teknolojisinin influenza ve kuduz gibi
viral agilarin endiistriyel iiretiminde basariyla kullanildig: bildirilmektedir (Kistner vd., 1999;
Montagnon vd., 1999; Barrett vd., 2009). Ozellikle Vero ve MDCK hiicreleri ile yiiriitiilen
biiyiik 6lcekli biyoreaktor uygulamalari, mikrotasiyici sistemlerin endiistriyel giivenilirligini
net bir sekilde ortaya koymaktadir. Biyoreaktorlerde stispanse kiiltiir sistemlerinin gelisme-

siyle birlikte mikrotasiyici sistemlerin kullanimi da giderek yayginlagsmistir. 1980’lerden
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sonra CHO hiicre hatti, siispanse hiicre hatt1 halinde ¢ogaltilmaya baglanmistir. 20. yiizyilin
sonlarina dogru ise biyoreaktorlerde siispanse hiicre iiretim kapasitesi 10.000 L’lik devasa bir
Olcege ulasmistir (Griffiths, 1990). Giiniimiizde; fed-batch kiiltiir (Gutiérrez-Granados vd.,
2018), perfiizyon kiiltiirii (Teworte vd., 2021) ve genetik miihendisligindeki (Pino vd., 2020)
ilerlemeler sayesinde biyoreaktorler; hiicrelerin, ¢esitli viral vektorlerin, canl viriislerin ve
viriis bazl agilarin iiretilmesi icin vazgecilmez birer platform haline gelmistir. Boylelikle
biyoreaktor sistemleri, geleneksel statik yontemlerin getirdigi sinirlamalar1 asarak ¢cok daha

genis bir endiistriyel uygulama alani olusturmustur (Von den Eichen vd., 2021).

Sonug olarak bu ¢alisma, CRFK hiicre hattinin mikrotasiyici bazli siispansiyon kiiltiir
sistemine basarili sekilde adapte edilebildigini ve FCV iiretimi i¢in yiiksek verimli bir
platform olusturabilecegini gosteren bir 6n caligma niteligindedir. Elde edilen yiiksek
viral titreler ve erken donemde gozlenen giiclii replikasyon kinetigi, bu sistemin veteriner
biyoteknolojisi ve endiistriyel FCV ag1 iiretimi acisindan umut verici bir up-stream iiretim
modeli olabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte, bu ¢alismanin bazi kisithiliklar
bulunmaktadir. Mevcut ¢aligma kapsaminda iiretim dinamikleri yalnizca spinner flask
Olceginde degerlendirilmistir. Deneyler sicaklik, CO, ve besiyeri kullanimi izerinde sinirl
kontrole sahip spinner flask’larda yapildigindan, kiiltiir sistemi tank biyoreaktor icin tam
olarak optimize edilmemis olabilir (Nienow, 2006). ileri dlcekli biyoreaktdr parametrelerinin
(coziinmiis oksijen diizeyi, siirekli besleme stratejileri vb.) viral iiretim iizerindeki etkileri
bu asamada ayrintili olarak incelenememistir. Ayrica, uzun siireli kiiltiirlerde gdzlenen
hiicre dokiilmesinin (detachment) mekanizmasi tam olarak ortaya konulamamistir. 0,1
MOI grubunda gerceklestirilen ii¢ biyolojik tekrarin, 6zellikle 120. saatte gdzlenen viral
titre diisiisiiniin nedenlerinin ortaya konulmasi agisindan yetersiz kalmig olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu nedenle, gelecekte yapilacak calismalarda biyolojik tekrar sayisinin
artirilmasi, elde edilen sonuglarin giivenilirliginin ve istatistiksel giiciiniin artirilmasina
katki saglayacaktir. Ayrica, 8,5 log;y TCIDso/mL titresine ulasilan 6rneklerde, gercek viral
kapasitenin saptanabilmesi amaciyla ilave seri diliisyonlarin uygulanmasi faydali olacaktir.
Bu yaklasim, maksimum viral iiretim kapasitesinin daha dogru sekilde belirlenmesine
olanak saglayacaktir. Gelecek calismalarda, spinner flask 6l¢eginde elde edilen verilerin

kontrollii ve biiyiik 6l¢cekli biyoreaktor sistemlerine aktarilmasi, bununla birlikte hiicre
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yogunlugu, karistirma hizi, ¢oziinmiis oksijen ve pH gibi igletim parametrelerinin optimize
edilmesi, gelistirilen liretim modelinin endiistriyel uygulanabilirligini, 6lceklenebilirligini

ve tekrarlanabilirligini artiracaktir.

Elde edilen sonuglar, FCV’nin mikrotasiyici tabanli kiiltiir sisteminde spinner flask’lar
kullanilarak verimli sekilde tiretilebildigini ve tekrarlanan biyolojik iiretimde de benzer
sonuglar elde edildigini gostermistir. Bu durum, sistemin FCV as1 iiretimine yonelik siire¢
gelistirme ve Olcek biiyiitme ¢aligmalarinda kullanilabilecek potansiyele sahip oldugunu
ortaya koymaktadir. Ayrica sistem, enfeksiyon kinetigi ve iiretim parametrelerinin optimize
edilmesine yonelik gelecekteki ¢aligmalar icin uygun bir model sunmaktadir. Bu nedenle
gelistirilen iiretim sisteminin, FCV agilarinin yerli liretimine yonelik biyoproses gelistirme

calismalarinda kullanilabilecek 6nemli bir altyap: olusturdugu diisiiniilmektedir.
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6. SONUCLAR

Bu calismada, adherent karakterdeki CRFK hiicre hattinin mikrotagiyici siispansiyon
kiiltiir sistemine adaptasyonu basariyla gerceklestirilmis ve bu sistemde FCV iiretimi deger-
lendirilmistir. Yapilan deneyler sonucunda, zaman faktorii ile tutunma yontemi—mikrotasiyici
kombinasyonunun hiicre tutunmasi iizerinde istatistiksel olarak anlamli etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Cytodex-3 mikrotasiyicisi ve Yontem-2 kombinasyonu, hiicre tutunmasi

acisindan en basarili sonucu vermis ve sonraki deneyler icin uygun bulunmustur.

Farkli MOI degerlerinin viriis cogalma kinetigi lizerindeki etkisi incelendiginde,
yiiksek MOI degerlerinde viral replikasyonun daha erken gerceklestigi, diisiik MOI
degerlerinde ise viral cogalmanin daha yavas ilerledigi belirlenmistir. Elde edilen bulgular
dogrultusunda, iiretim siirecinde daha stabil bir enfeksiyon kinetigi sergilemesi, hasat
zamaninin daha esnek ve kolay takip edilebilir olmasi ile daha diisiik miktarda viriis
kullanilarak benzer diizeyde iiretim saglanabilmesi nedeniyle, FCV iiretimi i¢in 0,1 MOI

degeri uygun enfeksiyon kosulu olarak tercih edilmistir.

Viral biiyiime kinetigi analizlerinde, enfeksiyonun erken doneminde viral titrelerin
hizla arttig1 ve 8. ile 12. saatler arasinda en yiiksek diizeye ulastig1 belirlenmistir. 8. ve 12.
saatlerdeki ol¢iimler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamasi, bu noktalarin
iiretim acisindan uygun hasat zamanlar1 oldugunu gostermistir. Buna karsilik, 120. saatte
elde edilen viral titrelerin diisiik seviyelerde oldugu belirlenmis ve ge¢ donemin tiretim
acisindan uygun bir hasat zaman1 olmadig1 sonucuna ulagilmigtir. 0,1 MOI i¢in yapilan
iic bagimsiz tekrar arasinda anlamh farklilik saptanmamasi, elde edilen sonuglarin yiiksek

diizeyde tekrarlanabilir oldugunu gostermistir.

Sonug olarak, CRFK hiicrelerinin Cytodex-3 mikrotasiyicisi iizerinde basariyla
cogaltilabildigi ve bu sistemin FCV iiretimi i¢in uygun, giivenilir ve dlceklenebilir bir hiicre
kiiltiirii platformu olusturdugu ortaya konulmustur. Calismada belirlenen optimum hiicre
tutunma kosullari, MOI degeri ve hasat zamaninin, ileride gerceklestirilecek biyoreaktor
Olgekli iiretim caligmalarina ve veteriner viral ag1 tiretim siireclerinin gelistirilmesine katki

sa8layacagi degerlendirilmektedir.
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7. ONERILER
Bu calismada elde edilen bulgular neticesinde sunulan oneriler sunlardir:

* FCV iiretiminde farkli hasat zamanlarinin degerlendirilmesine yonelik ilave ¢alismalar
yapilmalidir. Ozellikle bu calismada 120. saatte elde edilen diisiik viral titrelerin,
enfeksiyonun ilerleyen donemlerinde hiicre canliliginin azalmasina ve mikrotastyicilardan
hiicre dokiilmesinin artmasina bagli olup olmadigi ayrintili olarak arastirilmalidir. Bu
amacla, hiicre canlilig1 ve hiicre tutunmasinin ge¢ donemlerde birlikte degerlendirildigi
caligmalarin gerceklestirilmesi onerilmektedir.

* Bu calismada ulagilan en yiiksek viral titre 8,5 log;y TCIDso/mL olarak belirlenmistir.
Ancak titrasyon analizlerinde kullanilan son diliisyon basamagi bu degeri sinirlandirmis
olabileceginden, daha genis seri diliisyonlar kullanilarak ger¢cek maksimum viral titre
degerinin belirlenmesi 6nerilmektedir.

* Calismada siire¢ optimizasyonu spinner flask sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Elde edilen sonuclarin endiistriyel tiretim kosullarina aktarilabilirliginin degerlendirilmesi
amaciyla, ayni iiretim parametrelerinin kontrollii biyoreaktor sistemlerinde dogrulanmasi

onerilmektedir.
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